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RESUMEN

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs) engloban un grupo de
enfermedades neurodegenerativas causadas por priones que se caracterizan por la acu-
mulacion en el cerebro de una proteina infectiva (PrP5¢) altamente insoluble y resisten-
te a proteolisis. La PrP% corresponde a la isoforma patégena de la proteina celular
(PrPY), una metaloprote{na entre cuyas caracteristicas destaca su capacidad para el
transporte de cobre. La isoforma patdgena se deriva de la torma celular a través de un
proceso postraduccional que probablemente s6lo implica un cambio en la estructura
secundaria de la proteina, de tal forma que la secuencia de aminodcidos de la PrPC y la
PrPSe es idéntica. La proteina pridnica estd codificada por un gen cromosdmico deno-
minado Prn-p o PRNP, el cual contiene dos o tres exones dependiendo de la especie.
Este gen estd altamente conservado y presenta una gran homologia entre cspecies.

Se han descrito diversas variantes polimdérticas naturales en el gen de la PrP que
determinan la resistencia o susceptibilidad a esta enfermedad. Dichas variantes son
bien mutaciones puntuales que producen cambios aminoacidicos en la protefna dando
lugar a polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) o inserciones y deleciones que
afectan al numero de repeticiones de un octapéptido. Por lo general. se puede decir que
cuanto mayor es el ndmero de repeticiones mayor es la susceptibilidad a la enfermedad.
Estas variantes polimérficas han sido relacionadas con la LET en humanos. En ganado
bovino no ha sido establecida la relacién entre ciertos polimorfismos y la EET, aunque
existen indicios (cstudios de asociacidn, epidemioldgicos y de homologfa con otras
especies) que fundamentarfan las existencia de una basc genética, también en este caso.
En este ganado [bovino], se han encontrado pocos polimortisimos en la fase de lectura
abierta (ORF) del gen de la PrP. Los que se han descrito, hasta la fecha, generalmente
afectan al ndmero de repeticiones del octapéptido en combinacién con SNPs en estas
mismas regiones. En ganado ovino. la resistencia-susceptibilidad a la EET ovina (scra-
pie) y posiblemente a la LEB. viene determinada por el polimorfismo de los codones
136, 154 y 171, en la ORF del gen de la PrP. Los animales portadores del alelo ARR y
AHQ son resistentes a la enfermedad y los VRQ susceptibles. existiendo una situacién

1. Autor af que debe dirigirse la correspondencia.
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variada de distintos grados de susceptibilidad de los heterocigotos en distintas razas.
Asi. en esta especie. la seleccion puede constituirse a corto plazo como una herramien-
ta eficaz en la prevencién de dicha enfermedad.

Palabras clave: PrP, EET; EEB. Scrapie. Vacuno, Ovino. Seleccion.

SUMMARY
GENETIC BASIS OF RESISTANCE-SUCEPTIBILITY TO TRANSMISSIBLE
SPONGIFORM ENCEPHALOPATIES IN THE BOVINE AND OVINE SPECIES

Transmissible Spongiform Encephalopaties (TSEs) are a group of neurodegenerati-
ve discuses caused by prions. All TSEs are characterised by an accumulation of an abnor-
mal infectious form of the protein (PrP¢) in the brain. This protein is a pathogenic inso-
luble and partially proteinase-resistant isoform of the cellular PrP (PrP), a copper
binding protein. The pathogenic isoform is derived from the PrPC by a postranslational
process which probably only implies a change in the secondary structure of the protein.
since the sequence of amino acids of both proteins is the same. Prion protein is encoded
by a highly conserved chromosomal gene named Prn-p or PRNP. This gene contains two
or three exons, depending on species. with a high degree of homology among them.

Several natural polymorphic variants of the PrP gene have been described as invol-
ved in resistance-susceptibility to TSE. Such polymorphisms are either point mutations
producing a change in the aminoacidic composition of the protein (single nucleotide poly-
morphisims (SNPs) or insertions and deletions affecting the number of octarepeats. There
seems to be a direct relationship between the number ot octarepeats and the susceptibility
to the disease, the higher the number of octarepeats the more the susceptibility to discise.
This type of variants has been related to TSE in humans. In cattle. there is not evidence for
an association between particular PrP gene polymorphisms and BSE although there are
some indications (epidemiological. association studies and homology with other specics)
which also support the existence of a genetic basis. A few polymorphisms in the ORF of
the PrP gene have been tound. in cattle. They penerally affect the number of octarepcats.
combined with SNPs in these regions. In sheep, the resistance/susceptibility to scrapie.
and possibly to BSE. is determined by polymorphisms in codons 136, 154 and 171 loca-
ted in the ORF of the PrP gene. Homocygous animals for alleles ARR and AHQ are resis-
tant to scrapie and those for alleles VRQ are susceptible. However, heterocygous show
ditferent degrees of susceptibility, in difterent breeds. Thus, in sheep. selection may beco-
me in a short period of time. a useful tool for prevention of T'SE.

Key words: PrP. TSE; BSE. Scrapie. Cattle. Sheep. Selection.

