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RESUMEN 

Las enfermedades priónicas son desordenes neurodegenerativos infecciosos y fatales, 

caracterizados por una modificación estructural de la proteína prionica (PrPc), en una 

conformación patológica (PrPSc) anormalmente plegada. Afectan tanto a poblaciones 

humanas como a animales y no hay tratamientos profilácticos o terapéuticos 

disponibles. El principal obstáculo para la vacunación es la tolerancia del sistema 

inmune al prion, el agente causante de la enfermedad. Estudios recientes en ratones 

sugieren que la inducción de inmunidad en mucosas mediante PrP expresado por una 

vacuna a base de Salmonella atenuada, es efectiva en superar la tolerancia al PrP y 

lleva a un retraso significativo o a la prevención de la enfermedad, induciendo 

inmunoglobulinas A y G, anti-PrP.  

El objetivo de este trabajo fue avanzar en el estudio de la inmunización en mucosas 

mediante el uso de una cepa atenuada de Salmonella enterica expresando PrP de 

especies veterinarias de interés. Se seleccionaron ovejas y alces. Así, se buscó aportar 

información para el desarrollo de nuevas terapias profilácticas contra enfermedades 

priónicas y disminuir la probabilidad de contagio desde estas especies a poblaciones 

humanas. 

Se construyeron plásmidos recombinantes portando los genes que codifican para la 

proteína priónica normal de alce u oveja, bajo control de los promotores PnirB o Ptac, en 

los vectores pTECH2 o pGEX-4T-1, respectivamente. Se realizó una construcción 

adicional reemplazando el gen del fragmento C de la toxina tetánica del vector 

pTECH2, por la fusión GST-PrP de la construcción en el vector pGEX-4T-1. Éstas 

construcciones fueron introducidas en la cepa atenuada Salmonella Typhimurium 

LVR01 (auxotrófica por una mutación en el gen aroC) para dar lugar a diversos vectores 

de vacunación por via oral. Las construcciones con el gen de la proteína priónica de 

oveja fueron evaluadas en ensayos de inmunogenicidad en ratones y ovinos. En el 

modelo murino se detectaron anticuerpos IgG en suero e IgA en heces, específicos 

contra PrP de oveja. Mientras que en el modelo ovino se detectaron niveles de 

anticuerpos IgG específicos a nivel sistémico. Estos resultados demuestran que es 

posible generar una respuesta inmune humoral sistémica contra PrP en especies de 
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interés veterinario mediante la inmunización por vía oral, y representan una 

contribución inicial al estudio de la inmunización en mucosas mediante el uso de 

Salmonella atenuada para el desarrollo de nuevas terapias profilácticas para 

enfermedades priónicas. 
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Abreviaturas 

APC _ célula presentadora de antígeno 

APS _ persulfato de amonio 

BSA _ seroalbúmina bovina 

CD _ células dendríticas 

CDF_células dendríticas foliculares 

CJD_enfermedad de Creutzfeld Jakob 

CWD_chronic wasting disease 

DO _ densidad óptica 

EEB_encefalopatía espongiforme bovina 

EETs_enfermedades espongiformes transmisibles 

ELISA_ ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

FAE_epitelio folicular asociado 

GALT_tejido linfoide asociado al intestino 

GST _ glutatión S-transferasa 

iv _ intravenoso  

LPS _ lipopolisacárido 

LB_Luria Broth 

LBA_Luria Broth Agar 

MBM_harinas de carne y huesos 

o/n _ toda la noche 

PAMPs_patrones moleculares asociados a patógenos 

pb _ pares de bases 

PBS _ buffer fosfato salino 

PCR_reacción en cadena de la polimerasa 

PO _ peroxidasa 

PrP_proteína resistente a proteasas 
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qRT-PCR_PCR cuantitativa en tiempo real 

SDS _ dodecil sulfato de sodio 

SNC_sistema nervioso central 

SNE_sistema nervioso entérico 

SSTT _ sistema de secreción tipo III 

SPI_isla de patogenicidad de salmonella 

TetC _ fragmento no tóxico C de la toxina tetánica 
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1. INTRODUCCION 

Las enfermedades priónicas o encefalopatías espongiformes transmisibles (EETs) son 

un grupo de desórdenes neurodegenerativos, fatales, caracterizados por un período de 

incubación largo, seguido de disfunciones neurológicas severas y rápidas, y de lesiones 

patológicas específicas en el sistema nervioso central (SNC). Estas lesiones incluyen un 

aspecto espongiforme típico de los tejidos del cerebro, una constante astrogliosis, y la 

acumulación como placas amiloides en el citoplasma de las células infectadas y en el 

espacio extracelular, de PrPSc (PrP “scrapie”), una isoforma anormalmente plegada de 

la glicoproteína  PrPc (PrP “celular”).1 2 3 

1.1  Prion 

El estudio sobre la etiología de las enfermedades espongiformes trasmisibles sufrió 

varios cambios de dirección a lo largo del tiempo. 

En una primera etapa, se las relacionó con virus, virus lentos o no convencionales, sin 

embargo, existían algunas características que diferenciaban al agente de estas 

enfermedades de los virus: nunca se encontró un ácido nucleico asociado a la 

infectividad, presentaban una alta resistencia a radiaciones, ácidos y bases fuertes, 

nucleasas y proteasas, y la no identificación de respuesta inmune en individuos 

enfermos, por lo que se denominaron agentes no convencionales4. 

Hacia fines de 1970 se elaboró una nueva hipótesis, dándole al agente causal la 

denominación de virino. Esta hipótesis consideraba que el agente estaría formado por 

un ácido nucleico que solo elaboraría replicas de sí mismo y se empaquetaría en una 

cubierta de proteínas del hospedero. Así se explicaría la resistencia a las nucleasas por 

la presencia de la cubierta de proteínas, la ausencia de respuesta inmune porque son 

proteínas del hospedero, la existencia de cepas, y la barrera interespecie porque se 

requería una proteína del hospedero. A pesar que el modelo parecía validar las 

condiciones del agente, fue descartado porque nunca se encontró un ácido nucleico4. 

La característica que era evidente desde el comienzo de las investigaciones era que el 

agente tenía al menos un componente, proteínas. Este concepto concluyó en la 
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propuesta de Stanley Prusiner en 1982, que le valió el Premio Nobel de Medicina en 

1997, del término prion para definirlo como “partícula infecciosa pequeña, 

proteinácea, que resiste los procesos que inactivan ácidos nucleicos”4. Luego se 

abrevió como PrP (protease resistant protein) y el modelo suponía la ausencia del 

ácido nucleico.  La hipótesis del prion elaborada por Prusiner considera que la isoforma 

PrPc, es decir la proteína codificada por la célula normal de forma espontánea, sufriría 

un cambio conformacional que le otorgaría el carácter de resistencia a la degradación 

que se produce en las células y por tanto tiende a acumularse en las mismas. 

La proteína priónica normal, PrPc, es producida en las enfermedades priónicas a partir 

del gen del hospedero pero pasa por cambios conformacionales que la transforman en 

la forma asociada a la enfermedad, PrPSc. 

El gen PRNP que codifica para la proteína priónica fue identificado en ratones 

infectados con “scrapie”, la enfermedad priónica de ovejas. Es un gen de copia única, y 

la proteína es codificada por un solo exón. Además de este exón (exón 3), los genes 

PRNP en mamíferos contienen uno (humanos) o dos (oveja y ratón) exones no 

codificantes en su extremo 5’5. La región del promotor del gen de PrP humano está 

bien caracterizada; es rica en GC, contiene una caja CCAAT, y tiene sitios de unión a los 

factores de transcripción SP1, AP1 y AP26. 

La proteína normal es una glicoproteína anclada a la membrana plasmática por un 

glicolípido fosfatidil-inositol7; es soluble en detergentes y sensible a la digestión por 

proteinasa K (figura 1). Es altamente expresada por células del sistema nervioso central 

y células linfoides, y está compuesta por aproximadamente 250 aminoácidos. Su 

dominio C-terminal presenta  tres alfa hélices, dos de las cuales están unidas por un 

puente disulfuro, mientras que el dominio N-terminal alberga repeticiones de 

octapéptidos, dentro de los cuales se localizan histidinas que unen iones de cobre y 

manganeso8. Los roles del cobre y manganeso en la biología del prion son complejos; 

altos niveles de manganeso aumentan la infectividad del prion9, mientras que su 

quelación extiende la sobrevida de ratones infectados por el prion10. La quelación del 

cobre también parecería tener efectos terapéuticos en la infección por priones11.  
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No se conoce la función exacta de la proteína normal, pero numerosos trabajos 

sugieren que podría tener un rol en sistemas antioxidantes y metabolismo celular del 

cobre12 13, actividad anti-apoptótica14, y en el sistema nervioso podría tener un rol en 

la función sináptica15 16. 

A diferencia de PrPc, PrPSc es rica en hojas beta, insoluble en muchos detergentes, y 

resistente a la digestión  por proteinasa K17.  

El mecanismo de conversión de PrPc a PrPSc no está claro, pero sí se sabe que es PrPSc 

quien cataliza el proceso. Se sugirieron dos mecanismos: un modelo defiende el 

plegamiento dirigido 18 19 20donde PrPSc exógeno interacciona con PrPc lo que genera 

un cambio conformacional hacia PrPSc, superando la barrera energética que 

normalmente prevendría la conversión espontánea.  El segundo modelo propuesto 

sugiere que PrPSc y PrPc están en un equilibrio termodinámico del cual PrPSc puede ser 

reclutado a una forma más estable compuesta por varias moléculas PrPSc precursoras21 

22. 

La proteína anormal PrPSc forma agregados de placas amiloides e induce la destrucción 

de las neuronas a través de mecanismos que aún no son claros. Las heridas 

neuropatológicas resultantes de las enfermedades espongiformes transmisibles 

incluyen vacuolas de gran tamaño en el parénquima cerebral lo que le da un aspecto 

de esponja al tejido, de allí el término de enfermedad espongiforme. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Modelos de PrP
c
 y PrP

Sc
, (tomado de ref. 1). 
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1.2 Las enfermedades espongiformes transmisibles 

Las EETs afectan tanto a humanos como a animales. Pueden ser clasificadas según su 

etiología, como adquiridas (o infecciosas), heredadas (por la presencia de una 

mutación en el gen que codifica para la proteína priónica) o esporádicas (se desconoce 

el motivo por el que el prión adopta la conformación patológica). 

Estas enfermedades siguen siendo un desafío terapéutico para los investigadores. Hay 

muchos aspectos de la biología del prión que permanecen poco claros y las 

herramientas de diagnóstico disponibles son significativamente menos sensibles y 

satisfactorias que las disponibles para otras enfermedades infecciosas.  

1.2.1 EETs animales 

En animales, las EETs incluyen la encefalopatía espongiforme bovina (EEB) en el 

ganado vacuno, “chronic wasting disease” (CWD) en cérvidos, y “scrapie” en ovejas1, 

que continúan siendo de gran amenaza a nivel mundial. El scrapie es un problema 

potencial en los países ganaderos de América del Sur. La CWD alcanzó proporciones 

epidémicas entre poblaciones de ciervos y alces en 13 estados de Estados Unidos, dos 

provincias de Canadá, y recientemente en Corea, con datos experimentales que 

muestran que CWD es transmisible a primates23. 

Un concepto importante con respecto a las EETs como zoonosis es el de barrera  

interespecies24 25. El agente de EET que causa enfermedad en algunas especies 

animales parece tener a veces gran dificultad en causar la enfermedad en otra especie, 

incluso en aquellas estrechamente relacionadas. Parecería que la susceptibilidad 

relativa de una especie a la infectividad del agente causante de la enfermedad 

proveniente de otra especie esté influenciada por una diferencia de unas pocas bases 

en el gen que codifica para la proteína priónica de la especie receptora, que le confiere 

resistencia o susceptibilidad a la transmisión del agente de EET26. La asociación de EEB 

con la nueva variante de la enfermedad Creutzfeldt-Jakob (CJDv) en humanos, 

transmitida a través del consumo de carne contaminada con el agente de la EEB, 

claramente indica que la barrera bovino-humano puede ser superada bajo condiciones 

naturales, por eso cualquier agente de EET debe ser considerado un patógeno 
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zoonótico humano potencial dependiendo de las rutas disponibles de introducción del 

agente. 

Se puede afirmar que Uruguay es un país libre de encefalopatías espongiformes 

transmisibles que afectan a los animales, dentro de las que están incluidas la 

encefalopatía espongiforme bovina (EEB) y el scrapie. En este sentido nuestro país ha 

sido evaluado por el Comité Científico Director de la Unión Europea, colocándolo en el 

grupo de países con menor nivel de riesgo en cuanto a EEB.: Nivel I. Uruguay desde la 

década de los 80' ha mantenido una política de no permitir la importación de animales, 

productos de origen animal de riesgo y material gen ético desde países con casos 

denunciados de EEB o scrapie. También se dispone de un Sistema de Emergencia 

Sanitaria respaldado con fondos suficientes para dar respuesta inmediata ante el 

evento de detección de estas enfermedades en el país. 

Scrapie 

El scrapie (“tembladera” en español) es una EET de ovinos y cabras. Es una 

enfermedad endémica en el Reino Unido por más de dos siglos, y ha sido descrita 

prácticamente en todo el mundo. La enfermedad aparece actualmente en forma 

natural en Europa, Asia, África y Norteamérica, incluyendo 29 estados de Estados 

Unidos. Con la importación de ovinos británicos también se introdujo en Australia, 

Kenya y Sudáfrica, pero el diagnóstico y sacrificio de los animales afectados permitió 

erradicar la infección en estos países. La enfermedad también se diagnosticó en ovejas 

en Rio Grande do Sul, Brasil27.   

Clínicamente, el scrapie está caracterizado por una progresión lenta y gradual de 

anormalidades neurológicas y dermatológicas. Los signos clínicos se pueden 

manifestar algunos meses o años luego de la exposición al agente causante de la 

enfermedad. Los síntomas tempranos incluyen pérdida de masa corporal, temblores y 

cambio en el comportamiento. También se desarrolla prurito lumbar, y los animales 

infectados frecuentemente se frotan contra objetos y mastican su piel 

compulsivamente, lo que le da el nombre a la enfermedad. Los signos clínicos 
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progresan gradualmente con desarrollo de ataxia y ocasionalmente ceguera28 hasta 

llegar a la muerte del animal.  

La infección de ovinos por los agentes de EET ocurre a través de la vía oral aunque se 

sugieren como rutas alternativas de infección la piel y las membranas mucosas 

dañadas29 30 31. El agente infeccioso está presente en el ambiente y es ingerido durante 

el pastoreo en pasturas contaminadas con scrapie32 33 34. Al contrario que la EEB en el 

ganado bovino, el scrapie es una enfermedad endémica que se transmite entre ovejas 

bajo condiciones naturales. Estudios epidemiológicos sugieren que el agente de 

scrapie se transmite horizontalmente tanto por contacto directo entre animales como 

a través de contaminación en el ambiente. A pesar de que nunca se encontró el agente 

en ninguna secreción o excreción de ovejas infectadas35, no se excluyen niveles bajos 

del agente en leche, saliva, heces u orina de ovejas infectadas. La detección de PrPSc 

en tejido linfoide en la glándula mamaria36, en las papilas renales37 y en las glándulas 

salivales de ovejas infectadas38 han cuestionado el posible rol de la leche, orina y saliva 

en la transmisión del prion. Investigaciones indican que el agente de scrapie puede ser 

transmitido a través de la sangre, aunque son necesarios grandes volúmenes de sangre 

para este tipo de transmisión39. La transmisión del agente de scrapie puede ocurrir 

también a través del lamido de los recién nacidos, de la placenta y otros materiales de 

las madres infectadas. Se ha detectado PrPSc en la placenta40 41 42 43 que se libera luego 

del parto. Así el agente se propaga en el ambiente causando transmisión horizontal 

eficiente a otras ovejas o cabras con genotipos de prnp susceptibles. Las crías de las 

ovejas infectadas tienen más probabilidad de ser infectadas por transmisión horizontal 

luego del parto que por transmisión vertical in útero44. 

La diversidad de los genotipos en codones específicos dentro del gen que codifica para 

la proteína priónica de oveja parece influenciar  la susceptibilidad o resistencia a la 

transmisión de la enfermedad. Específicamente, variaciones de los aminoácidos en los 

codones 136, 154, y 171 en el gen de la proteína priónica de oveja, parecen estar 

asociados con la susceptibilidad al scrapie45, con los alelos VRQ y ARQ siendo los más 

frecuentemente asociados con la enfermedad. El alelo ARR es asociado con la 
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resistencia a la enfermedad, y no hay casos de enfermedad natural en los homocigotas 

ARR/ARR.  

Las enfermedades priónicas en ovinos son clasificadas como scrapie clásico y formas 

variantes recientemente descritas de scrapie atípico, principalmente relacionadas a la 

cepa Nor98 de scrapie46 47. El scrapie clásico comúnmente se desarrolla en los ovinos 

de 2 a 5 años de edad y es asociado con polimorfismos en los codones 171 y 136 del 

gen de la proteína priónica. Se caracteriza por los signos clínicos típicos del scrapie y 

por los cambios neuropatológicos espongiformes clásicos, y acumulación del prion en 

varios tejidos. El scrapie atípico asociado con la cepa Nor98 fue detectado en un 

relevamiento de ovejas noruegas y afecta principalmente a ovinos mayores con un 

genotipo distintivo48 49. El prurito característico se encuentra ausente en este tipo de 

scrapie, así como también los cambios neuropatológicos espongiformes, y el agente no 

parece estar presente fuera del sistema nervioso central. Esta forma de scrapie no 

parece ser tan transmisible como el scrapie clásico50. A pesar de la presencia del 

agente infeccioso en ovinos domésticos y la exposición de los humanos al agente por 

siglos, no ha habido evidencia epidemiológica o científica de la transmisión del scrapie 

a humanos51. Sin embargo, se ha logrado experimentalmente la transmisión del 

scrapie a otros primates, roedores y otras especies52 53. 

Sólo unos pocos estudios se enfocan en la patogénesis del scrapie en su hospedero 

natural. Aunque esta enfermedad se conoce hace siglos, se le ha puesto muy poca 

atención como enfermedad natural en ovinos y cabras, principalmente porque el 

impacto económico ha sido relativamente pequeño comparado con otras 

enfermedades en ovinos. La aparición de la encefalopatía espongiforme bovina le dio 

un nuevo impulso a la investigación en EETs54. El impacto económico de EEB no sólo 

fue mayor que el de scrapie sino que la conexión con CJDv en humanos también dio 

lugar a la preocupación en lo que respecta a la seguridad alimentaria54.  

Recientemente se realizó un estudio en nuestro país en una majada de ovinos Criollos 

del Parque Nacional de San Miguel (Depto. Rocha)55. Estos animales habitan la zona 

este del país, próximos a Brasil, país donde han sido diagnosticados casos clínicos de 

scrapie27. En el trabajo se estudió una muestra de ovinos Criollos Uruguayos (N=28) 
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para los codones 136 y 171 del gen PRNP que codifica para la proteína priónica de 

oveja. Los codones 136 y 171 son los mayores determinantes de la susceptibilidad al 

scrapie, mientras que el codón 154 juega un rol menor. Se analizaron las frecuencias 

genotípicas para los codones 136 y 171. Cinco genotipos diferentes fueron obtenidos, 

encontrándose en mayor frecuencia los genotipos de alta susceptibilidad: VQ/AQ= 

0,39 y AQ/AQ= 0,29. El análisis de riesgo genético de esta majada según los genotipos 

obtenidos, reveló un 72% de animales muy susceptibles a la enfermedad en caso de 

manifestarse las condiciones ambientales propicias. En la actualidad se carece de 

pruebas rápidas que permitan el diagnóstico en la fase subclínica de la enfermedad. 

Ante esta situación el genotipado adquiere especial importancia como herramienta 

para la vigilancia epidemiológica. El conocimiento del riesgo genético de cada 

población, principalmente de aquellas poblaciones fronterizas (como es el caso de 

estos ovinos Criollos) permite implementar más y mejores controles para prevenir la 

aparición de scrapie. 

Encefalopatía Espongiforme Bovina  

La encefalopatía espongiforme bovina (también conocida como enfermedad de la vaca 

loca) es una EET del ganado bovino. Entre 1985 y 1986, se identificó un brote de 

muertes inusuales en diferentes regiones del Reino Unido56 57. Las características 

clínicas y cambios neuropatológicos en el ganado afectado eran consistentes con una 

EET. Aún permanece incierto cómo surge la EEB como una entidad clínica. La hipótesis 

más probable incluye una conversión espontánea de la proteína normal PrPc a la 

forma anormal, o una transmisión entre especies del scrapie a través de alimentos 

contaminados con este agente. Se cree que la propagación de EEB entre el ganado es 

atribuible a la alimentación con “meat and bone meal” (MBM), presumiblemente 

productos derivados en parte de tejidos neurales o linforeticulares contaminados con 

el agente de EEB. Esta hipótesis es reafirmada por la alta incidencia de EEB entre los 

bovinos de leche más que los de carne, ya que estos son alimentados con MBM con 

más frecuencia56. Luego del reconocimiento de EEB en el Reino Unido, se tomaron 

medidas de control importantes incluyendo la prohibición de usar fuentes de proteínas 
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derivadas de rumiantes para su alimentación58, lo cual resultó en un fuerte declive de 

EEB. 

