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1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs), corresponden a un
grupo de enfermedades neurodegenerativas fatales que afectan al humano y a
los animales. El scrapie que se produce en los ovinos y caprinos, constituye el
prototipo para este grupo de enfermedades. Los primeros indicios de su
aparicion se remontan a hace mas de 250 afios en Europa, durante todo este
tiempo ha servido como modelo para el estudio de otras EETs en las diferentes
especies animales. Tanto el comercio como la exportacion del ganado ovino,
provocaron una rapida diseminacion de la enfermedad, lo que ha llevado a que
actualmente se describa practicamente en todo el mundo, con excepcion de
Australia y Nueva Zelanda. En Chile hasta la fecha no se ha notificado la

presencia de scrapie.

El agente etiologico de las EETs corresponde a una proteina infecciosa
denominada prién (PrP*°), isoforma alterada e infectiva que se origina de una
proteina normal constitutiva de la membrana celular (PrP®), que adquiere una
conformacion estructural andémala con caracteristicas inusuales como son: su
alto grado de insolubilidad lo que le confiere la resistencia a los métodos de
inactivaciéon, incapacidad de producir respuesta inmune en el organismo
afectado, gran capacidad para convertir la proteina celular en patolégica, la que
se deposita formando placas amiloides en diferentes 6rganos, principalmente

en el sistema nervioso central (SNC).

El scrapie se caracteriza por presentar prolongados periodos de incubacion, en
los que los signos clinicos sélo se presentan poco antes de la muerte del
animal, lo cual impide realizar un diagndstico temprano y entorpece las
acciones destinadas al control de los enfermos, exponiendo asi a los animales
gue no presentan la enfermedad. Esto implica ademas, un riesgo para la salud
humana por el posible consumo de carnes o subproductos de animales
aparentemente sanos, que pudieran estar incubando la enfermedad. Este
riesgo adquiri6 mayor importancia después de que en 1986 se comprobara el

paso de la enfermedad a los bovinos, posterior a que éstos fueran alimentados



con harinas de carne y hueso provenientes de ovejas infectadas con scrapie.
Las enfermedades producidas por priones han generado mucho interés,
después de la epidemia de la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y el
surgimiento de la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (VECJ) en el
humano, relacionada con la ingesta de alimentos provenientes de vacas

infectadas con EEB.

La aparicion de los signos clinicos es gradual y su presentacion es poco
especifica, como son el cambio de comportamiento, el prurito y las alteraciones
neuroldgicas. La principal via de transmision entre los animales es la oral,
aunque también se describe la forma vertical (antes o durante el parto),
ademas de una predisposicion genética, que determina una mayor 0 menor

susceptibilidad a manifestar la enfermedad.

Los rebafios infectados con scrapie experimentan fuertes pérdidas en la
produccion, lo cual afecta negativamente la economia de los paises que lo
presentan. Este hecho, también puede afectar a los paises libres de la
enfermedad en los cuales por ejemplo, se limita de sobremanera el espectro de
regiones desde las cuales se pueden importar tanto animales como material

genético de alta calidad, disminuyendo asi su capacidad de mejora productiva.

El ingreso del agente etiolégico ocurre principalmente por la via oral, a través
de la cual el prion alcanza el intestino, atraviesa su pared y es amplificado en
los tejidos linfoide y nervioso asociado a éste, para posteriormente ser
transportado hacia el SNC a través de las fibras de los nervios vago y
esplénico. Asi se ha detectado la presencia de PrP*¢ en tejidos linfoides de
ovinos de 14 meses de edad, aproximadamente 6 meses antes del inicio de los
signos clinicos, mientras que en el SNC se encuentra en promedio a los 2,5

anos.

El alto linfotropismo de algunas estirpes de priones, como las del scrapie, la
VECJ y la enfermedad del desgaste cronico, que involucra una acumulacion

temprana del agente causal en el tejido linfoide, antes de su propagacion al



SNC, lo que caracteriza al pribn en ovinos y caprinos, representa la base
cientifica para intentar el diagnostico preclinico del scrapie mediante ensayos
de inmunohistoquimica (IHQ), realizados a partir de muestras ante mortem del
tejido linfoide de tercer parpado, de mucosa rectal o bien de biopsias de

tonsilas, antes de que se inicien las manifestaciones clinicas.

Histéricamente las EETs han sido diagnosticadas por las caracteristicas
histopatolégicas encontradas en el SNC, las que incluyen cambios
espongiformes, gliosis astrocitica y placas amiloides. EI examen
neuropatolégico post mortem del cerebro de humanos y animales, continta
siendo la técnica estandar para el diagnostico de las EETs. La
inmunohistoquimica puede ser utilizada para detectar el marcador especifico
de la enfermedad, la PrP*® in situ, asi como también para determinar su
distribucion en el cerebro y en los tejidos linfoides, basandose en la resistencia
gue posee el pridn frente a la accion de la proteinasa K, en combinacién con la

deteccién inmunoldgica.

La importancia de este estudio apunta a ensayar un sistema de deteccion
eficaz para la proteina pridnica patolégica en los ovinos, utilizando un tejido
como el linfoide, que se ha comprobado que tiene participacion en el ciclo de
replicacion del prion, pero que actualmente no es utilizado en nuestro pais
como prueba diagnoéstica. En Chile la utilizacion de muestras de cerebro de
ovinos muertos, continua siendo la base del diagnéstico para el scrapie, por lo
cual la estandarizacién y utilizacion del tejido linfoide como muestra apta para
IHQ, permitiria implementar y aplicar esta técnica como método preclinico de
diagnéstico, que podria ser utilizada para la deteccién de esta enfermedad in
vivo, logrando asi establecer medidas de control para animales que estén

incubando el scrapie y que aun no manifiestan los signos clinicos.

En base a estos antecedentes y las posibilidades futuras en el campo del
diagnostico, la prevencion, control y tratamiento de las EETs, se plante6
implementar y aplicar en el pais esta técnica de deteccion mediante métodos

poco invasivos, que permitan realizar un estudio de la masa ovina sin la
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necesidad de esperar la muerte de los animales, estén o no afectados. Es
importante remarcar ademas, la necesidad de contar con herramientas de
diagnéstico preclinico para esta enfermedad, mas aun cuando la especie ovina
se comercializa muchas veces antes de que exista cualquier posibilidad de que
se manifieste la sintomatologia, debido al largo periodo de incubacién que esta

puede presentar.

El objetivo central de este trabajo fue el de contribuir al diagndstico preclinico
del scrapie en Chile, a través del estudio inmunohistoquimico del tejido linfoide
de ovinos. Para ello nos propusimos por una parte, estandarizar la ubicacién
anatdmica para la obtencién de tejido linfoide en muestras de la mucosa rectal
de ovinos post mortem y determinar la aptitud de la muestra del tejido linfoide,
obtenida tanto del tercer parpado como de la mucosa rectal de ovinos mediante
la utilizacion de la técnica de Hematoxilina y Eosina (H-E), de acuerdo al
namero de foliculos linfoides observados, necesarios para el diagnéstico y por
otra, implementar y aplicar la deteccién inmunohistoquimica de la PrP*¢ en

ovinos, utilizando tejido linfoide para evaluar scrapie.