Introduccion han desencadenado un importante problema
de salud puiblica. En 1996, se describid el pri-
mer caso de la nueva variante de la enferme-

La FAO ha puesto de manifiesto la necesi- dad de Creutzfeldt-Jakob (vCID) gue ha sido
dad de que todos los parses presten atencion a asociada a la Encefalopatia Espongiforme
Jas Encelalopatias Espongiformes Transmisi-  Bovina (EEB; HAGENNAARS e7 al.. 2000). Por
bles (EETs) ya que en algunos paises europeos el momento. en junio del 2001 el ndmero de
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personas afectadas por esta enfermedad
ascendia a 102 casos declarados oficialmente
en el Reino Unido. 3 en Francia y | en Irlan-
da. Sin embargo, aunque el nimero de casos
no resulte todavia alarmante en el Reino
Unido, se estima que la incidencia real de la
vCJD ha tenido un incremento anual del 23%
entre los afios 1994 y 2000 (BALTER. 2000) y
que las predicciones sobre el nimero de casos
esperados asciende a unos 136.000 (BALTER,
2000). St las previsiones de los epidemidlo-
gos se cumplen. el grado de desconfianza que
ello puede generar en el consumidor espaiiol
es impredecible aunque no llegue a detectarse
ningtn caso de vCJD en nuestro pafs.

El scrapie, representante tipico de estas
enfermedades en el ganado ovino. habia sido
considerado tradicionalmente como de menor
unportancia frente a enfermedades infeccio-
sas mucho mds virulentas (CulLLE y CHELE,
1939). Sin embargo, a partir de 1986 en que
se diagnosticod por vez primera la EEB en
ganado vacuno (WLLLS ef al., 1987; WiL.ts-
MITH et al., 1988), los priones han dado lugar
a una epizootia de grandes dimensiones y
hondo calado en la opinidn piblica. Aunque
no se ha descrito ninguna relacién entre la
enfermedad en ovino y la EET en el hombre,
existen indicios basados en resultados expe-
rimentales que hacen que no pueda descar-
tarse la aparicion de una nueva variante de la
enfermedad en ovejas alimentadas con hari-
nas contaminadas con EEB y que ésta.
pudiera presentar una transmision horizontal
a los seres humanos, rompiendo la barrera
interespecifica ovina-humana.

En nuestro pafs. es dificil cuantificar la
incidencia de Jas EETs en las distintas espe-
cies rumiantes aunque sus efectos se dejan
notar dia a dia especialmente en lo concer-
niente al ganado vacuno. Desde que apare-
cieron los primeros casos de bovinos afecta-
dos por la enfermedad se ha producido una
disminucion rdpida en el consumo de carne
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de esta especie, un incremento de [os costes
de produccion por el gasto de la retirada de
los materiales especiticos de riesgo (MER),
sin olvidar el posible problema medioam-
biental que puede generar la retirada de los
animales afectados. Seglin una encuesta del
Ministerio de Agricultura Pesca y Alimenta-
cion (MAPA). la disminucion en el consumo
de carne de vacuno en nuestro pais ha llega-
do a un 48%. Esta disminucién pone de
mantfiesto que la alarma generada entre los
consumidores es considerable. y ha supuesto
un cambio en los hdbitos de consumo de las
familias espaiolas. Se estima que el coste de
retirada y eliminacién de animales de las
granjas asciende a [4.000 millones de pese-
tas anuales. No obstante, si incluimos los
costes de intervencion del Fondo Europeo de
Garantia (FEGA), los costes de eliminacion
de despojos de matadero y el lucro cesante
del sector como consecuencia de la crisis.
podriamos estar hablando de unos 150.000
mitlones de pesetas anuales. Todo ello nos
sita ante un problema de salud publica que
ademas afecta los intereses econémicos de
un amplio grupo de sectores. especialmente
los productores de vacuno y ovino.

Las encefalopatias espongiformes trans-
misibles (EETs) engloban un grupo de
enfermedades neurodegenerativas causadas
por priones que afectan a diferentes especies
animales incluida la humana. Todas ellas se
caracterizan por la acumulacién en el cere-
bro de una proteina infectiva (PrP5), alta-
mente insoluble y parcialmente resistente a
la proteolisis. correspondiente a la isoforma
patdgena de la proteina celular (PrPY).

