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RESUMEN

Las encefalopatias espongiformes constituyen un grupo de enfermedades con un
periodo de incubacion muy largo, durante el cual la isoforma patégena PrP™ se acumula
lentamente en el cerebro hasta que alcanza suficiente concentraciébn como para que se
manifiesten los sintomas. Para el estudio de las mismas, y sobre todo para determinar las
relaciones etiolégicas entre los PrP™ de distintas enfermedades se recurre al empleo de
modelos animales, especialmente los ratones transgenicos, en los que se ha sustituido su
propio gen Prnp por el de otra especie. De esta forma, el patron lesional, de vacuolizacion y
de Western Blot es igual que en la especie original, con las ventajas de que la enfermedad se
produce mas rapidamente y la comodidad de infraestructuras y ética de trabajar con ratones.
Palabras claves: modelos animales, priones, encefalopatias espongiformes, ratones

transgénicos

ABSTRACT

Spongiform encefalopathies are a group of diseases with very long incubation times,
during which the pathogenic isoform PrP™ accumulates slowly in the brain, till it reaches a
high enough concentration as to develop clinical signs. To study these diseases, and especially
to determine the etiological relationships between the PrP™ from different diseases, animal
models are used, mostly transgenic mice, in which their own Prnp gene is substituted by that
from other species. In this way, the lesions and vacuolization pattern, as well as the Western
Blot profile are like those in the original species, with the advantage that the course of the

disease is faster and the convenience of infrastructures and ethical considerations of working
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with mice.

Key words: animal models, prions, spongiform encephalopathies, transgenic mice.
INTRODUCCION

Los agentes infecciosos que causan las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles
(EETs) se denominan priones y afectan a un amplio abanico de especies, entre las que se
encuentran los seres humanos. Se considera que estan causadas por la acumulacion de una
forma patoldgica e infecciosa (PrP>® o PrP™) de una proteina celular (PrP°) cuya secuencia de
aminoacidos se encuentra altamente conservada en mamiferos. En la década de los 80-90 se
diagnosticaron numerosos casos de encefalopatia espongiforme bovina (EEB) en el Reino
Unido. En 1996 se describio la nueva variante de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jacob humana
(nvECJ) que se asoci6 al consumo de carne de vacuno con EEB, por lo que se considera una
zoonosis, lo que conllevé a la necesidad de un estudio mas exhaustivo del agente causante
(prion) y de su forma de transmision. Una de las estrategias para conseguir este objetivo fue el
desarrollo de modelos animales, fundamentalmente de laboratorio, en los que poder analizar

mas “rapidamente” la patogenia del proceso.
DESARROLLO

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs) son un grupo muy amplio
de enfermedades que se caracterizan por presentar un periodo de incubacién prolongado, una
sintomatologia nerviosa progresiva fatal y una degeneracién de tipo espongiforme en el
encéfalo, acompafiado de astrocitosis y pérdida de masa neuronal (Béringue et al., 2008),
debido a la presencia de la proteina prion patogena.

Entre las EETs han tenido més relevancia publica las siguientes (Tablas 1y 2):

- Scrapie (prurito lumbar ovino o tembladera ovina): enfermedad de los ovinos, que fue

descrita por primera vez en el siglo XVIII. Esta producida por un mosaico de cepas de
priones (PrP>) que pueden distinguirse entre si por sus caracteristicas bioldgicas y
quimicas (Bruce et al., 2003). Esta enfermedad es endémica del Reino Unido y se
manifiesta, ademas de por un cuadro nervioso, por problemas dérmicos debidos al intenso
prurito que presentan las ovejas infectadas.

- Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB): afecta al ganado bovino. Se describié en 1986

en el Reino Unido extendiéndose posteriormente al resto de la Unién Europea y a algunos
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otros paises no europeos. Estd producida por el pridon similar al causante del scrapie,
denominado PrP®*E, siguiendo la denominacién anglosajona (Bovine Spongiform
Encephalitis).

