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RESUMEN

La Encefalopatia espongiforme bovina (CEEB) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva
transmisible de los bovinos, caracterizada por el acimulo en el cerebro de una isoforma patoldgica (PrpSc)
de la proteina prion celular (Prp®). Una vez ingeridos, los priones infecciosos recorren un camino de
neuroinvasion centripeta, donde las tonsilas palatinas y las placas de Peyer son 6rganos claves de acopio y
acumulacién temprana. Una vez alcanzada la médula espinal, la PrPSC se disemina hasta el encéfalo. Dos
polimorfismos de insercidn/delecion en el gen PRNP (de 23pb en el promotor y de 12pb en el intrdn 1) han
sido asociados con la resistencia o susceptibilidad a la enfermedad. Se ha propuesto que el aumento de la
susceptibilidad puede ser producido por un aumento de la expresién de PRNP, al perderse en el gen sitios
reguladores a causa de las deleciones. La distribucidén poblacional de los polimorfismos indel23pb e
indel12pb se ha estudiado en pocas razas, siendo escasa la informacidn a nivel regional. Poco se sabe del
efecto de esos marcadores sobre caracteristicas de interés carnico, asi como del efecto sobre los propios
niveles de expresion de PRNP en 6rganos de importancia patogénica. En este trabajo analizamos los
polimorfismos indel23pb e indel12pb en 214 bovinos sanos, pertenecientes a cuatro grupos raciales
diferentes (Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford, Holstein Friesian y Criollo Uruguayo). Se
encontrd una alta frecuencia de los alelos (D23 y D12) y del haplotipo de susceptibilidad (D23-D12) en los
animales Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford y Holstein Friesian, mientras que el Criollo
Uruguayo presentd una mayor frecuencia de los alelos (123, 112) y del haplotipo de resistencia (123-112).
Por otra parte, se analizaron 635 Bovinos Aberdeen Angus, de diferentes origenes, alimentados a campo
natural o feedlot, con registros para peso de la canal, longitud de la canal, color de la carne (L,a,b), fueza
de corte (24hs y 10 dias), pérdidas por coccion (24hs y 10 dias) y porcentaje intramuscular de lipidos. Los
animales de feedlot con genotipo DD presentaban canales méas largas que los Il (indel23pb: P=0.002;
indel12pb P=0.02). El porcentaje de grasa intramuscular fue mayor en los animales DD alimentados a pasto
(indel23pb: P=0.016; indel12pb: P=0.043) y en los animales de feedlot (solo para indel23pb: P=0.02). En
los animales Il alimentados a pasto, para el marcador indel23pb, la fuerza de corte a los 10 dias tendio a ser
mayor respecto a los DD (P=0.088), concordante con un menor porcentaje de lipidos. Para determinar el
efecto de los polimorfismos indel23pb e indel12pb sobre los niveles de expresion de PRNP, se analizaron
muestras de tonsila palatina y médula espinal cervical de 20 bovinos Aberdeen Angus y Aberdeen Angus
x Hereford. Los animales fueron agrupados seguin su genotipo en 5 grupos diferentes. La expresion del gen
fue superior en médula espinal cervical que en tonsilas palatinas (P<0.0001). No se observaron diferencias
significativas en los niveles de expresion de acuerdo al genotipo (P >0.05), aunque aumentaba en presencia
de los alelos de delecién en la mayoria de los casos. Este trabajo de tesis demuestra que los marcadores
indel23pb e indel12pb son polimorficos en los grupos de animales analizados, indicando una mayor

resistencia genética del Criollo Uruguayo a la cEEB que en las otras razas, revalorizdndolo como recurso
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zoogenético. Ademas, se encontrd que los dos indels pueden afectar caracteristicas de la canal y la carne y
podrian ser utilizados para seleccionar animales desde un punto de vista sanitario o productivo. Sin
embargo, no pudo demostrarse el efecto del gen sobre los niveles de expresion de PRNP en tonsila palatina
0 médula espinal cervical. De acuerdo a la bibliografia consultada, esta tesis es el primer reporte de
asociacion del gen PRNP con caracteristicas de la carne y la canal, de los niveles de expresion de PRNP en
tonsila palatina, asi como del efecto de los indels sobre la expresion del gen en tonsila palatina y médula

espinal cervical.
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ABSTRACT

Bovine spongiform encephalopathy (BSE) is a progressive, transmissible neurodegenerative
disease of cattle characterized by the accumulation in the brain of a pathological isoform (PrPsC) of the
cellular prion protein (PrP®). Once ingested, infectious prions follow a path of centripetal neuroinvasion,
where the palatine tonsils and Peyer's patches are key organs for early storage and accumulation. After
reaching the spinal cord, PrPSC spreads to the brain. Two insertion / deletion polymorphisms in the PRNP
gene (23bp in the promoter and 12bp in intron 1) have been associated with resistance or susceptibility to
this disease. It has been proposed that the increase in susceptibility may be produced by an increase in
PRNP expression, as regulatory sites are lost in the gene due to these deletions. The populational
distribution of the indel23pb and indel12pb polymorphisms has been studied in few breeds, with scarce
information at the regional level. Little is known about the effect of these markers on meat traits of interest,
as well as their effect on the PRNP expression levels themselves in organs of pathogenic importance. In
this work we analyze the indel23pb and indel12pb polymorphisms in 214 healthy bovines, belonging to
four different breed groups (Aberdeen Angus, Aberdeen Angus X Hereford, Holstein Friesian and
Uruguayan Creole). A high frequency of the alleles (D23 and D12) and of the susceptibility haplotype
(D23-D12) was found in the Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford and Holstein Friesian animals,
while the Uruguayan Creole presented a higher frequency of the alleles (123, 112) and the resistance
haplotype (123-112). In a different trial, 635 Aberdeen Angus cattle of different origins, grass fed or from
feedlots, were analyzed. These animals had records for: second scale carcass, carcass length, meat color (L,
a, b), shear force (24 hours and 10 days), cooking loss (24 hours and 10 days) and intramuscular lipid
percentage. Feedlot animals with DD genotype had longer carcasses than Il (indel23pb: P = 0.002;
indel12pb = 0.02). The percentage of intramuscular fat was higher in grass-fed DD animals (indel23pb: P
=0.016; indel12pb: P = 0.043) and in feedlot animals (only for indel23pb: P = 0.02). In grass-fed Il animals,
for the indel23pb marker, the shear force at 10 days tended to be higher with respect to DD (P = 0.088),
consistent with a lower intramuscular lipid percentage. To determine the effect of indel23pb and indel12pb
polymorphisms on PRNP expression levels, palatal tonsil and cervical spinal cord samples from 20
Aberdeen Angus and Aberdeen Angus x Hereford bovines were analyzed. The animals were grouped
according to their genotype in 5 different groups. The expression of the gene was higher in the cervical
spinal cord than in the palatine tonsils (P <0.0001). No significant differences were observed in expression
levels according to genotype (P> 0.05), although it was higher in the presence of deletion alleles in most
cases. This thesis work shows that the indel23pb and indel12pb markers are polymorphic in the groups of
animals analyzed, indicating a greater genetic resistance of the Uruguayan Creole cattle to cEEB than in
the other breeds, reinforcing its value as a zoogenetic resource. In addition, it was found that the two indels

can affect carcass and meat traits and could be used to select animals from a sanitary or productive point of
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view. However, the effect of the polymorphism on PRNP expression levels in palatine tonsil or cervical
spinal cord could not be demonstrated. According to the bibliography consulted, this is the first report of
association of the PRNP gene with meat and carcass traits, of PRNP expression levels in palatine tonsil, as
well as the effect of indels on gene expression. in palatine tonsil and cervical spinal cord.
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l. INTRODUCCION
1.1. La Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB)

La EEB es una enfermedad neurodegenerativa de los bovinos, lentamente progresiva, caracterizada
por degeneracion y vacuolizacién del tejido cerebral. Pertenece al grupo de las Encefalopatias
Espongiformes Transmisibles (EETS), junto al Scrapie de ovinos y caprinos, la Encefalopatia Espongiforme
Felina, la Encefalopatia Espongiforme de los Ungulados Ex6ticos, la Encefalopatia Transmisible del Vison,
y la Enfermedad Debilitante Cronica de ciervos y alces. Por su parte, en los humanos se han descrito hasta
la fecha cinco EETSs: la Enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (ECJ: en sus formas tipica, atipica, iatrogénica 'y
familiar), el Sindrome de Insomnio Familiar Fatal, el Kur(, el Sindrome de Gerstmann-Straussler-

Scheinker, y la nueva variante de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (nvECJ) (Artigas, 2017).

Una de las caracteristicas mas remarcables de todas las EETs es su largo periodo de incubacién,
gue puede alcanzar a varios afios. La sintomatologia varia poco de una enfermedad a otra, siendo constantes
el deterioro motor y cognitivo, asi como la ataxia cerebral. Cuando los sintomas comienzan, la evolucion

clinica suele ser rapida, alcanzando la muerte a los pocos meses (Aguilar-Calvo et al., 2015).

El primer caso clinico reportado de EEB se dio en Reino Unido en abril de 1985 en una vaca adulta
raza Holstein Friesian perteneciente a una granja del condado de West Sussex, sur de Inglaterra (Wells et
al., 1987). Ese primer caso marcaria el inicio de una epidemia animal que impondria trabas al comercio
internacional de productos de la ganaderia, y multiples restricciones para la utilizacién de los subproductos,
vigentes hasta hoy en dia. Para finales de 1985 la cifra de casos en Reino Unido era de 14 animales, en
1986 de otros 60 (Pattison, 1998) y para 1992 se habia alcanzado el pico de 37.000 casos sélo en ese afio
(Houston y Andréoletti, 2019).

Tras un largo periodo de incubacion (4 a 5 afios), los animales afectados se volvian aprensivos,
hiperestésicos, y con incoordinacién en la marcha. Los cambios en el comportamiento eran caracteristicos,
los animales que eran normalmente ddciles y faciles de manejar, comenzaban a patear y reaccionaban
bruscamente a los estimulos visuales, tactiles y auditivos. La incoordinacion de la marcha se agudizaba con
el tiempo con hipermetria, el comportamiento se tornaba mas peligroso e impredecible. Muchas veces, los
animales caian, y la muerte sobrevenia en el decubito si no eran sacrificados antes (Wells et al., 1987). La
histopatologia realizada a los animales muertos, revel6 la presencia de cambios degenerativos, bilaterales
y simétricos, a nivel de la materia gris del tallo cerebral, observandose vacuolas en los somas neuronales y

en el neuropilo, acompafiadas de una discreta gliosis (ver figura 1 a'y b) (Wells et al., 1987).
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Los hallazgos clinicos e histopatoldgicos resultaron muy similares a otras EETS, principalmente al
Scrapie. Apenas unos afios antes de que surgiera esta nueva enfermedad neuroldgica de los bovinos, Stanley
Prusiner propuso el término prion (acronimo del inglés Proteinaceous Infectious Particle) para denominar

al agente que producia el Scrapie en las ovejas (Prusiner, 1982).
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Figura 1. Imagenes histopatoldgicas y microscopia electronica de lisados cerebrales de un caso de EEB. a)
Sustancia gris con multiples vacuolizaciones en neuropilo. Nucleo solitario, médula oblonga. Hematoxilina-eosina,
barra = 50um; b) Pericarion neuronal con multiples vacuolas. Formacion reticular, médula oblonga. Hematoxilina-
eosina, barra = 25um; ¢) Micrografia electrénica de lisado de encéfalo fresco, con fibrillas similares a las reportadas
en otras EETSs. Tincién negativa, barra=100nm. Tomado de Wells et al. (1987)

Ainicios de los afios 80" Merz et al. (1981) y Prusiner et al. (1983) publicaron la primera evidencia
morfoldgica del agente causal del Scrapie y ECJ, mediante tincion negativa en microscopia electronica.
Estos investigadores observaron estructuras fibrilares andmalas en encéfalos de individuos afectados
(figura 2), que Merz atribuy6 a un tipo de virus filamentoso. Prusiner, en cambio, las atribuy6 a lo que
denomind varillas de prion, logrando aislar posteriormente la proteina PrP de lisados de encéfalos
homogeneizados (Prusiner et al., 1983).

El aislamiento de la proteina permitié determinar que PrPSC estaba codificada por un gen del
huésped y que provenia de una proteina de mayor tamafio (33-35 kDa) (Oesch et al., 1985). La
identificacion del gen (PRNP: Prion Protein) y de su ARNm (ARN mensajero) no demor6 en llegar,
comprobandose la expresion constitutiva en diferentes drganos, incluido el cerebro. Adicionalmente, se
demostré que la PrPSC y la PrP descubierta en animales sanos Ilamada PrP€ (isoforma celular normal) eran
codificadas por el mismo gen, por lo que la PrPS¢ podria ser explicada por mecanismos de transformacién

postraduccionales (Basler et al., 1986).
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Figura 2. Microfotografias electronicas de las varillas de prion asociadas a diferentes infecciones por priones. A)
Muestra de encéfalo de raton inoculado con cepa 139A de Scrapie. Aumento 68400X (modificado de Merz et al.,
1981). B) Muestra de encéfalo de hamster inoculado con cepa de Scrapie adaptada a Hamster (modificado de
Prusiner et al., 1983). C) Muestra de encéfalo de paciente humano con ECJ. Aumento 133000 y D) Muestra de
encéfalo de ovino afectado por Scrapie. Aumento 133000 (modificados de Merz et al., 1983). La barra indica 100
nm. A, Cy D tincion negativa con ac. fosfotungstico de sodio, B) tincion negativa con formato de uranilo.

La microscopia electronica de lisados de cerebro de los bovinos afectados por la hueva enfermedad,
revelaron la presencia de estructuras fibrilares, muy similares a las encontradas para el Scrapie (ver figura
1 ¢) (Wells et al., 1987). Los hallazgos clinicos, histopatoldgicos y la microscopia electrénica llevaron a
establecer una semejanza con los casos de EETs reportados anteriormente, denominando a la enfermedad

como Encefalopatia Espongiforme Bovina.

1.2.El origen y dispersion de la EEB.

El origen de la EEB aln no se conoce con exactitud, si bien se han manejado fuentes probables.
Los estudios epidemioldgicos realizados a finales de los afios 80 mostraron que la EEB podia haber sido
causada por la exposicion del ganado a un agente similar al del Scrapie durante el invierno de 1981-1982.
La fuente méas probable era el alimento, que contenia en su composicion proteina derivada de rumiantes en

la forma de harina de carne y hueso (Wilesmith et al., 1988).

La harina de carne y hueso (HCH) es un subproducto elaborado a partir del “rendering” o reciclado,
principalmente de los desechos de la industria frigorifica, que desde tiempos antiguos se utiliz6 para extraer
sebo. En 1988, Inglaterra contaba con 46 plantas activas de rendering que, en total, procesaron 1,3 millones
de toneladas de desechos frigorificos y carcasas solo en ese afio. A pesar de que no todas las plantas
mantenian un registro adecuado del tipo de materia prima procesada, se estimo que el 33,4% provenia de
las menudencias, 30,5% de los huesos, 15,9% del trimming, 8,9% de las carcasas y el 11,1% restante de
otros tejidos. Al considerar la especie, la mayor parte de la materia prima era de origen bovino (44,8%),
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seguido del porcino (20,9%), ovino (15,3%) y de otras especies incluidas las aves (19%). La mayoria de
los tejidos eran aportados por la industria frigorifica, a excepcion de las carcasas enteras, que provenian de
animales que morian en las granjas (Wilesmith et al., 1991), momento en que la explotacion ovina se
encontraba en su apogeo Y la prevalencia del Scrapie era significativa (Taylor et al., 1995).

Los solventes hidrocarbonados utilizados como un aditivo durante la cocciéon de los residuos,
facilitaba la extraccion del sebo, aumentando el rendimiento. Sin embargo, para eliminar los restos de
solventes, era necesaria una tapa de calor hiumedo posterior. Dada la susceptibilidad de los priones
infecciosos al calor himedo, esa etapa pudo haber sido una barrera en contra de la EEB (Wilesmith et al.,
1991). A partir de 1964, se instauraron cambios tecnoldgicos en el proceso del rendering, que no implicaban
la utilizacion de solventes, y por tanto tampoco el tratamiento térmico posterior. Esto abri6 la oportunidad
a que se pudieran procesar tejidos presumiblemente contaminados con el agente infeccioso, especialmente
a partir de 1981. En la figura 3 se muestra el porcentaje de HCH producida en Reino Unido mediante la

utilizacion de solventes hidrocarbonados.
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Figura 3. Utilizacion de solventes en la produccién de HCH en Reino Unido (1964 y 1988). *Modificado de
Wilesmith et al. (1988).

En funcién de la evidencia epidemioldgica, en julio de 1988 se prohibid en Inglaterra la utilizacién
de HCH en la alimentacién de rumiantes (Hoinville et al., 1994). El producto no consumido dentro del pais
se exportd a la Union Europea (UE) y de ahi a otros paises, diseminando el agente por varias partes del

mundo. Para el afio 1994, la enfermedad se habia distribuido rapidamente por todo Reino Unido (Figura 4).
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Figura 4. Expansion de la EEB en Reino unido (1986-1996). *Modificado de Anderson et al. (1996).

Si bien no existe una susceptibilidad racial a la enfermedad, la EEB se vio ligada a las razas
productoras de leche (Cassalone y Hope, 2018). Mas del 60% de los rodeos lecheros del pais habian
presentado al menos un caso de EEB, probablemente debido a que eran suplementadas de manera mas
frecuente con racion (conteniendo HCH), que las razas productoras de carne (Wilesmith et al., 1998).

La prohibicion del uso de HCH en la alimentacion de rumiantes comenzo a surtir efecto, y desde
el afio 1995 los casos comenzaron a disminuir gradualmente en Reino Unido (Anderson et al., 1996). Sin
embargo, se observaron casos de EEB en animales nacidos luego de la prohibicién de HCH, atribuido a
contaminacién cruzada durante la elaboracion de raciones para cerdos y aves, donde la HCH aln era
permitida (Whilesmith et al., 1998, Bradley et al., 2006). Para el afio 1996 la HCH habia sido prohibida en
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Reino Unido en la elaboracion de raciones destinadas a la alimentaciéon de animales de granja (Houston y
Andréoletti, 2019).