Entre las encefalopatias espongiformes
descritas en animales, las de mayor repercu-
si6n han sido la EEB también conocida como
“enfermedad de las vacas locas™ y la Encefa-
lopatia Espongiforme Ovina también conoci-
da como “tembladera™ o scrupie. En la espe-
cia humana hay que destacar la enfcrmedad
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de Creutzfeldt-Jakob (CDJ): la nueva varian-
te (vCID) descubierta en marzo de 1996 y
que ha sido asociada a la ingestién de mate-
rial infectado con EEB: el Insomnio Famuliar
Fatal o Sindrome de Gerstmann-Striussler-
Scheinker y el Kuru. Un gran ndmero de evi-
dencias sugieren que una isoforma anormal
de la PrPC (PrP%) es la responsable de la
infectividad “hipdtesis del prion™ (PRUSINER
et al.. 1990). De acuerdo con esta hipdtesis,
los priones se componen de una proteina
denominada PrP*. La PrP* se produce a tra-
vés de un proceso postraduccional (GABIZON y
PRUSINER. 1990) consistente en el plegamien-
to erroneo de una proteina celular de idéntica
secuencia de aminodcidos, presente en prac-
ticamente todos los tejidos del organismo,
denominada PrP" (isoforma celular de Ja pro-
teina del prion). Este plegamiento erroneo
confiere a la PrP5 dos propiedades que per-
miten diferenciarla de la PrPC, la resistencia
parcial a la digestién por proteasas y la inso-
lubilidad (PAN er al., 1993). La PrP¢ madura,
purificada en su forma nativa tiene una
estructura secundaria compuesta por un 43%
de a-hélice y un 3% de lamina p. Por el con-
trario, los estudios espectroscopicos permi-
tieron establecer que la estructura secundaria
de la PrP5¢ contiene un 43% de lamina f fo
que le confiere la capacidad de formar com-
plejos supramoleculares acumulables deno-
minados amiloides (PAN et «l.. 1993).

La estructura terciaria de la PrP® humana
y bovina ha sido desvelada recientemente
(ZAHN et al.. 2000; LOPEZ ¢1 al.. 2000). Esta
consiste en tres a-hélices que conforman un
nicleo ordenado en el extremo carboxilo
terminal de la molécula y una zona amino
terminal desestructurada y flexible. Se ha
propuesto que la transformacion de PrP¢ a
PrP>¢ consiste en una transicién de las o-
hélices a ldminas P, coincidiendo con las
zonas conservadas de fa cadena polipeptidi-
ca (ZaHN et al., 2000 Lopez et al., 2000).

La implicacién de la proteina celular en la
transmision de los priones se puso de mani-
flesto al observar que ratones knockout (rato-
nes que no expresan la PrPC al haberse inacti-
vado su gen) eran resistentes a la enfermedad
(BUELER er «l.. 1993), demostrando de mane-
ra indiscutible que para la produccién de pro-
teina infectiva era necesaria la presencia de la
isoforma celular. En estos ratones se podia
restablecer la susceptibilidad a los priones
murinos reintegrando en el genoma el gen de
la PrP (FISCHER ¢t al., 1990).

Se desconocen los mecanismos molecu-
lares de la conversion de la PrP¢ en PrpPse
aunque probablemente conlleve Gnicamente
un cambio en la conformacién de la proteina
(BORCHELT ¢t al.. 1990). Se han propuesto
varios modelos para explicar cual es el
mecanismo de propagacion de los priones
(SAFAR ef al., 1996). El primer modelo deno-
minado de desnaturalizacién-renaturaliza-
cién atribuye el control cinético al cambio
conformacional, que es una etapa limitante
ya que implica la desnaturalizacién de la
PrPC y posterior renaturalizacién. En este
modelo la PrPC es el sustrato y PrPS¢ el pro-
ducto de reaccion. La velocidad de reaccion
depende de la concentracion del sustrato. La
PrP5¢ es un efector alostérico que regula la
conversién de PrPC en PrP>¢. Un segundo
modelo se ha denominado de polimeriza-
cién nucleada por condensacién no covalen-
te. Este modelo propone que el cambio con-
formacional estd ligado a un equilibrio de
asociacion de manera que ambas conforma-
ciones existen en equilibrio pero la estabili-
zaci6n de la forma patoldgica ocurre a tra-
vés de la formacidn de un nucleo que
constituye la etapa lenta del proceso. Una
vez constituido el nicleo, éste crece por adi-
ciones sucesiva y rdpidas de nuevas molécu-
las, disparandose el proceso. Ambos mode-
los justificarian las tres variantes patoldgicas.
Las patologias infecciosas serian el resulta-
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do de la presencia ex6gena de la PrPS¢, es
decir del catalizador o efector del nicleo.
Las patologias hereditarias ocurririan por
una desestabilizacién de la estructura de la
PrPC 0 una estabilizacién de la estructura de
Ja PrP5¢ favoreciendo la oblacién del estado
patologico. Por dltimo, las enfermedades
esporddicas podian surgir por mutaciones
somadticas espontaneas que conlleven la for-
macién de la Prpse.

Aunque no se han encontrado otras pro-
tefnas distintas de la PrP5¢ en fracciones
enriquecidas en infectividad atribuible a
priones, algunos resultados recientes sugie-
ren la presencia de una macromolécula
(designada provisionalmente como X) que
participa en la formacién del prion. Estos
resultados indican que mientras que la PrPS¢
se une a la PrPC en una region situada entre
los aminodcidos 96 y 167, la proteina X se
une a aminodcidos situados cerca del extre-
mo COOH-terminal (TELLING et al., 1995).

En los cerebros de animales en fases muy
avanzadas de la enfermedad, la proteina
infectiva se acumula en amiloides que son
sintoma patognomdénico de la enfermedad
(PRUSINER, 1993). Las placas amiloides tam-
bién se pueden encontrar en el bazo y los
nodulos linfaticos (HOPE y MANSON, 1991).