Se incentivó el seguimiento de CJD humana para identificar posibles cambios en el 

patrón de la enfermedad que pueda sugerir una asociación con la EEB epizoótica que 

estaba ocurriendo. Durante este período se identificaron varios casos de CJD con 

características atípicas, incluyendo aparición de la enfermedad y muerte a una edad 

inusualmente joven (edad media de muerte, 28 años) y cambios neuropatológicos 

caracterizados por múltiples placas amiloides rodeadas de vacuolas. Las propiedades 

de este agente de CJD eran similares a las del agente de EEB. La enfermedad se llamó 

nueva variante de CJD (CJDv)59 60. Se propuso que la transmisión por la vía oral, 

presumiblemente por ingesta de productos cárnicos contaminados con el agente de 

EEB, era responsable de la transmisión a humanos616263.  

Chronic Wasting Disease 

La reciente propagación de otra EET animal entre cérvidos en Norteamérica trajo 

consigo la preocupación sobre el potencial de esta enfermedad de transmitirse a 

humanos. La enfermedad del desgaste crónico (CWD) es una enfermedad priónica que 

afecta a cérvidos64 65 66, y sólo se ha reportado en Norteamérica y en Corea del Sur 67 

68. Se identificó en los años 60 entre ciervos en cautiverio en el norte de Colorado69; 

éstos provenían tanto de poblaciones salvajes como también de otras poblaciones en 

cautiverio. En 1978, la CWD fue reconocida como una nueva EET de cérvidos en 

cautiverio en Colorado por los patólogos Williams and Young 70. Luego se reportó la 

misma enfermedad en alces en Wyoming 69. Por dos décadas se creyó que CWD estaba 

limitada a esta región central de Estados Unidos. Sin embargo, en los últimos 10 años 

investigaciones acerca de CWD revelaron una distribución más amplia de la 

enfermedad. Grupos aislados de animales infectados se localizaron desde Utah hasta 

Nueva York y Virginia. En Canadá, se diagnosticaron casos de CWD en alces  y ciervos 

en Saskatchewan y Alberta71 72.  

El gen que codifica para PrP está muy conservado y sólo unos pocos aminoácidos 

difieren entre cérvidos73 74. Sin embargo, existen polimorfismos específicos de las 
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especies que afectan la susceptibilidad a la infección con CWD. En los ciervos 

infectados naturalmente, la homocigosis de serina en el codón 225 del gen prnp 

parecería incrementar el riesgo de infección por CWD, ya que la probabilidad de que el 

animal infectado sea 225SS es 30 veces más que aquellos que son heterocigotos con 

fenilalanina (S/F) u homocigotos para ésta (FF) 75. Los alces presentan polimorfismo en 

el codón 132 (M/L) del gen prnp, correspondiente al codón polimórfico 129 (M/V) en 

humanos. Los animales infectados con CWD poseen mayoritariamente 132MM y 

132ML, comparado con controles sin infectar 74.  

Se ha demostrado que el músculo esquelético alberga al agente de CWD76. Sin 

embargo, CWD no se ha transmitido exitosamente por vía oral a especies fuera de la 

familia Cervidae, lo que sugiere que existe una fuerte barrera entre especies para la 

conversión del PrP heterólogo. Se presume que depredadores salvajes se alimentan de 

carcasas infectadas por CWD, y millones de norteamericanos cazan ciervos y alces. No 

hay duda de que la población así como también otras especies, han estado expuestas 

al agente infeccioso a través del consumo de carne de cérvidos, en especial cuando se 

demuestra que el prion se aloja en el músculo. Sin embargo, no han habido brotes de 

EET humanas a gran escala en Colorado ni en Wyoming, donde CWD existió por 

décadas77.  

Otros estudios indirectos de la susceptibilidad humana a CWD también sugieren que el 

riesgo es bajo. Para estudiar la barrera entre especies humano-alce, Kong et al. 

inocularon el agente infeccioso de CWD de alce en ratones transgénicos que expresan 

PrP humano o PrP de alce. Mientras que los ratones transgénicos para PrP de alce 

desarrollaron la enfermedad  118-142 días luego de la inoculación, los ratones 

transgénicos para PrP de humano (129M) no desarrollaron ningún signo de EET hasta 

más de 756 días post-inoculación78. Sin embargo, los ratones tienen un período de vida 

limitado, y son necesarios más pasajes para detectar infectividad que pueda estar 

presente subclínicamente. Aunque se acumula evidencia indirecta que habría una 

barrera entre especies robusta para la transmisión de CWD a humanos79, un estudio 

indica susceptibilidad a CWD por parte de primates no humanos. La inoculación 

intracerebral de monos ardilla (Saimiri sciureus) demostró transmisión exitosa de 
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CWD80. Sin embargo, las secuencias de prnp de los monos del nuevo mundo y  de los 

humanos difieren bastante81 lo que estaría indicando que la conversión de la proteína 

priónica humana no puede inducirse por la PrPSc de CWD.  Adicionalmente, el agente 

de CWD se ha encontrado en sangre, heces, orina y saliva de animales infectados82 83 

84, así como también un estudio reciente muestra que CWD es capaz de transmitirse 

con alta eficiencia por la vía nasal por medio de aerosoles entre ratones transgénicos 

que expresan PrP de ciervo85. Este es el primer hallazgo de la propagación de priones 

por la vía respiratoria, por esto la posibilidad de transmisión al humano debe ser 

monitoreada muy de cerca.  

Hasta hace unos años había muy pocas técnicas disponibles para detectar la 

infectividad de CWD. Browning et al. desarrollaron el primer ratón transgénico que 

expresa el PrP de cérvidos86. Desde entonces se produjeron varios ratones 

transgénicos para PrP de cérvidos usando diferentes construcciones y secuencias87 88 

89. El ratón transgénico provee una herramienta muy importante para investigaciones 

en CWD y otras EET, principalmente para estudios de transmisión entre especies. 

 

1.2.2 EETs humanas 

Los humanos son susceptibles a determinadas formas infecciosas de EET, la más 

conocida es la nueva variante de la enfermedad Creutzfeldt-Jakob (CJDv), transmitida a 

través del consumo de carne contaminada con el agente de la EEB90 91. Otras formas 

incluyen al Kuru, transmitida por canibalismo en la tribu Fore en Nueva Guinea, la CJD 

iatrogénica, relacionada con ciertas prácticas quirúrgicas, y la “prionopatía sensible a 

proteasas” descrita más recientemente2 92. 

Las EETs humanas tienen un período de incubación muy prolongado pero una fase 

clínica corta, no es posible realizar un diagnóstico preclínico, lleva al daño masivo del 

cerebro y a la posterior muerte del individuo. Para cuando los síntomas se manifiestan, 

es muy tarde para una terapia93. 

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob se ha clasificado como esporádica (CJDs), familiar 

(CJDf), iatrogénica (CJDi), y variante (CJDv)94. La CJDs es rara,  su etiología no está del 
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todo clara y no se han identificado aún causas exógenas. Las formas familiares de la 

enfermedad se heredan de manera autosómica dominante y co-segregan con 

mutaciones en el gen PRNP que codifica para la proteína priónica95. En cambio, los 

casos iatrogénicos son atribuidos a la intervención quirúrgica, trasplante de tejidos, o 

administración de hormonas derivadas de individuos fallecidos infectados96. En 1996, 

una nueva EET humana emergió en el Reino Unido y fue llamada nueva CJDv. Evidencia 

bioquímica e histopatológica sugiere que CJDv representa la transmisión de EEB al 

humano90 91 97.  

CJD Esporádica 

La forma esporádica de CJD se trata de una demencia progresiva que usualmente lleva 

a la muerte dentro de los 12 meses de enfermedad. Los síntomas iniciales incluyen 

déficit cognitivo, perturbación del sueño, y anormalidades en el comportamiento. A 

medida que la enfermedad progresa se manifiestan otras características clínicas como 

ataxia y perturbaciones visuales98. Los pacientes terminales caen en un estado de 

mutismo antes de la muerte. Al contrario que otras enfermedades de demencia como 

Alzheimer y Parkinson, en las que la incidencia aumenta con la edad, el pico de 

incidencia es entre 55 y 65 años. De acuerdo a este criterio, CJDs puede subdividirse en 

varios grupos con distintas características genéticas, bioquímicas, neuropatológicas y 

clínicas. La forma típica de CJDs muestra homocigosis para metionina en el codón 129. 

Los pacientes con CJDs atípica muestran heterocigosis en el codón 12999. 

Enfermedades Priónicas Humanas Hereditarias 

Este grupo de enfermedades priónicas puede ser subdividido en 3 fenotipos: CJDf, 

síndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker, e insomnio familiar fatal. El modo de 

herencia en todas es autosómica dominante100. CJDf no está asociada a características 

clínicas distintivas, y puede ser diagnosticada sólo mediante la secuenciación del gen 

PRNP101. El síndrome de Gerstmann- Sträussler-Scheinker está caracterizado por una 

ataxia cerebelar lenta y progresiva, que comienza en la quinta o sexta década de vida, 

acompañada de un declive cognitivo102. Al contrario de otras enfermedades priónicas 

heredadas, el síndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker tiene características 
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neuropatológicas únicas que consisten en la propagación de placas de PrP 

multicéntricas103. Aunque se han descrito varias mutaciones en el gen PRNP para 

fenotipos del síndrome Gerstmann-Sträussler-Scheinker, las mutaciones P102L y 

G131V son las más encontradas. El insomnio familiar fatal se presenta como una 

disrupción profunda del ciclo normal de sueño-vigilia e insomnio104.  Las características 

clínicas se deben a la mutación D178N combinada con la homocigosis para metionina 

en el codón 129.  

Enfermedades Priónicas Humanas Adquiridas  

CJD Iatrogénica.  

CJDi es causada por exposición al prion durante intervenciones quirúrgicas como 

implantación de duramadre, trasplante de córnea, o tratamiento con extractos 

pituitarios de individuos infectados fallecidos105. CJDi es rara, con alrededor  de 400 

casos publicados106. La mayoría de los casos son causados por implantación de 

duramadre e inyección de la hormona de crecimiento pituitaria93. El sitio de 

inoculación del prión parece dictar el tiempo de incubación hasta el surgimiento de los 

síntomas de la enfermedad. La exposición cerebral directa y la implantación de 

duramadre contaminada con priones se asocian con tiempos de incubación cortos (16-

28 meses), mientras que la exposición periférica resulta de tiempos más largos de 

incubación que van desde 5 a 30 años107. Además hay evidencias que sugieren que la 

ruta de exposición al prion influencia la presentación clínica de la enfermedad. Los 

casos de implante de duramadre o inyección de hormona de crecimiento presentan un 

fenotipo predominante de ataxia, mientras que en los casos donde los priones fueron 

introducidos directamente al SNC presentan demencia como síntoma inicial.  

CJD Variante.  

Este nuevo miembro de las enfermedades priónicas humanas fue reportado en 199657. 

En los últimos años estudios neuropatológicos, bioquímicos y de transmisión han 

sostenido la preocupación de que CJDv representa la transmisión de EEB al humano108 

90 91. Desde 1996 hasta 2001 la incidencia de CJDv en el Reino Unido se  incrementó 

cada año, generando preocupación por una posible epidemia. Desde  2001, sin 
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embargo, la incidencia parece estar estabilizándose, y solo unos pocos países además 

del Reino unido han tenido casos aislados de CJDv109 110. CJDv lleva un perfil clínico 

patológico distintivo, esto ha facilitado el diagnóstico. Al contrario que CJDs, los 

pacientes de CJDv son mucho más jóvenes (edad promedio de muerte, 29 años). 

Además, las características iniciales y la duración de la enfermedad difieren entre CJDs 

y CJDv. Aproximadamente el 60% de los pacientes con CJDv presentan síntomas 

psiquiátricos y la duración de la enfermedad es de aproximadamente 14 meses, 

mientras que CJDs raramente se presenta con síntomas psiquiátricos tempranos y el 

curso de la enfermedad es rápido, aproximadamente 5 meses. Desde el punto de vista 

neuropatológico, el SNC de los pacientes con CJDv muestra placas de PrP, algunas de 

ellas rodeadas de vacuolas.  

CJD en Uruguay. 

Con el objetivo de describir la realidad de estas enfermedades en nuestro país, se llevó 

a cabo una revisión de casos clínicos de enfermedades priónicas diagnosticadas entre 

los años 1984 y 2005 inclusive, por parte del Instituto de Neurología de la Facultad de 

Medicina111. Se lograron identificar 28 casos de CJD en el Uruguay, 4 formas 

hereditarias y 24 formas esporádicas. La tasa de incidencia estimada desde 1995 hasta 

la fecha en que se realizó el estudio fue de 0.5 casos por 1.000.0000 de 

habitantes/año. Las características clínicas fueron similares a las descritas por la 

literatura. En Uruguay no se han descritos casos vinculados a la CJD variante ni a otros 

tipos de enfermedades priónicas que afectan a seres humanos. Existe desde el año 

1996 una mayor preocupación por el tema lo que ha llevado a una mayor precisión 

diagnóstica. La CJD es de declaración obligatoria desde el año 1997, y desde 1999 

existe una comisión de vigilancia epidemiológica cuyo funcionamiento ha sido 

irregular, aunque dadas las características de la enfermedad y la distribución de 

neurólogos en todo el país, es posible realizar un adecuado relevamiento y vigilancia 

epidemiológica de estas enfermedades en nuestro medio. 
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1.3 Infección y Patogénesis  

La mayoría de las EET son adquiridas oralmente pero aún no es del todo claro cómo los 

agentes de EET cruzan la barrera mucosa luego de ser ingeridos. Se postulan varias 

posible rutas en el modelo ovino de patogénesis (figura 2): la primera es a través de las 

células M, un tipo celular presente en el epitelio folicular asociado (FAE) del intestino y 

amígdalas que se especializa en el transporte de macromoléculas y partículas a través 

del epitelio112.  Se ha demostrado para priones, virus (reovirus, poliovirus, y VIH), y 

bacterias (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Salmonella sp., Yersinia sp., 

Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae, y Shigella flexneri) que las células M pueden ser 

usadas por patógenos para cruzar la barrera mucosa y acceder a los tejidos 

subyacentes113. El transporte de priones a través del epitelio intestinal puede ocurrir 

también de otras maneras. Las enzimas digestivas pueden degradar el agente 

infeccioso a moléculas más pequeñas de PrPSc o incluso al núcleo resistente a 

proteasas de PrPSc. Esos fragmentos pequeños pueden formar complejos con otras 

proteínas como ferritina y ser endocitados en estructuras vesiculares por un 

mecanismo dependiente de ferritina114. Otra ruta posible puede ser a través de la 

captación directa por las células dendríticas que pueden abrir las uniones estrechas 

(“tight junctions”) entre las células epiteliales insertando sus dendritas en el lumen 

intestinal y allí capturar antígenos115 116. Recientemente se postuló otra posible ruta de 

entrada del prion al lumen intestinal a través de endosomas de las células 

epiteliales117.  

 Entre la absorción del prion y la manifestación de la enfermedad en el SNC, hay un 

período de incubación en el cual el prion ingerido es replicado y amplificado en el 

hospedero. La propagación del prion desde los sitios periféricos hasta el cerebro 

requiere la expresión de PrPc en los tejidos periféricos, y de un sistema inmune 

funcional. Luego de cruzar la barrera mucosa, PrPSc se acumula en los tejidos linfoides 

asociados al intestino (GALT), placas de Peyer y amígdalas118 119 120. PrPSc se acumula 

en las células dendríticas foliculares (CDF) en los centros germinales de los folículos 

B121 122 123. Estas células juegan un papel fundamental en la progresión de la 

enfermedad. Se han caracterizado a las CDF como fuentes de replicación del prion ya 
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que PrPc, cuya expresión es requerida para la replicación de PrPSc124, es altamente 

expresado por las CDF125, y PrPSc puede ser aislado de CDF en etapas tempranas luego 

de una infección periférica126. Además en modelos murinos, la falta de CDF funcionales 

ha sido asociada a resistencia a la neuroinvasión tras un desafío periférico127. Esta 

evidencia sugiere que las CDF son sitios clave para la replicación del prion y la 

acumulación durante la patogénesis de la EET. Otros componentes linfoides también 

tendrían su papel en la patogénesis de las EET. Las células B jugarían un rol indirecto en 

la propagación del prión. Estudios recientes sugieren que las células B son importantes 

en el mantenimiento de las CDF mediante secreción de factor de necrosis tumoral 

alpha (TNFα) y linfotoxina alfa/beta (LTα/β)128. Las células dendríticas y macrófagos 

también acumulan PrPSc y estarían implicadas en la propagación del prion129 130, 

aunque se ha demostrado que los macrófagos son capaces de capturar el agente de 

scrapie in vitro131 y de inactivarlo parcialmente132, por lo que estarían participando más 

en la eliminación del prion que en su propagación. 

La replicación de los agentes de EET en el GALT es crucial para la posterior 

neuroinvasión133. Sin embargo, la ausencia del agente replicativo en el GALT no 

previene por completo la neuroinvasión; en el ganado, la replicación del agente en los 

tejidos linfoides es mínima o está ausente134.  

Luego de la replicación en el GALT, el agente infeccioso es drenado a los nodos 

linfáticos. En las amígdalas PrPSc es drenado al nodo retro faríngeo y  en el GALT, en las 

placas de Peyer, a los nodos linfáticos mesentéricos. Aún no se sabe con claridad si la 

diseminación del agente de scrapie a través de los nodos linfáticos y la sangre ocurre 

por un transporte celular activo, o en estado libre, posiblemente unido a algún 

componente de la linfa o plasma. La infectividad de scrapie en la sangre ha sido sujeto 

de debate por mucho tiempo. Muchos estudios han fallado en demostrar infectividad 

en la sangre o en sus fracciones135 pero con ayuda de técnicas más sensibles, PrPSc se 

ha detectado en sangre de ovejas infectadas136 137.  

Los primeros tejidos neurales en los que PrPSc puede ser encontrado tanto en el 

scrapie como en la EEB es el sistema nervioso entérico (SNE) del intestino 123 138. El SNE 

comprende una amplia red de neuronas entéricas y glía, localizada en dos plexos en la 
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pared intestinal. Ambos plexos ganglionados son el plexo submucoso, localizado entre 

la mucosa y la capa muscular circular dentro de la submucosa, y el plexo mientérico, 

que se encuentra entre las capas musculares circular y longitudinal de la pared 

intestinal. El SNE también recibe inervaciones simpáticas y parasimpáticas139. Se ha 

encontrado que las neuronas entéricas expresan altos niveles de PrPc, lo cual sugiere 

que el SNE tiene un rol fundamental en la propagación del prión ya que el cambio 

conformacional PrPc a PrPSc es esencial en la enfermedad priónica.  El agente de 

scrapie luego se propaga cranealmente y caudalmente por el SNE para involucrar otras 

partes del intestino delgado y luego también en el SNE del esófago, estómagos, 

intestino grueso y recto. Luego de la infección del SNE, los agentes de EET ascienden a 

través de las vías eferentes parasimpáticas y simpáticas al cerebro y la médula 

espinal140. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de las posibles rutas utilizadas por PrP
Sc

 para atravesar la barrera 
epitelial intestinal y posterior invasión del sistema nervioso entérico (SNE). Luego de la ingestión, PrP

Sc
 

puede ser captada por las células M o células dendríticas y transportada a los folículos linfoides (LF) de 
las Placas de Peyer bajo el epitelio asociado al folículo (FAE). Dentro de los LF PrP

Sc
 se acumula en las 

células dendríticas foliculares y es captado por macrófagos foliculares. Esta acumulación de PrPsc facilita 
la infección del plexo submucoso del SNE. Alternativamente, PrP

Sc
 puede ser captado como complejo 

con ferritina y trancitosado por células epiteliales intestinales a través de la vía de ferritina. Una vez que 
PrP

Sc
 cruza el epitelio intestinal, el plexo mucoso del SNE puede ser infectado seguido por la 

propagación neural al plexo submucoso. (Tomado de ref. 134). 
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1.4 Inmunoterapias contra prionosis 

Actualmente no hay una terapia efectiva para este grupo de enfermedades141 142. 

Aunque la incidencia de EEB y CJDv parece estar estable o en declive, el surgimiento de 

CWD resalta el hecho que las prionosis de animales de granja o salvajes todavía 

representan una amenaza para la salud pública. Por esto, existe la necesidad urgente 

de medidas preventivas y terapéuticas efectivas contra las enfermedades priónicas.  

Como se describió anteriormente, los priones se aprovechan de las células inmunes 

para su propagación. Al tratarse de una proteína endógena PrPc no es percibida como 

peligrosa por parte del sistema inmune, y por lo tanto no genera una respuesta; 

incluso aunque PrPSc presente un plegamiento diferente, no es suficiente para que se 

genere una respuesta inmune. De hecho, el sistema inmune está implicado en la 

replicación periférica del prion y en su posterior acceso al SNC.  