La situacion del resto del mundo iba en direccidn contraria a la observada en Reino Unido (figura
5), posiblemente por la importacion de animales en pie o de HCH desde aquel pais (Ducrot et al., 2008).
La UE se vio particularmente afectada, hasta la prohibicion de la utilizacion de HCH en la alimentacion de
rumiantes en 1994 (Ducrot et al., 2008; Houston y Andréoletti, 2019) y de todos los animales de granja en
2001 (Houston y Andréoletti, 2019).
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Figura 5. Casos diagnosticados de EEB entre 1989 y 2015 en Reino Unido, la Unién Europea y el resto del mundo
Tomado de Houston y Andréoletti (2019).

Desde el Reino Unido, la EEB se propagd al menos a otros 28 paises, alcanzando al afio 2018 un
total acumulado de 7891 casos en Europa y 60 casos el resto del mundo incluyendo a paises como Brasil,
Canada, Israel y Japdn. Actualmente la enfermedad se encuentra controlada y se han logrado reducir los

casos de EEB a cifras de un solo digito (Cassalone y Hope, 2018).

Si bien el origen de la EEB aun es una interrogante, estudios muy recientes han logrado demostrar
la presencia de priones responsables de EEB en aislamientos naturales de cepas Nor98 de Scrapie (Scrapie
atipico esporadico) (Hour et al., 2019). Esto, sumado a que existe evidencia de que la variante atipica Nor98
de Scrapie se encontraba en Reino Unido desde antes del surgimiento de la EEB (Chong et al., 2015),
sugiere que estos animales pudieron haber ingresado a la industria del rendering y ser una fuente de priones

infecciosos para los bovinos (Hour et al., 2019).
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Dado el declive de los casos de EEB y el aumento de las presiones de la industria, las autoridades
de la UE han comenzado a considerar la posibilidad de reincorporar las HCH a la alimentacion animal
(Hour et al., 2019). Estudios retrospectivos realizados en la Unién Europea han demostrado que la
prevalencia del Scrapie atipico Nor98 se encuentra en 2-6 casos positivos por cada 10.000 animales
testeados (BIOHAZ 2010; 2014), y a la luz de los resultados de Hour et al. (2019), cada caso podria implicar

un nuevo riesgo de exposicion a los priones infecciosos.

1.3.El fendmeno de cepas en la EEB.

A comienzos del afio 2000, de forma independiente, tres grupos de investigadores documentaron
las primeras evidencias del fenémeno de cepas en la EEB. Yamakawa et al. (2003) describieron en Japén
un caso de EEB en un novillo de 23 meses de edad de raza Holstein Friesian, aparentemente sano, durante
los programas de vigilancia epidemioldgica activa. Si bien el agente causal parecia ser el mismo, se
diferenciaba bioguimicamente de la forma clasica. Un afio mas tarde, se describen dos casos en Italia
(Casalone et al.; 2004) y tres en Francia (Bicabe et al.; 2004), con priones bioquimicamente diferentes entre
si y de la proteina pridnica clasica. Desde ese momento, la forma clinica descrita en 1986 fue denominada
EEB clésica (CEEB) y la infeccion con las nuevas cepas se denomind cEEB atipica.

Dentro de la EEB atipica se reconocieron dos formas: H-CEEB y L-cEEB. H y L indican alto y bajo
peso molecular de PrPSC respectivamente, al realizar un western blot luego de una digestion parcial con
proteinasa K. La fraccion desglicosilada de PrPS¢ muestra una banda mas alta en la forma H y una
ligeramente mas baja en la forma L en la cEEB. Ademas, es posible el reconocimiento con anticuerpos del

extremo amino terminal en la forma H (figura 6) (Boujon et al., 2016).

La vigilancia epidemioldgica activa ha permitido identificar a la mayoria de los casos de EEB
atipica, razén por la cual se conoce poco del comportamiento clinico natural de las formas H y L. Sin
embargo, los estudios de infeccion experimental en bovinos han permitido caracterizar la sintomatologia
clinica. Se han reportado signos como: letargia, ansiedad, marcha y posturas andémalas, pérdida
propioceptiva, ataxia, pérdida del estado general, mioclonias, e incapacidad para reincorporarse.
Caracteristicamente no se han observado cambios comportamentales como agresividad o nerviosismo
(Konold et al., 2014; Okada et al., 2011).
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Figura 6. Diferenciacion de los tipos de cEEB por Western Blot. A, representacion del patron de migracion de
PrPSC luego de ser tratada con proteinasa K. B, Diferencias de peso molecular de los fragmentos en cada tipo de
CEEB en Western Inmunoblot (anticuerpo Sha31) C, Anticuerpo N-terminal (12B2) unido exclusivamente a la
forma H-cEEB. Tomado de Boujon et al. (2016).

Las formas atipicas se diferencian de la cEEB en varios aspectos. En primer lugar, tienden a afectar
animales méas longevos (12 afios en promedio) en comparacion con la forma clasica de la enfermedad (5
afios en promedio). En un contexto epidemioldgico, las formas atipicas han sido diagnosticadas también en

paises en los que no se reportaron casos de CEEB, y a diferencia de ésta, los casos atipicos se han mantenido
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constantes en el tiempo (Bicabe et al., 2008). Estas observaciones han llevado a considerar que las formas
H-EEB y L-EEB no guardan relacion en sus origenes con la cEEB y, al igual que en la ECJ, podrian tratarse
de formas esporadicas (Boujon et al., 2016).

Existen diferencias neuropatoldgicas evidentes entre las formas atipicas y la cEEB. Las lesiones
vacuolares se localizan en porciones mas rostrales del encéfalo en la forma L y a nivel del talamo en la
forma H (Okada et al., 2011; Casalone et al., 2004). El tropismo celular que presenta cada cepa,
probablemente esté relacionado con su estructura terciaria y cuaternaria que le permiten interactuar con
diferentes moléculas (como receptores) y, en consecuencia, con diferentes tipos celulares (Aguzzi et al.,
2008). Como el estado de glicosilacion de PrP¢ es diferente en las distintas poblaciones celulares, el propio
patron de glicosilacion de PrPSC también podria tener que ver con aquel tropismo celular, propagandose
mejor en aquellos tejidos que expresen un glicoforma similar de PrP¢ (Collinge et al., 1996).

El fendémeno de cepas ha replanteado las posibles hipotesis del origen de la cEEB. Primariamente
se la vinculaba con el Scrapie clasico (Willesmith et al., 1988). Sin embargo, no existe evidencia de
transmision del Scrapie a los bovinos por via oral. La infeccion solo se ha logrado mediante la inoculacién
intracerebral del agente, desarrollado un cuadro clinico distinto a la cEEB, H-EEB y L-EEB (Konold et al.,
2013). En este aspecto, las cepas atipicas tanto de Scrapie (Nor98) como de EEB podrian ser posibles
candidatas (Acin et al., 2021).

Varios autores demostraron que las cepas atipicas de EEB se pueden transformar en una forma no
diferenciable de cEEB tras pasajes seriados en roedores (Beringue et al., 2007; Capobianco et al., 2007,
Baronetal., 2011; Torres et al., 2011). Esto ampli6 el abanico de hip6tesis, postulandose que la cEEB pudo
tener su origen en las formas atipicas (esporadicas) de la enfermedad. En este escenario, la transformacién
en la forma clésica conocida, podria haberse dado tras sucesivos pasajes en huéspedes intermediarios

(bovinos u otra especie) que sistematicamente ingresaban al proceso de “rendering” (Boujon et al., 2016).

1.4.Patogenia de la cCEEB

En el caso de las enfermedades provocadas por priones infecciosos, la forma en que éstos alcanzan
el SNC aln no se conoce por completo. Sin embargo, existe consenso en ciertos puntos del camino que
siguen hacia la neuroinvasion. Si bien se ha demostrado en un gran nimero de trabajos que una de las vias
mas rapidas para reproducir la enfermedad es a través de la inoculacion intracerebaral (Aguzzi y Calella,

2009), es claro que no es igual en las infecciones naturales.

La ruta oral es la via mas conocida de infeccion natural, a través del consumo de raciones

contaminadas con el agente infeccioso y de sustitutos lacteos contaminados administrados a terneros
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(Wilesmith et al., 1988). Por este motivo, ha sido extensamente estudiada utilizando ensayos de infeccion
y eutanasia a lo largo del periodo de incubacidn, y en el transcurso de la enfermedad clinica (Costassa et
al., 2016).

El primer estudio acerca de la patogenia de la cEEB fue realizado por Wells et al. (1996) en Reino
Unido, demostrando que la distribucion del agente infeccioso se restringia a ciertos drganos y no era de
forma generalizada. Trabajos posteriores demostraron que luego de la exposicion oral, las placas de Peyer
iliacas eran el primer sitio de acumulacion de PrPS¢ dentro de los 4-6 meses postinfeccion (mpi) (Terry et
al., 2003; Hoffman et al., 2011), sequido de las tonsilas palatinas a los los 6-10 mpi (Wells et al., 2005).
Estudios de infectividad de tejidos bovinos colectados secuencialmente entre los 20-30mpi, realizados en
ratones transgénicos para el gen PRNP bovino, demostraron que las placas de Peyer iliacas y las tonsilas
palatinas eran infectantes en todos los tiempos del experimento, mientras que otros tejidos como los

nerviosos, lo fueron luego del mes 27 (Espinosa et al., 2007).

El rol del ileon como una posible puerta de entrada de la PrPS¢ quedé de manifiesto en los trabajos
realizados por Hoffman et al. (2011), quienes estudiaron las placas de Peyer del yeyuno, ileon, y de la unién
ileocecal de animales sacrificados de 4-24 mpi (via oral). Se encontré una acumulacién temprana de PrPS¢
en las placas de Peyer en el ileon (4mpi), y aungue se observé también en las de la unién ileocecal, esta fue
mas tardia (a partir de 12mpi). No se encontraron sefiales claras de acumulacién a nivel del yeyuno, sin

embargo, el tejido resultd infectante, aungue menos que el ileon (Hoffman et al., 2011).

La manera en que PrPC atraviesa los epitelios atin no es del todo clara, pero se piensa que lo hace
através de las células M, un tipo celular presente en el epitelio asociado a los foliculos linfoides del intestino
y de la tonsila palatina, cuya funcion es el transporte de macromoléculas (Heppner et al., 2001). Esto
explicaria que durante los primeros 8mpi, la acumulacién mas temprana de PrPSC se observe a nivel de los
macrofagos y células dendriticas de las placas de Peyer (Terry et al., 2003), y posteriormente en las células

del sistema nervioso entérico (Hoffman et al., 2011).

La forma en que la PrPS¢ alcanzaria el sistema nervioso central (SNC) implica un patrén de
diseminacion centripeto, en el que pasa del sistema digestivo a los tejidos nerviosos (Gough y Madisson,
2003). Este mecanismo ha sido especialmente estudiado en modelos de hamster infectados con la cepa de
Scrapie 263K (Balkema-Buschmann et al., 2011), asi como en ovejas afectadas por Scrapie (Jeffrey et al.,
2006). A través de los plexos nerviosos localizados en la mucosa intestinal y los nervios mesentéricos, la
PrPS¢ se acumularia en el complejo ganglionar celiaco mesentérico, para luego ascender a la porcion
toracica de lamédula espinal a través de los nervios esplacnicos, y al tallo cerebral via nervio vago y ganglio
nodoso (Balkema-Buschmann et al., 2011; Kaatz et al., 2012; Corona et al. 2017).
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Una vez alcanzada la médula espinal torécica, las particulas infecciosas avanzan rostralmente hacia
la médula espinal craneal y caudalmente hacia la cauda equina (Balkema-Buschmann et al., 2011). Desde
la médula espinal, la PrPSC se dispersa hacia los ganglios de las raices dorsales de los nervios espinales,
ganglio trigémino y ganglios cervicales (Arnorld et al., 2007). En la figura 7 se esquematiza el recorrido de
los priones infecciosos desde el aparato digestivo hasta el SNC.

Spinal cord

v Stellate gangll_t_)rl CMi.‘aC

Vagus nerve 15y 21 N

Peyer's patches/ENS
inthe distal ileum

Figura 7. Proceso de neuroinvasion de los priones infecciosos luego de la exposicion por via oral.En naranja SNC,
azul: porcion simpatica del sistema nervioso periférico (SNP), rojo: porcion parasimpatica del SNP. 1: invasion del
complejo ganglionar celiaco mesentérico (GMGC). 2: ingreso de los priones a la cadena ganglionar simpatica via
nervios esplacnicos. 3: invasion del tallo cerebral a través del ganglio cervical craneal (GCC), o a través del nervio
vago y ganglio nodoso (4). 5: infeccidn de la médula espinal a través de los nervios esplacnicos. Tomado de Kaats et
al. (2012).

Por via nerviosa, en momentos mas tardios la PrPSC pareceria seguir un camino de diseminacion
centrifugo, alcanzando las glandulas adrenales, el nervio ciatico, e incluso varios grupos musculares como
el macetero, triceps braquial, semitendinoso y los musculos intercostales, a través de sus terminaciones
nerviosas (Espinosa et al., 2007; Okada et al., 2014).

En lo que respecta a la patogenia de las formas atipicas de EEB (L y H), las rutas de dispersion no
son claras, y pocos trabajos evalUan el tema. Sin embargo, se ha observado que en la forma L, tras la
afeccion del cerebro, gran parte de los tejidos nerviosos periféricos se vuelven positivos a lo largo del
tiempo, sin constatar evidencias de positividad de los tejidos linfoideos, sugiriendo un patréon de
diseminacion centrifugo (lwamaru et al., 2010). Observaciones similares se han realizado en varios trabajos
de infeccion para las formas L y H, utilizando diferentes modelos animales, donde el SNC, los ganglios y
nervios periféricos, las terminaciones nerviosas musculares, las glandulas adrenales y la retina se han visto

positivos, no asi el tejido linfoide o gastrointestinal (Costassa et al., 2016).
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Si bien se ha develado parte de la patogenia de la enfermedad, aln existen varios aspectos sin
dilucidar que permitan comprender por completo el comportamiento de los priones infecciosos dentro del
organismo. Aunque la PrPSC pareceria acumularse en 6rganos con alta cantidad de PrP° (Peralta y Eyestone,
2009), resta por conocer como las diferentes variaciones en la expresion del gen PRNP en esos 6rganos
podria afectar la susceptibilidad y el progreso de la enfermedad.

1.5. Efectos socioecomicos de la cEEB
1.5.1. Lanueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

El real impacto social y econémico de la cEEB no llegaria hasta mayo de 1995 en Reino Unido. Lo
gue comenz6 como un atipico caso de ECJ en un adolescente, se trasformaria oficialmente el 8 de marzo
de 1996, en una nueva EET humana, denominada nueva variante de la ECJ (nvECJ). Las diferencias méas
importantes de esta nueva enfermedad con la ECJ clésica eran: la presentacion a edades tempranas (edad
media de muerte 28 afios vs 66 afios), fase clinica prolongada (14 meses vs 5 meses) y diferencias
neuropatoldgicas. Para finales de marzo de 1996, los organismos oficiales darian a conocer su posible
asociacion con la cEEB. (Pattison, 1998; Budka y Will, 2015).

La evidencia mas importante que apoyaba la relacion de ambas enfermedades la aportaron Collinge
et al. (1996). Estos autores compararon los patrones de digestion con proteinasa K de la proteina pridnica
infecciosa, de casos de nvECJ y cEEB. Este trabajo mostrd claras diferencias entre el prion de la nvECJ y
el de la ECJ clasica, asi como su similitud con el prion de la cEEB. Los trabajos posteriores de Bruce et al.,
(1997) brindaron un apoyo cabal a la teoria, demostrando que el comportamiento del material infeccioso
de la nvECYJ, al inocularse en ratones, era idéntico al de la cEEB en cuanto al periodo de incubacion y a las

lesiones neuropatoldgicas.

Los alimentos contaminados con el prion de la cEEB fueron la via mas probable de transmision de
la enfermedad al humano (Pattison, 1998). En solo 10 afios, la nvECJ alcanzaria proporciones pandémicas
con 300 casos reportados en Reino Unido e Irlanda del Norte, 16 en Francia, tres en la Republica de Irlanda,
dos en Estados Unidos y uno en Espafia, Arabia Saudita, Japon, Italia, Paises bajos, Portugal, y Canada.

Todos paises con casos previos de CEEB a excepcion de Arabia Saudita (Bradley et al., 2006).

1.5.2. LacEEB en la percepcion de riesgo

Dado el potencial zoonético y la naturaleza inevitablemente mortal de la enfermedad en humanos,
la cEEB es la EET de mayor impacto socioeconémico en el mundo. Se estima que entre los afios 1986 y
1996, 750.000 animales con cEEB fueron destinados al consumo humano en Gran Bretafia (Anderson et

al., 1996). Se ha especulado que hasta 500.000 personas pudieron estar expuestas a los priones infecciosos
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a partir de un sélo bovino infectado (Ghani et al., 2000). Esto aliment6 la percepcion de que millones de

consumidores estuvieron en una situacion de riesgo, poniendo en alerta a la opinion publica.

Los mercados internacionales respondieron de acuerdo al riesgo percibido. La demanda de carne
vacuna en Reino Unido bajo, lo que llevé a una disminucion de 21% en el pecio. La poblacion opt6 por
carnes alternativas, que aumentaron su precio, como el cordero (19%) y el cerdo (21%), manteniéndose
elevado hasta el afio 2000. El precio de la carne bovina se mantuvo bajo desde el inicio de la crisis,

reflejando un cambio duradero de la preferencia de los consumidores (Leeming y Turner, 2004).

En la UE, la crisis de Reino Unido produjo una reduccion del 6% en el consumo de carne bovina,
recuperando los niveles normales en un periodo de 4 afios (Morgan, 2000). Varios paises compradores de
carne cerraron sus mercados a la UE. Japdn ces6 la compra de carne, productos elaborados con carne y
semen de toros de origen europeo, realizando el 66% de las importaciones de productos bovinos en el
periodo 1998-2001 desde Estados Unidos y Australia (Jin et al., 2004).