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ): existen diversas formas de esta enfermedad que

afecta a los seres humanos, dependiendo del agente prién causante de la enfermedad
(PrPP).
Nueva Variante de Creutzfeldt-Jakob (nvECJ): se describid en 1996 en Reino Unido en 10

personas con un cuadro de ECJ diferente al clasico y en las que se observé un patron de
lesiones neuroldégicas méas similar al de la EEB. Varios estudios confirmaron que la
ingestion de PrPBsE

variante de ECJ (Collinge et al., 2001).

en productos carnicos de origen bovino pudo dar lugar a esta nueva

Tabla 1: EETs més relevantes y sus caracteristicas

) Encefalopatia Creutzfeldt-Jakob (ECJ) y
Enfermedad Scrapie ) ) )
Espongiforme Bovina nueva variante de ECJ
Hospedador ]
Ovejay cabra Vaca Ser humano
natural
Proteina prion B _ . Prién BSE (BovPrP* o B oo
Prién scrapie (PrP>°) BSE Prion ECJ (PrP~™)
PrP==%)
Patogenia 'y Tejido linforreticular )
. Intestino Delgado y SNC SNC
lesiones y SNC
Diagnostico Histopatoldgico del Histopatoldgico del 6bex y/o Encefalograma, analisis del LCR,
SNC y WB WB resonancia magnética.
Confirmacién post-mortem por
histopatologia del SNC y WB
Control Sacrificio de los Sacrificio de los animales No existe control, pero si que es
animales posible determinar el tipo de ECJ:
- Esporadica (mutacion
somatica)

- Familiar
- latrogénica
- nvkEClJ

SNC, sistema nervioso central; WB, Western Blot
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Tabla 2: Sintomatologia de las EETs mas relevantes.

BSE (Bdvidos)

Nueva variane de
Creutzfeldt-Jakob ( seres

humanos)

Scrapie (0vidos)

Incubacidn: alrededor de 5
anos.

Duracion del cuadro clinico:
de uno a dos meses.
Problemas a nivel nervioso
con incoordinacion motora,
temblores musculares,
disminucion de peso y de
produccion.

Cambios de comportamiento.

Incubacion: varios afnos

Duracién del cuadro clinico:

meses

Demencia, ataxia, rigidez
muscular, dolor de cabeza,
cansancio, suefio e
inapetencia.

Cambios de conducta, falta
de coordinacion muscular e

insensibilidad tactil.

Incubacién: varios afios
Duracion del cuadro clinico:
unos seis meses.

Sintomas: alteraciones
nerviosas y temblores a nivel
de cabezay cuello.

Cambios de comportamiento
Prurito intenso

Reflejo de mordisqueo

LOS PRIONES Y LAS EETs

Los priones (PrP™) son una isoforma anormal de una proteina celular normal (PrP°)
presente en todos los mamiferos, y que esta codificada en un gen cromosémico muy similar
entre las distintas especies de mamiferos (PrnP o Prpn). Se cree que PrP™ es capaz de
transformar la estructura secundaria de la PrP°, cambiando las alfa-hélices por beta-laminas.
Este cambio favorece la resistencia parcial a la digestion por proteinasa K, por lo que la
proteina pridn también se denomina PrP™ (resistente a la proteinasa K). Esta transformacion
tridimensional junto con la resistencia a la digestion de la enzima anteriormente mencionada,
ayuda a diferenciar la proteina pridnica patdgena de la normal.