En Chile actualmente, como el scrapie no ha sido descrito, los sistemas de
vigilancia para esta enfermad son de tipo pasivo, acotdndose al muestreo post
mortem de cierto numero de animales, principalmente de aquellos con
sintomatologia clinica compatible con scrapie. Para esto, se cuenta con
herramientas diagndsticas como son la histopatolégica tradicional y la
inmunohistoquimica (IHQ). EI gran inconveniente de estos métodos
diagnésticos es que utilizan muestras de cerebro, por o qgue necesariamente
deben ser obtenidos post mortem. Esto impide detectar la enfermedad en
animales que pueden estar incubandola sin presentar sintomas clinicos,

impidiendo asi su manejo adecuado.

En este trabajo, se buscé implementar, aplicar y estandarizar un método para
detectar el scrapie en su etapa preclinica, utilizando la técnica de IHQ en tejido
linfoide de tercer parpado y de mucosa rectal de ovinos, en las condiciones del

laboratorio oficial del pais. Esto permitiria en un futuro cercano, realizar el
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diagnostico en animales vivos y desarrollar estudios conducentes a establecer

un estado comprobable de scrapie en la masa ovina nacional.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

Encefalopatias Espongiformes Transmisibles

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs), también conocidas
como enfermedades producidas por priones, corresponden a una de las
patologias mas intrigantes que afectan el sistema nervioso de los humanos y
animales (Collins et al., 2004; Castilla et al., 2005; Farias et al., 2011; Tranulis
et al., 2011). Las EETs corresponden a entidades neurodegenerativas de
progresion muy lenta, con periodos de incubacion muy largos que van entre los
2 a 10 afos y siempre son fatales. Desarrollan caracteristicas histopatolégicas
como: vacuolizacién neuronal y del neuropilo, astrogliosis y amiloidosis, las
cuales presentan un alto grado de similitud en todas las especies afectadas
(Glatzel y Aguzzi, 2001; Aguzzi et al., 2004; Farias et al., 2009).

En su presentacion, se reconocen dos fases clinicas: una psiquica, en la cual
cambian el comportamiento y temperamento; y otra organica, en que se
observan alteraciones motoras graves. Hasta ahora no existe tratamiento, por
lo que la prevencion resulta fundamental (Castilla et al., 2002; Collins et al.,
2004; FAO, 2007; Bishop et al., 2010). Entre los signos clinicos y el tipo de
enfermedad que producen los priones (Tabla 1), se puede observar que éstos
varian de acuerdo a la fase y a la especie afectada (Torres et al., 2001; Aguzzi
et al., 2008).

Tabla N°1. Presentacion Clinica de las EETs en diferentes especies

Ovinos Bovinos Humanos
Cambios en el Aprehension Modificacion del
o comportamiento y progresiva. comportamiento y
Fase Psiquica | temperamento. Agresividad. personalidad.
Prurito que obliga a Trastornos de la
rascar y frotar el cuerpo. memoria.
Ataxia cerebelar. Descoordinacién. | Dolores intensos en las
Fase Organica | Pérdida de peso. Hiperestesia. extremidades inferiores.
Temblores y Postracion. Demencia.
convulsiones. Diestesia.

En el transcurso de los ultimos 100 afios, debido a las EETs, han ocurrido una
serie de eventos cuyas consecuencias, tanto en salud publica como en salud

animal, han sido muy severas. Es asi como el Kuru, en el afio 1957, fue el
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principal responsable de las muertes en la poblacion de Nueva Guinea. En los
altimos 20 afios, los bovinos fueron afectados por la Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) (Castilla et al., 2002; OIE, 2009), situacion que
provoco una gran crisis alimentaria a nivel mundial, con severas consecuencias
econdmicas para la Unién Europea, Reino Unido y otros paises (Aguzzi et al.,
2008; Wadsworth et al.,, 2011). Ademas de la transmision de la EEB a los
humanos, por el consumo de productos carniceos procedentes de bovinos, que
ha originado mas de 200 casos de una variante de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (VECJ) y la posibilidad de que un gran nimero de personas
haya estado expuesto a carne bovina contaminada con priones ha supuesto
una gran alarma publica (Vidal et al., 2006; OIE, 2009; Bishop et al., 2010;
Norrby et al., 2011).

Mientras en Norteamérica se describen casos de EEB (Dudas et al., 2010) y
aumentan sorpresivamente los casos de la Enfermedad del Desgaste Cronico
(EDC) (Kong et al., 2005; Dubé et al., 2006; Gilch et al., 2011), en la Union
Europea se ha producido un recrudecimiento de los casos de scrapie (Suecia,
Austria, Italia), lo que se relaciona con un aumento en la sensibilidad y la
frecuencia de realizacion de procedimientos de diagnostico (Aguzzi et al., 2008;
Vaccari et al., 2009). Si las EETs se presentan en los animales, producen
degeneracion lenta y progresiva del sistema nervioso central (SNC) siempre
fatales, con cambios histopatoldgicos caracteristicos (Hur et al., 2002; Aguzzi et
al., 2004; Machuca et al., 2006; Watts et al., 2006; Ducrot et al., 2008).

En la medicina humana también existe mayor preocupaciéon, desde que a fines
del siglo XX, se describid la transmision iatrogénica de la ECJ entre los
humanos a través del uso de gonadotrofinas contaminadas (Bishop et al., 2010;
Norrby et al., 2011). Mas recientemente, con la aparicion de casos de la VECJ
adquiridos a través de transfusiones sanguineas, en los que se ha observado
un aumento en la virulencia de los priones de la EEB al ser transmitidos al
humano (Watts et al., 2006; Aguzzi et al., 2008; Terry et al., 2009; Tattum et al.,
2010; Orru et al., 2011), situacion que sumada a las EETs en animales, hacen

muy necesario el seguir investigando dichas enfermedades.
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Inicialmente se postulaba, debido a su transmisibilidad y a los largos periodos
de incubacion, que las EETs eran producidas por un lentivirus, pero no se logré
demostrar la existencia de un virus asociado a la enfermedad, ni tampoco
respuesta inmune que avalara este postulado (Collinge, 2005; Norrby et al.,
2011). Asi se ha aceptado que todas las EETs son causadas por una pequefa
particula proteica infecciosa, carente de acido nucleico y que recibe el nombre
de prion (DeArmond y Prusiner, 1995; Prusiner, 1995; Prusiner, 1998; Brown et
al., 2001; Aguzzi y Polymenidou, 2004; FAO, 2007; Hu et al., 2008).

El agente causante de estas neuropatologias es el pribn y su mecanismo
patogénico es compartido por todas las EETs (Prusiner, 1998; Collins et al.,
2004; Aguzzi, 2006; Wadsworth y Collinge, 2007). EIl prién, corresponde a una
forma alterada de la proteina celular normal (PrP®), que adquiere la capacidad
de transformar la forma normal en una variante patolégica anormalmente
plegada (PrP>%). Esta se caracteriza por ser una isoforma menos soluble, capaz
de propagarse en el sistema nervioso de un mismo huésped causando una
lesion espongiforme degenerativa en este tejido, ademas de transmitirse de un
huésped a otro con largos tiempos de incubacion (Prusiner, 1995; Mabbott y
Bruce, 2001; Castilla et al., 2002; Espenes et al., 2006; Khan et al., 2010).