A pesar de las fuertes medidas restrictivas adoptadas por Japén, fue el primer pais por fuera de la
UE en comunicar un caso de cEEB, sufriendo pérdidas en el precio de la carne y en los niveles de consumo
en el mercado interno. Paises como China, Korea del Sur, Singapur, Malasia y Filipinas le cerraron los
mercados (Jin et al., 2004). Situaciones similares han sido reportadas en todos los paises en los que se ha
diagnosticado cEEB. Un ejemplo de esto lo constituye Estados Unidos, donde un sélo caso de cEEB en el
estado de Washington en 2003 represent6 una reduccion de las exportaciones de carne bovina en 2004, con

pérdidas valuadas aproximadamente en 3.5 billones de dolares (Murdoch y Murdoch, 2015).

1.6.El gen PRNP Bovino y la PrP¢
1.6.1. Estructuray funcion del gen PRNP bovino y de la PrP°®

El gen PRNP es altamente conservado, con un 83% de identidad nucleotidica y un 86% de identidad
aminoacidica entre el bovino y el humano (Choi et al., 2006). En los bovinos se encuentra localizado en el
cromosoma BTA13qg17 (lanuzzi et al., 1998), especificamente en la cadena forward. Tiene una longitud
aproximada de 19Kb, extendiéndose entre las bases 47.039.699 y 47.058.759. Se organiza en cuatro exones
y tres intrones (figura 8). Los exones uno y dos son pequefios (312 pb y 98 pb respectivamente) comparados
con el tercer y cuarto exdn, mayores en tamafio (730pb y 1429pb). El gen se transcribe en un ARNm de
2569pb que posteriormente se traduce en la proteina PrP¢ de 260aa (ENSEMBL, 2021,

http://www.ensembl.orqg).
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Figura 8. Esquema de la estructura del gen PRNP bovino (ENSMBL, 2021).

La PrPC es una sialoglicoproteina monomérica soluble, altamente conservada (Castle y Gill, 2017),
presente practicamente en todo el organismo, con abundancia especifica en el sistema nervioso central,
particularmente a nivel neuronal (Zomosa-Signoret y col., 2007; Peralta y Eyestone, 2009). Su rol
fisioldgico aln es desconocido, aunque se le han atribuido funciones de proteccion celular frente al stress
oxidativo y antiapoptosis, adhesion celular, desarrollo de neuritas, mantenimiento de la mielina,
excitabilidad neuronal, citotoxicidad, funciones en el sistema inmune, mantenimiento del ritmo circadiano,
homeostasis de iones metalicos (particularmente el cobre), homeostasis mitocondrial (Nicolas y col., 2009;
Bremer et al., 2010; Biasini y col., 2012; Halliez y col., 2014; Kuffer et al., 2016; Nuvolone et al., 2016;
Castle y Gill, 2017).

A pesar de existir pequefias variaciones estructurales en la PrP¢, entre las diferentes especies de
mamiferos, en todas hay una sefial peptidica de secrecion en el extremo amino terminal, que es eliminada
durante su procesamiento, y que la dirigen a la membrana plasmatica (Erafia, 2015). La sintesis de PrP¢
comienza a nivel del reticulo endoplasmico y es enviada a través del aparato de Golgi a la membrana
citoplasmaética, donde se une mediante un dominio de anclaje glicosil fosfatidil inositol (GPI) en regiones
conocidas como balsas lipidicas (Vey et al, 1996).

No toda la PrP€ se encuentra en la superficie de la célula, ya que esté sujeta a ciclos de reciclaje
endosdmico (Sunyach y col., 2003), que permiten un control riguroso de la cantidad de PrP€ en la superficie
celular (Castle y Gill, 2017). Ademas, existen reportes de PrP€ en el nlcleo (Bravard y col., 2015) y en las
mitocondrias (Faris y col., 2017). Estudios realizados sobre la PrP® recombinante bovina demostraron que
el extremo amino terminal forma un dominio flexible (de 108 aminoéacidos entre los residuos 23 a 121),
desestructurado, a modo de cola. A diferencia de esto, el extremo carboxilo terminal forma un dominio

globular y organizado entre los residuos 121 y 230 (Figura 9) (L6pez et al., 2000).
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Figura 9. Estructura tridimensional de la PrPC recombinante bovina. Puntos en amarillo: dominio flexible, verde:
hélices a (1, 2, 3), celeste: hojas B, gris: puente disulfuro. Tomado de: Lopez et al. (2000).

El dominio globular contiene tres helices o (1, 2, 3) entre los residuos aminoacidicos 144—154,
173-194,y 200226, y una hoja 3 antiparalela que involucra a los residuos 128-131y 161-164. Las hélices
02 y a3 se encuentran conectadas por medio de un puente disulfuro entre los residuos de cisteina 179 y 214
(L6pez et al., 2000) (Ver figura 9). Ademas, se identifican dos sitios de N-glicosilacion en las asparaginas
181 y 197, que permiten su procesamiento postraduccional (Hwang y Nicholson, 2018). Esta disposicion
estructural es muy similar a la reportada para la PrP¢ recombinante humana (Pan y col., 1993; Riek y col.,
1997; Haire y col., 2004; Aguzzi y col., 2008; Hwang y Nocholson, 2018).

Bovine Human

E Prion Protein Prion Protein

Figura 10. Estructura de la PrPC. A la izquierda PrPC bovina, a la derecha PrP¢ humana. Tomado de Hwang y
Nicholson (2018).

Los mecanismos moleculares que llevan a la transformacion de la proteina prionica celular en su

forma patologica no se conocen, sin embargo, de acuerdo a la teoria de “solo proteina” ocurriria un
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plegamiento anormal de la proteina que se propagaria de forma autocatalitica. Hoy en dia se ha aceptado
que la conversién de PrPC en PrPSC es un evento postraduccional que ocurre después que PrP¢ ha alcanzado
su localizacion en el dominio extracelular de las membranas neuronales y/o posteriormente, durante el

transporte vesicular de PrP al interior de la neurona (Weissmann y col., 1999).

La transformacion de la PrP® a su isoforma patolégica PrPSC, implica un cambio conformacional.
En la PrPS¢ el contenido de hojas B es mayoritario (40%) en relacion al de hélices a (30%) (Ver figura 11)
(Aguzziy Calella, 2009), lo que sugiere que la conversion de hélices a a hojas B es un evento fundamental

para la formacion y propagacion de Prpsc,

a-helix 40% a-helix 30%
B-sheet 3% p-sheet 40%

o

Q

NORMAL PRION PROTEIN (PrP¢) DISEASE-CAUSING PRION (PrP5)

Figura 11. Esquema de la estructura tridimensional de PrP¢y PrPSC, Azul: PrPC (predominio de hélices o), Rojo:
PrPSC (predominio de hojas B). Tomado de Lee et al. (2012).

1.6.2. Regulacidn del gen PRNP bovino

Los mecanismos de regulacion del gen PRNP son complejos. La regién promotora se encuentra
localizada corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion (Sander et al., 2004) y presenta sitios de
union especificos para la proteina represora RP58 (Sander et al. 2005) que actuaria modulando la expresion
del gen. Sin embargo, existen otras regiones reguladoras de importancia. Ensayos realizados utilizando la
metodologia del gen reportero han demostrado que el exdn 1 puede ser capaz de suprimir la expresion del
gen en ausencia del intron 1. La eliminacion de un fragmento de ADN entre las bases 52 y 168 del ex6n 1
produce mayores niveles de expresion comparado con el exén 1 completo (Haigh et al., 2007), por lo que
esa region reviste de importancia al aportar posibles elementos inhibitorios de regulacion. Sumado a esto,
la ausencia del ex6n 1 en variantes de splicing del ARNm de PRNP en el cerebro de los bovinos y ratones,
aporta evidencia extra acerca de que la funcidn del exon es diferente a la simple codificacion de la proteina
(Haigh et al, 2007).
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El intron 1 ha demostrado ser esencial para la completa actividad del promotor. Mediante ensayos
de gen reportero se pudo demostrar que la delecién del intrén 1 disminuye dréasticamente la expresion del
gen (Inoue et al., 1997). Elmonir et al. (2010) pudieron demostrar que deleciones en el intrén 1 entre las
posiciones +313 y +892 reducen la transcripcion del gen en un 50%, lo que sugiere la unién de
potenciadores de la transcripcion en esa region. Resultados similares han sido comprobados por otros
investigadores (Nakamura et al., 2007; Xue et al., 2008; Xue et al., 2012).

El intrdn 1 representa una region con funciones mas complejas que un simple sitio de unién de
potenciadores. Haigh et al. (2007) demostraron que, en ausencia del promotor, el intron 1 es capaz de
estimular la expresion del gen PRNP en niveles similares al promotor. En esa situacion el exon 1 sélo era
capaz de reprimir la transcripcion si el intrén 1 no se encontraba presente. Esto demostré que el intrén tiene

una capacidad promotora intrinseca o al menos accesoria al promotor.

Desde un punto de vista genémico el gen PRNP bovino se caracteriza por una gran abundancia de
regiones GC (cajas GC) localizadas dentro del intron 1. Particularmente SP1 (proteina especifica 1) es un
factor de transcripcién que se une a regiones ricas en GC aumentando asi la transcripcion de los genes
(Suske, 1999). De esta manera la accion coordinada del promotor con el intrén 1 permitiria una represién
del gen mediante la interaccion de RP58 con SP1 (Hasse et al., 2007). Es de interés resaltar que la enzima
histona desacetilasa posee sitios de direccionamiento especificos para SP-1, por lo que la regulacion de la
expresion del gen PRNP podria estar mediada por dicha enzima (Doetzlhofer y col, 1999). En tal situacion,

la presencia de SP-1 jugaria un rol fundamental.

El gen PRNP bovino se expresa en la mayor parte de los tejidos corporales, siendo particularmente
abundante en los tejidos nerviosos y linfoides (Tichopad et al., 2003; Sander et al., 2005), con una baja
expresion en 6rganos como el musculo esquelético, pulmoén y rifién (Tichopad et al., 2003). En la misma
linea, los tejidos nerviosos y algunos linfoides han demostrado alta cantidad de PrP€, siendo baja en la piel,

pulmoén, musculo esquelético, rifidn, pancreas, e higado (Peralta y Eyestone, 2009).

La diferencia en los niveles de expresidn de PRNP en los diferentes rganos no puede ser explicada
solamente por los mecanismos de regulacion descritos anteriormente. Algunos autores sostienen que esas
diferencias pueden deberse a diferentes perfiles en la expresion de factores de transcripcion (que actien
como represores o0 activadores) y que estén directamente relacionados a la funcién del 6rgano o tejido
(Haigh et al., 2007)

La expresion de PRNP comienza temprano durante el desarrollo, detectandose en embriones de
raton en todo el tubo neural y células indiferenciadas al dia 13,5 (Manson et al., 1992) y en la sustancia gris

de la médula espinal de embriones de pollo al dia 6 (Harris et al., 1993). En embriones bovinos puede
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detectarse al dia 27, con un aumento de la transcripcion del gen PRNP ya desde el dia 4 (Peralta et al.,
2012).

En los Gltimos afios, Dalai et al. (2016), lograron determinar un nuevo elemento regulador en el
gen PRNP del ratdn que podria explicar sus diferentes niveles de expresion en los distintos érganos. Estos
autores demostraron que los dinucleétidos CpG contenidos dentro de la region -599 y -279 presentaban
patrones diferenciales de metilacién. Particularmente el dinucledtido en posicién -576 presentd una
correlacién negativa con los niveles de expresién de PRNP, quedando dentro del sitio CACGAG (caja N)
de reconocimiento para moléculas reguladoras de la familia bHLH. En trabajos posteriores Dalai et al.
(2017) confirmaron la metilacion diferencial de la misma region utilizando la linea celular de carcinoma
embrionario de raton antes y después de la neurodiferenciacion. En la medida en que los niveles de
transcripcion aumentaron con la neurodiferenciacion, la metilacion de dinucle6tidos CpG disminuyé hasta
en un 50%. Estos trabajos aportan evidencia de control epigenético en el gen PRNP, no reportado aln para

el bovino o el humano.

1.6.3. Variacidn del gen PRNP bovino y modulacion de la enfermedad.

Al igual que en otras especies, el gen PRNP ha sido motivo de intensos estudios en busca de
variantes que pudieran estar asociadas con la susceptibilidad a las EETs. Esto ha hecho que un gran nimero
de polimorfismos se hayan encontrado en las diferentes regiones del gen. En el caso de los bovinos se han
descrito a la fecha 1385 variaciones, la mayoria (1270) corresponden a SNPs, mientras que 116 a
polimorfismos de insercion/delecion. Dentro de los exones s6lo se han identificado 100 mutaciones, de las
cuales el 97/% corresponden a SNPs y el 3% restante a deleciones (ENSEMBL, 2021).

Polimorfismos en el gen PRNP han demostrado modular la susceptibilidad a las EETs en otras
especies, como ratones (Cortez & Sims, 2013; Aguilar-Calvo et al., 2015), ovinos (Goldmann, 2008),
caprinos (Curcio et al., 2016), ciervos (Robinson et al., 2012; Robinson et al., 2019), y humanos (Imran &
Mahmood, 2011). En este aspecto, el gen PRNP bovino, ha sido previamente postulado como un locus
candidato (Juling, 2006).

Ninguno de los polimorfismos en la region codificante del gen ha podido ser asociado de forma
contundente con la susceptibilidad a la enfermedad, a excepcion de la mutacion E211K (Richty Hall, 2008).
Esta mutacion se encuentra localizada en el codén 211, homologo al codén 200 de los humanos, que aloja
la mutacion E200K responsable de los casos de ECJ familiar. La mutacién E200K humana fue descrita
inicialmente en 1989 y surgid al menos en cuatro oportunidades en casos no relacionados (Goldgaber et al.,
1989; Lee et al., 1999), provocando el cambio del codon GAG (E= glutamina) por el codon AAG (K=
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lisina). El alelo K tiene un efecto dominante, llevando al desarrollo de la enfermedad a edades avanzadas,
aunque no todos los pacientes enferman (Cohen et al., 2016).

En los bovinos, la mutacion E211K provoca una transicion G—A, que transforma al codén GAA
(E= glutamina) en AAA (K= lisina). El alelo K se vio asociado a un caso de cEEB atipica, presentando una
prevalencia muy baja (1/2000 animales, Richt y Hall, 2008). Desde entonces, ese polimorfismo no se ha
encontrado nuevamente en otras poblaciones bovinas (Richt y Hall, 2008; Heaton et al., 2008; Gurgul et
al., 2012; Sanches, 2014; Kim y Jeong, 2017), a excepcién de la forma somatica en médula oblonga de

algunos animales clinicamente sanos (Won et al., 2020).

La busqueda de mutaciones en las regiones no codificantes de PRNP revelaron la presencia de dos
variantes del tipo insercion/deleccién -Indel- que han demostrado estar asociados con la susceptibilidad a
la cEEB. El primer polimorfismo corresponde a un indel de 23pb en la regién promotora del gen, mientras
gue el segundo a un indel de 12pb en el intron 1 (Sander et al., 2004). Varios trabajos han respaldado esas
observaciones (Sander et al; 2005; Juling et al., 2006; Hasse et al., 2007; Gurgul et al., 2012), excepto
Nakamitsu et al., (2006), quienes atribuyen la no asociacion a un bajo nimero de animales enfermos en el

estudio.

Estudios de caso control, utilizando animales sanos y animales afectados de cEEB, han demostrado
que los genotipos de delecion para ambos indel estan sobrerrepresentados en los animales enfermos (Sander
et al; 2004, 2005; Juling et al., 2006; Hasse et al., 2007; Gurgul et al., 2012). La base bioldgica del efecto
de esos polimorfismos sobre la susceptibilidad a la enfermedad fue aportada por Sander et al. (2005)
quienes, mediante analisis in silico del gen, lograron demostrar que los polimorfismos Indel-23pb e Indel-
12pb se encontraban en sitios de unidn para factores reguladores de la transcripcion, afectando la expresion
de PrPC. El alelo de insercién de 23pb es el sitio de union de la proteina represora RP58, quien ejerce su
efecto gracias a la interaccion con la proteina SP1 (Lee et al., 2002). SP1 se uniria en el alelo de insercién
de 12pb (Hasse et al., 2007) de forma que cuando las deleciones estan presentes se induciria a fallas en la
regulacidon del gen. La imposibilidad de reprimir la actividad de PRNP podria generar, al menos de forma

tedrica, un aumento en la cantidad de PrP¢ (Sander et al., 2005).

La hipotesis de que diferencias en los niveles de expresion de PRNP pudieran afectar la
susceptibilidad se sustenta en los trabajos realizados anteriormente utilizando modelos murinos. En los
ratones transgénicos, portadores de una sola copia funcional del gen PRNP, se observéd una menor cantidad
de PrP€. Cuando estos animales eran desafiados con particulas pridnicas infecciosas, presentaban un
incremento en el tiempo de incubacion en relacion a los animales normales, siendo los animales knockout

totalmente resistentes (Vilotte et al., 2001). Estas observaciones, probablemente puedan deberse a que a
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mayor cantidad de PrP¢, mayor es la cantidad de sustrato para la amplificacion autocatalitica inducida por
molde de PrPSC, acelerando el desarrollo del proceso patoldgico.

En la literatura consultada, solo dos trabajos han estudiado tejidos de bovinos sanos, en relacion al
efecto de los polimorfismos indel23pb e indel12pb sobre los niveles de expresion de PRNP. No han
resultado del todo concluyentes, mostrando una gran variacion en cuanto al tejido. Sander et al. (2005), no
encontraron efecto del genotipo para el marcador indel23pb en tronco encefélico, higado y bazo, sin
embargo, observaron un fuerte efecto del genotipo D23-D23 en linfonodo mensentérico, aumentando los
niveles de expresién de PRNP. La misma linea siguen los resultados de Msalya et al. (2011) en médula
oblonga, donde el genotipo D23-D23 aumenta significativamente la expresion de PRNP en la raza Japanese

Black, sin embargo, no encuentran efecto cuando lo estudian en la raza Japanese Brown.