Se ha descrito la existencia de diferentes “cepas” de priones a partir de estudios
experimentales de diferentes aislados de casos de EETs en diversas estirpes de ratones. La
tipificacion de estas cepas se hace mediante el estudio de ciertas caracteristicas que definen su
“fenotipo” tras su inoculaciéon en ratones: el periodo de incubacién hasta que aparece el
cuadro nervioso, y el modelo de lesiones y su localizacion caracteristica en el encéfalo.
Ademas, por andlisis de Western blot de los priones tratados con proteinasa K se han podido
identificar cuatro patrones distintos de digestion parcial por esta enzima, que permite

diferenciar las diferentes cepas de priones (Tabla 3).
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Tabla 3: Criterios para distinguir de forma experimental las cepas de priones tras su

inoculacion en diversas estirpes de ratones (adaptado de Béringue et al., 2008).

CRITERIOS PROTOCOLO EMPLEADO

Periodo de incubacion en animales receptores ~ Medida del tiempo de incubacion entre la
inoculacion 'y la aparicion de la

enfermedad o la muerte del animal
Presentacion de la enfermedad Test de comportamiento y signos clinicos.

Propiedades bioquimicas Modelo o patron de digestiobn por
proteinasa K en un Western Blot

Distribucion en el cerebro de la PrP™ Inmunohistoquimica
Naturaleza de los depositos de PrP™ Histologia

Distribucion e intensidad de las lesiones Histologia

espongiformes y la vacuolizacion

BARRERA INTERESPECIE

Se denomina barrera interespecie a la dificultad que se observa para infectar animales
de una especie con algin agente patdégeno propio de otra especie diferente. En el caso de las
EETs la transmision de priones entre distintas especies es muy poco eficaz y sucede con un
prolongado tiempo de incubacién. En este grupo de enfermedades se cree que el concepto de
barrera interespecie depende de la secuencia de aminoacidos del prion patdégeno exdgeno y la
PrP° (normal) de cada una de ellas; asf, cuanto mas similar sea esa secuencia mas facil sera su
transmision. Por ejemplo, las PrP de oveja y vaca son diferentes en solo 7 aminoacidos. Una
vez que se supera la barrera de especie, el prion adquiere la secuencia de aminoacidos
determinada por el gen PrnP del animal receptor y en sucesivos pases se acorta el periodo de
incubacién (Béringue et al., 2008).

Dado lo prolongado de los tiempos de incubacion de las enfermedades por priones,
que indefectiblemente se alargan todavia mas cuando se “salta” la barrera interespecie, los
investigadores han recurrido al empleo de los modelos animales para estudiar diversas

hipotesis de como los priones presentes en el ganado bovino pudieron infectar a los seres
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humanos. Se ha comprobado que cuando el prion procedente de una especie esta adaptado a
una nueva se reproduce el mismo patron de lesiones y de vacuolizacion espongiforme que en

la especie original (Béringue et al., 2008).

MODELOS ANIMALES

En la actualidad, el mejor método de estudio de las EETs y de los priones es la
transmision experimental a animales, en la propia especie hospedadora (rumiantes, monos,
etc.) o en animales de laboratorio, como ratones y hamster. Para esta segunda opcion es
necesario superar la barrera entre especies de los priones, lo que se ha conseguido mediante el
uso de los ratones modificados genéticamente.

Hasta la fecha, los animales mas utilizados en la investigacion en priones son los
ratones, seguidos de los hamsteres y cobayas, y del resto de animales, como los cerdos y
ovejas. Curiosamente, los conejos no actian como buenos modelos porque son resistentes a la
infeccion por priones (Morberg et al., 2003). Los roedores de laboratorio poseen como ventaja
frente al resto de animales que son de fécil cuidado y mantenimiento, con un costo accesible
de manutencidn; tienen alta capacidad reproductiva y un tiempo corto de generacion; existe
mucha informacion sobre diferentes especies (estirpes) de roedores, con un gran nimero de
lineas bien definidas y stocks de roedores tradicionales de laboratorio.

Los estudios con priones se iniciaron en los afos 60 en diversas estirpes de ratones
de laboratorio convencionales y en los 70 con hamsteres, pero debido a la barrera interespecie
era dificil y costoso reproducir la enfermedad. Posteriormente, gran parte de la investigacion
en priones ha recaido en los ratones modificados genéticamente (Groschup y Buschnann,
2008).