No es posible detectar anticuerpos contra PrPSc en animales infectados 

experimentalmente, o pacientes con EET143. Una posibilidad puede ser que la 

resistencia a proteasas del PrPSc  evita que sea procesado en péptidos por las células 

presentadoras de antígenos. Sin embargo, parecería que los priones tienen 

propiedades inmunogénicas normales: ratones knock out para el gen Prnp (Prnp0/0) 

son capaces de montar una respuesta inmune humoral normal cuando PrPSc es 

inyectado con adyuvante de Freund144 145 y no se observa respuesta inmune cuando 

ratones Prnp0/0 son inoculados con PrPSc solo124. La mayoría de los estudios muestran 

que las funciones inmunes normales no son afectadas por la infección por PrPSc 146, 

sugiriendo que la falta de respuesta al prion no está relacionada a una 

inmunodeficiencia inducida. La ausencia de una respuesta inmune específica es 

explicada por la ausencia de respuesta T específica, dada por la tolerancia 

inmunológica hacia los péptidos relacionados con PrP que pueden ser procesados por 

las células presentadoras de antígenos. La identificación de epítopes crípticos no 

tolerados podría ser de gran importancia para generar respuestas inmunes hacia las 

células infectadas.  
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Es necesario quebrar la tolerancia al PrP para obtener una respuesta inmune. Aunque 

esto continúa siendo un obstáculo en los intentos de vacunación, numerosos grupos 

intentan evaluar los beneficios potenciales de una respuesta inmune diseñando 

protocolos de inmunización fuertes y eligiendo los antígenos adecuados. 

Actualmente no hay tratamiento que pueda revertir el progreso de la enfermedad en 

condiciones no experimentales. Se han hecho experimentos con sueros anti-PrP en 

modelos de cultivo como también inmunización activa y pasiva en modelos murinos. 

Estudios previos in vivo muestran que la infección con una cepa de PrPSc lenta bloquea 

la expresión de otra cepa rápida y más virulenta de PrPSc, imitando la vacunación con 

un organismo vivo atenuado147. En estudios realizados en cultivos tisulares, sueros 

anti-PrP y fragmentos de unión a antígenos dirigidos a PrP, mostraron que inhiben la 

replicación del prion148. Otros estudios de inmunización pasiva confirman la 

importancia de la respuesta humoral, mostrando que el suero anti-PrP es capaz de 

prolongar el periodo de incubación de la enfermedad149. Sin embargo, no se ha 

encontrado que la inmunización pasiva sea efectiva en las etapas de síntomas clínicos 

de la enfermedad. 

En el desarrollo de estrategias inmunoterapéuticas dirigidas a un antígeno propio, se 

busca diseñar vacunas que eviten la toxicidad auto-inmune150 151. Esta toxicidad está 

dada por la inmunidad celular mientras que la respuesta terapéutica está asociada a la 

inmunidad humoral. Además, la toxicidad puede estar relacionada también al 

inmunógeno y/o el adyuvante utilizado.  

Por esto, para prevenir enfermedades priónicas, la inmunización en mucosas sería lo 

ideal ya que, además de ser la ruta oral la principal vía de entrada para las EET como 

CWD, scrapie, EEB y CJDv152, este tipo de inmunización puede ser diseñada para inducir 

una respuesta inmune humoral evitando la toxicidad mediada por células vista en el 

desarrollo de otras vacunas153.  

Estudios previos sugieren que la inducción de inmunidad en mucosas mediante 

construcciones realizadas en nuestro laboratorio en los que PrP recombinante  es 

expresada por Salmonella atenuada, es efectiva en superar la tolerancia al PrP y lleva a 
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un retraso significativo o a la prevención de la enfermedad, induciendo 

inmunoglobulinas A y G, anti-PrP154. Trabajos posteriores indican que las vacunas a 

base de Salmonella que expresan la proteína priónica logran impedir la infección en 

una proporción de ratones vacunados que desarrollaron respuestas inmunes 

óptimas155. Se logró la protección completa (100%) en ratones que desarrollaron altos 

niveles de IgA de mucosas e IgG en suero anti-PrP, sugiriendo que la IgA anti-PrP en la 

mucosa podría prevenir o reducir significativamente la entrada del prion a través del 

intestino, mientras que la IgG anti-PrP sérica podría inhibir la replicación sistémica de 

un inóculo reducido del prion154 155.  

1.5 Salmonella  

El género Salmonella comprende un grupo amplio y diverso de patógenos gram-

negativos, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos intracelulares 

facultativos, móviles y capaces de inducir desde gastroenteritis hasta un rango de 

enfermedades sistémicas, incluidas fiebre tifoidea y bacteriemia, tanto en humanos 

como en animales156,157. 

Actualmente se reconocen dos especies de Salmonella, S. enterica y S. bongori. 

Basados en los determinantes antigénicos de LPS, antígenos capsulares y flagelares, se 

definieron más de 2500 serovares de Salmonella158. Sin embargo, solo alrededor de 50 

serovares son reconocidos como patógenos humanos o animales, y la mayoría 

pertenecen a la subespecie I de S. enterica. Mientras que algunos serovares presentan 

un rango de hospedadores restringido (por ejemplo, Salmonella enterica serovar Typhi 

que afecta exclusivamente al hombre), otros infectan una amplia gama de animales 

(por ejemplo, Salmonella enterica serovar Typhimurium), produciendo enfermedades 

de diversas características y son capaces de causar enfermedad en humanos, 

habitualmente gastroenteritis159. 

1.5.1 Infección por Salmonella 

Las infecciones por Salmonella generalmente comienzan con la ingestión de 

microorganismos presentes en comida o agua contaminada.  El pH ácido del estómago 

constituiría una primera barrera para la infección, ya que una reducción del pH 
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estomacal disminuye la dosis de infección.  Sin embargo, Salmonella es capaz de 

sobrevivir en ambientes con pH ácido.  Luego de entrar al intestino delgado, 

Salmonella debe atravesar la capa de mucus intestinal antes de adherirse a células del 

epitelio intestinal157. Una vez allí, debe atravesar este epitelio para ingresar al 

organismo.  Salmonella cuenta con diferentes estrategias para atravesar esta barrera. 

Una de ellas es invadir células M en las Placas de Peyer160. A pesar de no ser 

fagocíticas, las células M internalizan a las Salmonellas en un proceso llamado 

macropinocitosis o endocitosis mediada por bacterias. Luego de la adherencia de 

Salmonella a la célula M, la membrana de la misma presenta elongaciones (ruffles) que 

rodean a la bacteria y finalmente la internalizan161 162 163. Otra estrategia es la invasión 

de células epiteliales. El proceso mediante el cual Salmonella es internalizada por los 

enterocitos es igual al descrito en el caso de infección de células M e involucra al 

sistema de secreción tipo III (SSTT) de la isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI1), 

provocando la desaparición de las vellosidades, la formación de ruffles y 

macropinocitosis de la bacteria164 165. Salmonella también pude ser capturada por 

células dendríticas CD18+166. Estas introducen sus dendritas entre los enterocitos, 

abriendo las uniones estrechas entre ellos.  Las dendritas son proyectadas hacia la cara 

luminal del epitelio intestinal donde atrapan a las bacterias.  Esta ruta alternativa 

permite la diseminación sistémica ya que las células dendríticas cargadas de bacterias 

se trasladan hacia los nódulos linfáticos. 

Luego del pasaje a través del epitelio intestinal las bacterias deben evitar la muerte por 

células fagocíticas luego de la internalización.  Salmonella ha desarrollado dos tipos de 

interacción con los macrófagos: por un lado es capaz de sobrevivir dentro de la vacuola 

fagocítica y por otro induce la apoptosis del macrófago en una importante proporción 

de células163.  Esto le permite la diseminación local y sistémica y la inducción de 

inflamación local que lleva al reclutamiento de células del sistema inmune, 

amplificando así la infección. 

Una vez internalizada, Salmonella permanece dentro de la vacuola.  Los 

microorganismos que se replican dentro de la vacuola de internalización han 

desarrollado diferentes estrategias para sobrevivir en un ambiente hostil y cambiante, 
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caracterizado por tener un bajo contenido de nutrientes, un pH que disminuye 

progresivamente y concentraciones crecientes de péptidos antibacterianos y enzimas 

lisosomales, a medida que el endosoma madura a lisosoma.  Se reconocen dos 

estrategias principales y Salmonella utiliza ambas, reguladas por la isla de 

patogenicidad 2 de Salmonella (SPI2): la adaptación y resistencia al medio hostil y la 

alteración de la biogénesis de la vacuola167 168. 

Durante la infección, Salmonella permanece mayoritariamente dentro de fagocitos 

mononucleares, que sirven tanto como vehículo para la diseminación extraintestinal y 

como sitio protegido para la replicación intracelular169.  Por ello, la capacidad de 

sobrevivir dentro del fagocito es un requerimiento esencial para la virulencia de 

Salmonella. 

1.5.2 Cepas de Salmonella atenuadas como vector 

Las cepas de Salmonella son fácilmente manipuladas genéticamente y puede expresar 

antígenos heterólogos de otros patógenos de origen tanto bacteriano como 

eucariota166.  Mutantes atenuadas de Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) y 

serovar Typhimurium (S. Typhimurium) han sido extensamente estudiadas primero 

como vacunas contra la salmonellosis y luego como vectores vivos de vacunación, 

expresando antígenos bacterianos, virales, protozoarios y priónicos, en estudios 

clínicos y preclínicos170.   

Dentro de los tipos de Salmonellas atenuadas más estudiadas están las auxótrofas. Las 

cepas aro de Salmonella son mutantes genéticamente definidas, con mutaciones en 

uno o más genes involucrados en la vía de síntesis de aminoácidos aromáticos y han  

sido construidas tanto en S. Typhi como Typhimurium.  Estas mutantes atenuadas 

resultan inmunogénicas en varias especies animales.  Llevan a cabo una replicación 

limitada in vivo y son eliminadas de los tejidos luego de un par de semanas, dejando al 

hospedador inmune frente a una infección con la cepa silvestre, induciendo una buena 

respuesta humoral y celular. Además, resultan seguras tanto en individuos 

inmunocompetentes como en condiciones experimentales de inmunosupresión171 172. 
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Otro ejemplo de mutantes auxotróficas lo constituye las que tienen deleciones en la 

vía de síntesis de purinas, pur.  Sin embargo, mutantes purA  o dobles mutantes purA 

aroA son pobremente inmunogénicas en ratón.  Como alternativa están las dobles o 

triples mutantes aro y las que combinan mutaciones aro con deleciones en el gen htrA, 

gen que codifica para proteínas de estrés por calor, lo cual hace que Salmonella se 

vuelva sensible a la muerte oxidativa provocada por los macrófagos.  Las dobles 

mutantes aro htrA son excelentes vacunas orales en ratón y son seguras en animales y 

en humanos171 172. 

1.5.3 Cepas de Salmonella atenuadas como vector para la expresión de antígenos 

heterólogos 

Las cepas de Salmonella atenuadas han sido bien caracterizadas en cuanto a su uso 

como transportadores de antígenos heterólogos, debido a su capacidad de generar 

respuestas inmunes tanto humorales como celulares y memoria inmunológica a largo 

plazo contra antígenos propios y heterólogos173.   

El desarrollo de Salmonellas atenuadas como vehículo para la liberación de antígenos 

heterólogos está basado en que durante la infección por Salmonella, todos los 

antígenos bacterianos y también los antígenos exógenos transportados, son liberados 

en las células presentadoras de antígeno (APC), como macrófagos y células dendríticas 

que son los blancos naturales de Salmonella, y presentados al sistema inmune. Así, 

Salmonella genera una fuerte respuesta inmune dada por los patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs) presentes en la bacteria, como LPS, CpG bacteriana, o 

lipoproteínas bacterianas, que estimulan a las APC a madurar y migrar a los órganos 

linfoides secundarios para iniciar una respuesta adaptativa. De esta manera los PAMPs 

derivados de Salmonella amplifican la respuesta inmune contra el antígeno 

heterólogo, actuando como adyuvante174. La habilidad de Salmonella de disparar 

respuestas inmunes de anticuerpos y citotóxicas tanto contra sus propios antígenos 

como contra el antígeno heterólogo que expresa, hace a este microorganismo 

atractivo para su uso en vacunas multivalentes. La bacteria recombinante puede ser 

administrada tanto por vía sistémica como en mucosas, para generar fuertes 

respuestas inmunes locales y sistémicas. A pesar de que la ruta oral ha sido la vía más 
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usada para la inmunización en mucosas, las rutas intranasal , intra-vaginal e intra-

rectal también han sido usadas con algo de éxito175. En muchos casos se ha 

demostrado que cepas recombinantes de Salmonella pueden brindar protección 

contra salmonelosis y contra el patógeno del cual deriva el antígeno heterólogo.  

En la mayoría de los casos la expresión de antígenos heterólogos en Salmonella se 

logra transformando la cepa bacteriana con un plásmido multicopia que codifica para 

el antígeno de interés bajo el control de un promotor procariota. A veces el uso de 

plásmidos de alto número de copias puede mejorar la inmunogenicidad de la 

vacuna176. Sin embargo, bajar el número de copias del plásmido resulta en un aumento 

de la estabilidad de la construcción y en la reducción de la expresión del antígeno 

heterólogo a niveles no tóxicos177. La carga metabólica que significa la expresión de 

una proteína foránea puede generar una presión selectiva en la segregación del 

plásmido. La mayoría de los plásmidos que se usan contienen un marcador de 

resistencia a antibiótico para su mantenimiento en el crecimiento en cultivo, pero la 

inestabilidad plasmídica puede surgir una vez que la bacteria está creciendo dentro de 

los tejidos en ausencia de la presión del antibiótico, lo que resulta en el desarrollo de la 

población bacteriana que ya no contiene el plásmido. La inestabilidad plasmídica 

durante la replicación in vivo provoca bajos niveles de expresión del antígeno clonado 

e inmunogenicidad pobre. Por otro lado, la expresión elevada y desregulada de 

antígenos foráneos puede resultar tóxica para la bacteria, llevando también a la 

selección de bacterias sin plásmido.  

El uso de promotores inducibles in vivo fue propuesto como una manera de asegurar 

que la expresión de las proteínas recombinantes se vea incrementada una vez que la 

bacteria llegue a los lugares apropiados en los tejidos. Así la expresión del antígeno se 

mantiene mínima hasta que la bacteria recibe el estímulo apropiado in vivo, 

mejorando la estabilidad plasmídica. Uno de los más usados y con más éxito para 

dirigir la expresión de antígenos recombinantes derivados de bacterias, virus y 

parásitos es el promotor de nirB (nitric oxide reductase) de E. coli, activado en 

condiciones anaeróbicas178 179.  
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO 

Trabajos previos de nuestro laboratorio y colaboradores, han demostrado que usando 

salmonellas vivas atenuadas como vector para PrP en modelos murinos es posible 

inducir inmunidad protectiva por vía oral quebrando la tolerancia al PrP. La infección 

oral es la principal ruta de transmisión del prion en muchas prionosis, y es por tanto 

central contar con métodos que permitan generar niveles de IgA secretoria suficientes 

como para prevenir la entrada del PrPSc antes de que entre en contacto con el PrPc. En 

el presente trabajo evaluamos la hipótesis de que también es posible inducir respuesta 

inmune en mucosas en especies de interés veterinario, alce y oveja, y quebrar la 

tolerancia al PrP, y así evaluar la capacidad de utilizar la ruta oral para la inmunización 

efectiva de estas especies. 

Este proyecto se realizó en colaboración con el Dr. Thomas Wisniewski y su equipo de 

trabajo en el Departamento de Neurología de la Universidad de Nueva York. En 

Norteamérica, la emergencia de la enfermedad de CWD en alces trae consigo el 

problema potencial de su transmisión a poblaciones humanas así como también a 

otras especies de animales. Por eso fue seleccionada esta especie, alce, para su estudio 

en este trabajo. Las construcciones a base de salmonellas vivas atenuadas que 

expresan PrP de alce fueron realizadas en nuestro laboratorio, mientras que los 

ensayos in vivo, tanto en el modelo murino como en la especie destino, están siendo 

evaluados por nuestros colaboradores en instalaciones especiales en Estados Unidos. 

Por otro lado, en este trabajo también evaluamos la inmunización en ovinos, ya que la 

enfermedad de Scrapie es un problema potencial en países ganaderos de América del 

Sur. Se han diagnosticado casos de Scrapie en Rio Grande do Sul, Brasil. Además, existe 

un estudio reciente en nuestro país en donde se analizan las frecuencias genotípicas de 

los codones asociados a esta enfermedad, en una majada de ovinos Criollos de Rocha, 

el cual reveló un alto porcentaje de animales susceptibles a desarrollar la enfermedad 

en caso de darse las condiciones ambientales propicias. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el uso de Salmonella atenuada como vector para el desarrollo de vacunas de 

mucosas contra enfermedades priónicas en especies de interés veterinario (alce y 

oveja). 

Objetivos específicos 

1. Desarrollar vectores de Salmonella que expresen el gen prnp de alce y oveja.  

En este trabajo nos planteamos desarrollar vectores de Salmonella, que produzcan la 

proteína priónica de alce u oveja para su evaluación inicial en modelos murinos y 

posteriormente en especies destino. 

 

2. Evaluar la inmunogenicidad de las construcciones  con el gen prnp de oveja en el 

modelo murino. 

En este punto pretendemos evaluar la respuesta inmune generada en el modelo 

murino usando las construcciones que expresan PrP de oveja administradas por vía 

oral.  

 

3. Ensayos preliminares de inmunización en ovejas.  

La mayoría de los estudios recientes en EETs usan ratones transgénicos, y muy poco se 

ha trabajado en el huésped natural. Nos planteamos usar las construcciones que 

expresan PrP de oveja para realizar un ensayo preliminar de inmunización en ovejas 

naïve como forma de evaluar la utilización de la ruta oral para la inmunización efectiva 

de esta especie de interés veterinario. 
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3. MATERIALES Y METODOS  

3.1 Condiciones de Bioseguridad. 

Se trabajó tomando las precauciones necesarias para la manipulación de cepas 

de Salmonella expresando la proteína PrP recombinante. Las cepas de Salmonella 

atenuadas que se utilizaron se consideran inocuas (nivel de riesgo 1), pero como 

medida general se las manejo como patógenos de nivel 2. 

Se utilizó ropa protectora, bata, guantes, tapabocas y gorros desechables en los 

ensayos de experimentación in vivo.  Para los ensayos en ratones se trabajó en cámara 

de flujo laminar clase II. Para el ensayo en ovinos se construyó en el campo 

experimental del Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, la infraestructura 

necesaria para llevar a cabo el ensayo en condiciones óptimas, la cual consta de tres 

compartimentos de tamaño apropiado para albergar 5 ovinos cada uno. Las 

instalaciones presentan una superficie lisa que puede ser lavada fácilmente y desagües 

para el lavado hacia una cámara o pozo.  

Los restos de cultivos siempre se eliminaron mediante autoclavado durante 20 min a 

121 grados celsius. Los residuos sólidos producidos por los animales se eliminaron 

como desechos biológicos en bolsas adecuadas, y las superficies se descontaminaban y 

lavaban con hipoclorito de sodio con 20g de cloro libre por litro (2%). Los instrumentos 

también son descontaminados con hipoclorito de sodio 2% durante 1 hora y 

enjuagados con agua antes de tratarlos en el autoclave durante 20 min a 121 grados 

celsius. 

3.2 Métodos utilizados para la construcción de los vectores.  

3.2.1 Materiales  

Cepas bacterianas 

Las cepas de S. Typhimurium utilizadas fueron: LVR01, atenuada a través de una 

mutación en el gen aroC,  y SL5338 (r-m+) (tabla 1). Se utilizó la cepa de Escherichia coli 

DH5α para obtener las construcciones. Una vez verificadas las construcciones por 
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restricción y secuenciación se electroporaron en la cepa destino S. Typhimurium 

LVR01, previo pasaje por la cepa S. Typhimurium SL5338 que fue usada como cepa 

intermedia para modificar los plásmidos según el sistema de restricción/modificación 

de Salmonella. 

Las cepas bacterianas fueron crecidas de forma rutinaria en Luria Broth (LB) o LB agar 

(Sigma), agregándose cuando fue necesario 100 g/ml de ampicilina o 50g/ml de 

cloranfenicol.   

Plásmidos 

Los vectores utilizados se muestran en la tabla 1.  Se utilizó la aproximación antes 

realizada en ratones, en donde se usa el vector pTECH2,  el cual permite la expresión 

de copias múltiples en tándem de un antígeno como fusión al fragmento C no tóxico 

de la toxina tetánica (TetC)180 bajo control del promotor PnirB inducible in vivo. Para 

mejorar la expresión de la proteína PrP de alce, seleccionamos el vector pGEX-4T-1 (GE 

Healthcare Life Sciences181), que permite la expresión de la proteína clonada como 

fusión a glutatión S-transferasa (GST) en su extremo N-terminal, bajo control del 

promotor Ptac inducible por IPTG y el represor lacIq. También en busca de mejorar la 

expresión de la proteína PrP de alce se utilizó el vector pBAD22182 el cual es un vector 

de expresión inducible por arabinosa bajo control del promotor PBAD. Los tres vectores 

elegidos poseen el origen de replicación del plásmido pBR322, lo que limita su número 

de copias a unas 20/célula aproximadamente. En otro intento de mejorar la expresión 

de la proteína PrP, utilizamos el plásmido pRARE (Merck183)  que contiene los genes de 

tRNAs para seis codones raros, usado para aumentar la expresión de proteínas 

eucariotas que contienen codones raramente usados en E. coli o Salmonella. Además, 

este plásmido posee el origen de replicación P15Aori compatible con el que porta el 

pTECH2. 
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Tabla 1. Cepas bacterianas y plásmidos utilizados en este trabajo. 