Las diferentes formas descritas de las EETs, pueden ser clasificadas como
hereditarias, infecciosas y esporadicas (Prusiner, 1995; Bradley, 2002; Farias
et al., 2004; Castilla et al., 2005; Ryou, 2007; Heaton et al., 2010). Las de tipo
hereditarias, son aquellas provocadas por alteraciones genéticas heredables y
su presentacion se debe a una mutacion en el gen que codifica la proteina
priénica (PrP), lo cual termina facilitando el plegamiento erréneo de la PrP<; las
infecciosas o adquiridas, son producto del ingreso al organismo de un prion
exdgeno que interactta con la PrP, proteina que se transforma en una nueva
PrP°%; las esporadicas, cuando se presentan sin una causa aparente o
evidencia de una mutacién puntual o de infeccién exégena por la PrP>¢ y cuyo
origen en la actualidad no tiene una clara explicacion (DeArmond y Prusiner,
1995; Castilla et al., 2002; Watts et al., 2006; Brown y Mastrianni 2010).
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Las EETs se han reconocido en diversas especies (Tabla 2), es asi como se
describen en los humanos donde se destacan la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (ECJ) y su variante (VECJ), entre otras (Torres et al., 2001; Aguzzi y
Polymenidou, 2004; Davies et al., 2004; Ryou, 2007; Terry et al., 2009; Khan et
al., 2010; Wadsworth et al., 2011); mientras que entre las principales de los
animales estan: el scrapie en ovejas y cabras, la Encefalopatia Espongiforme
Bovina (EEB) o “mal de vacas locas (Prusiner, 1995; Fournier y Grigoriev,
2001; Mabbott y Bruce, 2001; FAO, 2003; Brun et al., 2003; Lysek et al., 2004;

Hunter, 2007; Vaccari et al., 2009; Lezmi et al., 2010; Tattum et al., 2010).

Tabla N° 2. Encefalopatias Espongiformes Transmisibles en las especies

Nombre Hospedador Mecanismo de transmision Afio
@) reconocido
ECJe Humano Espontdneo; mutacion somética o conversién 1920
espontanea de PrP¢a PrP°°.
ECJf Humano Genético; mutacion heredable en el gen PRNP. 1924
ECJi Humano Infeccioso; exposicibn a equipo quirdrgico 1974
infectado con priones; trasplante de tejidos;
transfusion sanguinea; terapias con hormona
de crecimiento humana.
VECJ Humano Infecciosa; exposicion a alimentos infectados 1996
con EEB.
SGS Humano Genético; mutacion heredable en el gen PRNP. 1936
Kuru Humano (Papua- | Infeccioso; exposicion a tejidos contaminados 1957
Nueva Guinea) | del hombre durante rituales de canibalismo.
IFF Humano Genético; mutacion heredable en el gen PRNP. 1986
IFs Humano Desconocido; espontaneo; mutacién somética 1997
o conversién espontanea de PrP° a PrP°°.
scrapie Ovejas y cabras | Infeccioso; ingestibn o contacto con animales, 1732
tejidos o secreciones con scrapie; ambiente
contaminado; exposicién oral.
ETV Vison Infeccioso; ingestion de alimento contaminado 1947
con priones.
EDC Ciervo, Alce, Desconocido; infeccioso, espontaneo; contacto 1967
raton 0 ingestion con priones.
EEB Bovinos Infeccioso; ingestion de alimento contaminado 1986
con priones.
EUE Kudu, Gemsbok | Infeccioso; contacto con alimentos o tejidos 1986
Oryx, Nyala, contaminados con EEB.
ungulados exético
EEF Gatos, tigre, ledn, | Infeccioso; ingestion de alimento contaminado 1990
puma, chita. con priones.

(a) ECJe (Enfermedad de Creutzfeld- Jacob esporadica), ECJf (familiar), ECJi (iatrogénica),
VECJ (variante); SGS (Sindrome de Gersmann’Straussler- Scheinker); IFF (Insomnio Familiar
Fatal), IFe (esporadico); ETV (Encefalopatia Transmisible del Visén); EDC (Enfermedad del
Desgaste Cronico); EEB (Encefalopatia Espongiforme Bovina); EUE (Encefalopatia de
Ungulados Exéticos); EEF (Encefalopatia Espongiforme Felina) (Ryou, 2007).
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La forma mas comun y antigua observada de las EETs corresponde al scrapie
o “Rascadera” de las ovejas y cabras, presente mundialmente desde el siglo
XVIII (Bermejo y Muiioz, 2001; Bozzeta et al., 2004; Vascellari et al., 2007;
Vaccari et al., 2009; O Rourke et al., 2011). En 1920 se describié en humanos
la Enfermedad de Creutzfeld-Jacob (ECJ), caracterizada por una demencia de
evolucion subaguda, asociada a sintomas neurolégicos motores. En 1957,
Zigas de Australia y Gajdusek de los Estados Unidos describieron el Kuru, en
los indigenas Fore de Nueva Guinea, cuyo cuadro clinico afectaba a mujeres y
nifios, los que presentaban ataxia, temblor y muerte a los pocos afios. Lo cual
se relaciono con ritos de canibalismo, en que mujeres y nifios solian comer el
cerebro de los difuntos y los hombres sus musculos (Prusiner, 1995; Bermejo y
Mufioz, 2001; Aguzzi, 2006; Caramelli et al., 2006; Brown y Mastrianni, 2010;
Norrby, 2011). En el Reino Unido en 1986, Wells y Wilesmith identificaron la
EEB, en vacas que comenzaron a presentar descoordinacidon y a estar
inusualmente asustadizas. El origen de esta epidemia emergente, fue
localizado en los suplementos alimenticios que incluyeron harinas de carne y
hueso provenientes de ovejas muertas por scrapie. Todas estas enfermedades
ademas de alteraciones del comportamiento, tienen en comun el presentar
alteraciones morfolégicas en el tejido cerebral, dandole a este tejido un aspecto
de “queso suizo” (Prusiner, 1995; Prusiner, 1998; Bermejo y Munoz, 2001;
Castilla et al., 2002; Aguzzi, 2006; Vidal et al., 2009; Loiacono et al., 2010).

Durante afios, la causa de todas estas patologias fue asociada al concepto de
“virus lento”, sin embargo a través del tiempo, este concepto fue desestimando
puesto que el agente era resistente a tratamientos de inactivacion para los
virus, junto con la ausencia de reaccion inflamatoria. Ademas, se comprobd
gue el agente causante de las EETs, no contenia material genético en su
estructura (Prusiner, 1995; Prusiner, 1998; Bermejo y Mufioz, 2001; Lysek et
al., 2004; Sakudo et al., 2011; Torres et al., 2011). En la década del 80,
Prusiner y colaboradores reconocieron la naturaleza proteica del agente de las
EETs e introdujeron el término de “prién” para denominarlo. De este modo, hoy

en dia se reconoce mundialmente que la causa de estas enfermedades fatales,
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es un patdégeno proteinaceo denominado prién, el que carece de acidos
nucleicos funcionales (Prusiner, 1998; Bermejo y Muioz, 2001; Aguzzi y
Polymenidou, 2004; Ryou, 2007; Hu et al., 2008; Sakudo e lkuta, 2009; Khan et
al., 2010).

Priones

Corresponden a pequefias particulas infecciosas de naturaleza proteica, con
propiedades que los hacen mas resistentes que la mayoria de las proteinas a
la inactivacibn por métodos fisico-quimicos. La naturaleza proteica de los
priones, se sugirid por su resistencia a la inactivacion por procedimientos que
destruyen los acidos nucleicos, como por ejemplo la radiacion ultravioleta
(Collinge, 2001; Aguzzi et al., 2008; Tixador et al., 2010; Sakudo et al., 2011).