Bases genéticas de la barrera
interespecifica

La proteina del prion (PrP) esta codificada
por un gen cromosomico denominado Prn-p
o PRNP. Este gen contiene 2 0 3 exones,
dependiendo de la especie. Dicho gen esta
altamente conservado (WOPENER et al.,
1999). Mientras que en hamsters el gen de la
PrP presenta dos exones y la regién codifi-
cante del mismo se encuentra en el segundo
exoén (GOLDFARB ef al., 1991), en humanos,
OVINOS, vacunos y ratones presenta tres exo-
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nes y es en el tercero donde se encuentra la
region codificante de la proteina (INOUE er
al., 1997) o la fase de lectura abierta (ORF).
El grado de homologia del gen entre las dis-
tintas especies es muy elevado (PRUSINER et
al., 1993; CASTIGLIONI ef al., 1998; WOPFNER
et al., 1999). La homologia descrita entre el
gen humano y el gen bovino y ovino es de
66,7% y 65,4%, respectivamente. Asi mismo,
la homologia entre estos dos tltimos es del
98% (PRUSINER ef al., 1993; HUNTER, 1999).

La expresion del gen y posterior modifica-
cién postraduccional da Jugar a una glico-
proteina de membrana de entre 230 y 250
aminodcidos segdn la especie (PtPC). Los
priones se propagan mediante la transforma-
cién de la PrP¢ en su isoforma patégena
(PrP%¢), que a su vez sirve de molde para la
transformacién de nueva proteina celular. Se
trata pues de una enfermedad en la que el
genoma del individuo susceptible proporcio-
na tanto el sustrato (PrP¢) como el cataliza-
dor (PrP5¢) de la transformacién patogénica
(GaBIZON y TARABOULOS, 1997). En el caso
de las infecciones a partir de una fuente exo-
gena, la PrPS¢ inoculada es el iniciador de la
transformacion (GABIZON y TARABOULOS,
1997). La eficiencia de la transformacion de
PrPC en PrPS¢ viene determinada por el grado
de homologia de secuencia entre la proteina
exOgena y la proteina celular, de tal forma
que cuando el agente patégeno (PrP5¢), inge-
rido o inoculado es de diferente especie vy,
por tanto, presenta cambios en la secuencia
de aminodcidos respecto de la PrPC, los tiem-
pos de incubacion hasta la aparicion de sinto-
mas se alargan. Por ejemplo, ratones inocula-
dos con proteina de prion de hamster,
desarrollan la enfermedad tras 500 dias de
incubacion, mientras que este tiempo se
reduce a 130 dias cuando los ratones son ino-
culados con proteina de prion murina. Sin
embargo, una vez que el prion transgrede la
barrera de especie y por lo tanto adquiere la
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secuencia proteica determinada por el gen
del huésped. en sucesivas infecciones los
tiempos de incubacién en la nueva especie se
acortan sensiblemente (SCOTT et «f..1989).
La existencia de esta barrera interespecifica
se confirmoé mediante la obtencion de dife-
rentes lineas de ratones transgénicos que
expresaban la PrP¢ de hdmster. Estos anima-
les fueron mas susceptibles a la infeccidn por
priones de hdmster que los ratones no trans-
génicos. La expresion de la PrP¢ bovina en
ratones knockout para la PrP© murina permi-
ti6 un ensayo de infectividad de priones
bovinos en el que los tiempos medios de
incubacion fueron de 250 dias mientras que
en los animales control la infeccidn fue
mucho menos eficiente y con tiempos de
incubacion mucho mas largos (SCoTT e al..
1997). Resultados similares han sido obteni-
dos por TORRES ef al. (resultados en via de
publicacion).

La transmision experimental también ha
sido descrita entre bovinos y ovinos. Asi, se
han observado vacas enfermas tras ser ino-
culadas con extractos de cerebros de ovejas
afectadas de scrapie; sin embargo, la enfer-
medad desarrollada presentaba caracteristi-
cas diferenciales con respecto a la ELB
conocida (CuUTLIP er al., 1997) y las propie-
dades bioquimicas de la PrP%¢ (perfil de gli-
cosilacién y “proteasa fingerprinting™) tam-
bién fueron diferentes. Asi mismo, se han
obtenido ovejas enfermas al ser inoculadas
con tejido de vacas afectadas por EEB (Fos-
TER et al., 1994) aunque al igual que en el
caso anterior, la enfermedad desarrollada
presentaba caracteristicas diferenciales.

El gen de la PrP y la resistencia y/o
susceptibilidad a las EETs

El gen de la PrP¢ presenta variantes poli-
mérficas naturales que determinan la suscep-