En lo que respecta al polimorfismo indel12pb, Sander et al. (2005), tampoco encuentran efecto del
genotipo en tronco encefalico, higado y bazo, sin embargo, observaron un fuerte efecto del genotipo 112-
D12 en linfonodo mesentérico, aumentando los niveles de expresién de PRNP, al igual que reporta Msalya
et al. (2011) en medula oblonga. La forma en que ambos polimorfismos afectan la expresion de del gen
parece ser distinta entre los tejidos, sin embargo, mas estudios deben realizarse, principalmente en los

6rganos que forman parte de la patogenia de la cEEB.

Es importante sefialar que otras combinaciones haplotipicas dentro de PRNP, diferentes a los
indel23pb e indel12pb han sido asociadas con los casos clésicos de la enfermedad (Murdoch et al., 2010),
asi como otras regiones cromosémicas (Murdoch et al., 2011), pero no han sido confirmadas por trabajos
posteriores. Por esta razon, los polimorfismos indel23pb e indel12pb, hasta el dia de hoy, contintan siendo

los mayores determinantes de la susceptibilidad genética a la CEEB.

Se ha sugerido que la seleccion a favor de los alelos de insercion podria ser una medida adecuada
para disminuir el riesgo genético de la cEEB, en casos de reemergencia de la enfermedad (Juling et al.,
2006). Sin embargo, no se conoce el efecto que los indel pueden tener sobre caracteres de interés productivo,
mas alla de trabajos aislados en caracteristicas de produccion de leche en la raza Jersey (Rzewucha-Wojcik
et al., 2013), de crecimiento en razas bovinas nativas de China (Yang et al., 2018), asi como con

caracteristicas de calidad espermatica en toros Holstein Friesian (Guan et al., 2014).

Las frecuencias alélicas para las Indel de 23pb y 12pb han sido estudiadas en varias poblaciones
bovinas, aunque poco se conoce de la distribucion del gen en razas carniceras. Particularmente en la raza
Aberdeen Angus, segun el relevamiento bibliogréafico realizado, sélo se ha descrito la estructura poblacional
de PRNP en Brasil (Kerber et al., 2008; Sanches et al., 2016) y Japon (Zhu et al., 2011). En la region, la
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distribucion de los polimorfismos indel es escasa tanto para razas locales como para la mayoria de las razas

comerciales de carne y leche.

En base a los antecedentes planteados, el objetivo de este trabajo de tesis fue determinar la
frecuencia de los polimorfismos indel23pb e indel12pb en animales de las razas Aberdeen Angus puro y
cruza con Hereford, Holstein Friesian y Criollo Uruguayo. Ademas, evaluar el efecto de esos polimorfismos
sobre caracteristicas de interés carnico en la raza Aberdeen Angus, y el efecto sobre los niveles de expresion
de PRNP en dos 6rganos de importancia para la patogenia de la cEEB (médula espinal cervical y tonsila

palatina).
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1.7. HIPOTESIS

Los marcadores indel23pb e indel12pb son polimoérficos en la raza Aberdeen Angus y su cruza con
Hereford, y en las razas Criollo Uruguayo y Holstein Friesian de Uruguay. Esos polimorfismos se
encuentran asociados con caracteristicas de interés carnico, y los genotipos de delecion (D23-D23 y D12-
D12) se asocian a mayores niveles de expresion (ARNm) del gen PRNP en médula espinal cervical y en
tonsila palatina.

1.8.OBJETIVO GENERAL

1) Analizar la dindmica poblacional de los polimorfismos indel23pb e indel12pb del gen PRNP
en una muestra de bovinos Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford, Criollo Uruguayo y
Holstein Friesian de Uruguay.

2) Analizar el efecto de los polimorfismos indel23pb e indel12pb sobre caracteristicas de interés
carnico, y el nivel de expresién del gen PRNP en médula espinal cervical y tonsila palatina

bovinas.

1.9.OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas, haplotipicas y diplotipicas de los

polimorfismos indel23pb e indel12pb del gen PRNP en las muestras analizadas.

2) Determinar si las poblaciones se encuentran en equilibrio génico de Hardy-Weinberg y el

desequilibrio de ligamiento para los marcadores analizados.

3) Analizar la asociacién de los polimorfismos indel23pb e indel12pb con caracteristicas de la

carne y la canal en bovinos Aberdeen Angus de Uruguay.

4) Evaluar si el genotipo para los marcadores indel23pb e indel12pb afecta los niveles de

transcripcion del gen PRNP en muestras de médula espinal cervical y tonsila palatina bovinas.
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Esta tesis de maestria se presenta bajo la modalidad de articulos cientificos, y es una continuidad
de la linea de trabajo comenzada en mi tesis de grado.

Articulo 1: en este articulo se analiza la distribucién de los polimorfismos indel23pb e indel12pb
del gen PRNP bovino en grupos raciales altamente seleccionados (Aberdeen Angus, Aberdeen Angus X
Hereford, Holstein Friesian) y en una raza generada en nuestro pais sin seleccion artificial (Bovino Criollo
Uruguayo). Se comparan los resultados obtenidos entre los grupos raciales mencionados, asi como con las
reportadas en la bibliografia internacional. Con este articulo se da cumplimiento a los objetivos especificos
ly?2.

Articulo 2: con los genotipos para los polimorfismos indel23pb e indel12pb generados en mi tesis
de grado, en este articulo se realiza la asociacion de esos marcadores con caracteristicas de interés de la
carne y la canal en bovinos Aberdeen Angus. Con este articulo se da cumplimiento al objetivo especifico
3.

Acrticulo 3: en este articulo se analiza el efecto de los polimorfismos indel23pb e indel12pb del gen
PRNP sobre sus niveles de expresion en tonsila palatina y médula espinal cervical bovinas. Con este trabajo

se da cumplimiento al objetivo especifico 4.
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RESUMEN

La Encefalopatia espongiforme bovina (CEEB) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva
transmisible de los bovinos, caracterizada por el acimulo en el cerebro de una isoforma patoldgica (PrpSc)
de la proteina prion celular (Prp©). Dos polimorfismos de insercion/delecion en el gen PRNP (de 23pb en
el promotor y de 12pb en el intrén 1) han sido asociados con la resistencia o susceptibilidad a la enfermedad.
El objetivo de este trabajo fue analizar la distribucion de esos polimorfismos en 214 bovinos sanos,
pertenecientes a cuatro grupos raciales diferentes (Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford, Holstein
Friesian y Criollo Uruguayo). Las muestras de ADN fueron amplificadas por PCR a tiempo final. Se
encontrd una alta frecuencia de los alelos y del haplotipo de susceptibilidad (del12 y del23, y del12-del23,
respectivamente) en los animales Aberdeen Angus, Aberdeen Angus X Hereford y Holstein Friesian,
mientras que la raza Criollo Uruguayo present6 una mayor frecuencia de los alelos y del haplotipo de
resistencia (ins12 e ins23; e insl12-ins23, respectivamente). Estos datos podrian indicar una mayor
resistencia genética del Criollo Uruguayo a la cEEB que las otras razas analizadas, revalorizandolo como

recurso zoogenético.

Palabras claves: Prion, gen PRNP, bovino, polimorfismo indel.

ABSTRACT

Bovine spongiform encephalopathy (BSE) is a transmissible progressive neurodegenerative disease
of cattle, characterized by the accumulation in the brain of a pathological isoform (Prps¢) of the cellular
prion protein (Prp®). Two insertion/deletion polymorphisms in the PRNP gene (23bp in the promoter and
12bp in intron 1) have been associated with resistance or susceptibility to disease. The objective of this
work was to analyze the distribution of these polymorphisms in 214 healthy bovines, belonging to four
different breed groups (Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford, Holstein Friesian and Uruguayan
Creole cattle). DNA samples were amplified by end-time PCR. A high frequency of the alleles and

haplotype associated with susceptibility to BSE (del12 and del23, and del12-del23, respectively) were
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found in the Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford and Holstein Friesian animals, while the
Uruguayan Creole cattle presented a higher frequency of the alleles and haplotype associated with
resistance to BSE (ins12 and ins23, and ins12-ins23, respectively). These data could indicate a greater
genetic resistance of the Uruguayan Creole catlle to BSE in comparison with the other analyzed breeds,

reinforcing its value as a zoogenetic resource.

Key words: prion, PRNP gene, cattle, indel polymorphism.

INTRODUCCION
La encefalopatia espongiforme bovina (CEEB) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva de
los bovinos, perteneciente a la familia de las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs) junto al
Scrapie de los ovinos y caprinos y la enfermedad de Creutzfeldt Jacobs de los humanos, entre otras. Es
causada por la acumulacién en el sistema nervioso central de una isoforma patoldgica (PrPs°) de la proteina

prion celular (PrP¢) (Wilesmith et al. 1991).

La PrP¢ estéa codificada por el gen PRNP localizado en el cromosoma bovino BTA13 region q17
(lanuzzi et al. 1998). En las Ultimas décadas, dos polimorfismos de insercion/delecion (indel), uno de 12pb
en el intrén 1y otro de 23pb en el promotor, han sido asociados con una mayor susceptibilidad a la forma
clasica de la enfermedad (CEEB). Al comparar animales sanos con animales afectados por cEEB, se ha
observado que el haplotipo 12del-23del es mas frecuente en los animales enfermos que en los sanos (Hasse

et al., 2007; Kashkevich et al. 2007; Murdoch et al., 2010; Gurgul et al. 2012).

Anédlisis in silico de PRNP lograron demostrar que el alelo de insercién de 23pb actda como un

sitio de unidn para el represor RP58, mientras que el alelo de insercion de 12pb actia como sitio de unién
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para la proteina especifica 1 (SP1) (Sander et al. 2005). De este modo, cuando ambos alelos de insercién
estan presentes (haplotipo 12in-23in), RP58 se uniria al promotor ejerciendo su efecto represor gracias a la
interaccion con SP1 (Lee et al. 2002). En contraparte, el haplotipo 12del-23del induciria fallas en la

regulacion del gen produciendo mayores niveles de expresion (Sander et al. 2005).

El efecto de los alelos de delecion se ha tratado de establecer de forma independiente. Algunos
estudios indican que el alelo del23 tendria mayor impacto sobre la susceptibilidad a la enfermedad que el
alelo del12 (Sander et al., 2004; 2005; Jeong et al. 2006; Vernerova et al. 2014). En este sentido,
Geldermann et al. (2006) estudiando 252 animales con cEEB y 376 animales sanos no encontré asociacion
del alelo del12 con la susceptibilidad a la enfermedad, sin embargo, Juling et al. (2006) y Kashkevich et al.
(2007) comunican un mayor efecto del alelo del12. Nakamitsu et al. (2006) no encuentran diferencias en
las fercuencias de los alelos de delecidn entre un grupo de animales sanos y otro de afectados por cEEB,
sin embargo, el nimero de individuos enfermos (n=6) era demasiado pequefio para sustentar esa
observacion. A pesar de todo esto, se ha propuesto que la seleccion en contra de los alelos de delecion
podria ser una alternativa para reducir la susceptibilidad de los rodeos a la cEEB (Juling et al. 2006), ante

eventuales epidemias de la enfermedad.

La distribucion de los polimorfismos indel12pb e indel23pb ha sido establecida en varias razas
bovinas, sin embargo, pocas poblaciones de la raza Aberdeen Angus han sido estudiadas a nivel
internacional, existiendo, ademas, escasos reportes para este gen en bovinos Criollos sudamericanos. El
Criollo Uruguayo es una raza local, descendiente de los animales introducidos al pais por Hernando Arias
de Saavedra en 1611, de la cual solo queda un ndcleo puro de 600 animales en el Parque Nacional de San
Miguel (Uruguay, departamento de Rocha; 33°41' latitud Sur, 53°27' longitud Oeste) (Armstrong et al.,
2021). Las razas Aberdeen Angus y Holstein Friesian se encuentran entre las razas comerciales de carne y

leche, respectivamente, mas abundantes del pais. EI objetivo de este trabajo fue determinar el

40



comportamiento poblacional de los polimorfismos indel12pb e indel23pb en bovinos de la raza Aberdeen

Angus, cruza Aberdeen Angus x Hereford, Criollo Uruguayo y Holstein Friesian de Uruguay.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se analizaron 214 bovinos sanos (Aberdeen Angus n=76; Aberdeen Angus x Hereford n=22;
Holstein Friesian n=30 y Criollo Uruguayo n=86). Los animales Aberdeen Angus y Aberdeen Angus X
Hereford pertenecian a establecimientos de la region Este del pais y fueron muestreados en plantas de faena,
tomando muestras de médula espinal cervical. Los muestreos se realizaron en dias diferentes, seleccionando
animales de diferentes tropas y establecimientos. Las muestras de las razas Holstein Friesian y Criollo
Uruguayo pertenecian al banco de ADN del Laboratorio de Genética de la Facultad de Veterinaria, Udelar.
Las muestras de animales Holstein Friesian pertenecian a animales no emparentados y provenian de
diferentes establecimientos y regiones del pais, las de Criollo Uruguayo pertenecian al ntcleo de animales

puros del Parque Nacional de San Miguel.

Extraccion de ADN y Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Las muestras de ADN de las razas Holstein Friesian y Criollo Uruguayo habian sido previamente
extraidas utilizando el método reportado por Green & Sambrook (2012) a partir de sangre entera periférica
colectada entre los afios 2014 y 2018. Las muestras de ADN de la raza Aberdeen Angus y Aberdeen Angus
x Hereford fueron extraidas a partir de 30mg de médula espinal, que fueron cortados finamente y tratados
con 5 pL de proteinasa K (10 mg/mL) y 500 pL de buffer de digestion (50 mM Tris base pH 8.0, 20mM
EDTA y 2% de SDS) e incubados toda la noche a 56 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
(16.128 g/10min) y el sobrenadante se tratd con 250uL de fenol y 250 pL de cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1). Las muestras se centrifugaron (16.128 g/10 min) y el sobrenadante se trat6 con 50 uL de NaCl (2M)

y 2 volimenes de etanol absoluto helado. Los tubos de mantuvieron a -20 °C por dos horas. EI ADN se
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recuperd por centrifugado (21.952 g/10min), se lavé con etanol 70% Yy, una vez seco, se resuspendid en

bufer TE (10 mM de Tris HCI pH 8.0, 1 mM EDTA).

Los polimorfismos indel12pb e indel23pb fueron amplificados en dos reacciones de PCR
independientes, utilizando los primers previamente disefiados por Galvao et al. (2012) y Sander et al. (2004)
respectivamente. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Rotor Gene Q (Corbett Research) en un
volumen final de 20 pL conteniendo: 10 pL de QuantiNova SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN, Alemania),
10pmol de cada primer y 50ng de ADN. La amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 95
°C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos de: 95 °C por 30 s, 56 °C (indel23) o0 58 °C (indel12) por 30 s, 72

°C por 30 s y una extensién final de 72 °C por 5 min.

Genotipado y analisis estadistico

Los amplicones obtenidos fueron separados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 4%,
utilizando GoodView™ (SBS Genetech Co., Ltd., China) como agente colorante y marcador de peso
molecular de 100pb (SBS Genetech Co., Ltd., China). La visualizacion se realiz6 con un sistema de
documentacion de geles BIOTOP-SC805 y el software BioSens Gel Imaging System V2.0 (Shanghai

Bio-Tech Co., Ltd., China).

Para el célculo de las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como para el andlisis de equilibrio de
Hardy y Weinberg (mediante el test exacto de Fisher), se utilizé el software de acceso libre Genepop 4.7.5

(Raymond & Rousset, 1995) disponible en: http://genepop.curtin.edu.au/genepop opl.html. Las

frecuencias de los haplotipos y diplotipos fueron calculadas mediante conteo directo. Dado que se
encontraron animales doble heterocigotas, la frecuencia del diplotipo 12ins-23ins/12del-23del fue calculada
a partir de la frecuencia de los haplotipos certeros segin Galvéo et al. (2012), utilizando la ecuacion de

probabilidad condicional:
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P (12ins-23ins/12del-23del) = [P (12ins-23ins) x P (12del-23del)] / [P (12ins-23ins) x P (12del-
23del)] + [P (12in-23del) x P (12del-23in)]

La comparacion entre las poblaciones fue realizada mediante test de Chi cuadrado y el desequilibrio
de ligamiento (D, D" y r) se evalud de acuerdo a Lewontin (1988) utilizando hojas de célculo de Microsoft

EXCEL. Para todas las comparaciones un P valor menor a 0.05 fue considerado como significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para ambos marcadores se obtuvieron fragmentos de amplificacion en todos los animales
analizados. Para el polimorfismo indel12pb se observaron amplicones de 412pb correspondientes al alelo
de insercién, mientras que para el alelo de delecion se observaron amplicones de 400pb. Para el
polimorfismo indel23pb se observaron amplicones de 123pb correspondientes al alelo de insercién y de
100pb para el alelo de delecion (fig. 1). Estos resultados fueron concordantes con lo reportado por Galvao
et al. (2012) para el polimorfismo indel12pb y con Sander et al. (2004) para el polimorfismo indel23pb.
Las frecuencias genotipicas observadas y las frecuencias alélicas se muestran en el cuadro 1.

Los alelos de delecidn estaban presentes en una alta frecuencia para Aberdeen Angus, Aberdeen
Angus x Hereford y Holstein Friesian. Esto no fue asi en Criollo Uruguayo, donde la frecuencia de los
alelos de delecion fue menor al del resto de las razas estudiadas, siendo en caso del Criollo mayoritaria la
frecuencia de los alelos de insercion. Se ha observado en diferentes estudios que las frecuencias para el
alelo de delecion en ambos polimorfismos varian entre las diferentes razas bovinas. En los animales
Aberdeen Angus y Aberdeen Angus x Hereford estudiados, la frecuencia del alelo de delecion de 12pb
(0.80y 0.84 respectivamente) fue superior a la reportada en la literatura para la raza Aberdeen Angus (rango
0.46 a 0.63), aunque menor a la reportada en Hereford (0.88). En Holstein Friesian la frecuencia fue

intermedia (0.58) a la reportada para la raza (rango 0.42 a 0.74) (cuadro 2).

En lo que respecta a la frecuencia del alelo de delecion de 23pb en los animales Aberdeen Angus

(0.78) y Aberdeen Angus x Hereford (0.68) estudiados, fue similar a la reportada en la literatura para la
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raza Aberdeen Angus (rango 0.73 a 0.81), aunque francamente menor a la observada en Hereford (0.98).
Asimismo, la frecuencia de ese alelo en los animales Holstein Friesian analizados (0.67) se encontré dentro
del rango comunicado para la raza (rango 0.55 a 0.79) (cuadro 2).