Estas proteinas infecciosas, son una forma alterada de una proteina estructural
constitutiva de la membrana celular normal (PrP®), que es codificada por un
gen (PRNP) del brazo corto del cromosoma y que se expresa abundantemente
en las células de los mamiferos. Sin embargo, estas isoformas de proteinas
pribnicas (normal y alterada), tienen propiedades fisicas muy diferentes pero
tanto animales enfermos como sanos son inmunotolerantes a cualquiera de las
isoformas presentes en sus tejidos (Bermejo y Mufioz, 2001; Brun et al., 2003;
Ronga et al., 2006; Zomosa-Signoret et al., 2008; Khan et al., 2010)

El gen PRNP, localizado en el cromosoma 20 (humano), que codifica la
proteina PrP®, presenta un Gnico exén para todo el marco de lectura abierto y
muestra un elevado grado de conservacion en las distintas especies. A pesar
de esta caracteristica, las particulas infecciosas procedentes de una especie
son muy eficaces para transmitir la enfermedad a cualquier hospedador que
tenga el gen de la proteina normal. Asi, la eliminacion por ingenieria genética
del gen PRNP en el hospedador, lo hace resistente frente a la infeccion por
PrP* (Glatzel y Aguzzi, 2001; Brun et al., 2003; Khan et al., 2010).

En diversas especies animales se han descrito genes ortélogos de PrP y se ha

determinado su loci cromosomal. Este gen se expresa ampliamente, con una
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gran concentracién en las neuronas. Dentro de la célula, la PrP° es sintetizada
en el citoplasma, transportada a través del reticulo endopldsmico y el complejo
de Golgi, para ser expuesta en la membrana. En las neuronas, la PrP esta
concentrada en dominios de la membrana plasmatica ricos en lipidos mientras
que, la fraccion proteica se localiza en la matriz extracelular y se ancla a la
membrana por una cadena de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Hur et al., 2002;
Kunkle et al., 2006; Johnson et al., 2007; Ryou, 2007; Crozet et al., 2008).

La PrP® es una glicoproteina acoplada a nitrégeno, formada por una cadena
polipeptidica de 250 a 260 aminoé&cidos, dependiendo de la especie. Presenta
un anico puente disulfuro, dos sitios de N-glicosilacion y se encuentra unida a
la membrana celular neuronal por una cadena de GPI (Dormont, 2002; Ronga
et al., 2006; Yokoyama y Mori, 2008; Sakudo e lkuta, 2009). Se localiza en los
microdominios de membrana ricos en colesterol llamados puentes (rafts) o en
dominios de caveolina (caveolae - like), sin embargo, también se ha detectado
en el citosol (Noinville et al., 2008; Zomosa-Signoret et al., 2008). Tiene una
vida media de 5 horas en la superficie celular, después de la cual es
incorporada y degradada en compartimentos endolisosomales. Asi, la
conversion de PrP® a PrP>¢ ocurre durante el proceso de internalizacién, como
resultado de la conversion de la PrP® codificada por el hospedador (Fournier y
Grigoriev, 2001; Dormont, 2002; Crozet et al., 2008). En su estructura se han
descrito, ancladores de membrana, concretamente una union disulfuro
intramolecular (Cys179 - Cys214), que le entrega estabilidad al C-terminal. El
sitio de anclaje fue determinado por medio de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) y comprende de un dominio globular 121 — 231, que consiste en una
pequefia alfa hélice (al) y dos hélices antiparalelas («2 y a3) unidas por un
puente disulfuro, ademéas de dos laminas beta cortas (Ronga et al., 2006;
Aguzzi et al., 2008). Esta estructura de la PrP®, en diferentes especies de
mamiferos, ha mostrado el mismo plegamiento global (Lysek et al., 2004;
Aguzzi, 2006; Noinville et al., 2008).

Las dos areas del dominio globular de la PrP® se han sugerido como

importantes para el desarrollo de las EETs. La hélice a-1 se ha implicado como
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un sitio de interaccién primaria con la PrP*¢, asociada a las EETs. El epitope
compuesto por el loop 166 - 172 mas el C-terminal y la hélice a-3, han sido
sugeridas como de reconocimiento para una chaperona convertidora (Torres et
al., 2001; Lysek et al., 2004; Khan et al., 2010). La secuencia amino-acidica y
la exposicion de modificacion en la PrP® y PrP>¢ son idénticas, excepto por su
conformacion tridimensional, la que establece las diferencias en las
propiedades bioquimicas y biofisicas de ambas isoformas (Tabla 3) (Bermejo y
Mufioz, 2001; Ryou, 2007; Westergard et al., 2007; Yokoyama y Mori, 2008).

Tabla N° 3. Comparacion de la PrP¢y la PrP>¢

Propiedades Prp® Prp>°

Proteina Pridnica | Celular normal Anormal, asociada a la enfermedad
Infectividad No infecciosa Infecciosa, patogénica
Plegamiento Principalmente a- hélices Abundante conformacion 8 plegada
Solubilidad Facilmente soluble (hidrofilica) Insoluble (hidrofébica)

Digestién por Totalmente sensible Parcialmente, pero resistente
Proteasas

Reactividad de Alta reactividad principalmente a | No reacciona frente a anticuerpos
anticuerpos anticuerpos anti- PrP anti Prp @

(a) La disponibilidad de anticuerpos especificos de PrP>° es controversial (Ryou, 2007).

En relacion a la conformacion de las isoformas (Fig. 1), la PrP® esta compuesta
por alrededor de un 40% de a-hélice y 3% de lamina B, mientras que la PrP>¢
presenta 30% de a-hélice y 40% de lamina 3, en ambas el tamafio es de entre
33 a 35 kDa (PrP 33-35). El aumento del contenido de plegamiento 3 en la
PrP*°, se debe principalmente a una transicién de la conformacién entre la
region hidrofobica (aminoacidos 90 a 140) y una porcion de las hélices de la
PrP®. Estos eventos moleculares, hacen que la estructura sea hidrofébica y
parcialmente resistente a la digestion por proteinasa K, resultando frente a la
accion enzimatica una proteina de 27 a 30 kDa (PrP 27-30) (Salguero et al.,
2006; Aguzzi et al., 2008). La conformacion de la regién alterada de la PrP°,
forma tramos repetidos de cortas hojas B y agregados, para generar
multimeros de PrP*°, que pueden agregarse en fibrillas amiloides. Aln no esta
claro si estos agregados son los que causan el dafo celular o simplemente son
un producto subyacente del desarrollo de la enfermedad (Mabbott et al., 1997;
Bermejo y Muiioz, 2001; Torres et al., 2001; Ryou, 2007; Khan et al., 2010).
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Alterada

Figura 1. Diferencia conformacional entre la PrP® y la PrP%°. cambio de la
proteina pridnica normal (PrP®) que posee mayor cantidad de plegamiento a-hélices, en
comparacion con la proteina pridnica alterada (PrP°%) que presenta mayor cantidad de laminas
B. (http//www.cmpharm.ucsf.edu/cohen/research/gallery/aw_prion.gif).

La PrP® se expresa abundantemente en el cerebro, sin embargo también ha
sido detectada en otros tejidos no nerviosos, tales como el linfoide, pulmén,
corazon, rifidn, tracto gastrointestinal, musculo y glandula mamaria. Por otra
parte, se han descrito algunas posibles funciones fisioldgicas para esta
proteina, como son: el metabolismo de neurotransmisores, activacion de
células inmunes, adhesion celular, interaccién con la matriz extracelular (puede
unirse al precursor del receptor de laminina), transduccion de sefiales (induce
una modulacién de la fosforilacién de la Fyn kinasa), metabolismo del cobre y
actividad antioxidante, compensando el estrés oxidativo al poder captar cuatro
moléculas de Cu*? en el dominio octapéptido repetitivo (residuos 51 a 91
contienen una rara repeticion rica en glicina cada ocho residuos), o muerte
celular programada, ademas se describe un posible papel en el ritmo de la
actividad circadiana y los patrones del suefio (Mabbott et al., 1997; Mabbott y
Bruce, 2001; Dormont, 2002; Aguzzi et al., 2008; Zomosa-Signoret et al., 2008).