tibilidad a la enfermedad (BERR er af.. 1998).
Entre estas variantes se encuentran las debi-
das a mutaciones puntuales (PRUSINER, 1998:
PrIOLA y CHESEBRO. 1998) y las derivadas de
inserciones y deleciones de octapéptidos
repetidos (KENNEY e/ «l.. 1995). Estudios
previos sobre mutaciones puntuales han
demostrado que ratones transgénicos que
expresaban el gen de la PrPC murina mutada
en la posicidn 102 (mutacidén que aparece en
una de las encefalopatias espongitformes
humapas) desarrollaban una degeneracién
espongiforme espontdnea en 70 dias (Hs1a0
et al.. 1990). De igual forma, diversas muta-
ciones puntuales del gen de la PrP que se tra-
ducen en cambios de la estructura aminoaci-
dica de la proteina han sido asociadas a la
aparicidn esporddica de la enfermedad en las
especies humana (Brown, 1994) y ovina
(HUNTLR et al., 19944). Por otro lado, ratones
transgénicos que expresaban el gen de la
PrP¢ murina con 14 octapéptidos repetidos,
en vez de los 5 octapéptidos naturales, desa-
rrollaban una encefalopatia espongiforme
semejante a la causada por priones (CHIESA
etal., 1998). Es conocido que esta region con
octapéptidos de repeticion estd implicada en
la unidn al cobre, el cual parece a su vez.
estar implicado en la transformacién de PrP¢
en PrP5¢ (VILES et al., 1999, WHITTAL ef al.,
2000). Asi, la relacion entre las variantes
polimdrficas y las EETs ha sido demostrada
en las especies humana, ovina y murina pero
ain no lo ha sido en la bovina.

Especie bovina

El gen de la PrP en bovinos ha sido locali-
zado en el grupo de sintenia | | del cromoso-
ma 13 (BTA 13) (Ryan y Womack, 1993:
SCHLAPILR et al., 2000). La primera secuen-
ciacion del gen fue realizada por (GOLDMANN
eral.. 1991) y mds tarde ha sido resecuencia-
do por distintos grupos (YOSHIMOTO et al..
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1992; PRUSINER ¢f al.. 1993, CASTIGLIONI ef
al.. 1998; SCHLAPFER er al., 2000; Hitls er
al., 2000). Este gen consta de unas 20-22 kpb,
es un gen muy conservado y. como se ha
mencionado anteriormente, presenta gran
homologia con los de otras especies.

Al contrario que para otras especies, en el
ganado vacuno se ha encontrado. hasta la
fecha. poca variacion en el gen de la PrP. al
menos en lo que se refiere a la zona codifi-
cante de dicho gen (HUNTER, 1999; HILLS ef
«l., 2000). En el tercer exdn se han descrito
dos polimortismos silentes que afectan a un
solo nucledtido (entre ellos esta Hindll RFLP
causado por un cambio de C por T en el
nucledtido 576) y que no supone un cambio
aminoacidico en la proteina que se traduce.
También se han descrito otros polimorfismos
que se basan en variaciones en el niimero de
repeticiones de un octa/nonapéptido rico en
glicina (Gly) cuya correspondiente secuencia
de ADN se encuentra entre los nucledtidos
160-309, aproximadamente. Cada péptido
estd coditicado por 24 a 27 nucledtidos ricos
en G-C. Las regiones son muy repetitivas.
Por el momento. en el ganado vacuno se han
descrito cinco, seis y siete repeticiones
(GOLDMANN er al., 1991; BROWN et al.; 1993,
NTIBERG et al., 1994: FERGUSON et al., 1997,
SCHLAPFER ef al., 1999). La presencia de siete
repeticiones del octapéptido ha sido dnica-
mente descrita en la poblacion de Pardo Alpi-
na (ScHLAPIER ef al., 1999). La variacion en
el ndmero de repeticiones del octapéptido
(entre 4 y [4) ha sido asociada a la incidencia
de la EETs en otras especies (CHIESA et al.,
1998), incluyendo la humana (GOLFARB e/
al.. 19915 POULLER et al.. 1992: ViTaL et al.,
1998). En ésta dltima se ha descrito que
cuanto mayor es el nimero de repeticiones
del octapéptido mayor parece ser la predispo-
sicion a la CJD (GOLDFARB ef al., 1991).

La asociacion entre dichos polimorfis-
mos del gen de la PrP y la presencia o no de
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El'B no ha sido establecida en el ganado
vacuno (HiLLs et al., 2000: WiLtiams 2001
comunicacion personal). Sin embargo, el
namero de trabajos donde se intenta hallar
dicha asociacion es limitado (GOLDMANN et
al., 1991 Yostumoto er al., 1992; PRUSINER
et al., 1993; HUNTER et al.. 1994b: NEI-
BIRGS ¢t al.. 1994 FiRGUSON et al.. 1997),
fundamentalmente por la carencia de datos
epidemiolégicos (FERGUSON et al., 1997).