El comportamiento poblacional de los polimorfismos indel12pb e indel23pb ha sido establecido en
pocas razas locales sudamericanas de bovinos. Si bien la frecuencia de los alelos de delecion en Criollo
Uruguayo (0.45) es mayor a la reportada en ambos marcadores para la raza brasilefia Caract (del12=0.30;
del23=0.28) y en la indel12pb para la raza Frangueiro (del12=0.33; del23=0.64), es menor a la comunicada
para las diferentes poblaciones de Aberdeen Angus, Hereford y Holstein Friesian de otros paises (cuadro
2). El bovino Criollo Uruguayo es una raza local con un restringido nimero de animales en una sola
poblacién pura, por lo que, tal como plantea Kerber et al. (2008) para la raza Frangueiro, no es posible
establecer si esta diferencia se debe a un efecto fundador de la poblacidn, a un cuello de botella o a los
efectos directos o indirectos de la seleccidn natural a lo largo de los siglos de adaptacion a condiciones
ambientales desfavorables. No obstante, se ha observado que la frecuencia de los alelos de delecién tiende
a ser menor en las razas bovinas primitivas menos seleccionadas que en las razas modernas, altamente
seleccionadas (Gurgul et al., 2012). De todas formas, todas las poblaciones analizadas para ambos
marcadores se encontraron en equilibrio génico de Hardy-Weinberg (P >0.05) lo que indicaria ausencia de

seleccién sobre este gen.

La raza Aberdeen Angus y su cruza con Hereford no difirieron entre si para el marcador indel 12pb
(P>0.05), sin embargo, fueron diferentes a la raza Holstein Friesian y Criollo Uruguayo (P<0.05). Estas
Gltimas razas no difirieron entre si para ese marcador (P>0.05). Para el polimorfismo indel23pb no se
observaron diferencias entre Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford y Holstein Friesian, sin

embargo, fueron significativamente diferentes al Criollo Uruguayo (P<0.05) (cuadro 1).

Al considerar ambos marcadores, se detectaron los cuatro haplotipos posibles en Holstein Friesian
y Criollo Uruguayo y tres en Aberdeen Angus y Aberdeen Angus x Hereford. Su distribucion no difirio

44



significativamente entre la raza Aberdeen Angus y la cruza Aberdeen Angus x Hereford (P>0.05) pero si
con Holstein Friesian y Criollo Uruguayo (P<0.05) (cuadro 3). El haplotipo ins12-ins23 relacionado con
una mayor resistencia genética a la cEEB (Sander et al., 2004; Juling et al., 2006; Hasse et al., 2007;
Kashkevich et al. 2007; Hresko et al., 2009; Murdoch et al., 2010; Gurgul et al. 2012) fue mas abundante
en el Criollo Uruguayo (0.52) que en Holstein Friesian y estuvo ausente en Aberdeen Angus y Aberdeen
Angus x Hereford. Una alta frecuencia del haplotipo ins12-ins23 ya ha sido observada en las razas Pardo
Suizo, German Brown y Swiss Schwarzfleck (Juling et al., 2006; Hasse et al., 2007), donde su frecuencia

se encuentra por encima del 50%.

En relacion al haplotipo del12-del23 (relacionado a una mayor susceptibilidad a la cEEB) fue el
mas frecuente en los animales Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford y Holstein Friesian estudiados
(cuadro 3). Si bien es cierto que estas razas presentan una distribucién de haplotipos desfavorables en
relacion a la susceptibilidad genética a la cEEB, no es diferente a la reportada internacionalmente para la
raza Aberdeen Angus (Kerber et al., 2008; Zhu et al., 2008) y Holstein Friesian (Juling et al., 2006; Jeong
et al., 2006; Hasse et al., 2007; Czarnik et al., 2007; Brunelle et al., 2008; Gurgul et al., 2012) aunque si

fue menor a la comunicada en Hereford (0.88) (Zhu et al., 2008).

Los haplotipos calculados en este trabajo para las cuatro razas muestran desequilibrio de ligamiento
(LD) entre los marcadores, de 88% para la raza Criollo Uruguayo (D =0.88; P < 0.05) y de 84% para la
raza Holstein Friesian (D =0.84; P<0.05). Para las razas Aberdeen Angus y la cruza de Aberdeen Angus X
Hereford el valor de D™ fue de -1.0, explicado por la ausencia de uno de los haplotipos, de todas formas,
ambos marcadores también estan ligados en estos animales (P<0.05) (cuadro 4). Resultados similares han
sido reportados para estas y otras razas por diferentes autores (Sander et al., 2004; Clawson et al., 2006;
Juling et al., 2006; Kerber et al., 2008; Zhu et al., 2008; Galvéo et al., 2012; Yang et al., 2017), hecho
probablemente relacionado con la distancia que separa a ambos polimorfismos dentro del gen (<2Kpb,
Brunelle et al., 2008).
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El LD parece ser mayor en Criollo Uruguayo y Holstein Friesian que en Aberdeen Angus y su cruza
con Hereford. Esto puede responder al efecto fundador en Criollo Uruguayo, sumado a que se trata de una
poblacion cerrada, sin flujo de animales, y a la endogamia en Holstein Friesian, favorecida por la IA con
pocos toros. Los aumentos en la homocigosidad limitan la efectividad de la recombinacién, manteniéndose

de esta forma los haplotipos (Morrel et al., 2005).

De los 10 diplotipos posibles para los polimorfismos indel12pb e indel23pb en los animales
Aberdeen Angus y en su cruza con Hereford se detectaron cinco, mientras que en Criollo Uruguayo y
Holstein Friesian se observaron ocho (cuadro 5). El diplotipo 12ins-23ins / 12del-23ins no se observé en
ninguno de los animales estudiados, probablemente por la ausencia del haplotipo 12in-23in en los animales
Aberdeen Angus y Aberdeen Angus x Hereford y por la baja frecuencia del haplotipo 12del-23in en los
animales Holstein Friesian y Criollo Uruguayo. El diplotipo mas frecuente en los animales Aberdeen Angus
(0.5) y Aberdeen Angus x Hereford (0.41) fue el 12del-23del / 12del-23del, mientras que en Criollo (0.5)
y Holstein Friesian (0.4) fue 12ins-23ins / 12del-23del. Particularmente en la raza Criollo Uruguayo el

diplotipo 12ins-23ins / 12ins-23ins fue el segundo en abundancia (0.27).

La distribucion de diplotipos para los polimorfismos estudiados en este trabajo resultan de
importancia para comprender la susceptibilidad genética de las poblaciones bovinas a la cEEB. Estudios
realizados previamente demostraron que los animales que presentan el diplotipo del12-del23 / del12-del23
tienen 1.76 (Juling et al., 2006) a 2.68 (Hasse et al., 2007) veces mas riesgo de desarrollar cEEB que los
animales de diplotipo ins12-ins23 / ins12-ins23, cuando las condiciones ambientales son favorables y en
presencia del agente infeccioso. Sin embargo, en la raza German Brown, donde el haplotipo ins12-in23 es
muy frecuente, los animales de diplotipo ins12-ins23 / del12-del23 fueron los més afectados por la
enfermedad, remarcando de esta manera la mayor susceptibilidad del haplotipo del12-del23 (Juling et al.,
2006). La cEEB no ha sido diagnosticada histéricamente en Uruguay, siendo considerado un pais de riesgo
insignificante a padecerla (OIE, 2021). En este contexto, el conocimiento de la distribucion genética de los
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polimorfismos indel12pb e indel23pb en las diferentes razas bovinas podria constituir una herramienta de

valor en los programas de prevencién de la enfermedad.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 4% de los productos de PCR para el gen PRNP bovino. A)
Genotipos para la indel23pb. Carril 1: marcador de peso molecular de 100pb. Carriles 2, 4 y 7: Genotipos
heterocigotas, fragmentos de 100 y 123pb. Carriles 3, 5, 6 y 8 al 14 genotipo homocigota para el alelo de
delecion de 23pb, fragmentos de 100pb. B) Genotipos para la indel12pb Carril 1: marcador de peso
molecular de 100pb. Carriles 6, 8, 12 y 13: genotipos homocigotas para el alelo de delecion de 12pb,

fragmentos de 400pb. Carriles 2 al 5, 6 y 9 al 11: genotipos heterocigotas, fragmentos de 400 y 412pb.
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Cuadro 1. Proporciones genotipicas y frecuencias alélicas para los polimorfismos indel12pb e indel23pb

en bovinos Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford, Holstein Friesian y Criollo Uruguayo.

Raza /indel % Genotipos Alelos P valor

H+ - /- + - AA AAXH HF Cu
12pb (400-412)
AA (n=76) 0 39 61 0.20 0.80 - 0.295 <0.01* <0.00001*
AA x H (n=22) 0 28 72 0.16 0.84 - - <0.01* <0.00001*
HF(n=30) 17 50 33 0.42 0.58 -- -- -- 0.17
CU (n=86) 29 52 19 0.55 0.45 - - - -
23pb (100-123)
AA (n=76) 5 33 62 0.22 0.78 -- 0.195 0.12  <0.00001*
AAXH(@M=22) 9 45 45  0.32 0.68 - - 0.84 <0.01*
H F (n=30) 7 53 40 0.33 0.67 -- - -- <0.001*
CU (n=86) 27 57 16 0.55 0.45 -- -- -- --

Nota: AA= Aberdeen Angus, AA x H= Aberdeen Angus x Hereford, HF= Holstein Friesian, CU= Criollo

Uruguayo. +/+: homocigota para la insercion; +/- heterocigota; -/-: homocigota para la delecion; +:

insercion, -: delecion; P valor de la comparacion entre razas, * P < 0.05. Test exacto de Fisher para

equilibrio de Hardy-Weinberg en todas las razas: indel12pb, P>0.05; indel23pb, P>0.05.
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Cuadro 2. Comparacion de las frecuencias alélicas para los polimorfismos indel12pb e indel23pb en las

razas estudiadas con otras poblaciones de las mismas razas reportadas en la bibliografia consultada.

Raza Pais* N Indel12pb Indel23pb Referencia
+ - + -
Aberdeen Angus CN 30 037 0.63 0.22 0.78 Zhuetal. (2008)
Aberdeen Angus BR 99 044 0.56 0.27 0.73 Kerber et al. (2008)
Aberdeen Angus BR 26 054 046 0.19 0.81 Sanches et al. (2016)
Aberdeen Angus ury 76 0.2 0.8 0.22 0.78 Presente studio

Aberdeen Angus x Hereford uy 22 016 084 0.32 0.68 Presente studio

Caracu BR 40 0.7 0.3 0.72 0.28 Galvao etal. (2012)
Criollo Uruguayo uy 86 055 045 0.55 0.45 Presente studio
Franqueiro BR 73 033 0.67 0.36 0.64 Kerber etal. (2008)
Hereford CN 30 012 0.88 0.02 0.98 Zhuetal. (2008)
Holstein Friesian UK 276 037 0.63 0.29 0.71 Juling et al. (2006)
Holstein Friesian JP 863 026 0.74 0.21 0.79 Nakamitsu et al. (2006)
Holstein Friesian JP 65 058 042 045 0.55 Msalyaetal. (2009)
Holstein Friesian KR 52 038 0.62 0.3 0.7 Jeong et al. (2006)
Holstein Friesian DE 66 047 0.53 0.42 0.58 Kashkevich etal. (2007)
Holstein Friesian DE 313 047 0.53 0.38 0.62 Juling et al (2006)
Holstein Friesian DE 80 034 0.66 0.33 0.67 Hasse etal. (2007)
Holstein Friesian US 690 047 053 0.43 0.57 Brunelle etal. (2008)
Holstein Friesian PL 510 045 0.55 0.36 0.64 Strychalsky et al. (2012)
Holstein Friesian PL 651 048 052 0.38 0.62 Gurgul etal. (2012)
Holstein Friesian uy 30 042 058 0.33 0.67 Presente studio

Nota. +: insercion; -: delecion. CN: China, BR: Brasil, UY: Uruguay, UK: Reino Unido, JP: Japon, KR:

Corea del Sur, DE: Alemania, US: Estados Unidos, PL: Polonia.
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Cuadro 3. Distribucién de haplotipos para los polimorfismos indel12pb e indel23pb del gen PRNP en

Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford, Holstein Friesian y Criollo Uruguayo.

Haplotipo N° de cromosomas Frec. P valor
n n* N AA  AAXxH HF CuU

AA (n=76) -- 0.37 <0.0001*  <0.0001*
12ins-23ins 0 0 0 0
12ins-23del 9 21 30 0.20
12del-23ins 12 21 33 0.22
12del-23del 89 0 89 0.58
AAXH (n=22) -- -- <0.0001* <0.0001*
12ins-23ins 0 0 0 0
12ins-23del 1 6 7 0.16
12del-23ins 8 6 14 0.32
12del-23del 23 0 23 0.52
HF (n=30) = - = 0.04*
12ins-23ins 6 12 18 0.3
12ins-23del 6 1 7 0.12
12del-23ins 11 2 0.03
12del-23del 21 12 33 0.55
CU (n=86) -- -- -- --
12ins-23ins 47 43 90 0.52
12ins-23del 4 1 5 0.03
12del-23ins 4 1 5 0.03
12del-23del 29 43 72 0.42

Nota: n* Estimado en base al nimero de animales doble heterocigotas. Frec.: frecuencia. AA= Aberdeen
Angus, AA x H= Aberdeen Angus x Hereford, HF= Holstein Friesian, CU= Criollo Uruguayo. P valor de

la comparacion entre razas.
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Cuadro 4. Valores de D, D'y r? para el desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos indel12pb e

indel23pb en las cuatro razas estudiadas.

Raza D D R? P valor
Aberdeen Angus -0.044 -1 0.071  0.001*
Aberdeen Angus x Hereford -0.051 -1 0.091  0.045*
Holstein Friesian 0.161 0.84 049 <0.00001*
Criollo Uruguayo 0.217 0.88 0.774 <0.00001*
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Cuadro 5: Distribucion de diplotipos para los polimorfismos indel12pb e indel23pb del gen PRNP en

Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford, Holstein Friesian y Criollo Uruguayo.

Genotipo Aberdeen Aberdeen Angus Criollo Holstein

Angus x Hereford Uruguayo Friesian

(n=76) (n=22) (n=86) (n=30)

12ins-23ins / 12ins-23ins 0 0 0.27 (23) 0.06 (2)

12ins-23ins / 12ins-23del 0 0 0.012 (1) 0.06 (2)
12ins-23ins / 12del-23ins 0 0 0 0

12ins-23ins / 12del-23del 0 0 0.5 (43) 0.4 (12)

12del-23del / 12del-23del 0.5 (38) 0.41 (9) 0.14 (12) 0.3(9)

12del-23del /12del-23ins 0.05 (4) 0.1(4) 0.05 (4) 0.03 (1)

12del-23del / 12in-23del 0.12 (9) 0.04 (1) 0.012 (1)  0.06 (2)

12ins-23del / 12ins-23del 0 0 0.012 (1)  0.03(1)

12ins-23del / 12del-23ins ~ 0.28 (21) 0.27 (6) 0.012 (1)  0.03(1)
12del-23ins / 12del-23ins 0.05 (4) 0.09 (2) 0 0

Nota: Los diplotipos en negrita fueron estimados en base a los animales doble heterocigotas.
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CONCLUSIONES
Al igual que en otras razas antiguas y poco seleccionadas, el Criollo Uruguayo presenta una mayor
proporcidn de alelos y haplotipos de insercion, relacionados a una mayor resistencia genética a la cEEB, lo

gue podria revalorizarlo como recurso zoogenético.

-Las razas comerciales estudiadas presentan una distribucion desfavorable de los marcadores indel12pb e
indel23pb en lo que respecta a la susceptibilidad a la enfermedad (segun la literatura consultada), pero que

no seria diferente a lo reportado internacionalmente.
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Distribucién de los polimorfismos indel23pb e indel12pb del gen PRNP bovino y su efecto sobre
caracteristicas de interés carnico en la raza Aberdeen Angus de Uruguay.

RESUMEN

Los alelos de delecién en los polimorfismos indel23pb e indel12pb del gen PRNP bovino se han asociado
con la susceptibilidad a la encefalopatia espongiforme bovina. Este trabajo evalla la distribucién de esos
polimorfismos en la raza Aberdeen Angus de Uruguay y su posible asociacion con caracteristicas de interés
carnico. Se analizaron 635 animales de diferentes origenes, alimentados a pastoreo o feedlot, con registros
para: peso en segunda balanza, longitud de la canal, color (L,a,b), fuerza de corte (24hs y 10 dias), pérdidas
por coccion (24hs 'y 10 dias) y porcentaje de lipidos (%). Se calcularon las frecuencias alélicas, genotipicas,
haplotipicas y diplotipicas para el gen PRNP. La Asociacion genotipo-fenotipo se realiz6 mediante
regresion lineal multiple considerando los efectos fijos del genotipo, sexo, y tropa. Se observo una alta
frecuencia de los alelos (D23=0.76, D12=0.67) y haplotipo (D23-D12=0.68) de delecion. Los animales de
feedlot con genotipo DD presentaban canales mas largas que los Il (indel23pb: P=0.002; indel12pb=0.02).
El porcentaje de grasa intramuscular fue mayor en los animales DD alimentados a pastoreo (indel23pb:
P=0.016; indel12pb: P=0.043) y en los animales de feedlot (solo para indel23pb: P=0.02). En los animales
Il alimentados a pastoreo, la fuerza de corte a los 10 dias tendié a ser mayor (indel23pb P=0.088). Estos
resultados indican que los dos indels pueden afectar caracteristicas de la canal y la carne y podrian ser

utilizados para seleccionar animales desde un punto de vista sanitario o productivo.

Palabras clave: prion, calidad de la carne, encefalopatia espongiforme bovina.