Todas las enfermedades priénicas comparten un mecanismo molecular coman,

en el que la capacidad infecciosa y patégena de la PrPS° se debe, muy
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probablemente a su conformacion anormal, la que genera su depdsito cerebral
como placas de amiloides insolubles, la resistencia a las proteasas y su
capacidad patdégena para el SNC (Mabbott et al., 1997; Kunkle et al., 2006;
Yokoyama y Mori, 2008; Tixador et al., 2010). La conformacion anormal de la
PrP, podria ocurrir espontaneamente como un evento raro o frecuente cuando
la secuencia de la proteina es alterada por una mutacién, o bien, es inducida
por un prién infeccioso (PrP%). Este cambio en la concepcién de la biologia
tradicional, que dota a una proteina de la capacidad infecciosa (se multiplica),
es el gran aporte conceptual de Prusiner (Glatzet y Aguzzi, 2001; Ryou, 2007
Andrievskaia et al., 2008; Pirisinu et al., 2011).

La transmision es facil entre los individuos de una misma especie, pero también
es posible entre las diferentes especies, aunque con mayor resistencia, asi la
EEB no se transmite hacia el hamster sin embargo, lo hace facilmente hacia el
ratén. El principal determinante molecular de la barrera entre especies es la
homologia entre los genes PrP del donador y receptor; y los genes de
histocompatibilidad que también podrian jugar un papel en la susceptibilidad al
agente de las EETs (Dormont, 2002; Beringue et al., 2008; Khan et al., 2010).

Como resultado de la conversién de la PrPC gatillada por la “infeccién” del
prién, la mutacion del gen PrP, o la forma espontadnea (de causa desconocida),
se genera la isoforma plegada anormalmente PrP*, la cual se acumula
progresivamente y se deposita como placas amiloides en el cerebro. Aunque la
patogénesis del prién esta asociada con la PrP%°, no esta claro cuando ésta
adquiere una funcion toxica, que le permitan desencadenar los eventos que
causan las caracteristicas patologicas tales como: la neurotoxicidad, el estrés o
la muerte celular y la neurodegeneracion (Hur et al., 2002; Ronga et al., 2006;
Crozet et al.,, 2008; Hu et al., 2008; Vidal et al., 2009; Tixador et al., 2010).
Algunos estudios sugieren que la PrP*¢ puede causar efectos patoldgicos
directos sobre las neuronas o indirectamente a través de células de la glia,
gatillando una cascada de signos transduccionales que producen apoptosis.
Alternativamente, la pérdida de la funcién de la PrP¢ debido al cambio

conformacional, puede resultar en un trastorno en la transduccién de sefiales,
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para la supervivencia o proteccion en las que fisiolégicamente participa la PrP°.
La patogénesis de las enfermedades pridnicas puede ocurrir por una
conformacién priénica intermedia formada durante la conversién de PrP° a
PrP>¢ (Noinville et al., 2008; Van Keulen et al., 2008a).

Para la patogénesis de las EETSs, se han sugerido dos modelos diferentes para
la conversion del prién y su agregacion: (a) la polimerizaciébn nucleada por
condensacién no catalitica, donde una PrP>¢ multimérica actia como nucleo de
polimerizacién, la que estabiliza rapidamente muchos mondmeros de
moléculas de PrP con la incorporacién dentro de oliggmeros de PrP° (Khan et
al.,, 2010). En este modelo, se propone que el cambio conformacional es
controlado termodindmicamente y es reversible, pero su equilibrio favorece la
conformacién de PrP€. Su conversién es establecida y estabilizada sélo cuando
se agrega sobre un nucleo formado por agregados de PrP*¢, el cual favorece
aceleradamente la adicibn de monémeros. De acuerdo a esto, los agregados
podrian ser una propiedad intrinseca para la infeccion; los monémeros de PrP>¢
pueden ser inofensivos, pero propensos a generar agregados (Collins et al.,
2004; Aguzzi et al., 2008). (b) el heterodimero o conversion asistida por un
patrén directo, propuesto por Prusiner, en que los mondmeros de PrP>° sirven
como plantilla para convertir a las PrP® en una forma aberrante, en la
interaccidn entre estas dos moléculas (Ryou, 2007). Asi en la infeccién de una
célula hospedador, la conformacién alterada de PrP*° inicia una cascada
catalitica, usando a la PrP® o a un intermediario parcialmente desplegado,
como sustrato, convirtiéndolo por un cambio conformacional, en una nueva
proteina con un alto porcentaje de plegamiento B. Esta PrP>¢ formada, puede
transformar a otra PrP® en una nueva entidad resistente a proteinasa K, asf
una vez convertidas las PrP*¢, se forman los agregados de priones. Este
cambio, puede ser cinéticamente controlado por una barrera de activacion de
gran energia, que previene la conversidn espontanea. Sin embargo, la
formacién de PrP® en complejos heteroméricos de PrP*, puede tener una
barrera de activacién de baja energia en la formacién de PrP%°. El
desplegamiento ampliado y el proceso de replegado, requieren de la actividad
de chaperonas y de energia (Aguzzi et al., 2008). En ambos modelos se hace

diferencia en el rol de los agregados de PrP> durante la propagacion del prion.
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Estos agregados no son considerados esenciales para el proceso de
conversion asistida por plantilla, pero son indispensables para la propagacion
en la polimerizacién nucleada (Torres et al., 2001; Westergard et al., 2007).

Asi, la PrP*° es la resultante de una conformacién alterada de la PrPC, la cual
se produce durante el periodo preclinico de la enfermedad. Posterior a este
proceso de conversion, la PrP anormal puede unirse a restos de membrana o
participar del mecanismo de polimerizacion, llegando a la formacion de
estructuras fibrilares. Estas aparecen en el cerebro como una acumulacion de
PrP*¢, denominadas placas amiloides (Fournier y Grigoriev, 2001; Caplazi et
al., 2004; Salguero et al., 2006; Khan et al., 2010). Es asi, que las EETs se
caracterizan histopatolégicamente por la pérdida neuronal, vacuolizacion de los
cuerpos neuronales y del neuropilo de la materia gris (espongiosis), astrocitosis
reactiva y microgliosis (Hamir et al., 2001; Brun et al., 2003; Davies et al., 2004;
Crozet et al., 2008). Sin embargo, la causa de esta neurotoxicidad esta poco
clara, los signos clinicos y la patologia que producen variara dependiendo de la
especie e incluso de cada animal afectado. En todos los casos, el desarrollo de
la enfermedad es lento y los tiempos de incubacién con ausencia total de
sintomas, son muy largos, 2-10 afios, dependiendo de la especie y de los
individuos (Torres et al., 2001; Hur et al., 2002; Collins et al., 2004; Hunter et
al., 2007; Van Keulen et al., 2008a; Tixador et al., 2010; Farias et al., 2011).