CEPAS Características relevantes Referencias 

E.coli   

DH5α F- endA1 hsdR17 supE44 thi1 

recA1 gyrA relA1 (lacZYA-

argF) U169, (Φ80lacZM15) 

184 

S. Typhimurium   

LVR01 aroC 185 

SL5338 galE, r- m+. 186 

PLASMIDOS Características relevantes Referencias 

pTECH2 vector de expresión 

procariota, promotor PnirB 

fusion a TetC. AmpR 

180 

pBAD22 vector de expresión inducible 

por arabinosa,  promotor PBAD 

AmpR 

182 

pGEX-4T-1 Vector de expresión inducible 

por IPTG, promotor Ptac 

fusion a GST, AmpR 

181 

pRARE CmR  tRNAs para seis codones 

raros: AUA, AGG, AGA, CUA, 

CCC, GGA  P15Aori 

183 

pLVR12 elkPrP clonado en pTECH2, 

fusionado a TetC, bajo 

control de PnirB, AmpR  

Este trabajo 

pLVR13 sheepPrP clonado en 

pTECH2, fusionado a TetC, 

bajo control de PnirB, AmpR 

Este trabajo 

pLVR14 elkPrP doble copia clonado 

en pTECH2, fusionado a TetC, 

bajo control de PnirB, AmpR  

Este trabajo 

pLVR15 sheepPrP doble copia 

clonado en pTECH2, 

fusionado a TetC, bajo 

control de PnirB, AmpR  

Este trabajo 
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pLVR16 elkPrP clonado en pBAD22, 

bajo control del promotor 

PBAD,  inducible por 

arabinosa, AmpR 

Este trabajo 

pLVR17 elkPrP clonado en pGEX-4T-1, 

bajo control del promotor 

Ptac, inducible por IPTG, 

AmpR 

Este trabajo 

pLVR18 sheepPrP clonado en pGEX-

4T-1 bajo control del 

promotor Ptac, inducible por 

IPTG, AmpR 

Este trabajo 

pLVR19 elkPrP fusionado a GST, bajo 

control de PnirB, AmpR 

Este trabajo 

pLVR20 sheepPrP fusionado a GST, 

bajo control de PnirB, AmpR 

Este trabajo 

 

Secuencias de los genes de PRNP de alce y oveja 

Las secuencias completas de los genes que codifican para PrP de alce o de oveja fueron 

obtenidas de la base de datos de NCBI.  

ELK PRNP (Cervus elaphus) (GenBank accession number: Y09761.1) alelo M 

ATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGCTGGATCCTAGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGACGTGG

GCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGAGGAGGATGGAACACTGGGGGGAGCCGATACCCGGG

ACAGGGAAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGGGGTCAGCCCCAT

GGAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGGGAC

AGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGTGGTACCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTAA

ACCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTC

GGTGGCTACATGCTGGGAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGG

ACCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGGCCAGTGGATCA

GTATAATAACCAGAACACCTTTGTGCATGACTGTGTCAACATCACAGTCAAGCAACACACAGTC

ACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATGATGGAGCGAGTTGTGG

AGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCGAGGCTTATTACCAAAGAGGGGCAAGTGT

GATCCTCTTCTCCTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGA

TAG 

SHEEP PRNP (Ovis aries) (GenBank accession number:  AJ567988) alelo VRQ 
 
ATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGTTGGATCCTGGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGACGTGG

GCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGCGGAGGATGGAACACTGGGGGGAGCCGATACCCGGG

ACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGGGGTCAGCCCCAT
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GGAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGGGAC

AGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTAA

GCCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTT

GGTGGCTACATGCTGGGAAGTGTCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGG

ACCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCA

GTATAGTAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACATCACAGTCAAGCAACACACAGTC

ACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAGCGAGTGGTGG

AGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCTTATTACCAAAGGGGGGCAAGTGT

GATCCTCTTTTCTTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGA

TAG 

 

Cebadores 

Los cebadores diseñados para las reacciones de PCR fueron comprados en IDT y 

Operon.  Los cebadores liofilizados fueron reconstituidos en buffer TE pH 7 a una 

concentración 100 M (sol. madre) y se mantuvieron a –20ºC.  La solución de trabajo 

fue de 10 M.  Los cebadores fueron especialmente diseñados para contener sitios de 

corte para enzimas de restricción en sus extremos, a fin de permitir el clonado 

direccional de los fragmentos de PCR. También se diseñaron cebadores específicos 

para la secuenciación de los insertos en cada construcción. 

Tabla 2. Cebadores usados en este trabajo.   

Nombre Secuencia (5’-3’) Usos Sitio de restricción 
(5’-3’) 

ELK PRP rev TAGAAGCTTTCCTACTATGAGAAA
AATGAGG 

Clonado           
pLVR12 
pLVR13 
pLVR16 
pLVR19 
pLVR20  
RealTime PCR 

HindIII (AAGCTT) 

ELK PRP for TAGTCTAGAATGGTGAAAAGCCA
CATAGGCAG 

Clonado            
pLVR12 
pLVR13 
pLVR16 
RealTime PCR 

XbaI (TCTAGA) 

GST5 TAGAGATCTAGGAGAGTATTCAT
GTCCCCTATACTAGG 

Clonado        
pLVR19 
pLVR20 

BglII (AGATCT) 
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pGEXelkF TAGGAATTCTCCTACTATGAGAAA
AATGAGG 

Clonado                        
pLVR17                    
pLVR18 

EcoRI (GAATTC) 

pGEXelkR TAGCTCGAGATGGTGAAAAGCCA
CATAGGCAG 

Clonado                        
pLVR17                  
pLVR18 

XhoI (CTCGAG) 

PnirF AGTGCCACCTGACGTCTAAG Secuenciación  

Ptech for ACTTCGTTCCGACCGATGAAGG Secuenciación  

Ptech rev CCAGGACCCAACGCTGCCCG Secuenciación  

pGEX5 CCAGCAAGTATATAGCATGGCC Secuenciación  

pGEX3 TGCTCCCGGCATCCGCTTAC Secuenciación  

pGEXelkF2 TAGCTCGAGATGGTGAAAAGCCA
CATAGGCAG 

Secuenciación  

pGEXelkR2 TAGGCGGCCGCTCCTACTATGAGA
AAATGAGG 

Secuenciación  

icdA F TGGTATCGGTGTTGATGTCACTC RealTime PCR  

icdA R CATCCTGGCCGTAAACCTGTGTG RealTime PCR  

En negrita se destacan los sitios de restricción agregados a los cebadores para el clonado 
direccional de los fragmentos de ADN. Nótese que dado que el comienzo y final de los genes 
prnp de alce y oveja son idénticos (ver alineamiento en ANEXO), los mismos cebadores fueron 
adecuados para amplificar uno u otro gen. 

 

3.2.2  Análisis y manipulación de ADN 

Todas las técnicas usadas se basaron en protocolos estándar de laboratorio (Sambrook 

et al. Molecular Cloning. A Laboratory Manual. 2001) Para la preparación y purificación 

de ADN (incluyendo la purificación a partir de geles de agarosa) se utilizaron los 

siguientes kits de Qiagen: QIAquick PCR Purification Kit, QIAquick Gel Extraction Kit, y 

QIAprep Spin Miniprep Kit. 

Electroforesis en geles de agarosa 

El ADN fue analizado de forma rutinaria en geles de agarosa (Invitrogen) al 0.8% o 1.5% 

en buffer TBE 0.5x.  Las bandas se visualizaron tiñendo con bromuro de etidio (0.5 

µg/ml) (Sigma).  El tamaño y concentración de los fragmentos de ADN fue estimado 



41 

 

por comparación con un estándar de peso molecular (1kb o 100bp DNA Ladder Plus, 

Fermentas) corrido en paralelo con la muestra. 

Amplificación de ADN por PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) fue utilizada para la amplificación de los 

genes de prnp de alce y oveja.  Para ello se usó un termociclador programable (Palm-

Cycler, Corbett) y el siguiente programa: primer paso, desnaturalización inicial a 95ºC 

por 5 minutos; segundo paso, 3 ciclos de 30 segundos de desnaturalización a 95ºC, 30 

segundos de annealing a 50ºC y 1 minuto de elongación a 72ºC; 27 ciclos de 30 

segundos de desnaturalización a 95ºC, 30 segundos de annealing a 60ºC y 1 minuto de 

elongación a 72ºC tercer paso, extensión final a 72ºC por 5 minutos; mantenimiento a 

4ºC. 

El volumen de reacción fue de 50µl, conteniendo 0.5µl de mezcla de dNTPs (10 mM de 

cada uno de los dNTPs: dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 5µl de buffer de reacción 10x, 2µl 

de cada uno de los primers (10µM), 1µl de ADN molde, 4µl de MgCl2 (25mM), 0.5µl (2 

unidades) de Taq DNA Polymerase (Invitrogen) y H2O ultrapura hasta completar el 

volumen. 

Restricciones enzimáticas 

Las reacciones de digestión enzimática fueron realizadas utilizando enzimas de 

restricción comerciales (New England BioLabs, Roche, Fermentas) y siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. 

Reacciones de ligación 

Las reacciones de ligación fueron realizadas overnight (o/n) a 16°C. El volumen de 

reacción fue de 10 µl, conteniendo 1 µl de la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas), 1 µl 

del buffer de reacción 10X, y el vector e inserto a ser ligados en una relación 1:5. 

Preparación y transformación de bacterias competentes 

Se prepararon células competentes de la cepa E. coli DH5α mediante el método del 

Cloruro de Calcio (CaCl2) para su transformación con las ligaciones.  Un cultivo crecido 
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por 16 horas (o/n) de la cepa fue diluido 1/100 e incubado a 37ºC, con agitación, hasta 

alcanzar una DO600=0.5 (aprox. 2 horas).  Las bacterias se incubaron en hielo por 10 

minutos y se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos, a 4ºC.  Las células se 

resuspendieron en la mitad del volumen inicial de 50mM CaCl2 frío y se incubaron en 

hielo por 10 minutos. Nuevamente fueron centrifugadas y se resuspendieron en 1/20 

del volumen inicial de 50mM CaCl2 frío conteniendo glicerol 20%. Las bacterias se 

alicuotaron de a 200 µl, se les agregó la mezcla de ligación y se incubaron en hielo 

durante 30 minutos.  Posteriormente se les realizó un choque de calor a 42ºC por 2 

minutos y se volvieron a colocar en hielo por 1 minuto.  Se agregaron 0.8 ml de LB 

precalentado y se incubó por 90 minutos a 37ºC y 80rpm.  Finalmente, las bacterias se 

plaquearon en LB agar con el antibiótico apropiado. 

Electroporación de cepas de Salmonella  

Para transformar las cepas de S. Typhimurium SL5338 y LVR01 se utilizó la técnica de 

electroporación.  

Las bacterias electrocompetentes fueron preparadas como sigue: un cultivo o/n de 

Salmonella fue diluido 1/100 e incubado con agitación a 37ºC hasta alcanzar una 

DO600=0.5 (aprox. 2 horas).  Las bacterias se centrifugaron por 20 minutos a 3000 rpm 

a 4ºC.  Las células fueron resuspendidas en el mismo volumen de H2O MilliQ fría y 

centrifugadas como se dijo anteriormente.  Luego fueron resuspendidas en la mitad 

del volumen inicial de H2O MilliQ fría y se volvieron a centrifugar.  Las bacterias se 

resuspendieron en 1/10 del volumen inicial de H2O MilliQ fría conteniendo glicerol 10% 

y centrifugadas nuevamente.  Finalmente, las bacterias se resuspendieron en 1/100 de 

H2O MilliQ con glicerol 10%, alicuotadas de a 60μl y guardadas a –80ºC, por no más de 

6 meses.  

Para la electroporación, se mezclaron en un tubo eppendorf frío 1µl (100-200ng) de 

ADN plasmidico y 60µl de células electrocompetentes.  La mezcla se incubó en hielo 

por 1 minuto y se pasó a una cubeta de electroporación fría.  Se administró un pulso 

eléctrico (1750V, 50mA, 89W) mediante un electroporador (Bio-Rad).  Luego de esto, 

las bacterias se transfirieron rápidamente a 2 ml de LB precalentado a 37°C y 
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suplementado con glucosa 20 mM y se incubaron a 37ºC, sin agitación, durante 90 

minutos.  Las bacterias se plaquearon en LB agar con el antibiótico apropiado.  

Luego de la electroporación, fue chequeada la integridad del LPS de las bacterias en las 

colonias seleccionadas mediante aglutinación en lámina con el suero anti-O4 y 

verificación de ausencia de autoaglutinación. 

 

Clonado del gen de prnp de alce y oveja en pTECH2 

Los genes que codifican para PrP de alce y oveja fueron amplificados por PCR,  el gen 

de alce se obtuvo utilizando como molde el ADN copia de dicho gen, y el de oveja se 

amplificó a partir del plásmido pDNR-1, ambos cedidos gentilmente por los Drs. 

Wisniewski y Goñi de la Universidad de Nueva York. Los cebadores usados (ElkPrP rev y 

ElkPrP for, Tabla 1) fueron diseñados para obtener como producto la secuencia de 

prnp con los sitios de restricción a sus extremos.  El cebador directo presenta un sitio 

de corte para XbaI en el extremo 5’ mientras que el reverso contiene un sitio de corte 

para HindIII en el extremo 5’.  Además, el cebador directo fue diseñado de manera que 

luego de la ligación del inserto en el vector, el marco abierto de lectura del gen prnp 

entre en fase con el marco de lectura de TetC. Así, el producto final es una proteína de 

fusion TetC-PrP. El cebador reverso contiene el codón stop propio del gen prnp. 

Los genes prnp de alce y oveja fueron clonados en el plásmido pTECH2, entre los sitios 

XbaI y HindIII, obteniendo así las construcciones pLVR12 y pLVR13 respectivamente 

(figura 3).  
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La construcción de los vectores pTECH2 con dos copias de prnp se realizó mediante la 

digestión de las construcciones pLVR12 y pLVR13 con las enzimas de restricción XbaI y 

BglII, y SpeI y BglII; los fragmentos conteniendo la copia de prnp en cada caso se 

purificaron, y se ligaron entre sí, dado que los extremos cohesivos dejados por el corte 

con SpeI y XbaI son compatibles. Como resultado se obtuvieron las construcciones 

pLVR14 y pLVR15 (figura 4) las cuales expresan dos copias en tándem de los genes 

respectivos (manteniendo la fase de lectura). 

Figura 3. Esquema de clonado del gen prnp de alce en pTECH2 para realizar la construcción pLVR12. La 

construcción de pLVR13 con el gen de oveja se realizó de la misma manera. 
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Clonado del gen prnp de alce y oveja en pGEX-4T-1 

En este caso, el cebador directo presenta un sitio de corte para EcoRI en el extremo 5’ 

mientras que el cebador reverso contiene un sitio de corte para XhoI en el extremo 5’ 

(pGEXelkF y pGEXelkR, Tabla 1). Además, el cebador directo fue diseñado de manera 

que luego de la ligación del inserto en el vector, el marco abierto de lectura de prnp 

entre en fase con el marco de lectura de GST, obteniéndose así como producto final 

una proteína de fusión GST-PrP. El cebador reverso contiene el codón stop propio del 

gen prnp. 

Figura 4. Clonado en tandem de dos copias del gen prnp de alce para realizar la construcción pLVR14. La 

construcción de pLVR15 con dos copias del gen de oveja se realizó de la misma manera. 
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Los genes prnp de alce y oveja fueron clonados en el plásmido pGEX-4T-1, entre los 

sitios EcoRI y XhoI, obteniendo así las construcciones pLVR17 y pLVR18 

respectivamente (figura 5).  

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de clonado del gen de prnp de alce en pGEX-4T-1 para obtener la construcción pLVR17. La 

construcción de pLVR18 con el gen de oveja se realizó de la misma manera. 
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Generación de nuevas construcciones con la fusión GST-PrP bajo control del promotor 

PnirB 

Las fusiones GST-PrP de alce y oveja fueron amplificadas a partir de las construcciones 

en pGEX4T-1 (pLVR17 y pLVR18) con cebadores que presentan los sitios de restricción 

BglII y HindIII para permitir el clonado direccional en pTECH2 reemplazando el gen del 

fragmento C de la toxina tetánica (GST5 y ElkPrPrev, tabla 1). En estas nuevas 

construcciones, las proteínas de fusión GST-PrP son expresadas bajo control del 

promotor inducible in vivo PnirB y se mantiene el resto del esqueleto plasmídico 

incambiado respecto a las construcciones en pTECH2. Las construcciones resultantes 

fueron llamadas pLVR19 para alce y pLVR20 para oveja (figura 6). 

 

 

Figura 6. Clonado de GST-PrP de alce en pTECH2 reemplazando el fragmento C de la toxina 

tetánica, para dar lugar al pLVR19. La construcción del pLVR20 con el gen de oveja se realizó de la 

misma manera 
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Clonado del gen prnp de alce en pBAD22 

El gen prnp de alce fue amplificado usando los mismos cebadores que en el clonado en 

pTECH2. El producto de PCR resultante y el plásmido pBAD22 fueron digeridos con 

XbaI y HindIII y luego ligados obteniendo la construcción pLVR16 (figura 7). 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema de clonado del gen prnp de alce en pBAD22 para obtener la construcción pLVR16. 
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Transformación con pRARE 

Se generaron células competentes de E. coli conteniendo las construcciones pLVR12 y 

pLVR14 y se transformaron con el plásmido pRARE. Las colonias transformantes fueron 

seleccionadas mediante plaqueo en LBA con amplicilina y cloranfenicol y luego 

analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa.  

Secuenciación de las construcciones 

Todas las construcciones fueron enviadas al servicio de secuenciación de la Unidad de 

Biología Molecular del Instituto Pasteur para verificar la secuencia de los insertos y de 

las zonas de fusión inserto-vector. 

 

Tratamiento con Proteinasa K 

Todas las construcciones fueron enviadas a nuestros colaboradores en la Universidad 

de Nueva York. Allí fueron analizadas mediante digestión con proteinasa K como 

control de que efectivamente se trata de la proteína prionica no infecciosa. 

 

3.2.3  Análisis de la expresión de proteínas 

Preparación de lisados bacterianos 

El estudio de la producción de las proteínas PrP de alce y oveja a partir de los 

plásmidos construidos (tabla 3) se realizó por Western Blot (ver a continuación) sobre 

lisados de cultivos bacterianos en fase exponencial de crecimiento.  Estos se 

obtuvieron por el siguiente protocolo: se realizó una dilución 1/100 de un cultivo o/n 

en caldo LB con el antibiótico adecuado (volumen final 10 ml) y se incubó a 37ºC con 

agitación durante 2 horas, previa adición del inductor en el caso que corresponda 

(0.5mM de IPTG, o 0.2% de L-arabinosa, ambos de Sigma).  Las bacterias se 

centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C y el pellet se resuspendió en 500 µl de 

PBS, 0.15mM PMSF, 5mM EDTA, y fue sonicado mediante 6 pulsos de 10 segundos 

cada uno separados por intervalos de 1 minuto en hielo. Las muestras sonicadas se 
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centrifugaron a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C y se midió la concentración de 

proteínas totales en el sobrenadante por el método de Bradford (Sigma).  

Electroforesis en gel de poliacrolamida (SDS-PAGE) 

Las muestras fueron analizadas por fraccionamiento según peso molecular en geles de 

poliacrilamida en presencia de agente desnaturalizante.  Se utilizó el sistema Mini-

PROTEAN II Cell (Bio-Rad).  La concentración de acrilamida en los geles de separación 

fue siempre de 12%.  La composición de los geles de separación fue 0.5 M Tris-HCl pH 

8.8 (Sigma), 0.1% SDS (Sigma), 12% acrilamida (solución al 30% acrilamida/bis-

acrilamida, Sigma), 0.1% persulfato de amonio (APS, Sigma) y 0.05% TEMED (Sigma).  El 

gel concentrador fue de 4% acrilamida, con 0.125 M Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% 

APS y 0.05% TEMED.  Se cargaron cantidades constantes de proteínas de cada muestra 

(30µg) y de los controles positivos (1µg). Las muestras fueron incubadas con el buffer 

de carga por 5 minutos a 37°C antes de sembrar en el gel.  El peso molecular de los 

distintos componentes proteicos de las muestras fue estimado por comparación con el 

marcador PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas). Las corridas se realizaron 

a amperaje constante (20 mA/gel), en buffer de corrida (Tris-glicina).  Los geles se 

tiñeron con azul de Coomasie o fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa 

para análisis por Western Blot. 

Western Blot 

Luego de realizadas las corridas electroforéticas, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (Sigma) utilizando un Mini Trans-blot transfer cell (Bio-

Rad).  Luego de la transferencia se realizó un bloqueo con TBS 0.1% Tween20 (TBST), 

5% leche, por 1 hora con agitación a temperatura ambiente. Se dispone de anticuerpos 

monoclonales contra las PrP de ambas especies, así como también de las proteínas 

normales recombinantes purificadas de oveja y ciervo, cedidas por el Departamento de 

Neurobiología de la NYU, que se usaron como controles positivos. Los sueros fueron 

incubados por una hora a 37ºC con agitación y luego o/n a 4°C en una dilución 1:1000 

en buffer TBST 0.1% BSA (Sigma).  El conjugado (anti mouse IgG conjugado a 

peroxidasa (GE))  se incubó 1 hora a temperatura ambiente en una dilución 1:2500 en 
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buffer TBST 0.1% BSA (Sigma).  Los blots se revelaron por quimioluminiscencia usando 

el Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) como solución sustrato, 

realizando exposiciones a diferentes intervalos de tiempo en un analizador de 

imágenes (Gbox, Syngene). 