ABSTRACT

Deletion alleles in the indel23pb and indel12pb polymorphisms of the bovine PRNP gene have been
associated with susceptibility to bovine spongiform encephalopathy. This work evaluates the distribution
of these polymorphisms in the Uruguayan Aberdeen Angus breed and its possible association with
characteristics of meat interest. 635 animals of different origins were analyzed, fed to grazing or feedlot,
with records for: second scale weight, carcass length, color (L, a, b), shear force (24 hours and 10 days),
cooking losses (24 hours and 10 days) and lipid percentage (%). Allele, genotypic, haplotype, and diplotypic
frequencies were calculated for the PRNP gene. The genotype-phenotype association was performed by
multiple linear regression considering the fixed effects of genotype, sex, and troop. A high frequency of the
deletion alleles (D23 = 0.76, D12 = 0.67) and haplotype (D23-D12 = 0.68) was observed. Feedlot animals
with genotype DD had longer channels than 11 (indel23pb: P = 0.002; indel12pb = 0.02). The percentage of
intramuscular fat was higher in grazing fed DD animals (indel23pb: P = 0.016; indel12pb: P = 0.043) and
in feedlot animals (only for indel23pb: P = 0.02). In the Il animals fed grazing, the shear force at 10 days
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tended to be higher (indel23pb P = 0.088). These results indicate that the two indels can affect carcass and

meat characteristics and could be used to select animals from a sanitary or productive point of view.

Key words: prion, meat quality, bovine spongiform encephalopathy.

INTRODUCCION

La encefalopatia espongiforme bovina (BSE) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva de
los bovinos, perteneciente a la familia de las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs) junto al
Scrapie de los ovinos y caprinos y la enfermedad de Creutzfeldt Jacobs de los humanos, entre otras. Una
caracteristica comun a las TSEs es la acumulacion en el sistema nervioso central de una isoforma protéica
patolégica (PrPSC), generada por modificaciones postraduccionales de la proteina prion celular (PrP<)

codificada por el gen PRNP del huésped [1].

Polimorfismos en el gen PRNP han demostrado modular la susceptibilidad a las TSEs en ratones
[2, 3], ovinos [4], caprinos [5], ciervos [6, 7], y humanos [8]. Particularmente en los bovinos, se ha
comunicado que dos polimorfismos del tipo insercidn/delecion (indel) son capaces de afectar la
susceptibilidad de los animales a la forma clésica de la BSE (CEEB). El primero de ellos es un indel de
23pb en la region promotora del gen [9] y el segundo un indel de 12pb en el intrén 1 [10].

Andlisis in silico demostraron que la insercion de 23pb en el promotor representa un sitio de unién
para la proteina represora RP58, mientras que la insercion de 12pb en el intron 1 act(a ofrece un sitio de
unién para la proteina especifica 1 (SP1) [11]. De esta manera, cuando los dos alelos de insercion estan
presentes (haplotipo 12in-23in), RP58 ejerceria su efecto represor mediante la interaccion con SP1 [12]. En
contraposicién, el haplotipo 12del-23del llevaria fallas reguladoras en el gen produciendo mayores niveles
de expresion [11]. Al comparar animales sanos con animales afectados por cEEB, se ha observado que el

haplotipo 12del-23del es méas frecuente en los animales enfermos que en los sanos [13, 14, 15, 16].

La descripcion de la dinamica poblacional de los polimorfismos indel23pb e indel12pb ha sido
establecida en varias poblaciones bovinas a nivel internacional. Sin embargo, la informacion disponible
para la raza Aberdeen Angus aun es limitada, habiéndose reportado en un reducido grupo de animales de
Brasil [17, 18] y de China [19].

Aun no es claro el efecto que los polimorfismos del gen PRNP podrian tener sobre caracteres de
interés productivo en los bovinos. Algunos autores han reportado la asociacion de las indel23pb e indel12pb
con caracteres de produccion de leche en la raza Jersey [20], con caracteristicas de crecimiento en razas
bovinas nativas de China [21], asi como con caracteristicas de calidad espermatica en toros Holstein
Friesian [22].
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En este contexto, el gen PRNP bovino podria ser un marcador molecular de interés desde un punto
de vista sanitario y productivo, sin embargo, los estudios aun son escasos. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo es determinar la dindmica poblacional de los polimorfismos indel-23pb e indel-12pb en el gen PRNP
en bovinos Aberdeen Angus de Uruguay (AAU) y evaluar su posible asociacion con caracteristicas de

interés carnico en la raza.

RESULTADOS
Frecuencias genotipicas y alélicas para las indel-23pb e indel-12pb del gen PRNP bovino.

La frecuencia genotipica y alélica para las indel-23pb e indel-12pb se muestran en la tabla 1. Ambos
marcadores demostraron ser polimérficos, con una frecuencia mayoritaria de los alelos de delecién (D)
respecto a los de insercion (). En relacion a la distribucion de genotipos, en ambos marcadores se
observaron los tres genotipos posibles (DD; DI; I1), con una elevada proporcion de animales homocigotas
DD. Para el polimorfismo indel-23pb el genotipo DD fue el mayoritario con una frecuencia de 0.586,
mientras que para el polimorfismo indel-12pb la frecuencia del genotipo DD fue de 0.451, resultando
coincidente con la frecuencia del genotipo DI. Ambos marcadores se encontraron en equilibrio génico de
Hardy-Weinberg (P>0.05) (tabla 1).

Frecuencias haplotipicas y diplotipicas para las indel-23pb e indel-12pb del gen PRNP bovino.

Se detectaron los cuatro haplotipos posibles (D23-D12; 123-112; D23-112, 123-D12), producto de la
combinacion de los alelos de ambos polimorfismos. La frecuencia de los haplotipos se muestra en figura
la. El haplotipo mayoritario fue D23-D12, seguido de 123-112. Los dos haplotipos restantes fueron
minoritarios, siendo particularmente rara la forma haplotipica 123-D12, que se observo en menos del 1%
de la poblacion estudiada. En relacion al analisis de desequilibrio de ligamiento, los valores de D* y R? se

muestran en la figura 2; ambos marcadores demostraron estar fuertemente ligados (P<0.001).

De los 10 diplotipos posibles para ambos marcadores, en este trabajo se detectaron ocho (figura 1b). Se
observé una clara predominancia de los genotipos D23-D12/D23-D12 y D23-D12/123-112. Los diplotipos
123-D12/D23-D12 y D23-112/D23-112 fueron particularmente menos frecuentes.

Asociacion de los polimorfismos indel-23pb e indel12pb con caracteristicas de interés carnico

Se realizaron las asociaciones de los genotipos para los marcadores indel23pb e indel12pb con las
caracteristicas de interés carnico en los animales alimentados a pastoreo (tabla 2) y en los animales
alimentados a feedlot (tabla 3). En los animales alimentados a pastoreo, para el marcador indel23pb se
observo que los individuos de genotipo Il presentaban una tendencia a mayor fuerza de corte a los 10 dias

(menor terneza) (P=0.088). Para el mismo marcador, los animales de genotipo Il presentaban un menor
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porcentaje de lipidos que los animales de genotipo DD (P=0.016). En lo que respecta al marcador indel12pb
solo se vio asociado con el porcentaje de lipidos, siendo los animales de genotipo DD superiores a los 1l 'y
a los DI (P=0.043 y P=0.038 respectivamente).

En los animales alimentados a feedlot, para el marcador indel23pb, se observé que los individuos
de genotipo Il presentaban una menor longitud de la canal en relacion a los de genotipo DD y DI (P=0.008
y P=0.002 respectivamente). A su vez, los animales Il presentaron un menor porcentaje de lipidos que los
DD (P=0.021), con una tendencia similar respecto a los DI (P=0.0503). En lo que respecta al marcador
indel12pb, los animales de genotipo Il presentaron una menor longitud de la canal que los animales DI
(P=0.012), con una tendencia similar respecto a los animales DD (P=0.07). Los individuos de genotipo Il
presentaron una tendencia a menor porcentaje de lipidos respecto a los animales de genotipo DD (P=0.07).

DISCUSION

Este trabajo analiza la distribucidn de los polimorfismos indel23pb e indel12pb del gen PRNP
bovino en la raza Aberdeen Angus de Uruguay, y su relacion con caracteristicas de interés carnico. Para
nuestro conocimiento, es la mayor muestra poblacional de la raza analizada y el primer reporte de

asociacion del gen PRNP con caracteres de calidad de la carne y la canal en bovinos.

Distribucion de los polimorfismos Indel23pb e indel12pb en AAU

Los alelos de delecion de 23pb en el promotor y de 12pb en el intron 1 del gen PRNP bovino, han
sido relacionados con una mayor susceptibilidad genética a la forma cléasica de la EEB (CEEB) [9, 11, 24,
13, 33, 34, 16]. En los animales analizados en este trabajo, se observé una frecuencia mayoritaria de los
alelos de delecion (D23=0.763; D12=0.676) respecto a los de insercion (123=0.236; 112=0.323) (tabla 1).
Estas frecuencias alélicas son concordantes para la raza Aberdeen Angus en Brasil [17] y en China [19].
Otros autores comunican en Brasil una elevada frecuencia del alelo D23, sin embargo, encuentran una

frecuencia menor para el alelo D12 [18] (fig. 1 a, b).

La frecuencia de los alelos de delecién para ambos polimorfismos coincide con gran parte de los
trabajos realizados en diferentes razas de Bos taurus, donde resulta mayoritaria respecto a la de lo alelos
insercion (fig. 1 a, b). Contrario a esto, en algunas razas mas antiguas se ha observado una mayor frecuencia
de los alelos de insercion, como en Braunvieh [14], German Brown [24, 13]; Swiss Brown y Swiss
Schwarzfleck [13] (fig. 1 a, b). En este sentido, se ha planteado que los alelos de delecidn tienden a ser

menos frecuentes en las razas primitivas, menos seleccionadas [16].

En lo que respecta a las frecuencias genotipicas, para el marcador indel23pb, el genotipo DD fue el

maés abundante (0.586). De igual manera, para el indel12pb, se observé una alta frecuencia de animales DD
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(0,451), que resultd coincidente con la de animales DI (tablal). Distribuciones genotipicas similares, para
ambos marcadores, han sido comunicadas para la raza Aberdeen Angus anteriormente, incluyendo alta
frecuencia del genotipo DI para el indel12pb [17, 19, 18]. Los genotipos DD para ambos marcadores
demostraron estar sobrerrepresentados en los animales afectados por cEEB, en comparacién a animales
sanos [9, 11, 24, 13, 16], por lo que la raza AAU presentaria una distribucion de genotipos desfavorable en

este sentido.

En los animales AAU se observaron todas las formas haplotipicas, siendo mayoritario el haplotipo
D23-D12 (fig. 2a). Resultados similares fueron comunicados para la raza con anterioridad en Brasil [17] y
en China [19], asi como en la raza Fleckvieh [24, 13, 19, 16], Hanwoo [35, 36, 37], Hereford [19], Holstein
Friesian [24, 35, 38, 13, 39, 40, 16], Kuchinoshima [40] y Japanese Black [41]. Resultados opuestos pueden
encontrarse en algunas razas antiguas como Braunvieh [14], German Brown [24, 13], Swiss Brown y Swiss
Schwarzfleck [13], donde la frecuencia del haplotipo 123-112 supera el 50%.

Estudios previos han asociado a los haplotipos 123-112 con una mayor resistencia genética a la
CEEB, vy al haplotipo D23-D12 con una mayor susceptibilidad [9, 11, 24, 13, 16]). En este sentido, la
distribucién de haplotipos en AAU pareceria desfavorable, sin embargo, no es muy diferente a la situacion
de la mayoria de las razas Bos taurus estudiadas. Los haplotipos 123-D12 y D23-112 fueron menos
frecuentes en AAU, esto puede deberse a la cercania fisica de ambos polimorfismos (<2 Kbp) [39] y a que
ambos marcadores demostraron estar fuertemente ligados en AAU (D=0.99; P<0.001; R2=0,64) (Fig. 3).

De los 10 diplotipos posibles para los polimorfismos indel23pb e indel12pb se observaron ocho en
UAA. El mas frecuente fue D23-D12/D23-D12 seguido de 123-112/D23-D12, al igual que reportan estudios
previos en la raza [17, 19], asi como en otras razas Bos taurus como Hereford [19], Fleckvieh [24, 19] y
Holstein Friesian [24]. Los diplotipos que s6lo presentan alelos de delecién (D23-D12/D23-D12) se han
visto sobrerrepresentados en los animales afectados con cEEB. Estudios anteriores han demostrado que los
animales con ese diplotipo son méas susceptibles genéticamente a la cEEB (1.76 a 2.68 veces mas) que los
animales de diplotipo 123-112/ 123-112 [24, 13]. En este sentido, los animales AAU también presentan una

distribucion desfavorable de diplotipos.

Asociacion de los polimorfismos indel23pb e indel12pb con caracteristicas de la canal y la carne.

La potencialidad de seleccion a favor de los genotipos més resistentes a la cEEB en casos de
reemergencia de la enfermedad ha sido propuesta con anterioridad [24], aungque poco Se conoce sobre su
efecto directo o indirecto en los fenotipos de interés econdémico. Existen algunas evidencias que muestran
asociacion del gen PRNP con caracteres de interés productivo en ovinos [42-44], caprinos [45] y en bovinos

para caracteristicas conformacionales, produccion de leche y calidad seminal [20-22]. Sin embargo, los
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trabajos aun son escasos para las caracteristicas de la canal y la carne. En este trabajo analizamos 10
caracteristicas de calidad de la canal y la carne en bovinos AAU, encontrando diferencias significativas de
acuerdo al genotipo de los polimorfismos indel23pb e indel12pb en 3 de ellas.

En los animales alimentados a feedlot observamos que los genotipos DD y DI para el marcador
indel23pb y DI para el marcador indel12pb presentaban asociacion con la longitud de la canal. En la raza
bovina Nanyang se ha observado gue los animales de genotipo DD para el marcador indel23pb presentaban
un largo corporal in vivo mayor al de los animales de genotipo Il [21]. En una linea similar, se ha
comunicado en ovinos un efecto del genotipo de PRNP sobre la longitud de la canal [42] y la ganancia de
peso diario [43]. Algunos autores han reportado asociacion del gen PRNP con diferentes caracteristicas
morfométricas en varias razas nativas de China, incluyendo el peso corporal [21]. En nuestro trabajo no
encontramos diferencias relativas al peso de la canal en segunda balanza, para ninguno de los dos
marcadores moleculares estudiados, si bien para el marcador indel12pb se observo una tendencia en ese

sentido.

En los animales alimentados a patoreo el genotipo DD para el marcador indel23pb se observa
asociado a un mayor porcentaje de lipidos en el musculo Longissimus dorsi que en los animales de genotipo
I1. Una tendencia similar fue observada en los animales alimentados a feedlot. De igual forma, los animales
alimentados a pastoreo de genotipo DD para el marcador indel12pb presentaron un mayor porcentaje de
lipidos que los 1l y los DI. El efecto del gen PRNP sobre el porcentaje de lipidos intramusculares ya fue
reportado con anterioridad en la raza ovina Romanov, donde el genotipo ARR de resistencia al Scrapie se
relacionaba con un menor nivel de marbling o menor porcentaje de lipidos en el masculo Longissimus dorsi
[42]. Sumado a esto, se observd en bovinos raza Jersey que los animales de Genotipo DD para el marcador

indel23pb producian leche con un mayor contenido de grasa que los de genotipo Il [20].

Se han comunicado fuertes huellas de seleccidn en el cromosoma bovino BTA13, con dos genes
localizados dentro la region: PRNP y PRND (doppel prion protein) [46]. Otros autores, en la misma region,
también encontraron huellas de seleccion, identificando al gen CDS2 (CDP-diacylglycerol synthase),
relacionado con la biosintesis de fosfolipidos [47]. Estas huellas de seleccion podrian ser un efecto directo

o indirecto de la seleccion artificial o natural sobre esa region cromosémica [46].

La participacion del gen PRNP en rutas metab6licas adipogénicas ha sido propuesta anteriormente
en ratones, observandose que la PrP¢ modula el nivel de lipidos en los adipocitos, regulando negativamente
las vias de autofagia [48]. Ademas, se ha demostrado la importancia de PrP® en el metabolismo lipidico
hepatico, donde la disminucién de la expresién de PRNP lleva a un aumento en el depdsito intracelular de

lipidos [49], asi como a resistencia a la insulina y obesidad [50].
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El porcentaje de lipidos intramusculares es uno de los factores que afectan la fuerza de corte de la
carne, siendo éste un atributo de gran importancia para los consumidores. En la medida que los lipidos se
calientan, colaboran en mantener la jugosidad de la carne, en solubilizar el coldgeno y ejercer un efecto
lubricante en la masticacion [51]. Pero, ademas, un mayor porcentaje de lipidos se correlaciona con una
mayor terneza (menor fuerza de corte) [52]. En los animales AAU alimentados a pasto de genotipo DD,
para el marcador indel23pb, se observd una tendencia a presentar una menor fuerza de corte a los 10 dias
gue para los animales Il. Esto podria explicarse por el hecho de que esos mismos animales presentaron un

mayor porcentaje de lipidos.

En resumen, la raza UAA presenta una alta frecuencia de los genotipos DD para ambos marcadores,
al igual que varias razas comerciales altamente seleccionadas. Si bien la distribucién de genotipos,
haplotipos y diplotipos no pareceria ser favorable en lo que respecta a la susceptibilidad genética a la cEEB,
podrian tener un efecto significativo sobre caracteristicas de interés productivo como longitud de la canal,
y porcentaje de lipidos intramusculares. Esto ofrece potencialidad de seleccion sobre el gen PRNP desde el

punto de vista sanitario o productivo.

MATERIALES Y METODOS
Animales y genotipado

Se seleccionaron 643 muestras de ADN gendmico de animales de la raza Aberdeen Angus (novillos
n=468, vacas n=138 y vaquillonas n=38) pertenecientes al banco de ADN de la Unidad Académica de
Genética y Mejora Animal de la Facultad de Veterinaria, Udelar. Las muestras de ADN habian sido
extraidas previamente a partir de sangre entera periférica [23]. Los animales habian sido muestreados al
azar y pertenecian a 10 tropas diferentes, provenientes de 4 departamentos del pais (Salto, Florida, Paysandu
y Tacuarembd). Los animales habian sido criados en feedlot (engorde a corral con alimentos balanceados)

0 en ganaderia extensiva a pastoreo sin suplementacion con racion.