Enfermedades pridénicas en humanos

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs) humanas son poco
frecuentes, siendo la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) la mas comdun,
gue se presenta en individuos con edades proximas a los 60 afios (Vargas et
al., 2001; Lasmézas, 2003; Terry et al., 2009; Yang et al., 2010).

La mayoria de los afectados por enfermedades pridnicas, presentan demencia
de progresion rapida y en algunos casos pueden manifestar ataxia de origen
cerebelar. Macroscopicamente los cerebros de los pacientes parecen
normales, sin embargo la observacion microscépica de éstos, en el examen

post mortem, usualmente deja en evidencia la presencia de degeneracion
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espongiforme y gliosis astrocitica (Prusiner, 1998; Jeffrey y Gonzalez, 2007;
Manuelidis et al., 2009; Bishop et al., 2010; Tranulis et al., 2011).

En los humanos las EETs pueden ser clasificadas dependiendo del modo de
transmision en tres grupos: infecciosas, esporadicas y hereditarias (Prusiner,
1998; Delgado-Hachmeister et al., 2002; Aguzzi et al., 2004; Aguzzi, 2006;
Liberski et al., 2010; Yang et al., 2010). Las enfermedades de estos tres grupos
pueden ser transmitidas a los primates por ingestion o inoculacion de tejido
cerebral, cumpliendo asi con una de las caracteristicas principales de las EETs
(Chesebro, 2003; Wadsworth y Collinge, 2007; Barash et al., 2009).

Enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (ECJ)

El nombre de esta enfermedad fue introducido por Spielmeyer en 1922, en
base a los casos reportados por Creutzfeldt y Jakob en 1920 y 1921
respectivamente, los cuales fueron usados para describir los cuadros clinicos
que presentaban caracteristicas neurodegenerativas (Gambetti et al., 2003;
Collinge, 2005; Caramelli et al., 2006; Liberski et al., 2010). Su transmisibilidad
fue demostrada por Gajdusek en 1968, en base a estudios experimentales con
chimpancés (Aguzzi y Polymenidou, 2004; Bishop et al.,, 2010). La ECJ
comunmente se presenta a partir de los 60 afios de edad, con demencia y
pérdida de la coordinacion (FAO, 2003; Brown y Mastrianni, 2010). Sin
embargo, existen diversas variantes clinicas de esta enfermedad, las cuales se
caracterizan por la predominancia de una de sus manifestaciones tipicas
(demencia, ataxia cerebelar, dafio piramidal motor, amaurosis, mutismo
acinético) y por las lesiones neuropatoldgicas de tipo espongiformes de variada
intensidad y distribucion en el SNC. Ademas, se describen placas amiloides
cerebelares en el 5% de los casos (DeArmond y Prusiner, 1995; Crozet et al.,
2008; Manuelidis et al., 2009; Yang et al., 2010; Tranulis et al., 2011).

Segun las caracteristicas etiologicas, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob tiene

tres formas clasicas de presentacion y una cuarta que fue descrita mas

recientemente:
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a) ECJ esporadica o clasica (ECJe): corresponde a la forma mas comun de
presentacion, manifestdndose en el 85% a 90% de los casos de enfermedades
prionicas humanas. Fue la primera de las variantes descrita por Creutzfeldt y
Jakob (Lasmézas, 2003; Bishop et al., 2010). Se presenta en todos los paises
con una distribucién aparentemente al azar, con una incidencia anual de 1 a 2
casos por cada millbn de habitantes, afecta a hombres y mujeres (Collinge,
2005; Yang et al.,, 2010). La etiologia de la ECJe es desconocida, aun no
existen datos concretos que se refieran a la forma que causa este tipo de
presentacion esporadica, pero se plantea la transmision horizontal de los
priones entre humanos y/o animales, mutaciones soméaticas del gen PRNP, o
conversiones espontaneas de la PrP® en la PrP%°, como un raro evento
estocastico (Wadsworth et al., 2003; Brown y Mastrianni, 2010; Norrby, 2011).

Por otra parte, existe una marcada susceptibilidad genética para este tipo de
ECJ, donde el 68% de los casos son individuos homocigotos para el codén 129
de la secuencia aminoacidica de la proteina prionica, el cual codifica una
metionina y/o una valina (Will, 2002; Collinge, 2005; Bishop et al., 2010). En la
poblacion caucasica el 52% de los individuos es homocigoto para metionina en
esta posicion, el 36% es heterocigoto y el 12% restante es homocigoto para
valina (Gambetti et al., 2003; Sigurdson et al., 2010). Los individuos
homocigotos para metionina o valina, estan mas predispuestos a desarrollar la
ECJe (Wadsworth et al., 2003; Caramelli et al., 2006; Tranulis et al., 2011). Las
caracteristicas tanto clinicas como patoldgicas, son menos variables que en las
EETs de origen infeccioso o hereditario. La mayor incidencia para esta forma
es entre los 55 a 60 afios de edad, con un inicio de los signos que puede ir
entre los 50 a 70 afos, pero puede presentarse en individuos jévenes (16 afios)
0 mas seniles (80 afios). La duracion de la enfermedad, definida por el lapso
gue va desde el primer sintoma a la muerte, es de aproximadamente 4 meses
La muerte en los afectados, ocurre entre los 65 y 69 afos (Will, 2002; Collinge,
2005; Sikorska et al., 2009; Brown y Mastrianni, 2010; Bishop et al., 2010).

El inicio del cuadro clinico se caracteriza por una rapida y progresiva demencia,

con desoérdenes cognoscitivos como confusion, pérdida de memoria y
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comportamientos extraios. Esto progresa usualmente a demencia severa, que
puede estar asociada a mioclonos, signos cerebelares y asociada a déficit
neuroldgicos multifocales, como disfasia y ataxia, alteraciones de la vision,
convulsiones y signos piramidales o extra piramidales (Chesebro, 2003; Bishop
et al., 2010). La ECJe es positiva en un 90% al inmunoensayo de la proteina
14-3-3, obtenida de fluido cerebro espinal y se manifiesta en forma tipica con
complejos trifasicos al electroencefalograma (60-70%) (Will, 2002; Gambetti et
al., 2003; Caramelli et al., 2006; Barash et al., 2009; Brown y Mastrianni, 2010).

b) ECJ familiar o hereditaria (ECJf): ocurre en un 10 a un 15% de los casos de
Creutzfeldt-Jakob (Lasmézas, 2003; Collinge, 2005; Liberski et al., 2010;
Tranulis et al., 2011). Sin embargo, ésta se asocia a una mutacion autosomal
del gen PRNP. Aunque se han descrito sobre 50 mutaciones, soOlo 4
mutaciones puntuales en los codones 102, 178, 200 y 210, siendo la més
comun en el 200 y las inserciones de 5 o 6 repeticiones de octapéptidos, las
que se relacionan con el 95% de los casos. Aun cuando el fenotipo de los
afectados se asemeja a los de la ECJe, su presentacién comienza a edades
mas tempranas y su curso clinico es mas prolongado (Gambetti et al., 2003;
Johnson, 2005; Yang et al., 2010; Capellari et al., 2011).

c) ECJ iatrogénica (ECJi): tiene una frecuencia de un 5% de los casos de ECJ,
ocurre ante la exposicion accidental del humano a los priones en
procedimientos de tipo médico, dental o quirdrgico, como implantes de
duramadre e inyecciones de hormona del crecimiento. Menos comunes son el
transplante de cérnea y el uso de instrumental neuroquirdrgico contaminado.
Estas vias de transmision, involucran una contaminacion cruzada de materiales
o tejidos que entran en contacto con el cerebro de los afectados, dando lugar a
mayores niveles de infectividad (DeArmond y Prusiner, 1995; Vargas et al.,
2001; Chesebro, 2003; Lasmézas, 2003; Will, 2003; Collinge, 2005; Jeffrey y
Gonzalez, 2007; Wadsworth et al., 2008; Terry et al., 2009).