RATONES MODIFICADOS GENETICAMENTE

El gen de PrP o gen PrnP es un conjunto de nucle6tidos que contienen la
informacion necesaria para codificar a la proteina pridnica. Este gen presenta una homologia
bastante marcada en los mamiferos; por ejemplo, en el caso mencionado anteriormente de los
bovidos y 6vidos, la proteina priodnica unicamente difiere en 7 aminoacidos.

Los ratones convencionales se denominan PrnP*"*, lo que significa que poseen y
expresan el gen. Este gen se puede manipular, dando lugar a ratones considerados como

organismos modificados genéticamente (OMG). Asi se obtienen:
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a) ratones knock-out, que no expresan el gen PrnP y que son resistentes a los priones,

b) ratones transgénicos, que expresan el gen PrnP de otras especies en lugar del murino,
y que, por lo tanto, son susceptibles a la infeccion con el prién de la cepa de esa
especie animal.

Con estos modelos se ha comprobado que la barrera de especie en los priones se
debe al gen PrnP, que es necesaria la PrP° normal para la “replicacion” de la PrP™, que la
susceptibilidad aumenta con la homologia entre PrP™ y PrP¢, y que la nvECJ procede de la
EEB bovina.

Ratones knock-out o nulos
Estos animales se han manipulado para eliminar el gen murino de la PrP (ratones

P% o PrnP™) y por tanto, no expresan la proteina PrP en las células. Son ratones que se

Prn
desarrollan y se reproducen normalmente, lo que apoya los estudios que indican que la
expresion fisiologica de la proteina es prescindible para el desarrollo y funcionamiento de las
células de los mamiferos (Groschup y Buschnann, 2008). Sin embargo, en algunos
experimentos en los que la eliminacién del gen es mas completa pueden aparecer problemas
de comportamiento y de ataxia.

Posiblemente, el resultado méas trascendente que se ha obtenido con este tipo de
ratones es la demostracion de que esta proteina es esencial para la replicacion del prion
infectante y el desarrollo de la EET. Weissmann y Flechsing (2003) inocularon ratones knock-

+/+

out y PrnP™" intracerebralmente con priones de scrapie adaptados a ratén. En los ratones
PrnP** los sintomas clinicos comenzaron a partir del dia 160 post infeccion (p.i.), muriendo
10 dias después. Sin embargo, los ratones PrnP” no presentaron sintomatologia clinica
durante al menos dos afios y no habian desarrollado las patologias tipicas producidas por
scrapie antes de las 57 semanas p.i. En estos ratones knock-out no se propagaron los priones

+/+

al cerebro y al bazo, mientras que en los ratones PrnP™" los niveles de proteina prion en
dichos 6rganos incrementan alrededor de 8,6 y 6,9 unidades LDso/ml, respectivamente a las
20 semanas p.l.
Ratones transgénicos

Estos ratones poseen un fragmento de ADN ajeno a su genoma, que ha sido
introducido por manipulacion genética. EI primer paso consiste en construir un plasmido que
posea el gen PrnP exdgeno, tras lo que se introduce en la célula de estudio para que se inserte
en el genoma. El gen afadido recibe el nombre de “transgen” y el animal portador del mismo