La concentracion de cada muestra de ADN fue medida mediante espectrofotdmetro Nanodrop ND-
1000 (NanoDrop Technologies, Thermo Scientific, Wilmington, USA) y estandarizada a una concentracion
de 50ng/pL). La informacion de la secuencia del gen PRNP fue obtenida de GenBank (nimero de acceso
AJ298878). Para el genotipado se contrataron los servicios de la empresa Gene Seek®

(www.geneseek.com), y fue realizado mediante la estrategia custom assay genotyping basada en

espectrometria de masa, utilizando la primera base de la insercién y la primera base luego de la insercion

como referencia de los alelos de insercidn y delecion respectivamente [24].
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Caracteristicas fenotipicas de la canal y la carne

Los animales muestreados contaban con registros fenotipicos para las siguientes caracteristicas:
peso de la canal a la segunda balanza (Kg), longitud de la canal (cm) y mediciones instrumentales en el
musculo Longissimus dorsi de: color (coordenadas L*, a*, b*, [25]), porcentaje de lipidos intramusculares
(% lipidos [26]), fuerza de corte a las 24h mediante la cizalla de Warner-Bratzler (Kgj [27]), y pérdidas por
coccion a los 10 dias (% [27]). Para los animales alimentados a pastoreo se contaba ademés con datos de
fuerza de corte a los 10 dias de maduracién y pérdidas por coccion a los 10 dias.

Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como la existencia de equilibrio de Hardy y Weinberg
(mediante el test exacto de Fisher) se calcularon utilizando el software de acceso libre Genepop 4.2 [28]
disponible en: http://genepop.curtin.edu.au/genepop _opl.html. Las frecuencias de los haplotipos y

diplotipos fue calculada mediante conteo directo. Dado que se encontraron animales dobles heterocigotas,
la frecuencia del diplotipo 23ins-12ins/23del-12del fue calculada a partir de la frecuencia de los haplotipos

certeros segun [29], utilizando la ecuacion de probabilidad condicional:

P (23ins-12ins/23del-12del) = [P (23ins-12ins) x P (23del-12del)] / [P (23ins-12ins) x P (23del-
12del)] + [P (23in-12del) x P (23del-12in)]

El desequilibrio de ligamiento (D y R?) [30] se evalué utilizando el programa de libre acceso
SHEsis [31] disponible en http://analysis.bio-x.cn).

Para determinar la asociacion genotipo-fenotipo se realizé un analisis de regresion lineal utilizando
el programa GraphPad Prism 9. El analisis se realiz6 por separado para los animales alimentados a campo

natural o a feedlot. EI modelo general utilizado fue:
Y=p+toa+pB+yte

donde Y es la caracteristica estudiada, p es la media general de la caracteristica, o es el efecto fijo
del genotipo, P es el efecto fijo del sexo, y es el efecto fijo de la tropa y e es el error aleatorio. Para las
caracteristicas pérdidas por coccion a los 10 dias y fuerza de corte a los 10 dias no se incluyd el efecto del
sexo, puesto que los registros pertenecian sélo a novillos. Por iguales motivos, el sexo tampoco fue
considerado en los animales alimentados a feedlot. Los datos de cada una de las caracteristicas fenotipicas
fueron normalizados mediante la tipificacion estandar o mediante las transformaciones de BoxCox [32].

Un P valor menor a 0.05 fue considerado como significativo y 0.05 < P <0.10 tendencia.
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Tabla 1. Frecuencias alélicas y genotipicas para los indel23pb e indel12pb del gen PRNP bovino.

Indel23pb* Indel12pb**
Genotipo N Frecuencia N  Frecuencia.
I 37 0.058 63 0.098
ID 226 0.356 290 0.451
DD 372 0.586 289 0.451
Alelo Frecuencia
I 0.236 0.323
D 0.763 0.676

*Equilibrio de Hardy-Weinberg: * ¥2=0.118, P=0.95; ** 42=0.625, P=0.87
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Tabla 2. Asociacion entre los polimorfismos indel23pb e indel12pb del gen PRNP y caracteristicas de

interés carnico en bovinos Aberdeen Angus alimentados a pastoreo (M + SD).

Genotipo Indel23pb

Caracteristica N I (n) ID (n) DD (n) P* valor
CW (Kg) 341 264 + 42.24 (19) 252.2 + 39,24 (136) 256.9 + 39.07 (186) 0.994
CL (cm) 346 136.8 + 6.594 (20) 137.1 +5.920 (137) 136.5 + 6.095 (189) 0.944
L 312 33.79 +3.098 (20) 34.35 + 3.616 (127) 34.88 + 35.01 (165) 0.445
A 311  18.89 +4.959 (20) 18.19 + 4.886 (127) 18.04 + 5.026 (164) 0.772
B 312 9.662 +2.082 (20) 9.964 + 2,641 (127) 10.24 + 2.780 (165) 0.925
SFO1 (Kgj) 307  3.44 +1.464 (18) 4.328 + 2.193 (126) 4.481 + 2.0415 (163) 0.770
SF10 (Kgj) 194  3.810:+ 1.404 (10) 3.394 + 1.453 (87) 3.442 + 1.469 (97) 0.088
CLO1 (%) 283  0.275+0.032 (16) 0.289 + 0.036 (112) 0.295 + 0.032 (155) 0.069
CL10 (%) 193  0.278 +0.023 (10) 0.274 + 0.040 (86) 0.281 + 0.036 (97) 0.572
LP (%) 307 3.0132+1.814(20)  3.349 +2.315 (125) 3.6422 + 2.278 (162) 0.033
Genotipo Indel12pb
CW (kg) 342 259.8 +40.69 (30) 258.3 + 38.43 (158) 256.8 + 39.39 (154) 0.717
CL (cm) 347  136.8 +6.290 (31) 136.8 + 5.907 (160) 136.7 + 5.783 (156) 0.596
L 314  34.18+34.24 (31) 34.20 + 3.547 (150) 35.04 + 3.518 (133) 0.678
A 313 18.53+4.584 (31) 18.30 + 4.952 (150) 17.88 + 5.082 (132) 0.707
B 314 9.990 + 2.460 (31) 10.03 + 2.623 (150) 10.26 + 2.855 (133) 0.999
SFO1 (Kgj) 306  3.755+ 1.876 (29) 4.423 + 2.191 (149) 4.378 + 1.976 (128) 0.365
SF10 (Kgj) 196  3.594 + 1.408 (16) 3.358 + 1.390 (100) 3.460 + 1.518 (80) 0.226
CLO1 (%) 278  0.284 +0.034 (27) 0.289 + 0.034 (128) 0.296 + 0.033 (123) 0.325
CL10 (%) 193 0.271+0.033 (15) 0.273 + 0.038 (99) 0.282 + 0.037 (79) 0.462
LP (%) 307 3.313°+1.974(29)  3.263°+2.193 (29) 3.792% + 2.391 (145) 0.041

CW: peso de la carcasa, CL.: largo de la carcasa, SHO1: fuerza de corte a las 24 horas post mortem, SF10:

fuerza de corte a los 10 dias post mortem, CLO1: pérdidas por coccion a las 24 horas post mortem, CL10:

pérdidas por coccion a los 10 dias post mortem, LP: porcentaje de lipidos totales. 2P*=0.016; °P*=0.043;

¢P*=0.038; P* valor para los datos normalizados.
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Tabla 3. Asociacion entre los polimorfismos indel23pb e indel12pb del gen PRNP y caracteristicas de

interés carnico en bovinos Aberdeen Angus alimentados en feedlot (M + SD).

Genotipos indel23pb

Caracteristica N I (n) ID (n) DD (n) P* valor
CW (kg) 256 275.8+14.33 (14) 275.3 + 27.15 (81) 275.3 + 21.65 (161) 0.229
CL (cm) 154  128.23b+ 4.446 (6) 130.4 + 5.314 (53) 130,2P + 4.080 (95) 0.008
L 89 -- 38.18 + 2.563 (31) 37.89 +£2.170 (58) 0.650
A 89 -- 25.08 £ 1.924 (31) 24.14 + 3.515 (58) 0.614
B 89 - 12.16 + 1.639 (31) 11.49 + 1.789 (58) 0.345
SFO1 (Kgj) 51 -- 3.193 +0.667 (21) 3.168 + 0.593 (30) 0.888
CLO1 (%) 48 - 0.282 + 0.015 (20) 0.279 + 0.016 (28) 0.587
LP (%) 305 3.392% + 1.867 (20) 4.520¥ + 3.207 (117) 4.832° + 2.958 (168) 0.060
Genotipos indel12pb
CW (kg) 256  272.6 + 21.47 (27) 276.9 + 25.83 (115) 274.3 +20.69 (114) 0.063
CL (cm) 153  128.6%+4.718 (13) 130.6¢ + 4.952 (75) 130.1* + 4.0 (65) 0.037
L 89  37.45+3.610 (6) 37.94 + 2.446 (47) 37.27 +2.129 (36) 0.680
A 89  25.47 +3.300 (6) 24.74 + 2.460 (47) 23.88 + 3.710 (36) 0.161
B 89  11.62+1.701 (6) 11.84 + 1.682 (47) 11.58 + 1.890 (36) 0.946
SFO1 (Kgj) 50  3.148+£0.713 (3) 3.236 + 0.589 (28) 3.109 + 0.686 (19) 0.793
CLO1 (%) 48  0.272+0.031 (3) 0.283 + 0.015 (27) 0.277 + 0.013 (18) 0.148
LP (%) 306 4.078 + 2.655 (33) 4553 + 3.112 (144) 4.784 +2.991 (129) 0.126

CW: peso de la carcasa, CL: largo de la carcasa, SFO1: fuerza de corte a las 24 horas, CLOL: pérdidas por
coccion a las 24 horas, LP: porcentaje de lipidos. ®P*=0.002; °P*=0.008; °P*=0.021; 9P*=0.012,

¥P*=0.0503, P*= 0.07. P* valor para los datos normalizados.
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Figura 1. Frecuencia del alelo de delecion para los marcadores indel23pb e indel12pb del gen PRNP en
diferentes razas bovinas. 1) Zhu et al. (2011), 2) Kerber et al. (2008), 3) Sanches et al. (2016), 4) Present
study, 5) Kashkevich et al. (2007), 6) Juling et al. (2006), 7) Hasse et al. (2007), Jeong et al. (2006), 9) Kim
et al. (2009), 10) Choi et al. (2012), 11) 12) Nakamitsu et al. (2006), 13) Brunelle et al. (2008), 14) Msalya
et al. (2010). CN: China, BR: Brazil, UY: Uruguay, DE: Germany, KR: Korea, CH: Swiss, PL: Poland,

et al. (2009), 15) Strychalsky et al. (2012), 16) Gurgul et al. (2012), 17) Msalya et al. (2011), 18) Shimogiri
UK: United Kingdom, JP: Japan, US: USA.
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Figure 2. Distribucion de los haplotipos (a) y diplotipos (b) para los indell23pb e indel12pb del gen
PRNP bovino. La primera letra correspode al marcador indel23pb y la segunda al indel12pb (D: deletion,

I: insertion).
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Figure 3. Analisis de desequilibrio de ligamiento entre los marcadores indel23pb e indel12pb: a)
test D", b) test R? (P<0.001)
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RESUMEN

Una vez ingeridos, los priones infecciosos recorren un camino de neuroinvasién centripeta, dénde
las tonsilas palatinas y las placas de Peyer son 6rganos claves de acopio y acumulaciéon temprana. Una vez
alcanzada la médula espinal, la PrPS¢ se disemina hasta el encéfalo. Los polimorfismos indel23pb e
indel12pb dentro del gen PRNP han demostrado modular la susceptibilidad a la Encefalopatia
Espongiforme Bovina, siendo las deleciones mas frecuentes en los animales enfermos, posiblemente por
un aumento en los niveles de transcripcion del gen. El objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de
expresion de PRNP en tonsilas palatinas y médula espinal cervical, y analizar de qué forma el genotipo para
los polimorfismos indel23pb e indel12pb afectan esa expresion en ambos tejidos. Se estudio la expresion
del gen PRNP en 20 animales Aberdeen Angus y Aberdeen Angus x Hereford en tonsila palatina y médula
espinal. Los animales fueron agrupados segun su genotipo en 5 grupos diferentes. La expresion del gen fue
superior en médula espinal cervical que en tonsilas palatinas (P<0.0001). No se observaron diferencias
significativas en los niveles de expresion de acuerdo al genotipo (P >0.05), aunque aumentaba en presencia
de los alelos de delecién en la mayoria de los casos. Este trabajo es el primer reporte de la expresion del
gen PRNP en tonsila palatina y del efecto de los polimorfismos indel23pb e indel12pb sobre sus niveles de

expresion.

Palabras clave: prion, encefalopatia espongiforme bovina, ARN

ABSTRACT

Once ingested, infectious prions travel a path of centripetal neuroinvasion, where the palatine
tonsils and Peyer's patches are key early storage and accumulation tissues. After reaching the spinal cord,
PrPSC spreads to the brain. The indel23pb and indel12pb polymorphisms within the PRNP gene have been
shown to modulate the susceptibility to Bovine Spongiform Encephalopathy, being the most frequent
deletions in diseased animals, possibly due to an increase in the transcription levels of the gene. The
objective of this work was to evaluate PRNP expression levels in palatine tonsils and cervical spinal cord,
and to analyze how the genotype for indel23pb and indel12pb polymorphisms affect this expression in both
tissues. The expression of the PRNP gene was studied in 20 Aberdeen Angus and Aberdeen Angus X
Hereford animals in palatine tonsil and spinal cord. The animals were grouped according to their genotype

in 5 different groups. The expression of the gene was higher in the cervical spinal cord than in the palatine
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tonsils (P <0.0001). No significant differences were observed in expression levels according to genotype
(P> 0.05), although it increased in the presence of deletion alleles in most cases. This work is the first report
on the expression of the PRNP gene in palatine tonsil and the effect of indel23pb and indel12pb

polymorphisms on its expression levels.

Keywords: prion, bovine spongiform encephalopathy, RNA.

INTRODUCCION

Las enfermedades provocadas por priones, entre ellas la encefalopatia espongiforme bovina (EEB),
son un grupo de trastornos neurodegenerativos caracterizados por la acumulacion a nivel del sistema
nervioso central de una isoforma patolégica (PrP*¢) de la proteina pridn celular (PrP°). Ambas proteinas
estan codificadas por el gen PRNP y presentan la misma secuencia de aminoécidos, pero con diferencias
en su estructura tridimensional (Biasini et al., 2012). Los mecanismos moleculares que llevan a la
trasformacion de PrP°¢ en PrP* alin no se conocen, sin embargo, la importancia de la PrP¢ en la propagacion
y transmision de las enfermedades pridnicas ha sido bien establecida (Bueller et al., 1993; Brandner et al.,
1996; Fischer et al., 1996; Mallucci et al., 2003)

Polimorfismos en el gen PRNP han demostrado modular la susceptibilidad a las enfermedades
pridnicas en ovinos (Goldmann, 2008), caprinos (Curcio et al., 2016), ciervos (Robinson et al., 2012;
Robinson et al., 2019), ratones (Cortez & Sims, 2013; Aguilar-Calvo et al., 2014), y humanos (Imran &
Mahmood, 2011). Particularmente en los bovinos, se sabe que un indel de 23pb en la region promotora del
gen (Sander et al., 2004) y un indel de 12pb en el intrén 1 (Hills et al., 2001), han demostrado afectar la
susceptibilidad a la enfermedad a la cEEB.

Analisis bioinformaticos han demostrado que los alelos de insercion actian como sitio de unién
para el represor RP58 (insercion 23pb) y la proteina SP1 (insercion 12pb) (Sander et al., 2005). Asi, en
presencia de ambos alelos de insercion (haplotipo 123-112), RP58 se uniria al promotor reprimiendo la
expresion de PRNP por medio de la interaccion con SP1 (Lee et al., 2002). Opuestamente, el haplotipo
D23-D12 induciria fallas en la regulacion de PRNP, aumentando sus niveles de expresion y, posiblemente,
la susceptibilidad a la enfermedad (Sander et al., 2005). Al comparar animales sanos con animales

afectados por cEEB, se observé con més frecuencia el haplotipo D23-D12 en los animales enfermos que en
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los sanos (Juling et al., 2006; Hasse et al., 2007; Kashkevich et al., 2007; Murdoch et al., 2010; Gurgul et
al., 2012).

La forma en que PrPSC llega al cerebro adn no esta de todo dilucidada, pero una vez ingerida sigue
un patron de diseminacion centripeto, en el que pasa del sistema digestivo al sistema nervioso central
(Gough y Madisson, 2003). Las Placas de Peyer (Terry et al., 2003; Espinosa et al., 2007; Hoffman et al.,
2007) y las tonsilas palatinas (Wells et al., 2005; Espinosa et al., 2007) serian los primeros 6rganos de
acopio y amplificacion de PrPs¢, A través de los plexos nerviosos localizados en la mucosa intestinal y los
nervios mesentéricos, la PrP* se acumularia en el complejo ganglionar celiaco mesentérico, para luego
ascender a la porcion torécica de la médula espinal a través de los nervios esplacnicos (con posterior
diseminacion rostral hacia el encéfalo) y al tallo cerebral via nervio vago y ganglio nodoso (Balkema-
Buschmann et al., 2011; Kaatz et al., 2012; Corona et al. 2017).

Los niveles de expresion del gen PRNP aun no han sido determinados en todos los érganos de la
ruta hacia la neuroinvasion, y se desconoce cémo los polimorfismos indel23pb e indel 12pb podrian afectar
esa expresion. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de los polimorfismos indel23pb e indel
12pb sobre los niveles de expresion del gen PRNP en dos érganos de importancia para la enfermedad: la
tonsila palatina como uno de los érganos tempranos de acopio y amplificacion de PrPS¢, y la médula espinal

cervical como un 6rgano mas tardio en el camino a la neuroinvasion.

MATERIAL Y METODO

Muestras, extraccion de ARN y transcripcion reversa.