Análisis de expresión del gen prnp de alce clonado por PCR cuantitativa en tiempo 

real 

La expresión del gen PRNP de alce en las construcciones derivadas de pTECH2 se 

analizó mediante cuantificación relativa de los niveles de ARNm mediante PCR 

cuantitativa en tiempo Real (qRT-PCR) (Rotor-Gene 6000, Corbett) usándose el gen 

icdA como housekeeping o normalizador interno y la construcción pLVR15 como 

condición calibradora, ya que en este caso observamos buena expresión de la proteína 

mediante el análisis por Western Blot. 

 Se extrajo el ARN total de bacterias crecidas en fase exponencial en caldo LB con 

ampicilina, utilizando el kit comercial RNeasy® Protect Bacteria Mini Kit de Qiagen. Las 

muestras de ARN se cuantificaron mediante espectrofotometría usando un Nanodrop 

(Thermo Scientific) y se trataron con DNAsa previamente a su retrotranscripción. Para 

ello 1 µg de ARN se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente con 0.4µl de 

DNasa (Invitrogen), 1 µl de buffer de reacción 10X en un volumen final de reacción de 

9.4µl. Una vez finalizada la incubación se le agregó 1 µl de EDTA 25mM a cada muestra 

y se incubó a 65°C por 10 minutos para inactivar la DNAsa. A continuación los ARNs se 

sometieron a la reacción de transcripción reversa, para lo cual se les añadieron 10µl de 

una mezcla conteniendo 1µl de mezcla de dNTPs (10 mM cada uno), 4µl de buffer de 

reacción 5x, 1µl de random primers (200ng/µl), 1µl RNase OUT, 2µl DTT (0.1M), 1µl de 

M-MLV (200U/µl)(Invitrogen). Las reacciones se sometieron al siguiente ciclado:  25ºC 

por 10 minutos, 37ºC por 50 minutos y 70ºC por 15 minutos. El ADN copia así obtenido 

fue usado como molde en las reacciones de qRT-PCR.  

La qRT-PCR (Sybr Green, Quiagen) se realizó usando los cebadores ELKPRP rev y for 

(que hibridan al 100% con la secuencia equivalente del gen prnp de oveja) e icdA F y R 

(Tabla 1). El volumen de reacción fue de 10µl, conteniendo 2µl del cDNA previamente 
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diluído en H2O UP, 5µl de Sybr Green, 0.3µl de cada uno de los cebadores (10µM), y 

H2O hasta completar el volumen. Para calcular la cantidad relativa de ARNm de prnp 

de alce respecto a los niveles de ARNm para prnp de oveja, se usó el método del 2-Ct. 

Brevemente, el valor de Ct para prnp de alce se normalizó respecto al Ct del gen icdA 

en cada muestra y luego se dividió por los niveles de prnp de oveja previamente 

normalizados con icdA. Así se obtuvieron los valores del “fold change” o niveles 

relativos de ARNm de prnp de alce respecto a los de ARNm de prnp de oveja. 

3.2.4 Estabilidad de las construcciones 

Evaluación de la estabilidad in vitro. 

Se inocularon  colonias aisladas de cada construcción en caldo LB con ampicilina y se 

incubó por 16 horas a 37º C con agitación a 200 rpm.  Una dilución 1/100 del cultivo 

anterior se sembró en caldo LB sin antibiótico y se incubó por 6 horas a 37º C con 

agitación a 200 rpm.  Se realizaron diluciones seriadas apropiadas en PBS del cultivo y 

se sembraron 100 l en placas de LBA (LB Agar) con y sin antibiótico por duplicado.  

Las placas fueron incubadas por 16 horas a 37º C y las colonias fueron cuantificadas 

para calcular el porcentaje de bacterias portadoras de plásmido (determinadas en las 

placas de LBA con antibiótico) sobre el número de bacterias totales (determinadas en 

las placas de LBA sin antibiótico).  

Evaluación de la estabilidad in vivo. 

Los protocolos de los ensayos en el modelo murino fueron aprobados por la Comisión 

Honoraria de Experimentación Animal (CHEA). Se utilizaron ratones C57BL/6, hembras, 

de 6-8 semanas de edad, comprados al Dirección de Laboratorios Veterinarios (DILAVE, 

Uruguay) y mantenidos en el bioterio del Departamento de Desarrollo Biotecnológico 

del Instituto de Higiene, en cajas ventiladas con aire filtrado, con agua y ración ad 

libitum. La sala mantenía temperatura adecuada, 15 intercambios de aire por hora y 

ciclos de 12 horas luz – 12 horas oscuridad. Los ratones fueron inoculados por vía oral 

mediante sonda orogástrica con aproximadamente 1x1010 UFC/ml en PBS, o por vía 

intravenosa (i.v.) con aproximadamente 1x106 UFC/ml en PBS, en un volumen de 

200μl, de las construcciones con el PrP de oveja, crecidas o/n en caldo LB con 
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ampicilina, y con IPTG para el caso de la construcción en pGEX4T-1. Se sacrificaron 3 

ratones por punto de evaluación, a saber inoculados por vía i.v. a los días 3 y 7, y por 

vía oral a los días 3 y 10. Se extrajo el bazo, se homogeneizó en 1 ml de PBS estéril, y se 

plaquearon 100 ul del homogeneizado en placas de LBA con y sin ampicilina. Las placas 

fueron incubadas por 16 horas a 37º C y las colonias fueron cuantificadas para calcular 

el porcentaje de bacterias portadoras de plásmido (determinadas en las placas de LBA 

con antibiótico) sobre el número de bacterias totales (determinadas en las placas de 

LBA sin antibiótico). 

 

3.3  Métodos utilizados para la evaluación de la inmunogenicidad de los vectores in 

vivo 

3.3.1  Inmunogenicidad de las construcciones de oveja en ratones C57BL/6 

Animales 

Los protocolos de los ensayos en el modelo murino fueron aprobados por la Comisión 

Honoraria de Experimentación Animal (CHEA). Se utilizaron ratones C57BL/6, hembras, 

de 6-8 semanas de edad, comprados al Dirección de Laboratorios Veterinarios (DILAVE, 

Uruguay) y mantenidos en el bioterio del Departamento de Desarrollo Biotecnológico 

del Instituto de Higiene, como fue descrito previamente. 

Crecimiento del inóculo 

Un cultivo o/n de Salmonella LVR01 portando las construcciones de oveja a usar fue 

diluido 1/100 en LB con antibiótico e incubado con agitación a 37ºC por 16 horas.  Las 

bacterias se centrifugaron por 10 minutos a 4000 rpm y se resuspendieron en el 

volumen apropiado de PBS estéril para llegar a la concentración adecuada a inocular. 

Ensayo de inmunización 

Tres grupos de 10 ratones fueron inmunizados por vía oral mediante sonda orogástrica 

con 200μl de Salmonella LVR01 portando las construcciones pLVR15, pTECH2, 

(aproximadamente 1x1010 UFC/ml en PBS) o con PBS como control. Las inmunizaciones 
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fueron repetidas 4 veces a intervalos de una  semana. En los días 0 y 27 del 

experimento se recolectó sangre de la vena lateral de la cola (aproximadamente 0.1ml) 

y heces. Al día 58 y 65 del experimento se les administraron dos refuerzos de 

Salmonella LVR01 con la construcción pLVR20, pTECH2, o PBS respectivamente. Una 

semana después se volvió a recolectar sangre y heces. 

Adsorción de muestras de sangre y heces con extractos de E. coli y Salmonella. 

Para purificar las muestras de sangre y heces obtenidas se realizó una pre-adsorción de 

las mismas con extractos de E. coli y Salmonella, para eliminar de esa manera los 

anticuerpos que reconozcan proteínas bacterianas. Se creció un cultivo o/n de las 

cepas de E. coli DH5α y Salmonella LVR01 por separado. Se realizó un lavado en PBS y 

se juntaron y resuspendieron en el volumen original de PBS. Se alicuotaron en tubos 

de a 400µl, se centrifugaron a 4000rpm por 10 minutos y los pellets se congelaron por 

aproximadamente una hora a – 80°C. Luego se les dio un golpe de calor en un baño a 

37°C y se incubaron con las muestras por una hora a 37°C en agitación. Se 

centrifugaron y se guardó el sobrenadante para analizar mediante la técnica de ELISA. 

Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas  (ELISA) 

Para evaluar los niveles de anticuerpos IgG e IgA específicos para PrP recombinante de 

oveja y para TetC en el suero y heces de animales inmunizados,  se realizaron estudios 

de ELISA. En cada placa se incluyeron sueros positivos y negativos, como control, 

apropiados a cada caso. 

ELISA contra PrP de oveja 

Placas de 96 pocillos (Nunc Immunoplate MaxiSorp) fueron sensibilizadas con  6 µg/ml  

de PrP recombinante de oveja en 50 µl de buffer PBS por pocillo, y se incubaron o/n a 

4°C en cámara húmeda.  El bloqueo se realizó con seroalbúmina bovina (BSA, Sigma) 

1% en 100 µl de Superblock (Termo Scientific), incubando durante 1 hora a 37°C.  Los 

sueros y heces fueron sembrados en diluciones apropiadas en 50 µl de PBS-Tween 

0.05% (PBST) BSA 0.1% e incubados o/n a 4°C. El anticuerpo conjugado a peroxidasa 

(anti mouse IgG (GE) o anti mouse IgA (Sigma)) fue agregado en una dilución apropiada 
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(1/5000 IgG, 1/1000 IgA (v/v)) e incubado 1 hora a 37°C. El revelado se realizó con TMB 

(Sigma). La solución de revelado fue incubada 15 minutos a temperatura ambiente y la 

reacción se paró con 20 µl de H2SO4 2 M. Las placas se leyeron a 450nm. 

ELISA contra TetC 

Placas de 96 pocillos (Nunc Immunoplate MaxiSorp) fueron sensibilizadas con 50 

µl/pocillo de una dilución 1:5000 de toxoide tetánico en PBS por pocillo, y se incubaron 

o/n a 4°C en cámara húmeda.  El bloqueo se realizó con seroalbúmina bovina (BSA, 

Sigma) 1% en 100 µl de PBST, incubando durante 1 hora a 37°C.  Los sueros fueron 

sembrados en diluciones apropiadas en 50 µl de la solución de bloqueo e incubados 

por 1 hora a 37°C. El conjugado anti mouse IgG (GE) fue agregado en una dilución 

1/5000 (v/v) e incubado 1 hora a 37°C. El revelado se realizó con OPD (0,4 mg/ml) 

(Sigma) en una solución de 25% ácido cítrico 0,1 M, 25% NaHPO3 0,2 M y 50% H2O.  En 

el momento de usar se agregaron 0,4 µl/ ml de H2O2.  La solución de revelado fue 

incubada 15 minutos a 37°C y la reacción se paró con 15 µl de H2SO4 3 M. Las placas se 

leyeron a 450nm. 

3.3.2  Ensayos preliminares de inmunización en ovejas.  

Animales 

Los protocolos de los ensayos en el modelo ovino fueron aprobados por la Comisión 

Honoraria de Experimentación Animal (CHEA). Se utilizaron ovejas Corriedale de 

aproximadamente un año de edad. Se construyó la infraestructura necesaria en el 

Campo Experimental del Instituto de Higiene para llevar a cabo el ensayo en 

condiciones óptimas, la cual consta de tres compartimientos de tamaño apropiado 

para albergar 5 ovinos en cada uno. Las instalaciones presentan una superficie lisa 

que puede ser lavada fácilmente, y comederos para administrar alimento (fardos y 

ración). Previo al comienzo del ensayo, las ovejas fueron evaluadas para la presencia 

de Salmonella en las heces, sembrando las muestras en caldo de enriquecimiento 

tetrationato. Luego de 24hs de incubación a 37ºC, los caldos se plaquearon en placas 

de agar Salmonella Shigella y se incubaron por 16hs a 37ºC. 
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Crecimiento del inóculo 

Un cultivo o/n de Salmonella LVR01 portando las construcciones de oveja a usar fue 

diluido 1/100 en caldo LB con ampicilina e incubado con agitación a 37ºC por 16 horas.  

Las bacterias se centrifugaron por 10 minutos a 4000 rpm y fueron resuspendidas en el 

volumen apropiado de PBS estéril para llegar a la concentración adecuada a inocular. 

Ensayo de inmunización y recolección de muestras. 

En la semana previa a la primera inoculación se tomaron muestras (T0) de la siguiente 

manera: 

    -Saliva: con una jeringa de 10 ml se toma muestra de saliva de la boca del animal, se 

llegan a colectar aproximadamente 500µl, luego se pasa a un tubo con 500µl de PBS, 

0.2% SDS, 1mM PMSF. Las muestras se centrifugan a 5000rpm por 10 minutos y los 

sobrenadantes se guardan a -20°C. 

    -Heces: se colectan deposiciones frescas directamente del recto del animal en una 

bolsa de pvc/nylon y se mantienen a  4 °C. Las heces se pesan y se homogenizan en  3 

ml de PBS para sembrar en caldo tetrationato y controlar la presencia de Salmonella, y 

en 3 ml de PBS-SDS–PMSF para luego centrifugar a 14000 rpm por 20 minutos y 

guardar el sobrenadante a -20°C. 

    -Sangre: se colectan 5ml de sangre de la vena yugular externa, se separa el suero y 

se guarda a -20°C. 

En la noche previa a las inoculaciones los animales fueron privados de alimento pero 

no de agua. Luego de por lo menos 12 horas de ayuno, cada animal fue inoculado por 

vía oral con 1010ufc/ml de Salmonella LVR01 pLVR15, o LVR01 pTECH2, en 5mL de  PBS. 

Luego de asegurarse que el animal tragó la muestra, se les dio 20ml de solución salina. 

El grupo control recibió 20ml de solución salina. Los animales se mantuvieron sin 

comida por otras dos horas. 

Se realizaron otras tres inoculaciones más, a intervalos de una semana, y siete días 

después de la cuarta inoculación se tomaron muestras de saliva, heces  y sangre (T1). 
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Los animales recibieron dos refuerzos orales de la construcción LVR01 pLVR20, LVR01 

pTECH2, o PBS respectivamente, en los días 63 y 70 del experimento. Al día 76 se 

recolectaron muestras de saliva, heces y sangre nuevamente (T2). 

ELISA 

Para evaluar los niveles de anticuerpos IgG e IgA específicos para Prp de oveja y para 

TetC en el suero, heces y saliva de los animales inmunizados,  se realizaron estudios de 

ELISA, similares a los descritos  para ratón, pero usando anticuerpos conjugados a 

peroxidasa anti-sheep IgA e IgG (Bethyl, Sigma). 

 

3.4  Análisis Estadístico. 

Los datos obtenidos de los ensayos de ELISA fueron analizados usando el Test de 

Mann-Whitney (GraphPad Prism 4.0 software), considerando estadísticamente 

significativo un valor de P<0.05.  
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4. RESULTADOS 

La cepa LVR01 auxotrófica para aroC fue transformada con los plásmidos pTECH2 o 

pGEX-4T-1,  conteniendo el gen que codifica para la proteína prionica de alce u oveja, 

bajo control del promotor PnirB o Ptac respectivamente.  Se realizó una construcción 

más reemplazando el gen del fragmento C de la toxina tetánica del vector pTECH2, por 

la fusión GST-PrP de la construcción en el vector pGEX-4T-1. Se estudió la producción 

de las proteínas clonadas, así como la estabilidad de las diferentes construcciones in 

vitro e in vivo.  La respuesta inmune generada se evaluó en ratones y ovejas, mediante 

la inmunización por vía oral con las distintas construcciones de Salmonella portando 

los diversos plásmidos con el gen que codifica para la proteína PrP de oveja.  

 

4.1 Desarrollo de vectores de Salmonella que expresen PrP de alce u oveja.  

Construcción de plásmidos derivados de pTECH2 conteniendo una o dos copias en 

tándem de los genes prnp de alce u oveja  

Inicialmente abordamos la construcción de plásmidos derivados de pTECH2 portando 

los genes prnp de alce u oveja obteniendo las construcciones pLVR12 y pLVR13 

respectivamente (figura 3).  

El gen prnp de alce se obtuvo por PCR, utilizando como molde el ADN copia de dicho 

gen, y el de oveja se amplificó a partir del plásmido pDNR-1. Ambos genes fueron 

amplificados con cebadores específicos que incluyen sitios de restricción para el 

clonado direccional del fragmento en pTECH2 de forma similar a como se había hecho 

previamente con el gen Prnp de ratón154 155(figura 8). Tanto el plásmido pTECH2 como 

los fragmentos de PCR fueron digeridos enzimáticamente con XbaI y HindIII (figura 9).  

Luego de la restricción, plásmido  e inserto fueron ligados. 
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La construcción de los vectores pTECH2 con dos copias en tándem de prnp se realizó 

en forma similar a lo previamente descrito para el gen Prnp de ratón148  mediante la 

digestión de las construcciones pLVR12 y pLVR13 con las enzimas de restricción XbaI y 

BglII, y SpeI y BglII. Los fragmentos conteniendo la copia de prnp en cada caso se 

purificaron, y se ligaron entre sí (ver explicación en Materiales y Métodos, figura 4). Las 

construcciones así obtenidas fueron llamadas pLVR14 y pLVR15, para alce y oveja 

respectivamente. 

Para chequear las construcciones, los plásmidos portando una copia de prnp fueron 

digeridos con XbaI y HindIII para liberar el inserto.  Esta restricción da como resultado 

dos bandas de 3769 y 771pb, correspondientes al vector y al inserto respectivamente 

Las construcciones con dos copias del gen fueron digeridas con las enzimas XbaI y SpeI, 

generando dos bandas de 3769 y 1542 pb correspondientes al vector y al doble inserto 

respectivamente (figura 10).  

Figura 9. Digestiones con XbaI y HindIII 

de los genes prnp de alce y oveja  

(carriles 2 y 3 respectivamente) y el 

vector pTECH2 (carriles 4 y 5) de 3769 

pb (carril 1: 1kb DNA Ladder, 

Fermentas).  
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Figura 8. Producto de amplificación 

por PCR de prnp de alce y oveja 

(carriles 2 y 3 respectivamente). 

Ambos con un tamaño de 771pb 

(carril 1: marcador de peso molecular 

100bp DNA Ladder, Fermentas) 
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Expresión de PrP de alce y oveja a partir de pTECH2 en la cepa LVR01 

La producción de PrP de alce y oveja en pTECH2 fue analizada por Western Blot, 

usando un anticuerpo monoclonal anti-PrP, cedido gentilmente por nuestros 

colaboradores de la Universidad de Nueva York (figura 11). Se cargaron 30 µg de cada 

lisado, y 1µg de la proteína recombinante purificada usada como control. 

Observamos que para el PrP de oveja se logra una buena expresión en pTECH2 tanto 

para una copia (ver carril 4, figura 11, donde se observa una banda de 78 kDa. que 

corresponde a la fusión de PrP de 28 kDa. con  TetC de 50 kDa.) como para dos (ver 

carril 5, figura 11, donde se observa una banda de 106 kDa.) Sin embargo, para la 

proteína de alce solo logramos ver expresión en la construcción que presenta las dos 

copias (carril 3, figura 11), siendo esta muy pobre comparada con la expresión 

observada para la proteína de oveja.  
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Figura 10. Chequeo por restricción. Carril 1: 1kb DNA 

Ladder, Fermentas. Carriles 2 y 3: pLVR12 sin digerir, y 

digerido con XbaI y HindIIII, Carriles 4 y 5: pLVR14 sin 

digerir y digerido con XbaI y SpeI, Carriles 6 y 7: pLVR15 

sin digerir y digerido con XbaI y SpeI, Carriles 8 y 9: 

pLVR13 sin digerir y digerido con XbaI y HindIII.  

 



61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Western Blot para análisis de la producción de PrP a partir de las construcciones en pTECH2 

en la cepa LVR01. Carril 1: pTECH2, carril 2: pLVR12, carril 3: pLVR14, carril 4: pLVR13, carril 5: pLVR15, 

carril 6: control positivo SheepPrP recombinante 28kDa. Las flechas indican las bandas de interés.  

 

Análisis de la expresión de PrP de alce mediante PCR cuantitativa en tiempo real 

Los análisis por Western Blot indicaron una  producción de la proteína PrP de alce a 

partir de las construcciones hechas en pTECH2 mucho más pobre que la proteína de 

oveja a partir de las mismas construcciones. Esto puede deberse a una menor 

transcripción del gen o menor estabilidad del ARNm, o a una menor traducción o 

estabilidad de la proteína. Para discernir entre estas posibilidades decidimos 

cuantificar la expresión del gen prnp de alce a partir de las distintas construcciones 

mediante qRT-PCR. Se cuantificaron los niveles de  ARNm para prnp de alce en cepas 

portadoras de las construcciones pLVR12 y pLVR14, normalizándolos con los niveles 

del gen housekeeping icdA,  y se hicieron relativos a los niveles de ARNm para PRNP de 

oveja en la cepa portadora de pLVR15 que mostró buenos niveles de proteína en el 

western blot. Esto pudo ser posible gracias a que los mismos cebadores usados para 

amplificar el gen prnp de alce sirven para amplificar el gen prnp de oveja. 

1      2        3       4        5          6      

28kDa. 
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Los resultados indican que los niveles de ARNm para el gen de alce expresado a partir 

de la construcción con una sola copia son casi 2 veces menores que los del gen de 

oveja, y los de la construcción con doble copia de alce son 15 veces menores.  Estos 

resultados explican en parte por qué los niveles de proteína PrP de alce observados en 

el western blot son menores que los de la proteína de oveja (figura 11). Sin embargo, 

no explican por qué los niveles observados de PrP de alce expresada a partir del 

plásmido con doble copia del gen son mayores que a partir de la copia simple. 