Aunque la asociacion polimorfismo-EEB
no haya sido establecida, existen indicios que
podifan justificar el interés de estudiar el gen
de la PrP y/u otros genes bovinos en el con-
texto de la EEB. Podrian formularse algunos
argumentos epidemioldgicos en estudios reali-
zados en distintos paises que fundamentarfan
la existencia de una base genética para la
EEBs, dado que el comportamiento de la
misma varfa entre paises. En Suiza, en el
97% de las ganaderias afectadas por EEB. la
enfermedad tenfa una incidencia muy baja.
afeclando a uno o muy pocos animales
(SCHLAPFER et al.. 2000), sin embargo. en el
Reino Unido, la dispersion de la enfermedad
parece darse de forma distinta: el 80% de los
casos de EEB aparecen en el 20% de las
ganaderias afectadas (HAGENAARS e¢f al.,
2000). Por otra parte, de los genotipos descri-
tos en relacién al ndmero de repeticiones del
octapéptido, el homocigoto 5:5 nunca ha sido
encontrado en asociaciébn con animales
enfermos de EEB (GOLDMANN ef al., 1991:
YOSHIMOTO et al., 1992; PRUSINER ef al.,
1993; HUNTER et al., 1994b: NLIBERG et al.,
1994). si bien es cierto que la frecuencia de
este genotipo en la mayorfa de las poblacio-
nes bovinas es muy baja, si no inexistente
(PREMZL et al.. 2000 ). Se han hecho estudios
de frecuencias génicas y genotipicas en dis-
tintas poblaciones de ganado vacuno de
EE.UU., Bélgica. Escocia, Suiza y Croacia
de animales sanos a nivel del namero de
repeticiones de los octapéptidos (MCKiNZIE
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et al., 1992; BRowN ef al.. 1993; GROBET er
al., 1994; HUNTER et al., 1994; SCHLAPFER et
al., 1999; PREMZL er al., 2000) y se observa
que existe una gran variacion en las frecuen-
cias genotipicas de dicho homocigoto entre
las distintas poblaciones. Se estima que la
frecuencia del homocigoto 5:5 es del 0,5%
entre los toros Holstein masivamente utiliza-
dos en inseminacion artificial en EE. UU.
(BROWN et al.. 1993) mientras que en la raza
Slavonian Syrmian en Croacia (PREMZL et
al., 2000) se ha encontrado en una frecuencia
del 25%. Parece existir una gran variacion en
las frecuencias genotipicas para el niumero de
repeticiones de los octapéptidos entre las
poblaciones en las que dichas frecuencias
han sido descritas. Es cieito que los tamanios
muestrales son pequefios, que no existe una
descripcién exhaustiva de las muestras y asf
mismo que la mayoria de los efectivos se
relacionan con animales de raza Frisona-
Holstein y/o sus cruces.

El alelo codificante de 6 octapéptidos
parece ser el mds frecuente dentro de las
muestras estudiadas aunque la frecuencia
del codificante de 5 octapéptidos es también
muy elevada en algunas poblaciones
(McKiNziE er al., 1992; BRowN er al., 1993,
GROBET et al., 1994; NEIBERGS er al., 1994:
SCHLAPFER ef al., 1999; HILLS et al., 2000;
PREMZL et al.. 2000). Asociado al alelo 6 se
ha detectado un polimorfismo (SNP) que
afecta a una unica base (alelos A y C) (NEI-
BERGS ef al., 1994; HiLLS et al., 2000),
observandose que los animales enfermos y
aquellos emparentados con ellos presenta-
ban todos el genotipo AA (NEIBERGS ef ul..
1994 HiLLs er al., 2000).

Un aspecto que podria utilizarse en apoyo
a la existencia de una base genética para la
resistencia-suceptibilidad a la EEB. en el
ganado bovino, es la evidencia de asociacion
genotipo-enfermedad encontrada en otras
especies. De hecho, el gen de la PrP estd

muy conservado (HUNTER er al., 1999) y
presenta una gran homologia entre las distin-
tas especies (PRUSINER et al., 1993; CASTI-
GLIONI et al., 1998; LEE et al., 1998; WOPF-
NER er al., 1999). Incluso entre especies que
se diferencian en 130 millones de afios de
evolucion (aves y mamiferos), se encuentran
patrones de analogia en las PrPs (WOPFNER
et al., 1999). Asi. si se trata de un gen tan
conservado que presenta una gran homolo-
gfa entre especies. se esperaria poder esta-
blecer de forma fécil [a asociacién entre los
distintos polimorfismos y la presencia de
enfermedad (HUNTER, 1999).

Cabe la posibilidad de que existan otros
polimortismos no descritos en la zona codifi-
cante del gen como sugieren los estudios de
NEBERGS et al. (1994) y HiLLs et al. (2000) o
de que como ocurre con otros genes, los poli-
morfismos responsables estén presentes en
regiones no codificantes 5" o0 3 del gen que
podrian estar involucradas en funciones de
regulacién de la expresion del gen PrP (JAck-
SON ¢t al.. 1993 citado por HUNTER, [999). Se
han encontrado nuevos polimorfismos que
involucran 4 inserciones y/o delecciones asi
como |5 SNPs con una posible asociacion
con la EEB en cuatro familias de medios her-
manos (HiLLs et al., 2000). De los cerca de 30
polimorfismos distintos encontrados en gana-
do vacuno, la mayorfa estdn en zonas silentes
(no codificantes) del gen (WiLLiams, 2001,
Comunicacidn Personal). Asimismo. se esta
haciendo un barrido de todo el genoma para
encontrar otros genes que pudieran estar rela-
cionados con la susceptibilidad a EEB
mediante el uso de microsatélites y marcado-
res de tipo AFLP o fragmentos amplificados
de longitud polimdrfica (HILLS et al., 2000)
con los que posteriormente se desarroflardn
estudios de asociacion.

En bovinos existe un interés manifiesto
por encontrar algin tipo de asociacién entre
los polimorfismos encontrados en el gen de
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la PrP y la EEB y asf poder establecer pro-
gramas de prevencion a través de la selec-
cion de individuos resistentes (GOLDMANN
etal., 1991).