Se seleccionaron 20 muestras de médula espinal cervical y de tonsila palatina de bovinos sanos
pertenecientes al banco de muestras de la unidad académica de Genética y Mejora Animal, Facultad de
Veterinaria, Udelar. Cada par de muestras estaba conservado en freezer a -80 °C y pertenecia a un mismo
animal, del cual se conocia su genotipo para los marcadores indel23pb e indel12pb del gen PRNP bovino.
Los animales pertenecian a la raza Aberdeen Angus (16 novillos) o cruza Aberdeen Angus x Hereford (3
novillos y 1 vaquillona), y provenian de diferentes establecimientos productivos de Uruguay. Para cada
tejido, los animales fueron agrupados de acuerdo a su genotipo para los polimorfismos indel23pb e
indel12pb: 123-123/D12-D12 (n=4); 123-D23/D12-D12 (n=5); D23-D23/D12-D12 (n=4); D23-D23/I12-
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D12 (n=4); 123-D23/112-D12 (n=3). Un ndmero similar de animales por diplotipo fue empleado
anteriormente en otros trabajos (Sander et al., 2005; Msalya et al., 2011).

El ARN total fue extraido a partir de 100mg de tejido utilizando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Una vez aislado, el ARN fue tratado con cloruro de litio para remover inhibidores de la sintesis de
cDNA; la contaminacién con DNA se eliminé utilizando el kit DNAfree™ (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) (Naderi et al., 2004). La concentracion de ARN fue determinada mediante la medicion de la
absorbancia a 260nm (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA); la pureza
mediante las relaciones de absorbancia 260nm/280nm (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA), y la integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Todas las muestras
presentaron una relacion de absorbancia 260/280 de 1.98 + 0.03. Para cada muestra, el cDNA fue sintetizado
por transcripcion reversa mediante el kit SuperScript™ III First-Strand Synthesis System, de acuerdo a las

especificaciones del fabricante, utilizando 1 g de ARN total.

PCR cuantitativa en tiempo real

La secuencia de los primers y el tamafio esperado de los productos de amplificacion para el gen
PRNP vy para los controles enddgenos beta-actina (ACTB), hypoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
(HPRT) y proteina ribosémica 9 (RPS9) se muestran en la tabla 1. La PCR en tiempo real fue realizada en
un volumen de reaccion de 15 pul, conteniendo: 7.5 pl de master mix Quantinova SYBR®Green (Qiagen,
Alemania), concentraciones equimolares de primers forward y reverse (200nM), 2 pl de una dilucién 1:10

de cDNA, y agua libre de RNasa/DNasa hasta alcanzar el volumen final.

Las muestras fueron analizadas en duplicado utilizando un disco de 72 pocillos en termociclador
Rotor-GeneTM 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney, NSW, Australia). Las condiciones de amplificacion
para todos los genes fueron las siguientes: 2 min at 95 °C y 40 ciclos de 155sa95°C,40sa60°C,y 10sa
72 °C. Al final del programa de ciclado, se analizaron las curvas de disociacion para identificar el producto
amplificado y descartar cualquier contaminacién con ADN o la formaciéon de dimeros de primers. Se utilizé
como control exégeno un pool de todas las muestras de cDNA al que se le realizaron 5 diluciones (100ng,
50ng, 25ng, 12.5ng y 6.25ng/tubo) que fueron utilizadas para la regresion lineal de cada gen. La eficiencia
del ensayo fue calculada utilizando la formula E = (10 ~s'oP* _1) (tabla 1) (Rutledge and Cote, 2003). La

expresion génica fue medida mediante una cuantificacion relativa respecto al control exdgeno y
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normalizada en funcién de la media geométrica de la expresion de los genes empleados como controles
endogenos (HPRT y RPS9), teniendo en cuenta sus respectivas eficiencias (Vandesompele et al., 2002). El
coeficiente de variacion intra e interensayo fue 0.81% y 0.33% respectivamente. La expresion de los
controles end6genos se mantuvo invariable entre las muestras y tejidos de este estudio. EI gen housekeeping
ACTB fue probado y se descartd por presentar una baja performace en las muestras analizadas.

Analisis estadistico

Se utilizo el procedimiento GLM del software Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) para evaluar la expresion de PRNP, considerando en el modelo los efectos fijos del diplotipo
(D), el tejido (T), y sus interacciones. Se ha demostrado que el sexo no afecta los niveles de expresién de
PRNP en médula oblonga (Msalya et al., 2011), por lo que no fue considerado en el modelo. La raza no fue
considerada como un efecto fijo, por tratarse de animales cruza con Aberdeen Angus. Los datos se presentan
como medias de minimos cuadrados * el error estdndar. P-valores <0.05 se consideraron como

significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La expresion del gen PRNP en las tonsilas palatinas y en la médula espinal cervical se muestra en
la figura 1. La misma fue muy dispar, siendo significativamente mayor en la médula espinal cervical que
en las tonsilas palatinas (P<0.0001). Si bien la expresion relativa en otros tejidos no fue determinada en
este trabajo, se ha comunicado que la expresion de PRNP es elevada en drganos linfoides de bovinos, asi
como en diferentes 6rganos del sistema nervioso central, en relacion a otros como pulmoén y rifién (Tichopad
et al., 2002). Para nuestro conocimiento, este trabajo es el primer reporte de los niveles de expresion de

MRNA de PRNP en tonsilas palatinas.

Tichopad et al. (2002) comunican que, en bovinos, la expresién de PRNP en linfonodos bronquiales
no es diferente a la de otros tejidos linfoides como el timo y el bazo, e incluso es mayor a la de ciertos
organos del sistema nervioso como la médula espinal en sus segmentos cervical, toracico y lumbar. Si bien
es cierto que no todo el mMRNA se traduce a proteinas, Peralta y Eyestone (2009) encontraron datos disimiles
al cuantificar la proteina final (PrP<) por Western blot. La mayor cantidad relativa de PrP® se observé en
tejidos del sistema nervioso central, entre ellos la medula espinal, seguido del timo, siendo los linfonodos

(en este caso mesentéricos) uno de los érganos con menor cantidad de PrP€, junto con el pulmén, misculo
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esquelético, rifion, piel, pancreas e higado (Peralta y Eyestone, 2009). Sander et al. (2005) también
encuentran una mayor expresion de RNAm de PRNP en el tronco encefélico seguido del bazo, higado y

por ultimo de los linfonodos mesentéricos.

No hay reportes anteriores a este trabajo acerca de la expresion del gen PRNP en las tonsilas
palatinas, a pesar de haberse relacionado con la patogenia de la cEEB. Normalmente, en los animales
afectados por enfermedades pridnicas, la proteina infecciosa se encuentra en aquellos tejidos en los que la
cantidad de PrP° es alta, y no en aquellos en los que es mas baja (Colinge, 2001). En este sentido, las
tonsilas palatinas y las placas de Peyer constituyen posibles puertas de entrada para el agente infeccioso en
las diferentes enfermedades pridnicas como en el Scrapie (Acin et al., 2021). En el caso de la cEEB, esos
son los primeros érganos de acopio y amplificacion de PrPSC (Wells et al., 2005; Espinosa et al., 2007),
detectandose la presencia de PrPSC en las tonsilas dentro de los 6 — 10 meses post infeccion (Wells et al.,
2005).

La forma en que los polimorfismos indel23pb e indel12pb afectan los niveles de ARNm del gen
PRNP bovino ain no es del todo clara, y son pocos los trabajos que lo evalGan. Para nuestro conocimiento,
este es el primer reporte de ese efecto en tonsila palatina y en médula espinal cervical. Para determinar la
influencia del marcador indel23pb se compararon tres grupos de animales con los siguientes diplotipos:
123-123/D12-D12, 123-D23/D12-D12 y D23-D23/D12-D12. En los tres grupos se mantuvo constante el
haplotipo para el marcador indel12pb (D12-D12), a los efectos de evaluar el efecto del otro marcador. Es
de esperar que un mismo genotipo en el locus de 12pb tenga un mismo efecto sobre el diplotipo (Msalya et
al., 2011).

En la tabla 2 se muestran los niveles de expresién de PRNP en tonsila palatina y médula espinal. A
diferencia de la tonsila palatina, en la médula espinal cervical es claro que el orden de expresion es D23-
D23>123-D23>123-123, sin embargo, en ninguno de los dos tejidos se observaron diferencias significativas
de acuerdo al genotipo (P >0.05). Resultados similares fueron comunicados por Msalya et al. (2011) al
estudiar el efecto del marcador indel23pb en muestras de médula oblonga de bovinos de la raza Japanese
Brown. Sander et al. (2005) tampoco encuentran efecto de ese polimorfismo en el tronco encefélico, en el

bazo, ni en el higado. Sin embargo, se ha visto que el alelo D23 aumenta la expresion del gen PRNP en
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médula oblonga de bovinos Japanese Black (Msalya et al., 2011) y en linfonodos mesentéricos (Sander et
al., 2005).

Para evaluar la influencia del polimorfismo indel12pb sobre la expresion de PRNP se compararon
animales de dos diplotipos diferentes: D23-D23/112-D12 y D23-D23/D12-D12. Como se muestra en la
tabla 2, en ninguno de los dos tejidos se observaron diferencias significativas de acuerdo al genotipo (P
>0.05), aunque se observO una menor expresion cuando el alelo 112 estaba presente en el diplotipo.
Resultados similares fueron comunicados por Sander et al. (2005) en tronco encefélico, bazo e higado, sin
embargo, encuentran un fuerte efecto del genotipo heterocigota 112-D12 que aumenta la expresién de PRNP
en linfonodo mesentérico, respecto al genotipo D12-D12 e 112-112. En una linea similar, se observé que,
en médula oblonga de bovinos Japanese Black y Japanese Brown, la expresion del gen era superior para el
genotipo heterocigota 112-D12 respecto a los homocigotas, evidenciando un posible fenémeno de

sobredominancia o dominancia polar (Msalya et al., 2011).

Para comparar el efecto de los alelos de insercién en ambos polimorfismos sobre la expresion de
PRNP, se evaluaron los diplotipos 123-D23/112-D12 y D23-D23/D12-D12. Como se ve en la tabla 2, para
ambos tejidos, no se observaron diferencias significativas en la expresion de acuerdo al genotipo (P >0.05),
sin embargo, en los diplotipos donde estaban presentes los alelos de insercién la expresion fue menor.
Resultados similares fueron encontrados por otros autores en tronco encefalico, bazo, higado y linfonodo

mesentérico (Sander et al., 2005).

Los genotipos de delecion para los polimorfismos indel23pb e indel12pb se han visto
sobrerrepresentados en los animales enfermos de cEEB (Sander et al., 2004; 2005; Juling et al., 2006; Hasse
et al., 2007; Gurgul et al., 2012), posiblemente debido a la pérdida de los sitios de unién para el represor
RP58 y para la proteina SP1 (Sander et al., 2004; Sander et al., 2005). La posibilidad de que mutaciones en
regiones reguladores de PRNP aumenten la expresion del gen y que esto influya en el periodo de incubacion
0 la susceptibilidad a la cEEB fue primeramente establecida por Sander et al. (2005). Sin embargo, la
expresion del gen PRNP bovino es muy disimil entre los diferentes tejidos (Tichopad et al., 2002; Sander
et al., 2005) y el efecto de los polimorfismos indel23pb e indel12pb no es el mismo en todos ellos. Otros
elementos de regulacién podrian encontrarse en juego y contribuir a explicar las diferencias reportadas en

relacion a los efectos del genotipo entre los diferentes tejidos. En este sentido, se han demostrado nuevos
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elementos de regulacion epigenética para PRNP en diferentes tejidos de raton (Dalai et al., 2017a) y en
lineas celulares murinas (Dalai et al., 2017Db).

En resumen, la expresion del gen PRNP fue mayor en la médula espinal cervical que en la tonsila
palatina de bovinos adultos sanos. No encontramos efecto significativo del genotipo sobre los niveles de
expresion del gen en esos tejidos, si bien la presencia de los alelos de delecion tendia a aumentar la
expresion de PRNP en la mayoria de los casos. Si bien el nimero de animales utilizados fue similar al de
otros trabajos, nuevos estudios con un mayor nimero de animales por grupo deben realizarse para confirmar
estos resultados. Este trabajo aporta nueva informacion acerca de la expresion del gen PRNP en érganos
de importancia en la ruta de los priones hacia la neuroinvasion, que podria contribuir a comprender de mejor

manera la patogenia molecular de las enfermedades pridnicas.
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Tabla 1. Primers usados para la cuantificacion del cDNA del gen PRNP y de los genes controles

enddgenos
Gen*  Numero de Primer Tamano Eficiencia Referencia
acceso (pb)

PRNP  AJ298878 F: 153 0.93 Msalya et al. (2011)
TCCAACTTGAGCTGAATCACA
R: CAGGTTTTGGTCGCTTCTTG

HPRT XM 580802 F: 105 0.93 Carriquiry et al.
TGGAGAAGGTGTTTATTCCTC (2009)
ATG
R:
CACAGAGGGCCACAATGTGA

RPS9 NM_110115 F: CCTCGACCAAGAGCTGAAG 63 0.94 Astessiano et al.

2 (2017)

R:
CCTCCAGACCTCACGTTTGTT
C

ACTB BT030480 F: CGTGGCTACAGCTTCACC 53 - Astessiano et al.
R: (2017)
GAAATCGTCCGTGACATCAA

PRNP: Poteina Prion; HPRT: hypoxantin fosforribosil transferasa (control end6geno); RPS9: Proteina

ribosémica S9 (control enddgeno). * Secuencias bovinas obtenidas de GenBank.
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Figura 1. Expresion del gen PRNP en tonsila palatina y medula espinal cervical. Los valores son las medias

de minimos cuadrados (media = S.E.M), avs b P < 0.05.
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Tabla 2. Expresion del gen PRNP segln varios diplotipos para los indel23pb e indel12pb en tonsila palatina

y médula espinal cervical.

Diplotipo n Tonsila Palatina Médula espinal cervical
Mean PRNP  S.EM Mean PRNP  S.EM
123-123/D12-D12 4 1.0940 0.3842 1.2058 0.3842
123-D23/D12-D12 5 0.5202 0.3436 1.4024 0.3436
D23-D23/D12-D12 4 0.4884 0.3842 2.1913 0.3842
D23-D23/112-D12 4 0.2686 0.4436 2.0968 0.4436
123-D23/112-D12 3 0.2283 0.3842 1.4664 0.3842

No se observé efecto del diplotipo (P >0.05) sobre la expresion de PRNP en ninguno de los dos tejidos.
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CONCLUSIONES
Laexpresion del gen PRNP tuvo un fuerte efecto tejido dependiente, en las muestras y animales estudiados,

siendo claramente mayor en la médula espinal cervical.

+El genotipo para los indel23pb e indel12pb no afectd la expresion del gen PRNP en los tejidos analizados,

aungue un mayor nimero de animales por genotipo deben estudiarse para confirmar estos resultados.
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COMENTARIOS GENERALES

La cEEB pasara a la historia de las ciencias veterinarias, como una de las enfermedades que mas
pérdidas econdmicas ha producido, con una alta percepcion de riesgo por parte de los consumidores. Las
barreras impuestas a la comercializacién de productos, o a la utilizacion de ciertos subproductos bovinos
en la industria farmacéutica y cosmética constituyen barreras que perduran hasta hoy, a pesar de que los
casos han bajado a cifras de un solo digito (Cassalone y Hope, 2018). Dado el declive de los casos de cEEB
y el aumento de las presiones de la industria, las autoridades de la UE han comenzado a considerar la
posibilidad de reincorporar las HCH a la alimentacion animal (Hour et al., 2019). En este escenario, conocer
la distribucién poblacional y los efectos bioldgicos de los polimorfismos indel23pb e indel12pb recobra

importancia.

En este trabajo de tesis logramos demostrar que el gen PRNP era polimorfico en los diferentes
grupos raciales empelados, con perfiles productivos muy diferenciados (bovinos altamente seleccionados
para carne o leche y bovinos no sujetos a seleccion artificial). En los animales altamente seleccionados
(Aberdeen Angus, Aberdeen Angus x Hereford y Holstein Friesian) las frecuencias de los alelos de
delecion, asociadas a mayor susceptibilidad a la cEEB fue mayoritaria, pero no muy diferente de la ya
comunicada en la literatura para las razas estudiadas. Sin embargo, en los bovinos Criollos Uruguayos,
donde la seleccidn artificial es practicamente inexistente, los alelos de insercion fueron méas abundantes.
Observaciones similares ya fueron realizadas por otros autores, quienes reportan que las razas mas
primitivas, con menos seleccidn, presentan una mayor frecuencia de los alelos de insercion (Gurgul et al.,
2012).

La seleccion a favor de caracteres sanitarios puede acarrear efectos no deseados sobre décadas de
seleccidn productiva en las diferentes razas bovinas. El efecto de los polimorfismos indel23pb e indel12pb
sobre caracteres productivos ha sido muy poco estudiado. Para nuestro conocimiento, esta tesis de maestria
es la primera comunicacion de ese efecto sobre caracteristicas de la carne y la canal. Se observaron
asociaciones de los alelos y genotipos de delecién con un mayor largo de la canal y mayor porcentaje de
grasa intramuscular. Esto puede contribuir a explicar por qué la frecuencia de los alelos de delecion es tan
elevada en la raza Aberdeen Angus, altamente seleccionada, a diferencia de lo que ocurre con Criollo

Uruguayo.

El efecto de los polimorfismos indel23pb e indel12pb sobre la susceptibilidad a la cEEB ha sido
atribuido a que los alelos de delecion inducirian a fallas en la regulacion del gen PRNP, aumentando su
expresion y en consecuencia la cantidad de PrPC en los tejidos. Aumentos de expresion para los genotipos

de delecién fueron reportados para nédulo linfatico mesentérico y médula oblonga (Sander et al., 2005;
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Msalya et al; 2011), aunque no se observo en muchos otros tejidos analizados (Sander et al; 2005). En este
trabajo de tesis, determinamos la expresion de PRNP en dos 6rganos importantes para la patogenia de la
CEEB: las tonsilas palatinas y la médula espinal. Para nuestro conocimiento, determinamos por primera vez
los niveles de expresion de PRNP en las tonsilas palatinas, siendo claramente menor al de la médula espinal
cervical. Si bien no se observo efecto significativo del genotipo sobre la expresion de PRNP, en la mayor
parte de las muestras analizadas la tendencia era a aumentar cuando los alelos de delecién estaban presentes.
Sin embargo, un mayor nimero de animales debe analizarse para tonsila palatina y médula espinal cervical,

a los efectos de comprobar nuestros resultados.
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