 

Tabla 4. Resultados de qRT-PCR para prnp de alce. 

 Niveles relativos de ARNm 
(respecto a pLVR15)  

Inverso de los 
niveles relativos de 

ARNm 

pLVR12 0.5946 1.68 

pLVR14 0.0647 15.45 

pLVR15 1.0000 1.00 

 

 

Construcción de pLVR16 

Dado que la proteína PrP de alce mostró una producción pobre cuando expresada a 

partir de PnirB, decidimos usar vectores alternativos, que expresen de manera inducible 

los genes clonados.  

El gen prnp de alce fue amplificado por PCR con los mismos cebadores usados en la 

construcción anterior. El vector de expresión pBAD22 y el gen amplificado fueron 

digeridos con las enzimas XbaI y HindIII (Figura 12) y luego ligados para obtener la 

construcción pLVR16. Esta fue chequeada por restricción para liberar el inserto, 

generando dos bandas, una de 4542 pb y otra de 771 pb correspondientes al vector y 

al inserto respectivamente (Figura 13). 
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Transformación con pRARE 

Otro abordaje alternativo para mejorar el nivel de expresión de la proteína PrP de alce 

a partir de los vectores derivados de pTECH2 fue la co-transformación de la cepa con el 

pRARE, un plásmido que expresa ARNts que reconocen codones raros en E. coli y 

Salmonella, ya que analizando la secuencia de PrP de alce vimos que presenta dichos 

codones. Para esto se generaron células competentes DH5α portando las 

construcciones pLVR12 y pLVR14 y  se transformaron con el plásmido pRARE. La 

selección se realizó en placas de LBA con ampicilina y cloranfenicol. A las colonias 

candidatas se les extrajo los plásmidos y se analizaron en geles de agarosa. 

Observamos que obtenemos dos bandas de similar tamaño correspondientes a los 

plásmidos linealizados pRARE y pLVR12, o pRARE y pLVR14, cuyos tamaños son 4694pb 

para el pRARE y 4540pb y 5311pb para pLVR12 y pLVR14 respectivamente. (Figura 15)  

Figura 12. Digestiones con XbaI y 

HindIII de pBAD22 (carril 2 sin digerir, 

carril 3 digerido) y prnp de alce (carril 

4). Carril 1: 1kb DNA Ladder, 

Fermentas.  
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Figura 13. Chequeo por restricción de dos 

colonias transformantes durante la 

construcción pLVR16. Ambas presentan el 

patrón de bandas esperado. Los carriles 2 y 4 

son las construcciones sin digerir, los carriles 

3 y 5 digeridas para liberar el inserto. Carril 1: 

1kb DNA Ladder, Fermentas. 
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Figura 14. Chequeo de transformantes. Carril 1: 1kb 

DNA Ladder, Fermentas. Carriles 2 y 3: pRARE sin 

digerir y linealizado respectivamente, peso molecular 

pRARE: 4694pb. Carriles 4 y 5: pLVR12-pRARE sin 

digerir y linealizados, tamaño pLVR12: 4540pb. 

Carriles 6 y 7: pLVR14-pRARE sin digerir y 

linealizados, peso molecular pLVR14: 5311pb.  

 

 

 

 

Expresión de PrP de alce en pBAD22 y transformación con pRARE 

Analizamos por Western Blot la expresión de PrP de alce a partir de la construcción en 

pBAD22, así como también a partir de las construcciones en pTECH2 co-transformadas 

con el pRARE. No logramos ver expresión de PrP de alce con la construcción en 

pBAD22 incluso en condiciones máximas de inducción con arabinosa (0.2%), ni se 

mejoró la expresión de las construcciones del PrP de alce en pTECH2 transformadas 

con pRARE (resultados no mostrados). 

 

Construcción de pLVR17 y pLVR18 

Se intentó un nuevo clonaje del PrP de alce y oveja en un vector inducible. Para ello 

utilizamos el plásmido pGEX-4T-1 que permite la expresión del inserto de forma 

inducible a partir del promotor fuerte Ptac, como fusión a la proteína GST. Los genes 

PRNP de alce y oveja fueron amplificados con cebadores específicos que llevan sitios 

de restricción para el clonado direccional de los fragmentos en pGEX-4T-1 (Figura 5).  

Tanto el plásmido como los fragmentos de PCR fueron digeridos enzimáticamente con 

EcoRI y XhoI, realizándose posteriormente las reacciones de ligación (Figura 15). 
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Para chequear las construcciones ambos plásmidos recombinantes fueron digeridos 

con EcoRI y XhoI para liberar el inserto.  Esta restricción da como resultado dos bandas 

de aprox. 4900 y 771 pb, correspondientes al vector y al inserto respectivamente. En 

todos los casos se observó el patrón de bandas esperado (Figura 16). Llamamos a estas 

construcciones pLVR17 y pLVR18, para PrP de alce y oveja respectivamente. 
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Figura 16. Chequeo por restricción de las 

construcciones pLVR17 y pLVR18. Carril 1: 1kb DNA 

Ladder, Fermentas. Carril 2: pLVR17. Carril 3: 

pLVR17 linealizado de 5671pb. Carril 4: pLVR17 

digerido para liberar el inserto. Carriles 5-7: lo 

mismo pero para pLVR18. 
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Figura 15. Digestiones de pGEX-4T-1. Carril 1: 1kb DNA 

Ladder, Fermentas. Carril 2: pGEX-4T-1 sin digerir: 

4900pb . Carril 3: pGEX-4T-1 digerido con EcoRI. Carril 

4: pGEX-4T-1 digerido con XhoI. Carril 5: pGEX-4T-1 

digerido con ambas enzimas. Carril 6: elkPrP digerido 

con ambas enzimas. 
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Expresión de PrP de alce y oveja clonados en pGEX-4T-1 

La expresión de PrP de alce y oveja en pGEX-4T-1 fue analizada por Western Blot 

(figura 17). En este caso se cargaron cantidades menores de lisados bacterianos (7.5µg 

de proteínas totales) para evitar un exceso de señal en el Western Blot. Los resultados 

indican que tanto el PrP de alce como el de oveja alcanzan una mejor expresión en la 

construcción con pGEX-4T-1, inducida por IPTG, observándose una banda notoria de 

55 kDa. correspondiente a la fusión GST-PrP (peso molecular de la GST: 27 kDa., y de 

PrP: 28 kDa.). Incluso para el PrP de alce, la expresión a partir del pGEX-4T-1 sin 

inducción es mejor que la expresión a partir del pTECH2 con dos copias (ver carril 5, 

figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Western Blot para análisis de la producción de PrP a partir de las construcciones en pGEX-4T-

1 en la cepa LVR01.  Carril 1: pGEX-4T-1, carril 2: pLVR17 sin inducir, carril 3: pLVR17 inducido por IPTG, 

carril 4: pLVR18 sin inducir, carril 5: pLVR18 inducido por IPTG. carril 6: control positivo SheepPrP 

recombinante (28kDa). La flecha indica las bandas de interés.  

 

Construcción de pLVR19 y pLVR20 

La última construcción realizada fue una construcción híbrida entre las construcciones 

en pTECH2 y en pGEX-4T-1. De esta manera aprovechamos la ventaja de la buena 

producción y estabilidad de las proteínas de fusión a GST y a la vez la ventaja de la 
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inducción en condiciones in vivo de la construcción en pTECH2 (a partir del promotor 

PnirB), manteniendo el esqueleto plasmídico utilizado con éxito en los trabajos previos 

con el gen de ratón151 152.  

Las fusiones GST-PrP de alce u oveja fueron amplificadas a partir de las respectivas 

construcciones pLVR17 y pLVR18 con cebadores que presentan los sitios de restricción 

para BglII y HindIII para permitir el clonado direccional en pTECH2 reemplazando el 

gen del fragmento C (Figuras 6 y 18). Los plásmidos resultantes, portando la fusión 

GST-PrP se denominaron pLVR19 y pLVR20 respectivamente. En estas nuevas 

construcciones la proteína de fusión GST-PrP es expresada bajo control del promotor 

inducible in vivo PnirB. Las construcciones resultantes fueron chequeadas mediante 

restricción con BglII y HindIII y generando bandas de 2300 y 1490 pb que corresponden 

al vector pTECH2 y la fusión GST-PrP respectivamente, y con EcoRI generando bandas 

de 3071 y 760 pb. (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Carril 1. 1kb DNA Ladder, 

Fermentas. Carril 2: GST-elkPrP 

amplificado de pLVR17. Carril 3: 

pTECH2 sin el fragmento C.  
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Figura 19. Chequeo por restricción de las 

construcciones pLVR19 y pLVR20. Carriles 

1-5: digestión con BglII y HindIII de dos 

candidatas elk, pTECH2, y dos candidatas 

sheep. Carril 6: 1kb DNA Ladder, 

Fermentas. Carril 7-11: digestión con EcoRI 

de las mismas candidatas. Se 

seleccionaron los clones de los carriles 1 y 

4 (pLVR19 y pLVR20) para seguir 

trabajando. 
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Expresión de los genes prnp de alce y oveja a partir de las construcciones pLVR19 y 

pLVR20 

La producción de PrP de alce y oveja en las construcciones con la fusión GST-PrP bajo 

control del promotor PnirB, en la cepa LVR01 fue analizada por Western Blot. Se 

obtuvieron buenos niveles de expresión para ambas proteínas. Sin embargo, se 

esperaba una banda de 55 kDa. correspondiente a la fusión GST-PrP (peso molecular 

de GST: 27 kDa, y de PrP: 28 kDa) pero en ambos casos se obtuvo una banda con un 

peso molecular de aproximadamente 40 kDa. (carriles 2A y 2B, figura 20), menor al 

esperado y que podría corresponder a PrP solo, lo que estaría indicando un clivaje de 

la proteína de fusión a GST.  

En la siguiente figura se muestra el análisis de expresión mediante Western Blot de las 

proteínas a partir de las construcciones realizadas. 

 

Figura 20. Western Blot para análisis de la producción de PrP a partir de las construcciones realizadas en 

la cepa LVR01. A: Construcciones con el gen de alce: carril 1: pTECH2, carril 2: pLVR19, carril 3: pLVR12, 

carril 4: pLVR14 carril 5: pGEX-4T-1, carril 6: pLVR17 sin inducir, carril 7: pLVR17 inducido por IPTG, carril 

8: control positivo SheepPrP recombinante 28kDa. B: Construcciones con el gen de oveja: carril 1: 

pTECH2, carril 2: pLVR20, carril 3: pLVR13, carril 4: pLVR15, carril 5: pGEX-4T-1, carril 6: pLVR18 sin 

inducir, carril 7: pLVR18 inducido por IPTG. Las flechas  indican las bandas de interés.  
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Determinación de la estabilidad plasmídica in vitro 

Es necesario asegurar que la bacteria no pierde rápidamente el plásmido cuando se 

multiplica en ausencia de antibiótico, como sucede una vez inoculada en el animal Se 

evaluó in vitro  la capacidad de retener el plásmido en ausencia de presión selectiva 

del antibiótico, realizando recuentos de bacterias viables en placas de LBA con y sin 

antibiótico, a partir de cultivos realizados en medio líquido en ausencia del mismo. Las 

construcciones evaluadas fueron las que mejor produjeron la proteína según lo 

obtenido en el Western Blot, y se incluyó la construcción en pTECH2 con doble copia 

del gen PrP de ratón (pTECH2 mousePrPx2) para su comparación con las 

construcciones en pTECH2 de oveja. 

Los resultados obtenidos muestran que las construcciones pLVR19 y pLVR20 son las 

más estables, con porcentajes de estabilidad de 98 y 79% respectivamente (Tabla 5). 

En segundo lugar están las construcciones en pGEX, pLVR17 y pLVR18 con porcentajes 

de estabilidad del 85 y 75% respectivamente, y por último las construcciones en 

pTECH2, pLVR13 y pLVR15 con un porcentaje de estabilidad del 22% para la doble 

copia y 0% para la simple copia del PrP de oveja. La construcción en pTECH2 con la 

doble copia del gen de PrP de ratón mostró niveles de estabilidad muy altos en 

comparación con las construcciones en pTECH2 con la doble copia del gen PrP de 

oveja, pLVR15.  

 

Tabla 5. Estabilidad in vitro de las construcciones.  

LVR01 % resistentes 

pTECH2 mousePrPx2 92.3% 

pLVR13 0.0% 

pLVR15 22.4% 

pLVR17 85.3% 

pLVR18 75.0% 



70 

 

pLVR19 98.3% 

pLVR20 78.7% 

Los números indican el porcentaje de colonias resistentes a ampicilina respecto al total de colonias 
obtenidas en las placas sin ampicilina. 

 

Determinación de la estabilidad plasmídica in vivo    

Por otro lado se evaluó la estabilidad de las construcciones con el PrP de oveja  in vivo. 

Ratones C57BL/6 fueron inoculados por vía oral o por vía intravenosa con la cepa 

LVR01 portando cada construcción. A diferentes tiempos post inoculacion se 

sacrificaron 3 ratones por grupo, se homogeneizaron los bazos y se plaqueó el 

homogeneizado en placas de LB con y sin ampicilina (Tabla 6).  

Al igual que los resultados de estabilidad in vitro, la construcción pLVR20 fue la más 

estable luego de ser administrada por vía intravenosa u oral. La construcción en pGEX-

4T-1 (pLVR18) mostró estabilidad intermedia al administrarla por vía intravenosa pero 

no se recuperaron bacterias de los bazos cuando inoculada por vía oral. Esto indica una 

baja capacidad invasiva de esta cepa, o baja capacidad de supervivencia en el bazo, 

comparada con las otras construcciones. En el caso de la construcción pLVR15, cuando 

administrada por la vía intravenosa se recuperó un buen numero de bacterias pero 

muy pocas con plásmido, o sea, que la estabilidad fue muy baja. Cuando esta 

construcción fue administrada por vía oral se recuperaron bacterias a tiempos 

tempranos, pero muy pocas con plásmido, y a tiempos tardíos prácticamente no se 

recuperaron bacterias, lo que no nos permite sacar conclusiones de la estabilidad. 
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Tabla 6. Porcentajes de estabilidad in vivo de las construcciones administradas por vía 
intravenosa y oral. 

LVR01 Ratón 

Vía I.V Vía Oral 

Dia3 Dia7 Dia3 Dia10 

pLVR15 

1 0.3% 0.0% 0.0% _ 

2 0.2% 0.0% 0.8% _ 

3 0.0% 0.0% 2.2% 0.0% 

pLVR18 

1 44.4% 23.8% _ _ 

2 66.0% 25.5% _ _ 

3 68.1% 20.0% _ _ 

pLVR20 

1 100.0% 100.0% 100.0% 88.9% 

2 100.0% 100.0% 100.0% 77.0% 

3 92.9% 67.1% 100.0% 96.2% 

Se sacrificaron tres ratones al día 3 y 7 para la vía I.V. y al día 3 y 10 para la vía oral. 
Los números indican el porcentaje de colonias resistentes a ampicilina recuperadas de los bazos 
respecto al total de colonias recuperadas (cuantificadas en las placas sin ampicilina). El símbolo – indica 
que nos se recuperaron bacterias o los números de colonias cuantificados estaban por debajo del límite 
de confianza del método. 
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4.2  Ensayo de inmunogenicidad de las construcciones de oveja en ratones. 

La respuesta inmune generada contra la proteína PrP de oveja fue evaluada en el 

modelo murino, mediante la inmunización por vía oral. Tres grupos de 10 ratones 

fueron inmunizados oralmente con cuatro dosis de: Salmonella portando la 

construcción pLVR15, que corresponde a la doble copia de sheepPrP en el vector 

pTECH2, Salmonella transformada con pTECH2, y un grupo control que recibió PBS.  

Los ratones fueron sangrados y se recolectaron heces antes y después de las cuatro 

dosis (T0 y T1 respectivamente). Se midió la producción de anticuerpos a través de 

ensayos de ELISA.  Al mes de la última dosis, los grupos recibieron dos refuerzos a 

intervalos de una semana en los que se cambió la construcción portando PrP en 

Salmonella  por la construcción pLVR20 (la fusión GST-PrP bajo control del promotor 

PnirB,), mientras que los otros grupos recibieron nuevamente Salmonella transformada 

con pTECH2, y el grupo control PBS.  Muestras de sangre y heces fueron tomadas 

nuevamente luego de las dos últimas dosis (T2). 

Se comenzaron los ensayos de inmunogenicidad tanto en ratones como en ovejas 

usando la construcción en pTECH2 con doble copia del PrP de oveja (pLVR15), ya que 

habíamos obtenido muy buenos niveles de expresión de la proteína en el análisis por 

Western Blot. Los ensayos  donde se observó que la estabilidad para esta construcción 

era muy baja fueron realizados luego de comenzar con los ensayos en animales, por lo 

que luego se decidió cambiar la construcción pLVR15 por pLVR20, en los refuerzos 

posteriores.  

En ningún caso se observaron signos clínicos de salmonelosis en los ratones 

inoculados, indicando inocuidad de la cepa de Salmonella administrada. 

Los ELISAs para determinar el nivel de  IgG en suero e IgA en heces anti-PrP mostraron 

niveles elevados de anticuerpos tanto para el grupo que recibió PrP como para el 

grupo control pTECH2 con respecto al grupo que recibió PBS (Figuras 21 y 22).  
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Figura 21. Niveles de IgG anti-PrP en sueros de los ratones inmunizados, previo al tratamiento de 

adsorción de las muestras con extractos bacterianos. Las barras indican el valor de DO 450nm a T1 

menos el valor a T0, o a T2 menos el valor a T0. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos para 

10 animales por grupo y la correspondiente desviación estándar. El test de Mann-Whitney muestra que 

los niveles de IgG entre el grupo que recibió el PrP y el control PBS son significativamente diferentes (*p 

< 0.05), así como también entre el grupo pTECH2 y el PBS (#p < 0.05), pero no entre el grupo PrP y grupo 

control pTECH2, tanto para T1 como para T2. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 22. Niveles de IgA anti-PrP en heces de los ratones inmunizados, previo al tratamiento de 

adsorción de las muestras con extractos bacterianos. Se grafica el promedio de los resultados obtenidos 

para 10 animales por grupo y la correspondiente desviación estándar. El test de Mann-Whitney muestra 

que los niveles de IgA entre el grupo que recibió el PrP y el control PBS son significativamente diferentes 

(*p < 0.05), así como también entre el grupo pTECH2 y el PBS (#p < 0.05), pero no entre el grupo PrP y 

grupo control pTECH2, tanto para T1 como para T2. 
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Estos resultados indicaban una reactividad inespecífica, que se sospechó podía 

deberse a que la proteína recombinante sheepPrP usada para sensibilizar las placas 

estuviera contaminada con antígenos bacterianos. En función de ello se volvió a repetir 

los ELISAs, pero con la variante que los sueros se preadsorbieron con extractos 

bacterianos. 

Los resultados de estos nuevos ELISAs mostraron que usando los sueros preadsorbidos 

es posible detectar una respuesta específica anti-PrP en el grupo tratado con el vector 

Salmonella portando el PRNP. Luego de las primeras cuatro dosis de LVR01-pLVR15 

(T1) se alcanzaron niveles de IgG en suero contra sheepPrP significativamente mayores 

que en los grupos control LVR01-pTECH2 y PBS, y estas diferencias aumentaron luego 

de las dos dosis con LVR01 pLVR20 (T2) (Figura 23). 

 

 

 

  

 

 

 
Figura 23. Niveles de IgG anti-PrP de oveja en suero de ratones inmunizados con cuatro dosis de la 
construcción pLVR15 (T1) y luego con dos refuerzos de pLVR20 (T2), y  controles pTECH2 y PBS. Se grafica el 
promedio de los resultados obtenidos para 10 animales por grupo y la correspondiente desviación 
estándar.El test de Mann-Whitney muestra que para T1 los niveles de IgG entre el grupo que recibió el PrP y 
los controles son significativamente diferentes (*p < 0.05), asi como también para T2 (#p<0.01). 

 

En cuanto a los niveles de IgG en suero contra la proteína de fusión TetC, sólo se pudieron 

detectar anticuerpos específicos en el grupo de animales que recibieron LVR01-pTECH2 

obsevándose niveles altos de anticuerpos en los tiempos T1 y T2, mientras que en el 

grupo que recibió Salmonella portando la fusión de TetC con PrP de oveja no se detectó 

una respuesta contra TetC (Figura 24). 

* # 
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Figura 24. Niveles de IgG anti-TetC en suero de ratones inmunizados con cuatro dosis de la construcción 

pLVR15 (T1) y luego con dos refuerzos de pLVR20 (T2), y  controles pTECH2 y PBS. Se grafica el promedio 

de los resultados obtenidos para 10 animales por grupo y la correspondiente desviación estandar. Los 

niveles promedio de IgG anti-TetC en suero de los ratones inmunizados son significativamente diferentes 

entre el grupo control LVR01 pTECH2 y los demás grupos para T1 (*p < 0.01) y T2 (#p<0.001) según el test 

de Mann-Whitney. 

 

También se realizaron ELISAs para evaluar los niveles de IgA en heces contra PrP de 

oveja, una vez que las muestras fueron preadsorbidas con los extractos bacterianos. 