se denomina transgénico. Se ha acordado utilizar una nomenclatura internacional, como, por
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ejemplo, Tg(BoPrnP), por la que Tg significa “transgénico” y Bo, que porta el gen PrnP
bovino. Generalmente se emplean ratones knock-out para PrnP murina (Prn ) para que su
propia proteina prién no interfiera en los estudios.
Existen dos métodos para generar ratones transgénicos:
- mediante una recombinacion homoéloga después de transferir a las células el gen de
interés.
- por microinyeccion del plasmido que contiene el gen de interés en el interior del
pronucleo de un oocito de raton (Groschup et al., (2008) (Figura 1).
La técnica mas empleada es esta Gltima. Para que tenga un porcentaje de éxito
aceptable se necesita seguir una serie de pasos:
1. Aplicacion de la hormona estrogénica para que ovule la ratona y apareamiento con un
macho, para extraer posteriormente los 6vulos fecundados.
2. Inyeccion del plasmido con el gen de interés. Este proceso se repite en 10 a 20 6vulos.
3. Implantacion de los embriones en una ratona pseudoprefiada que anteriormente se ha
apareado con un macho estéril.
4. Deteccion de los ratones transgénicos a partir del analisis de una muestra de tejido
embrionario.
5. Cruzar entre si los ratones transgénicos heterocigotos para obtener ratones

homocigotos con dos copias del transgen.

—> 0le) 5 &
1 2 UV, ~
&

8.8 .88

Figura 1: Produccion de un raton transgeénico.



59 Soto Carrion, AM. et al. Revista Complutense de Ciencias Veterinarias 4 (1) 2010: 51-60

Actualmente, existe una gran variedad de ratones transgénicos disponibles para el
estudio de los priones propios de seres humanos, primates, bovidos, oOvidos, capridos,
cervidos y visones.

Ya que los ratones transgénicos expresan el gen PrnP de otras especies en lugar del
murino son susceptibles a la infeccion con el prion de la cepa de esa especie animal, y se
considera que actuan como la misma especie de estudio, lo que ha posibilitado estudiar las
distintas EETs. Asi, por ejemplo, se ha demostrado que los ratones transgénicos con el gen
bovino (TgBoPrnP) son susceptibles a priones de EEB y de la nueva variante de ECJ, pero no
a los priones procedentes de scrapie o de ECJ clasica. Ademas, los ratones TgBoPrnP
inoculados con el prion de EEB o de nvECJ presentan el patrén de lesiones y de
vacuolizacion en el SNC propio de la EEB y el perfil electroforético por WB de los priones
aislados de estos ratones es idéntico, y muy diferente a los del prién de scrapie y de ECJ
clasica (Scott et al., 1999; Scott et al., 2005; revisado en Béringue et al., 2008, Groschup y

Buschmann, 2008). Asi, se ha podido confirmar la relacién existente entre EEB y la nvECJ.

CONCLUSIONES

Las EETs, ademas de su importancia en medicina veterinaria, tienen grandes
repercusiones en la sociedad al considerar la EEB como una zoonosis, lo cual ha exigido a la
comunidad cientifica a estudiar el agente causante de este grupo de enfermedades. Es dificil
estudiar los priones con animales de gran tamafio como es el caso de las ovejas y las vacas y
aun menos, hacer estudios con los seres humanos. De ahi la gran importancia que han tenido
las nuevas lineas de investigacion que utilizan ratones transgénicos que expresan el gen de la
PrP de otra especie animal y han permitido estudiar el comportamiento de los priones en
animales de pequefio tamafio y facil manejo que asemejan el comportamiento que tendrian en
la especie hospedadora natural. Los diversos estudios llegan a la conclusion que, aunque es
dificil saltar la barrera interespecie, si es posible en los ratones transgénicos, y que depende
ademas de la secuencia de la proteina pridnica de la propia cepa de prion infectante. Esto se
traduce en un acortamiento del periodo de incubacién, o en una similitud de lesiones a nivel
cerebral entre el hospedador natural y el animal inoculado. Con el estudio en ratones
transgénicos se ha comprobado que existen mas semejanzas entre los priones de EEB y
nvECJ que con el de scrapie. Todos estos ensayos permiten a la comunidad cientifica abrir

nuevos campos de investigacion para conocer mas a los priones a partir de lineas transgénicas
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utilizadas anteriormente y conseguir en un futuro un mejor control de las infecciones causadas

por estas proteinas, tanto en animales como en los seres humanos.
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