Especie ovina

En ovinos, el gen de la PrP se sitda en ¢l
cromosoma |3 (CASTIGLIONI ¢f al., 1998) y
codifica una proteina de 256 aminodcidos.
Se han descrito hasta 14 alelos para dicho
gen (LAPLANCHE et al.. 1993a: CLOUSCARD
etal., 1995; BELT et al. 1995; BOSSERS et al.,
1996; HUNTER et al., 1996: THORISSON et al.,
1998; THORGEIRSDOTTIR ¢t al., 1999), entre
los que se encuentran las sustituciones ami-
noacidicas metionina/tirosina (M/T) en el
codon 112, alanina/tirosina/valina (A/T/V)
en el 136, metionina/tirosina (M/T) en el
137, serina/asparagina (S/N) en el 138, leu-
cina/fenilalanina (L/F) en el 141, arginina/
cisteina (R/C) en el 151, arginina/histidina
(R/H) en el 154, glutamina/arginina/histidi-
na/lisina (Q/R/H/K) en el 171, asparagina/
lisina (N/K) en el 176 y arginina/glutamina
(R/Q)enel 211.

Se conoce desde hace tiempo que la inci-
dencia del scrapie natural en ovinos estd
asociada a polimorfismos en el gen PrP, y
particularmente aquellos que se producen
en los codones 136, 154 y 171 de la ORF de
dicho gen. En las primeras publicaciones
concernientes al efecto del polimorfismo
del locus PrP sobre el scrapie natural, las
variaciones se estudiaron independiente-
mente coddn a codon. Ast, se ha observado
que en las razas polimdriicas para el coddn
136, los animales VV 136 resultan siempre
muy susceptibles al scrapie. mientras que
los heterocigotos AV presentan una sensibi-
lidad reducida (GOLDMAN ¢f al., 1994). En
las razas., Cheviot (HUNTER ¢t al., 1996:
Hunter 1996, 1997), Tle de France
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(LAPLANCHE ef al., 1993b), Flemish y Swit-
ter (BOSSERS et al., 1996) los animales
AA136 nunca se ven afectados por el scra-
pie, mientras que en otras, Swaledale (Hun-
TER ef al.. 19931 HUNTER, 1993), Texel
(BELT er al., 1995), Lacaune (LAPLANCHE e
al., 1993a, CLOUSCARD ¢t al.. 1995) y Roma-
nov (CLOUSCARD et al, 1995), algunos ani-
males sucumben a la enfermedad. El poli-
morfismo 171 estd claramente ligado a
variaciones en susceptibilidad al scrapie. Los
homocigotos RR171 de todas estas razas son
generalmente los mds resistentes, con la
excepcion de un solo animal de raza Suffolk
en Japdn (IKEDA et al., 1995). En algunas
razas como Cheviot (HUNTER er al.. 1996).,
American Suffolk (WESTAWAY et al., 1994) y
Lacaune y Romanov (CLOUSCARD et al.,
1995, ELSEN et al., 1999), el alelo que codifi-
ca el aminodcido R en la posicidn 171 es
dominante sobre Jas alternativas Q171 vy
HI71, siendo los animales heterocigotos
RX171 totalmente resistentes. Sin embargo,
algunos animales heterocigotos RX 171 desa-
rrollan el scrapie en razas como Scottish
Suffolk (HUNTER et al., 1997). Texel (BELT et
al., 1995) e lle de France (LAPLANCHE et al..
1993b). La informacioén sobre el codon 154
es escasa pero indica resistencia para el alelo
que codifica para el aminodcido histidina en
esta posicion frente al que codifica para argi-
nina (HUNTER e af.. 1996, 1997; CLOUSCARD
et al., 1995; ELSEN et af.. 1999; BELT et al..
1995: LAPLANCIIE ef al., 1993a).