Estos mostraron que tanto al tiempo T1 como T2 el grupo que recibió PrP alcanzó 

niveles de anticuerpos significativamente diferentes a los del grupo control PBS pero 

no a los del grupo que recibió la cepa LVR01 portando el vector vacío (Figura 25). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Niveles de IgA anti-PrP en heces de los ratones inmunizados. Se grafica el promedio de los 

resultados obtenidos para 10 animales por grupo y la correspondiente desviación estandar. El grupo que 

recibió PrP es significativamente difrente al grupo PBS (*p<0.05) pero no al control pTECH2, para T1 y T2.  
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4.3  Ensayos preliminares de inmunización en ovejas.  

Tres grupos de ovejas libres de Salmonella fueron inmunizadas oralmente con cuatro 

dosis de: Salmonella LVR01 portando la construcción pLVR15, Salmonella LVR01 

transformada con pTECH2, o solución salina.  Las ovejas fueron sangradas y se 

recolectaron heces  y saliva antes y después de las cuatro dosis (T0 y T1 

respectivamente) para medir la producción de anticuerpos a través del ensayo de 

ELISA.  Al mes de la última dosis, los grupos recibieron a intervalos de una semana dos 

dosis iguales a las anteriores, salvo en el grupo con PrP, en los que se cambió el inóculo 

por  Salmonella LVR01 portando la construcción pLVR20.  Muestras de sangre, heces y 

saliva fueron tomadas nuevamente luego de las dos últimas dosis (T2). En ningún caso 

se observaron signos clínicos de salmonelosis en las ovejas inoculadas, indicando 

inocuidad de la cepa de Salmonella administrada. 

Los ELISAs para evaluar el nivel de IgG en suero contra PrP de oveja mostraron que el 

grupo que recibió PrP desarrolló anticuerpos específicos anti-Prp obteniéndose valores 

significativamente mayores que los controles pTECH2 y PBS para T1 respecto a T0. Esta 

respuesta se mantuvo un mes después, luego de los dos refuerzos (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Niveles promedio de IgG anti-PrP de oveja en suero de ovejas inmunizadas con cuatro dosis de 

la construcción pLVR15 (T1) y luego con dos refuerzos de pLVR20 (T2), y  controles pTECH2 y salina. Se 

grafica el promedio de los resultados obtenidos para 10 animales por grupo y la correspondiente 

desviación estandar. El test de Mann-Whitney muestra que para T1 los niveles de IgG entre el grupo que 

recibió el PrP y los grupos control pTECH2 y PBS son significativamente diferentes (*p < 0.05 y **p<0.005 

respectivamente), asi como también para T2 (#p<0.05).   
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En cuanto a la respuesta de IgG contra TetC en suero, el grupo que recibió el PrP y el 

grupo control pTECH2 alcanzaron niveles de anticuerpos significativamente mayores al 

grupo que recibió salina para T1 y T2 (Figura 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Niveles promedio de IgG anti-TetC en suero de ovejas inmunizadas con cuatro dosis de la 

construcción pLVR15 (T1) y luego con dos refuerzos de pLVR20 (T2), y  controles pTECH2 y salina. Se 

grafica el promedio de los resultados obtenidos para 10 animales por grupo y la correspondiente 

desviación estandar.Los niveles promedio de IgG anti-TetC en suero de las ovejas inmunizadas son 

significativamente diferentes entre el grupo control LVR01pTECH2 y el grupo que recibió salina para T1 y 

T2(*p<0.05), y entre el grupo que recibió PrP y el grupo que recibió salina para T1 (#p<0.05). 

 

 

No se detectó respuesta de IgA en heces contra PrP de oveja en ningún punto 

analizado, así como tampoco respuesta de IgA en saliva (datos no mostrados). 
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5. DISCUSIÓN 

Estudios previos realizados por nuestro grupo en colaboración con el grupo de los 

Dres. Goñi y Wisniewski permitieron demostrar la efectividad del uso de Salmonella 

LVR01 como vector para la expresión de PrP de ratón in vivo154. En ese trabajo, el 

vector bacteriano atenuado expresaba dos copias en tándem de la proteína PrP de 

ratón como fusión al fragmento C no tóxico de la toxina tetánica y bajo control del 

promotor inducible in vivo PnirB. Esta construcción fue usada para vacunar ratones por 

la vía oral, demostrando por primera vez que la vacunación en mucosas con una cepa 

atenuada de Salmonella expresando el PrP de ratón era efectiva para quebrar la 

tolerancia a la proteína y llevaba a un atraso significativo o prevención de la 

enfermedad en ratones desafiados con scrapie. Esta vacuna de mucosas fue capaz de 

inducir anticuerpos IgA anti-PrP en el intestino e IgG anti-PrP a nivel sistémico. Los 

niveles de IgA a nivel local se correlacionaron con la respuesta terapéutica y no se 

evidenció toxicidad mediante este protocolo de vacunación. Las curvas de 

supervivencia luego del desafío con scrapie de los ratones vacunados indicaron que al 

día 300 luego del desafío oral, todos los animales del grupo control mostraron signos 

clínicos de la enfermedad, mientras que al día 500 luego del desafío, el 30% de los 

animales vacunados permanecía vivo y sin signos clínicos de la enfermedad o de 

toxicidad. Este hallazgo prometedor sugirió que este tipo de inmunización en mucosas 

podría ser un método útil para inducir inmunidad a un antígeno propio sin generar 

toxicidad. 

En trabajos posteriores se optimizó el protocolo de vacunación y se estratificaron los 

resultados de los animales vacunados en grupos de altos y bajos respondedores en 

términos de su respuesta anti-PrP IgG sistémica e IgA en mucosas155. Esto permitió 

comprobar que el 100% de los ratones que presentaban títulos altos de IgA en 

mucosas e IgG sistémica antes del desafío, permanecieron sin síntomas de infección a 

los 400 días luego de la exposición al scrapie. Los cerebros de estos ratones 

clínicamente asintomáticos fueron examinados histológicamente y por Western Blot 

mostrando que estaban libres de PrPsc. Todos los animales del grupo control, y del 

grupo con títulos bajos de IgA y/o IgG anti-PrP mostraron signos clínicos de la 
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enfermedad para el día 205 luego del desafío. Estos resultados sugieren fuertemente 

que la vacunación efectiva en mucosas es un método útil para quebrar la tolerancia al 

PrP y prevenir la infección por la vía oral, que es la vía natural de infección.      

Con el fin de desarrollar protocolos efectivos de inmunización en mucosas contra PrP 

de especies veterinarias que contribuyan a  prevenir la propagación de scrapie y CWD, 

en este trabajo aplicamos la aproximación antes realizada en ratones, para generar 

vacunas a base de Salmonella atenuada que expresen PrP de alce y oveja. Es 

importante resaltar que el uso de una cepa atenuada de Salmonella atenuada elimina 

o disminuye el riesgo de desarrollar salmonelosis por parte del animal. Así, durante el 

desarrollo de los ensayos in vivo no se observaron signos de enfermedad en ningún 

animal. 

Los resultados previos mostraban que la construcción en pTECH2 expresando dos 

copias en tándem del PrP de ratón, generaba  buenos niveles de producción de la 

proteína. Sin embargo, al realizar construcciones similares pero con PrP de alce no 

logramos buenos niveles de expresión de la proteína. Los resultados obtenidos por 

Western Blot mostraron que el plásmido pTECH2 con la proteína clonada como fusión 

al fragmento C no tóxico de la toxina tetánica, tanto para una copia de PrP como para 

dos, generaba niveles muy bajos de la proteína de alce. Esto puede deberse a varias 

causas: una menor transcripción del gen, menor estabilidad del ARNm, menor 

traducción de la proteína, o incluso a una menor estabilidad proteica de la versión alce 

respecto a la versión ratón. La única diferencia entre estas construcciones que 

rindieron resultados tan distintos en niveles de proteínas es la secuencia de 

nucleótidos de los genes clonados. Si bien los genes PRNP de ratón y de alce son muy 

similares (82.1% de identidad a nivel de secuencia de nucléotidos y 87.1% de identidad 

a nivel de aminoácidos, ver ANEXO) existen diferencias puntuales que podrían explicar 

esta diferencia en los niveles de expresión y/o estabilidad de las proteínas resultantes.  

La expresión del antígeno heterólogo como fusión a TetC se ha usado extensamente 

para aumentar la imunogenicidad del antígeno154 187 188 189 190. Sin embargo, con 

frecuencia se encuentran problemas al expresar antígenos como fusión a proteínas, 

que pueden estar relacionados con  la solubilidad y la estabilidad de la proteína, así 
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como también su síntesis por diferencias en el uso de codones entre el organismo de 

origen y Salmonella o E. coli. Asumiendo como probable esta última posibilidad, 

intentamos mejorar la expresión del PrP de alce mediante el uso del plásmido pRARE. 

Este plásmido lleva los genes de ARNts para seis codones raros, y es usado para 

aumentar la expresión de proteínas eucariotas que contienen codones raramente 

usados en E. coli183. Cuando el ARNm de genes heterólogos es sobre expresado en E. 

coli, la traducción puede verse impedida por diferencias en el uso de codones, dada 

por la demanda de uno o más ARNt que son raros o ausentes en la población. Entonces 

la expresión de la proteína heteróloga puede ser muy baja. Para esto el ARNt de los 

codones raros es insertado en el vector de expresión o en un plásmido compatible. Sin 

embargo, no se logró mejorar la expresión de la proteína de alce mediante el uso de 

esta herramienta.  

Otra aproximación que se empleó para lograr una buena expresión de PrP de alce fue 

cambiar el vector pTECH2 por el vector pBAD22. Este plásmido es un vector de 

expresión inducible por arabinosa, bajo control del promotor PBAD. Si bien estos 

vectores han sido ampliamente usados para la expresión de proteínas en E.coli, 

Salmonella enterica y otras bacterias con buenos resultados182 191 192 193, tampoco se 

logró mejorar la expresión de la proteína priónica de alce mediante esta construcción. 

Finalmente, probamos con el vector pGEX-4T-1. Este vector permite la expresión del 

gen clonado como fusión a la glutatión S-transferasa (GST) en su extremo N-terminal, 

bajo control del promotor Ptac inducible por IPTG y el represor LacIq. La fusión de 

proteínas a GST es un método comúnmente usado para la expresión inducida de altos 

niveles de proteína y su purificación de los lisados bacterianos, así como también para 

la expresión de antígenos y la generación de respuestas inmunes específicas194 195 196. 

Mediante el clonado de elkPrP en el vector  pGEX4T-1 (rindiendo el plásmido pLVR17),  

se logró mejorar notoriamente la expresión de la proteína, observándose un muy buen 

nivel de expresión mediante la inducción con IPTG. Sin embargo, la inducción de la 

expresión por IPTG bajo el control del promotor Ptac hace que sea una opción costosa a 

la hora de producir grandes cantidades de inóculo, así como también requiere de la 

administración de IPTG al animal una vez inoculado para mantener la expresión in vivo.  
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Una estrategia comunmente usada para mejorar la estabilidad de un plásmido in vivo, 

es el uso de promotores inducibles in vivo para controlar la expresión de antígenos 

heterólogos. Un ejemplo de estos es el promotor PnirB
197 198 . La expresión constitutiva 

del antígeno foráneo le impone una carga metabólica a la bacteria que usualmente 

favorece la pérdida del plásmido. Mediante el uso de promotores como PnirB la 

expresión del antígeno se mantiene mínima hasta que la bacteria recibe el estímulo 

apropiado in vivo.  

Por esto hicimos una nueva construcción reemplazando el fragmento C de la toxina 

tetánica del plásmido pTECH2 por el fragmento GST-PrP de alce de la construcción en 

pGEX-4T-1. Así la construcción resultante, pLVR19, conserva la expresión del antígeno 

PrP como fusión a GST pero ahora bajo el control del promotor inducible in vivo PnirB. El 

análisis por Western Blot de esta construcción muestra que los niveles de expresión de 

la proteína heteróloga son altos. Sin embargo, también notamos que la proteína 

expresada presenta un tamaño menor al esperado, 40kDa en lugar de 55kDa. Esto se 

puede deber a un clivaje de la fusión GST-PrP, el cual no afecta a la zona de PrP 

reconocida por el anticuerpo usado para revelar el blot. La construcción demostró ser 

la más estable con niveles del 98% de estabilidad in vitro.  

En base a todos estos resultados, decidimos seleccionar las construcciones pLVR17 y 

pLVR19 para evaluar sus inmunogenicidades en la especie destino, alces, por nuestros 

colaboradores de la Universidad de Nueva York. Este trabajo está en curso. 

En cuanto a la proteína PrP de oveja, ésta fue expresada eficientemente como fusión a 

TetC en el vector pTECH2, tanto la construcción llevando una sola copia de gen de PrP, 

pLVR13, como la que contiene dos copias, pLVR15, como muestra el análisis por 

Western Blot. Sin embargo, y a diferencia de lo observado para la construcción en 

pTECH2 con dos copias del gen de ratón (92% de estabilidad in vitro), la estabilidad de 

los plásmidos pLVR13 y pLVR15 resultó ser muy baja (0 y 22%  de estabilidad in vitro 

respectivamente y valores cercanos a 0% de estabilidad in vivo para pLVR15). De 

nuevo, la única diferencia entre ambos grupos de construcciones (pTECH2-PRNP de 

ratón y pTECH2-PRNP de oveja) es la secuencia de los insertos clonados. Al realizar los 

alineamientos entre los genes PRNP de ratón y oveja vemos que son muy similares; 



82 

 

81.5% de identidad a nivel de nucleótidos y 87.1% de identidad a nivel de aminoácidos 

(ver ANEXO). Estas diferencias, a pesar de ser sutiles, podrían explicar las diferencias 

en los niveles de estabilidad plasmídica.  

Un hecho que llama la atención al comparar las secuencias de los genes y proteínas de 

alce versus oveja es que, a pesar de ser tan altamente homólogos (97.8% de identidad 

a nivel de nucleótidos y 97.7% de identidad a nivel de aminoácidos, ver ANEXO), se 

obtengan niveles de proteínas tan distintos cuando clonados en el vector pTECH2, 

tanto para una como dos copias en tándem (ver en figura 19 las construcciones 

pLVR12 y pLVR14 versus pLVR13 y pLVR15). Estas diferencias de expresión sin embargo 

no se observan en las construcciones hechas tanto en pGEX4T-1 como en las 

construcciones híbridas PnirBGST-PrP, lo que indica cómo la distinta combinación entre 

el vector de clonaje y el inserto clonado puede afectar el resultado final buscado, que 

es la expresión de las proteínas correspondientes. 

Para el gen PRNP de oveja, también fue realizada la construcción en el vector pGEX-4T-

1 la cual llamamos pLVR18, y se generó la construcción pLVR20, reemplazando TetC 

por la fusión GST-sheepPrP en pTECH2. 

De todas las construcciones de oveja fueron seleccionadas pLVR15 y pLVR20  para la 

evaluación de su inmunogenicidad en ratones y ovejas. La proteína expresada como 

fusión a TetC presentaba buenos niveles de expresión, pero este plásmido presentó 

bajo porcentaje de estabilidad tanto in vitro como in vivo, mientras que la construcción 

donde PrP se expresa como fusión a GST bajo control de PnirB mostró ser la más estable 

y a su vez generar buenos niveles de proteína. Si bien en este último caso la proteína 

resultante presentaba un peso molecular menor al esperado, el hecho de que fuese 

reconocida por el anticuerpo específico sugería que podría mantener su 

inmunogenicidad. Los ensayos de estabilidad fueron realizados luego de comenzar con 

los ensayos en animales por lo que se comenzó usando la construcción pLVR15 y luego 

se utilizó la construcción pLVR20 como refuerzo. 

Se inocularon ratones por vía oral en un régimen de cuatro dosis iniciales de la cepa 

LVR01 portando el pLVR15, y dos refuerzos de la misma cepa portando el pLVR20. Se 
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determinó la presencia de anticuerpos en suero y en heces contra PrP de oveja. En una 

primera instancia los ratones del grupo control inoculado con Salmonella LVR01 

portando el plásmido pTECH2 vacío mostraron la existencia de una respuesta contra el 

antígeno PrP.  Este resultado inesperado puede deberse a que el antígeno utilizado en 

el ELISA, la proteína priónica de oveja recombinante, fue producido en E. coli.  Es 

probable que la purificación de la proteína, que fue donada por el Dr. Wisniewski, no 

fuera completa y que el preparado contuviera contaminantes proteicos o 

lipopolisacarídicos de origen bacteriano.  E. coli y Salmonella pertenecientes ambas a 

la familia de las Enterobacterias, son lo suficientemente homólogas entre sí como para 

que exista la posibilidad de una reacción cruzada y que los anticuerpos anti-Salmonella 

producidos por los animales inmunizados se unan al remanente de E. coli presente en 

la preparación del antígeno utilizada para sensibilizar las placas de ELISA. 

Se procedió entonces a incubar las muestras de sueros y heces con extractos 

bacterianos para evitar la posible reacción cruzada encontrada. Luego de este paso, se 

repitieron los ELISAs, obteniéndose resultados diferentes a los previos. El grupo que 

recibió PrP mostró niveles significativamente mayores de anticuerpos IgG anti-PrP en 

suero que los grupos control tanto luego de las cuatro dosis iniciales como luego de los 

refuerzos. También se determinó la presencia de anticuerpos anti-TetC en suero. Los 

resultados indicaron que el grupo control pTECH2 generó niveles significativamente 

más altos de anticuerpos anti-TetC que el grupo que recibió la fusión TetC-PrP. Esto 

puede deberse a que la expresión de TetC se ve disminuida cuando se expresa como 

fusión a un antígeno (resultados no mostrados). 

Los niveles de anticuerpos IgA anti-PrP detectados en heces del grupo que recibió PrP 

también fueron  mayores a los de los grupos control, aunque esta diferencia sólo fue 

significativa cuando se lo compara contra el grupo tratado con PBS. 

Por otro lado, también se realizaron ensayos de inmunización en ovinos. No hay 

trabajos de vacunación contra PrP realizados en esta especie, y se ha publicado poco 

acerca de la inmunidad contra Salmonella. Los ovinos expuestos a S. enterica producen 

anticuerpos específicos contra esta bacteria. Por ejemplo, se ha demostrado que la 

inoculación de ovejas con una cepa mutante aroA de S. Typhimurium induce IgM 
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específica en suero acompañada por respuestas proliferativas fuertes de linfocitos B, 

pero las respuestas proliferativas de células T específicas son pobres199 200. Esto podría 

estar indicando que el sistema inmune humoral en ovejas responde de manera 

eficiente a la infección por S. enterica mientras que la inmunidad mediada por células 

es ineficiente en estos animales. Todavía queda por establecer si la respuesta humoral 

es protectiva frente a la salmonelosis ovina. 

En esta tesis se realizó un ensayo preliminar de imunogenicidad en ovinos, en el cual 

se inocularon ovejas por vía oral con cuatro dosis iniciales de Salmonella LVR01 

conteniendo la construcción con dos copias de PrP de oveja, y dos refuerzos de la 

misma cepa portando la construcción pLVR20. Luego se determinó la presencia de 

anticuerpos en suero, heces y saliva contra PrP de oveja.  

No se detectaron anticuerpos IgA anti-PrP en heces así como tampoco en saliva. Sin 

embargo, sí se pudo detectar una respuesta específica anti-PrP en suero. El grupo que 

recibió PrP mostró niveles significativamente mayores de anticuerpos IgG anti-PrP que 

los grupos control tanto luego de las cuatro dosis iniciales como luego de los refuerzos. 

Los niveles de anticuerpos obtenidos en oveja fueron bajos, lo que concuerda con lo 

que se ha visto en trabajos previos. Ovejas inmunizadas con cepas de Salmonella 

atenuadas aroA,  generaron niveles muy bajos de anticuerpos IgG específicos contra la 

bacteria en suero, como tampoco se detectaron anticuerpos IgA en heces201 202 203 204. 

En el caso particular de nuestros ensayos, también hay que considerar que al tratarse 

PrP de una proteína propia es de esperar que los niveles de anticuerpos generados 

sean bajos.  

En cuanto a la presencia de anticuerpos anti-TetC en suero, el grupo que recibió PrP y 

el grupo control pTECH2 desarrollaron niveles de anticuerpos contra TetC en suero 

más altos que el control PBS luego de las cuatro dosis iniciales. Estos niveles se 

mantuvieron luego de los dos refuerzos un mes más tarde. 

En su conjunto, estos resultados sugieren que el uso de Salmonella como vector para 

inmunización oral puede ser una herramienta eficiente para quebrar la tolerancia 

contra antígenos propios en esta especie de interés veterinario. 
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6. CONCLUSIONES 

Cepas de Salmonella vivas atenuadas han sido ampliamente utilizadas durante las 

últimas dos décadas como vector de expresión de antígenos heterólogos para el 

desarrollo de vacunas, tanto preventivas como terapéuticas contra una variedad de 

enfermedades. El éxito de Salmonella como vector de inmunización se basa en sus 

cualidades para infectar células presentadoras de antígeno, el conocimiento existente 

acerca de su genética y patogénesis y en la plasticidad del sistema, que permite la 

modulación de la respuesta inmune generada. 

Se ha descrito que en modelos murinos es posible inducir inmunidad protectiva en la 

mucosa gástrica quebrando la tolerancia al PrP usando Salmonella vivas atenuadas 

como vector para PrP. La infección oral es la principal ruta de transmisión del prion en 

muchas prionosis, y es por tanto central contar con métodos que permitan generar 

niveles de IgA secretoria suficientes como para prevenir la entrada del PrPSc antes de 

que entre en contacto con el PrPc. En este trabajo evaluamos la hipótesis de que 

también es posible inducir respuesta inmune en mucosas en especies veterinarias y 

quebrar la tolerancia al PrP, y así evaluar la capacidad de utilizar la ruta oral para la 

inmunización efectiva de estas especies. 