La presentacion clinica, esta relacionada con la via de ingreso del prion. Asi,

las periféricas se relacionan con periodos de incubacion largos y la ataxia es el
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signo predominante (Wadsworth et al., 2003; Aguzzi, 2006; Barash et al.,
2009). Cuando se produce através del trasplante de cornea o duramadre, los
periodos de incubacion son cortos (1 a 2 afios) y la demencia es el signo mas
importante (Chesebro, 2003; Wadsworth y Collinge, 2007; Norrby, 2011).

d) ECJ variante (VECJ): en el afio 1995, se describe un nuevo tipo de EET
humana, la VECJ, como resultado de la transmisién del prion del bovino al
humano (Brown et al., 2001; Will, 2002; Andrews et al., 2003; Colchester y
Colchester, 2005; Tattum et al., 2010; Pirisinu et al., 2011). La presentacion de
10 casos, en individuos con un promedio de 29 afios de edad y con un cuadro
clinicopatologico distinto a la ECJe clasica, hizo que este cuadro fuera
denominado como “la nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob”
(VECJ). Evidencias de laboratorio apoyaron que el origen de la VECJ, seria
causada por el mismo agente de la EEB (Will, 2003; Colchester y Colchester,
2005; Beringue et al., 2008; Sigurdson et al., 2010; Wadsworth et al., 2011).

La conciencia publica y la preocupacion por las EETSs, se acentuaron después
de la identificacion de la EEB y la evidencia que demostraba que esta era la
causa de la aparicion de la VECJ, convirtiéndose asi en la primera zoonosis de
las enfermedades producidas por priones comprobada. Los primeros casos
detectados fueron en el Reino Unido en individuos que habian estado en
contacto, consumido productos céarnicos o subproductos de origen bovino,
contaminados con el agente de la EEB (Brown et al., 2001; Andrews et al.,
2003; FAO, 2003; Beringue et al., 2008; Liberski et al., 2010). Siendo éste el
mecanismo mas probable de transmisién de al ser humano, sin embargo, no
puede descartarse la posibilidad de la transmisién de la VECJ entre humanos,
debido a causas iatrogénicas como procedimientos médicos 0 quirlrgicos
(Vargas et al., 2001; Trevitt y Singh, 2003; Terry et al., 2009; Orrua et al., 2011).

La duracion del cuadro clinico, es mas prolongada si se compara con la ECJe
clasica y en promedio alcanza los 13 meses (Will, 2002; Aguzzi, 2006; Mackay
et al., 2011). La edad promedio de presentacion es de 29 afos. La VECJ

comienza con sintomas principalmente psiquiatricos, que corresponden a
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depresion, ansiedad, insomnio y apatia, para pasar luego de semanas a meses
a signos neurologicos caracterizados por un sindrome cerebelar con ataxia y
mioclonias. Una minoria de los pacientes presenta signos neurologicos desde
el comienzo, que corresponden a dolor persistente y deterioro de la memoria
(Will, 2003; Mackay et al., 2011). Mas tardiamente, aparecen los problemas de
memoria que progresan a desordenes cognitivos y finalmente mutismo. La
muerte a menudo ocurre por una infeccion concomitante que afecta al paciente
(Chesebro, 2003; Andrews et al., 2003; Orra et al., 2011).

La forma neuropatolégica de la VECJ es consistente, aunque existen cambios
espongiformes generalizados, gliosis y pérdida neuronal mas severos a nivel
del talamo y ganglios basales, la caracteristica mas importante es la presencia
de abundantes placas amiloides en la corteza cerebral y cerebelar. Estas
corresponden a proteina prionica resistente a proteasa rodeada por vacuolas
espongiformes, dandole un aspecto morfolégico de placas multicéntricas o
“floridas”. Estas placas so6lo se han observado en el scrapie, caracteristica
particular e inusual de esta enfermedad priénica (Brown et al., 2001; Collinge,
2001; Chesebro, 2003; Caramelli et al., 2006; Wadsworth et al., 2011).

Los resultados de investigaciones realizadas en ratones transgénicos,
demostraron la conexion existente entre la EEB y la VECJ, en base a las
siguientes similitudes: la distribucion de los depdsitos de proteina pridnica y los
patrones de lesiones en cerebros de ratones y primates, inoculados con
homogeneizados de cerebros de bovinos con EEB y de pacientes fallecidos de
VECJ; los patrones de glicosilacion de ambas proteinas patologicas (Glatzel y
Aguzzi, 2001; Trevitt y Singh, 2003; Caramelli et al., 2006; Mackay et al., 2011);
los periodos de incubacion en roedores inoculados; las similares caracteristicas
de transmision de ambas enfermedades (Delgado-Hachmeister et al., 2002;
Will, 2002; Beringue et al., 2008; Bishop et al., 2010; Capellari et al., 2011).

Por otra parte, tanto las caracteristicas clinicopatolégica como la duracion del
cuadro clinico, de la VECJ son muy distintas a las de la ECJe, las principales
diferencias corresponden a: las edades promedio de muerte para los afectados
con la VECJ es de 29 afos, para la ECJe es de 66 afos de edad (Will, 2002;
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Caramelli et al., 2006; Mackay et al., 2011), al examen electroencefalogréfico,
los pacientes con VECJ no presentan caracteristicas especiales, en cambio los
afectados con ECJe presentan complejos repetitivos trifasicos caracteristicos
en el 70%. La deteccion de la proteina 14-3-3 en el fluido cerebro espinal, es
positiva en mas del 90% de los ECJe, mientras que para la VECJ solo alcanza
al 50% de los casos (Will, 2002; Trevitt y Singh, 2003; Tranulis et al., 2011).

Entre los factores de riesgo mas importantes para adquirir la VECJ, se incluyen
a individuos jovenes y homocigotos para metionina del codon 129 presente en
el gen PRNP. Asi, el 100% de los afectados con VECJ son homocigotos para
metionina 129. En el caso de la ECJe, existe un porcentaje de individuos que
corresponden a heterocigotos metionina-valina y otros homocigotos para valina
para dicho codoén (Trevitt y Singh, 2003; Will, 2003; Mackay et al., 2011).

Diversos estudios, han demostrado que el isotipo de la PrP que se deposita en
el cerebro de los individuos con VECJ, es similar al de la EEB transmitida y
ademas, que las caracteristicas “placas floridas” también estan presentes en
los cerebros de primates inoculados con el prién de la EEB. Ademas que las
caracteristicas de transmision, el periodo de incubacion y la distribucion de los
cambios neuropatolégicos, son muy similares para ambas enfermedades, lo
cual reafirma la evidencia de un estrecho vinculo entre los agentes causales
(Will, 2003; Sikorska et al., 2009; Wadsworth et al., 2011).

Otras enfermedades neurodegenerativas que son producidas por priones en la

especie humana corresponden resumidamente a:

Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (SGS): descrita en 1936,
como un desorden cerebelar que se presenta entre los 20 a 40 afios de edad,
por una mutacion del gen PRNP. El cuadro clinico se caracteriza por ser
progresivo y lento, se manifiesta con ataxia cerebelar progresiva, con
paraparesia espastica o bien mioclonos, la demencia se presenta de manera

tardia. El curso es de 5 a 11 afios, hasta que se produce la muerte. Los
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principales cambios patolégicos son las placas amiloides del cerebro (Johnson,
2005; Sikorska et al., 2009; Brown y Mastrianni, 2010; Liberski et al., 2010).