De hecho, la variabilidad de la sensibili-
dad al scrapie estd relacionada con el poli-
morfismo global de estos tres codones consi-
derados simultaneamente. De las 12 posibles
combinaciones de los tres codones, 136
(T/A/V), 154 (R/H) y 171 (Q/R/H/K), el
alelo salvaje es probablemente el ARQ
(A136R154Q171) y los seis alelos mutantes
detectados hasta ahora (TRQ. VRQ., AHQ.
ARH. ARR y ARK), pueden ser el resultado
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de la variacién en uno de estos tres codones
de) alelo salvaje. El panorama gencral es
que la susceptibilidad al scrapie la confiere
el alelo VRQ y la resistencia los alelos ARR
y AHQ. con una situacién intermedia para
los alelos ARQ y ARH. l.a variacién en
estos codones también afecta a la ¢liciencia
de conversién ““in vitro™ de la proteina PrP a
la forma de PrP asociada al scrapie. lo que
refleja su ligamiento con la susceptibilidad
a esta enfermedad. Los alelos TRQ y ARK
son raros y por tanto aportan poca informa-
cion en cuanto a su influencia sobre Ju sus-
ceptibilidad al scrapie. Los alelos extremos
VRQ, AHQ y ARR son dominantes sobre
los intermedios, encontrandose una suscep-
tibilidad reducida en los heterocigotos
VRQ/ARQ y VRQ/ARH comparada con la
del homocigoto VRQ/VRQ (ELSEN er al.,
1999). Sin embargo, ~e han encontrado
situaciones diferentes en distintas razas en
cuanto al comportamiento de los heteroci-
gotos VRQ/ARQ. En el estudio del rebaiio
de la raza Romanov del INRA (ELSEN ef al .,
1999), se ha encontrado codominancia en el
heterocigoto VRQ/ARQ, y susceptibilidad
al scrapie, coincidiendo con los resultados
encontrados en las razas Swaledale (HUNTER.
1993, HUNTER et al., 1993), Texel (BELT er
al., 1995) y Lacaune (CLOUSCARD et al..
1995; LAPLANCHE ¢f al., 1993a) y en contra-
posicion a los de las razas Cheviot (HUNTER,
1996: HUNTER et al., 1996), Tle de France
(LAPLANCHE et al., 1993b), Flemish y Swif-
ter (BOSSERS et al.. 1996). La relacion de
dominancia entre los alelos asociados a la
resistencia (ARR y AHQ) y a la susceptibi-
lidad (VRQ) es variable. pero la mayorfa de
los animales con genotipos VRQ/ARR vy
VRQ/AHQ son resistentes al scrapie.

En razas ovinas espafiolas, sélo se han
estudiado las frecuencias génicas y genotipi-
cas para los codones 136, 154 y 17] del gen
de la PrP en la raza Latxa con sus dos varie-

dades Cara Rubia y Cara Negra (SANZ-PARR A
et al.. 2001). En este estudio. s¢ pone de
manitiesto la presencia del alelo VRQ, aso-
ciado a alta susceptibilidad, a baja frecuencia
en estas pobluciones y una mayor frecuencia
del alelo ARR. asociado a resistencia a scra-
pie. Elalelo mds frecuente fue el ARQ.

La seleccion de animales portadores de
los alelos ARR o AHQ parece ser una posi-
ble via para mcjorar la resistencia al scrapie
natural. Sin embargo. hoy sc sabe que el
propio agente causante del scrapie es poli-
morfico en si mismo (HUNTER e7 al., 1996).
demostrdndose, mediante infecciones artifi-
ciales con dicho agente, la existencia de
interacciones entre el genotipo del huésped
y las distintas “lineas™ coexistentes de scra-
pie. de modo que animales de un determina-
do genotipo para PrP son susceptibles a
algunas lineas de scrapie y resistentes a
otras (FOSTER y DICKINSON, 1988; GoLb-
MANN et al., 1994: IKEDA ¢r al. 1995). El
homocigoto RR171 tumbién ha sido descri-
to como resistente a la EEB inducida expe-
rimentalmente (GOLDMANN er al.. 1994).
Por otro lado, los animales portadores de
genotipos resistentes al scrapie, podrian
actuar como portadores sanos difusores del
agente patdgeno. pero afortunadamente, los
resultados obtenidos en Francia (ELSEN ef
al., 1999), aportan un argumento en contra
de la infectividad de animales portadores
genéticamente resistentes, ya que animales
nacidos de hembras sanas con genotipo
resistente presentan menor ricsgo de contra-
er ia enfermedad que aquellos nacidos de
hembras sanas con genotipo susceptible.

En la actualidad, existen programas prdc-
ticos de mejora de la resistencia al scrapie
establecidos en Holanda, Francia y Gran
Bretana. En el caso de Holanda (SMITS et
al., 2000) se ha abordado una eliminacion
gradual de los alelos asociados con la mayor
susceptibilidad al scrapie. El ejemplo Fran-
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cés (SMITS et al., 2000), se basa en la selec-
cion de animales portadores del alelo ARR
de resistencia al scrapie en la raza Manech
Téte Rousse. Por dltimo, en el caso de Gran
Bretafia (Departamento de Agricultura de
Gran Bretafia) se aborda un esquema de
seleccion de machos en el que se potencia el
incremento de los alelos y genotipos ARR
asociados con la resistencia a scrapie y la
eliminacion del alelo VRQ asociado con
una alta sensibilidad a esta enfermedad.

Conclusiones

Un gran ndmero de evidencias sugieren
que una isoforma anormal de la PrP¢, la
PiP>, es la responsable de las EETs en un
gran ndmero de especies. En ganado bovi-
no. no se ha establecido hasta la fecha una
relacion entre los polimortismos encontra-
dos en la ORF del gen de la PrP y la REB,
aunque existen ciertos indicios (estudios de
asociacion, epidemioldgicos y de homolo-
gfa con otras especies) que fundamentarian
la existencia de una basc genética para la
enfermedad. Por el contrario, en la especie
ovina, la resistencia-susceptibilidad al scra-
pie y posiblemente a la EEB, se ha asoctado
al polimorfismo de los codones 136, 154 y
171, en la ORF del gen. Sin embargo, el
diferente comportamiento de los heteroci-
gotos entre las razas estudiadas sugiere la
existencia de otros polimorfismos u otros
genes que podrian estar involucrados en la
EET de dicha especie.
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