Por un lado, desarrollamos vectores de Salmonella que expresan la proteína priónica 

de alce u oveja para su evaluación inicial en modelos murinos y posteriormente en 

especies destino. Se realizaron distintas construcciones buscando generar la que mejor 

exprese la proteína y a la vez sea estable in vivo. Se eligieron dos construcciones que 

cumplían con estas características para su uso en ensayos de inmunogenicidad en 

ratones y ovinos. La respuesta inmune generada en ratones y ovejas contra la proteína 

priónica de oveja se evaluó luego de la inmunización por vía oral con distintas 

construcciones de Salmonella portando los diversos plásmidos. Los ensayos en ratones 

mostraron que es posible generar una respuesta inmune contra PrP tanto en mucosas 

como a nivel sistémico, con un régimen de administraciones orales repetidas. En 

cuanto al ensayo de inmunogenicidad en ovinos, la mayoría de los estudios recientes 

en EETs para esta especie usan ratones transgénicos, y muy poco se ha trabajado en el 
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huésped natural. Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que es posible 

generar una respuesta inmune humoral sistémica mediante la inmunización por vía 

oral, aunque tal como se reporta en trabajos previos de inmunización oral con cepas 

de Salmonella atenuadas, los niveles de anticuerpos generados fueron bajos y no fue 

posible detectar anticuerpos a nivel de mucosas. Tampoco fue posible evaluar si la 

respuesta inmune generada en ambos modelos es protectora frente a un desafío con 

scrapie, ya que está prohibido el ingreso de PrPSc siendo este país una zona libre de la 

enfermedad. En el contexto de esta Maestría no se evaluó la respuesta inmune celular 

generada, aunque este trabajo será realizado en el futuro inmediato. 

En conclusión, los trabajos realizados en esta tesis son una contribución inicial al 

estudio de la inmunización en mucosas mediante el uso de Salmonella atenuadas para 

aportar información para el desarrollo de nuevas terapias profilácticas para 

enfermedades priónicas.  

Sin embargo, queda mucho trabajo por hacer, probando con otros vectores de 

expresión diferentes, promotores y proteínas de fusión, debido a su posible efecto 

sobre la respuesta inmune generada y su estabilidad; el vector vivo es otra variable a 

tener en cuenta, ya que diferentes cepas inducen distintas respuestas. También se 

puede evaluar la posibilidad de co-administrar citoquinas mediante este sistema, esta 

sería una forma alternativa de modular la respuesta inmune, mejorando la 

inmunogenicidad del sistema. 
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ANEXO 
 

1. Alineamiento de genes usando herramienta informatica  LALIGN 
 
Raton vs Alce  
 

82.1% identity in 767 nt overlap (8-765:14-771); score: 2518 E(10000): 1e-201 

 

        10        20        30        40        50        60        

mou_Pr ACCTTGGCTACTGGCTGCTGGCCCTCTTTGTGACTATGTGGACTGATGTCGGCCTCTGCA 

       :: : :::  :::: : :: :  ::::::::: : ::::::: ::: :: :::::::::: 

elk_Pr ACATAGGCAGCTGGATCCTAGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGACGTGGGCCTCTGCA 

            20        30        40        50        60        70    

 

        70        80        90          100       110       120     

mou_Pr AAAAGCGGCCAAAGCCTGGAGGG---TGGAACACCGGTGGAAGCCGGTATCCCGGGCAGG 

       : ::::: ::::: ::::::::    :::::::: :: :: ::::: :: :: :: :::: 

elk_Pr AGAAGCGACCAAAACCTGGAGGAGGATGGAACACTGGGGGGAGCCGATACCCGGGACAGG 

            80        90       100       110       120       130    

 

          130       140       150       160          170       180  

mou_Pr GAAGCCCTGGAGGCAACCGTTACCCACCTCAGGGTGGCAC---CTGGGGGCAGCCCCACG 

       :::: :::::::::::::: :: ::::::::::: ::      :::::: :::::::: : 

elk_Pr GAAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATG 

           140       150       160       170       180       190    

 

             190       200       210       220       230       240  

mou_Pr GTGGTGGCTGGGGACAACCCCATGGGGGCAGCTGGGGACAACCTCATGGTGGTAGTTGGG 

       : ::::::::::: ::::: ::::: ::  ::::::: :: :: ::::::::: : :::: 

elk_Pr GAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGG 

           200       210       220       230       240       250    

 

             250       260          270       280       290         

mou_Pr GTCAGCCCCATGGCGGTGGA---TGGGGCCAAGGAGGGGGTACCCATAATCAGTGGAACA 

       : ::::: ::::: ::::::   ::::: :::::    :::::::: : ::::::::::: 

elk_Pr GACAGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGT---GGTACCCACAGTCAGTGGAACA 

           260       270       280          290       300       310 

 

      300       310       320       330       340       350         

mou_Pr AGCCCAGCAAACCAAAAACCAACCTCAAGCATGTGGCAGGGGCTGCGGCAGCTGGGGCAG 

       ::::::: ::::::::::::::: : :::::::::::::: ::::: :::::::: :::: 

elk_Pr AGCCCAGTAAACCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAG 

              320       330       340       350       360       370 

 

      360       370       380       390       400       410         

mou_Pr TAGTGGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGGAGCGCCATGAGCAGGCCCATGATCCATT 

       : :: :::::::: ::::::::::::::::: :: ::::::::::::::  : :: :::: 

elk_Pr TGGTAGGGGGCCTCGGTGGCTACATGCTGGGAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATT 

              380       390       400       410       420       430 

 

      420       430       440       450       460       470         

mou_Pr TTGGCAACGACTGGGAGGACCGCTACTACCGTGAAAACATGTACCGCTACCCTAACCAAG 

       ::::::: ::::  :::::::: ::::: ::::::::::::::::: ::::: ::::::: 

elk_Pr TTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAG 

              440       450       460       470       480       490 

 

      480       490       500       510       520       530         

mou_Pr TGTACTACAGGCCAGTGGATCAGTACAGCAACCAGAACAACTTCGTGCACGACTGCGTCA 

       ::::::::::::::::::::::::: :  :::::::::: ::: ::::: ::::: :::: 

elk_Pr TGTACTACAGGCCAGTGGATCAGTATAATAACCAGAACACCTTTGTGCATGACTGTGTCA 

              500       510       520       530       540       550 
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      540       550       560       570       580       590         

mou_Pr ATATCACCATCAAGCAGCACACGGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAGA 

       : :::::  ::::::: ::::: ::::::::::::::::::::::::::::::::::: : 

elk_Pr ACATCACAGTCAAGCAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAA 

              560       570       580       590       600       610 

 

      600       610       620       630       640       650         

mou_Pr CCGATGTGAAGATGATGGAGCGCGTGGTGGAGCAGATGTGCGTCACCCAGTACCAGAAGG 

       : ::  : :::::::::::::: :: :::::::: :::::: :::::::::::::::  : 

elk_Pr CTGACATCAAGATGATGGAGCGAGTTGTGGAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAG 

              620       630       640       650       660       670 

 

      660       670       680       690       700       710         

mou_Pr AGTCCCAGGCCTATTACGACGGGAGAAGATCCAGCAGCACCGTGCTTTTCTCCTCCCCTC 

       : ::: :::: :::::: :    ::: :  : ::    : :   :: ::::::::::::: 

elk_Pr AATCCGAGGCTTATTACCAA---AGAGGGGCAAGTGTGATC---CTCTTCTCCTCCCCTC 

              680       690          700          710       720     

 

      720       730       740       750       760      

mou_Pr CTGTCATCCTCCTCATCTCCTTCCTCATCTTCCTGATCGTGGGATAG 

       :::: :::::::::::::: :::::::: :: :: :: :: :::::: 

elk_Pr CTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGATAG 

          730       740       750       760       770  

 

 

Raton vs Oveja 
 
81.5% identity in 767 nt overlap (8-765:14-771); score: 2487 E(10000): 3.9e-

199 

 

        10        20        30        40        50        60        

mou_Pr ACCTTGGCTACTGGCTGCTGGCCCTCTTTGTGACTATGTGGACTGATGTCGGCCTCTGCA 

       :: : :::   ::: : ::::  ::::::::: : ::::::: ::: :: :::::::::: 

sheep_ ACATAGGCAGTTGGATCCTGGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGACGTGGGCCTCTGCA 

            20        30        40        50        60        70    

 

        70        80           90       100       110       120     

mou_Pr AAAAGCGGCCAAAGCCTGG---AGGGTGGAACACCGGTGGAAGCCGGTATCCCGGGCAGG 

       : ::::: ::::: :::::   ::: :::::::: :: :: ::::: :: :: :: :::: 

sheep_ AGAAGCGACCAAAACCTGGCGGAGGATGGAACACTGGGGGGAGCCGATACCCGGGACAGG 

            80        90       100       110       120       130    

 

          130       140       150       160          170       180  

mou_Pr GAAGCCCTGGAGGCAACCGTTACCCACCTCAGGGTGGCAC---CTGGGGGCAGCCCCACG 

       : :: :::::::::::::: :: ::::::::::: ::      :::::: :::::::: : 

sheep_ GCAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATG 

           140       150       160       170       180       190    

 

             190       200       210       220       230       240  

mou_Pr GTGGTGGCTGGGGACAACCCCATGGGGGCAGCTGGGGACAACCTCATGGTGGTAGTTGGG 

       : ::::::::::: ::::: ::::: ::  ::::::: :: :: ::::::::: : :::: 

sheep_ GAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGG 

           200       210       220       230       240       250    

 

             250       260          270       280       290         

mou_Pr GTCAGCCCCATGGCGGTGGA---TGGGGCCAAGGAGGGGGTACCCATAATCAGTGGAACA 

       : ::::: ::::: ::::::   ::::: :::::    :::: ::: : ::::::::::: 

sheep_ GACAGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGT---GGTAGCCACAGTCAGTGGAACA 

           260       270       280          290       300       310 

 

      300       310       320       330       340       350         

mou_Pr AGCCCAGCAAACCAAAAACCAACCTCAAGCATGTGGCAGGGGCTGCGGCAGCTGGGGCAG 

       ::::::: :: :::::::::::: : :::::::::::::: ::::: :::::::: :::: 

sheep_ AGCCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAG 

              320       330       340       350       360       370 
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      360       370       380       390       400       410         

mou_Pr TAGTGGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGGAGCGCCATGAGCAGGCCCATGATCCATT 

       : :: :::::::::::::::::::::::::: :: : ::::::::::::  : :: :::: 

sheep_ TGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGAAGTGTCATGAGCAGGCCTCTTATACATT 

              380       390       400       410       420       430 

 

      420       430       440       450       460       470         

mou_Pr TTGGCAACGACTGGGAGGACCGCTACTACCGTGAAAACATGTACCGCTACCCTAACCAAG 

       ::::::: ::::  :::::::: ::::: ::::::::::::::::: ::::: ::::::: 

sheep_ TTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAG 

              440       450       460       470       480       490 

 

      480       490       500       510       520       530         

mou_Pr TGTACTACAGGCCAGTGGATCAGTACAGCAACCAGAACAACTTCGTGCACGACTGCGTCA 

       :::::::::: :::::::::::::: :: :::::::::::::: ::::: ::::: :::: 

sheep_ TGTACTACAGACCAGTGGATCAGTATAGTAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCA 

              500       510       520       530       540       550 

 

      540       550       560       570       580       590         

mou_Pr ATATCACCATCAAGCAGCACACGGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAGA 

       : :::::  ::::::: ::::: ::::::::::::::::::::::::::::::::::: : 

sheep_ ACATCACAGTCAAGCAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAA 

              560       570       580       590       600       610 

 

      600       610       620       630       640       650         

mou_Pr CCGATGTGAAGATGATGGAGCGCGTGGTGGAGCAGATGTGCGTCACCCAGTACCAGAAGG 

       : ::  : ::::: :::::::: ::::::::::: :::::: :::::::::::::::  : 

sheep_ CTGACATCAAGATAATGGAGCGAGTGGTGGAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAG 

              620       630       640       650       660       670 

 

      660       670       680       690       700       710         

mou_Pr AGTCCCAGGCCTATTACGACGGGAGAAGATCCAGCAGCACCGTGCTTTTCTCCTCCCCTC 

       : :::::::: :::::: :  :: :   :      ::     : :: :: :: ::::::: 

sheep_ AATCCCAGGCTTATTACCAAAGGGGGGCA------AGTGTGATCCTCTTTTCTTCCCCTC 

              680       690             700       710       720     

 

      720       730       740       750       760      

mou_Pr CTGTCATCCTCCTCATCTCCTTCCTCATCTTCCTGATCGTGGGATAG 

       :::: :::::::::::::: :::::::: :: :: :: :: :::::: 

sheep_ CTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGATAG 

          730       740       750       760       770  

 

 

Alce vs oveja 
 
97.8% identity in 771 nt overlap (1-771:1-771); score: 3702 E(10000):      0 

 

               10        20        30        40        50        60 

elk_Pr ATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGCTGGATCCTAGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGAC 

       ::::::::::::::::::::::: :::::::: ::::::::::::::::::::::::::: 

sheep_ ATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGTTGGATCCTGGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGAC 

               10        20        30        40        50        60 

 

               70        80        90       100       110       120 

elk_Pr GTGGGCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGAGGAGGATGGAACACTGGGGGGAGCCGA 

       :::::::::::::::::::::::::::::::: ::::::::::::::::::::::::::: 

sheep_ GTGGGCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGCGGAGGATGGAACACTGGGGGGAGCCGA 

               70        80        90       100       110       120 

 

              130       140       150       160       170       180 

elk_Pr TACCCGGGACAGGGAAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGG 

       :::::::::::::: ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

sheep_ TACCCGGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGG 

              130       140       150       160       170       180 
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              190       200       210       220       230       240 

elk_Pr GGTCAGCCCCATGGAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCAT 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

sheep_ GGTCAGCCCCATGGAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCAT 

              190       200       210       220       230       240 

 

              250       260       270       280       290       300 

elk_Pr GGTGGTGGCTGGGGACAGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGTGGTACCCACAGT 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: ::::::: 

sheep_ GGTGGTGGCTGGGGACAGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGTGGTAGCCACAGT 

              250       260       270       280       290       300 

 

              310       320       330       340       350       360 

elk_Pr CAGTGGAACAAGCCCAGTAAACCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCA 

       :::::::::::::::::::: ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

sheep_ CAGTGGAACAAGCCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCA 

              310       320       330       340       350       360 

 

              370       380       390       400       410       420 

elk_Pr GCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTCGGTGGCTACATGCTGGGAAGTGCCATGAGCAGGCCT 

       ::::::::::::::::::::::: :::::::::::::::::::::: ::::::::::::: 

sheep_ GCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGAAGTGTCATGAGCAGGCCT 

              370       380       390       400       410       420 

 

              430       440       450       460       470       480 

elk_Pr CTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTAC 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

sheep_ CTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTAC 

              430       440       450       460       470       480 

 

              490       500       510       520       530       540 

elk_Pr CCCAACCAAGTGTACTACAGGCCAGTGGATCAGTATAATAACCAGAACACCTTTGTGCAT 

       :::::::::::::::::::: :::::::::::::::: ::::::::::: :::::::::: 

sheep_ CCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCAGTATAGTAACCAGAACAACTTTGTGCAT 

              490       500       510       520       530       540 

 

              550       560       570       580       590       600 

elk_Pr GACTGTGTCAACATCACAGTCAAGCAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAAC 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

sheep_ GACTGTGTCAACATCACAGTCAAGCAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAAC 

              550       560       570       580       590       600 

 

              610       620       630       640       650       660 

elk_Pr TTCACCGAAACTGACATCAAGATGATGGAGCGAGTTGTGGAGCAAATGTGCATCACCCAG 

       ::::::::::::::::::::::: ::::::::::: :::::::::::::::::::::::: 

sheep_ TTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAGCGAGTGGTGGAGCAAATGTGCATCACCCAG 

              610       620       630       640       650       660 

 

              670       680       690       700       710       720 

elk_Pr TACCAGAGAGAATCCGAGGCTTATTACCAAAGAGGGGCAAGTGTGATCCTCTTCTCCTCC 

       ::::::::::::::: :::::::::::::::: :::::::::::::::::::: :: ::: 

sheep_ TACCAGAGAGAATCCCAGGCTTATTACCAAAGGGGGGCAAGTGTGATCCTCTTTTCTTCC 

              670       680       690       700       710       720 

 

              730       740       750       760       770  

elk_Pr CCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGATAG 

       ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

sheep_ CCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGATAG 

730     740       750       760       770  
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2. Alineamiento de proteínas usando herramienta informatica  LALGIN 
 

Raton vs Alce 
 
87.1% identity in 256 aa overlap (2-254:4-256); score: 1600 E(10000): 3.4e-154 

 

              10        20        30         40        50           

Mou_Pr ANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGT-WGQP 

       ...: :.:.:::.::.::::::::::::: ::::::::::::::::::::::::  :::: 

Elk_Pr SHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQP 

            10        20        30        40        50        60    

 

      60        70        80         90       100       110         

Mou_Pr HGGGWGQPHGGSWGQPHGGSWGQPHGGG-WGQGGGTHNQWNKPSKPKTNLKHVAGAAAAG 

       :::::::::::.:::::::.:::::::: ::::: ::.:::::::::::.:::::::::: 

Elk_Pr HGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-THSQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAG 

            70        80        90        100       110       120   

 

      120       130       140       150       160       170         

Mou_Pr AVVGGLGGYMLGSAMSRPMIHFGNDWEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDC 

       ::::::::::::::::::.::::::.::::::::::::::::::::::::.:::.::::: 

Elk_Pr AVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYNNQNTFVHDC 

            130       140       150       160       170       180   

 

      180       190       200       210       220       230         

Mou_Pr VNITIKQHTVTTTTKGENFTETDVKMMERVVEQMCVTQYQKESQAYYDGRRSSSTVLFSS 

       ::::.::::::::::::::::::.:::::::::::.::::.::.:::  .:..:..:::: 

Elk_Pr VNITVKQHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESEAYY--QRGASVILFSS 

            190       200       210       220         230       240 

 

      240       250     

Mou_Pr PPVILLISFLIFLIVG 

       :::::::::::::::: 

Elk_Pr PPVILLISFLIFLIVG 

              250       

 

 

Raton vs Oveja 
 
87.1% identity in 256 aa overlap (2-254:4-256); score: 1603 E(10000): 1.7e-154 

 

              10        20        30         40        50           

Mou_Pr ANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGT-WGQP 

       ...: :.:.:::.::.::::::::::::: ::::::::::::::::::::::::  :::: 

Sheep_ SHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGWGQP 

            10        20        30        40        50        60    

 

      60        70        80         90       100       110         

Mou_Pr HGGGWGQPHGGSWGQPHGGSWGQPHGGG-WGQGGGTHNQWNKPSKPKTNLKHVAGAAAAG 

       :::::::::::.:::::::.:::::::: ::::: .:.:::::::::::.:::::::::: 

Sheep_ HGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-SHSQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAG 

            70        80        90        100       110       120   

 

      120       130       140       150       160       170         

Mou_Pr AVVGGLGGYMLGSAMSRPMIHFGNDWEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDC 

       :::::::::::::.::::.::::::.:::::::::::::::::::::::::::::::::: 

Sheep_ AVVGGLGGYMLGSVMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDC 

            130       140       150       160       170       180   

 

      180       190       200       210       220       230         
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Mou_Pr VNITIKQHTVTTTTKGENFTETDVKMMERVVEQMCVTQYQKESQAYYDGRRSSSTVLFSS 

       ::::.::::::::::::::::::.:.:::::::::.::::.::::::  .:..:..:::: 

Sheep_ VNITVKQHTVTTTTKGENFTETDIKIMERVVEQMCITQYQRESQAYY--QRGASVILFSS 

            190       200       210       220         230       240 

 

      240       250     

Mou_Pr PPVILLISFLIFLIVG 

       :::::::::::::::: 

Sheep_ PPVILLISFLIFLIVG 

              250       

 

 

 

Alce vs Oveja 
 
97.7% identity in 256 aa overlap (1-256:1-256); score: 1835 E(10000): 7.1e-178 

 

               10        20        30        40        50        60 

Elk_Pr MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGW 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

Sheep_ MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGW 

               10        20        30        40        50        60 

 

               70        80        90       100       110       120 

Elk_Pr GQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGTHSQWNKPSKPKTNMKHVAGAAA 

       :::::::::::::::::::::::::::::::::::::.:::::::::::::::::::::: 

Sheep_ GQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGSHSQWNKPSKPKTNMKHVAGAAA 

               70        80        90       100       110       120 

 

              130       140       150       160       170       180 

Elk_Pr AGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYNNQNTFVH 

       :::::::::::::::.::::::::::::::::::::::::::::::::::::.:::.::: 

Sheep_ AGAVVGGLGGYMLGSVMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQYSNQNNFVH 

              130       140       150       160       170       180 

 

              190       200       210       220       230       240 

Elk_Pr DCVNITVKQHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESEAYYQRGASVILFSS 

       :::::::::::::::::::::::::::.:::::::::::::::::.:::::::::::::: 

Sheep_ DCVNITVKQHTVTTTTKGENFTETDIKIMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRGASVILFSS 

              190       200       210       220       230       240 

 

              250       

Elk_Pr PPVILLISFLIFLIVG 

       :::::::::::::::: 

Sheep_ PPVILLISFLIFLIVG 

              250       

 

 