Kurd: o “muerte de la risa”, descrita el afio 1957 por Zigas y Gajdusek,
restringida geogréaficamente a las tierras altas de Nueva Guinea, en la tribu
“Fore” (Collinge, 2001; Will, 2003; Wadsworth y Collinge, 2007; Sikorska et al.,
2009). Es una enfermedad rara y letal, caracterizada por pérdida de
coordinacion y demencia, en la que no existe evidencia de transmision vertical
(Aguzzi y Polymenidou, 2004; Manuelidis et al., 2009; Tranulis et al., 2011). Su
origen fue la practica de canibalismo, que actué como vehiculo para las cepas
neuropatogénicas del agente. Inicialmente, el grado de afeccién en adultos era
de 10 mujeres por cada hombre y en nifios sobre 5 aflos de ambos sexos
(Collinge, 2001; Will, 2003; Wadsworth et al., 2008). La importancia del Kuru es
gue no existen otras rutas de transmision, mas que la oral, ya que la
interrupcion del canibalismo ha significado la desaparicion gradual de esta
enfermedad, confirmando que el hombre es su huésped terminal (FAO, 2003;
Aguzzi, 2006; Sikorska et al., 2009; Norrby, 2011; Wadsworth et al., 2011).

El Kuru afecta a ambos sexos y a individuos entre los 4 a 60 afios de edad. El
curso tiende a ser mas corto en los nifios, pero comenzados los sintomas es
siempre fulminante y letal. La duracion clinica promedio es de 12 meses, con
un rango de 3 meses a 3 afios (FAO, 2009). La principal caracteristica clinica
es la ataxia cerebelar progresiva, la que incapacita a los afectados a los pocos
meses; ademas presentan temblores, rigidez y adelgazamiento progresivo, con
cambios cognoscitivos en los estados avanzados (Collinge, 2001; Johnson,
2005; Wadsworth et al., 2008; Manuelidis et al., 2009; Norrby, 2011).

Insomnio Familiar Fatal (IFF): es un desorden del SNC que se presenta con
trastornos en el suefio, con insomnio progresivo y alteraciones del sistema
nervioso autbnomo como disfuncion y demencia. Es una enfermedad
progresiva que desencadena la muerte en un periodo de 1 a 3 afios. Se
produce por una mutacién en el codon 178 del gen PRNP, producto de una
sustitucion de asparragina por un acido aspartico (DeArmond y Prusiner, 1995;

Johnson, 2005; Capellari et al., 2011). Las caracteristicas neuropatoldgicas,
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son la muerte neuronal, que se confina a los nucleos ventral anterior, medio
dorsal y olivar del tronco encefalico, donde ademas puede existir gliosis y
ocasionalmente cambios espongiformes (Prusiner, 1995; Johnson, 2005;
Barash, 2009; Brown y Mastrianni, 2010).

Insomnio Fatal esporadico (IFe): es poco frecuente, representando el 2% de
los casos de enfermedades por priones de origen esporadico. Fenotipicamente
corresponde a la variante taldmica de la ECJ y se relaciona con el genotipo
metionina-metionina en el codén 129 y la presencia de PrP> tipo 2.
Clasificacion que depende del peso molecular de la PrP° posterior al
tratamiento con proteinasa K y al residuo en que comienza la porcion N-
terminal (Gambetti et al., 2003; Wadsworth et al., 2003; Barash, 2009).

La edad promedio de presentacion es de 50 afios, con un curso de 24 meses
(rango de 15 a 53 meses). Clinicamente incluye ataxia, problemas visuales y
deterioro cognoscitivo. La mayoria presenta insomnio, demencia y signos
motrices como la ataxia, disartria, tremor, mioclonos y espasticidad. Los
cambios histopatolégicos mas importantes se concentran a nivel del talamo,
especialmente en el nicleo medial dorsal y anterior ventral, los que muestran
astrogliosis severa y muerte neuronal. La degeneracion espongiforme y la
gliosis, es moderada o minima y se concentra en la corteza cerebral. La
astrogliosis y muerte neuronal, es minima en los ganglios basales y el cerebelo
(Gambetti et al., 2003; Johnson, 2005; Barash, 2009; Capellari et al., 2011).

Enfermedades pridnicas en animales

Las enfermedades producidas por priones, afectan también a un amplio rango
de especies animales, las que podrian ir aumentando al seguir desarrollandose
las investigaciones relacionadas con este tipo de enfermedades. A
continuacion se describen brevemente algunas de las EETs animales mas

importantes.
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Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB)

El primer caso de EEB ocurre a fines de 1984 en el Reino Unido, en una vaca
lechera que presentaba un comportamiento extrafio, con problemas de
coordinaciéon en sus movimientos. En 1985 se confirmd que 9 vacas mas
sufrian el mismo cuadro, con agresividad, hipersensibilidad y ataxia. Al estudiar
histologicamente muestras de cerebros de estos bovinos, se observo que el
encéfalo tenia la apariencia de una esponja, lo que coincidia con los de ovinos
afectados por scrapie. Asi, en 1986 se diagnosticO la encefalopatia
espongiforme bovina (Bradley, 2002; FAO, 2003; Salguero et al., 2006;
Beringue et al., 2008; Dudas et al., 2010; Farias et al., 2011, Stack et al., 2011).

Esta enfermedad es una zoonosis, ya que el prion de la EEB es capaz de
producir la VECJ en el humano y ademas, se ha demostrado su rapida
transmision por via oral a otras especies, siendo esta la ruta mas probable de
ingreso en los humanos, puesto que bovinos que incubaban la enfermedad
ingresaron a la cadena alimentaria (Smith y Bradley, 2003; Colchester y
Colchester, 2005; CRL, 2007; Everest et al., 2011). Desde que fue reconocida
en el Reino Unido, surge como amenaza zoosanitaria y de salud publica para
los sistemas productivos destinados al consumo humano, esto derivé en la
adopcion de medidas sanitarias a nivel mundial, para proteger la salud humana
y animal (Stack et al., 2004; FAO, 2007; Dudas et al., 2010). Asi, en el Reino
Unido se tomaron medidas extremas, como el sacrificio de los animales
infectados (CDC, 1996; Prince et al., 2003; Vidal et al., 2006; Stack et al.,
2011), ademas se eliminaron de la cadena alimentaria todas las visceras de
bovinos que pudieran contener al pribn como cerebro, médula espinal, tonsilas,
bazo, timo, linfonédulos e intestino (Lasmézas, 2003; Simmons et al., 2011).
Puesto que como resultado del consumo de tejidos bovinos contaminados, se
observaron EETs derivadas de la EEB en humanos, primates, ovinos, bovinos,
ungulados exoticos, felinos domeésticos y salvajes (Bradley, 2002; Hamir et al.,
2004; DEFRA, 2008; FAO, 2009; Baron et al., 2010; Torres et al., 2011).

Debido a que en el Reino Unido las EETs de ovinos y caprinos son endémicas,

la hip6tesis mas aceptada es que los desechos de ovinos contaminados fueron
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la causa inicial de la EEB. También se planted, que los priones de la EEB se
originaron de forma espontanea en los bovinos, de manera que fueron
amplificados por el reciclaje de desechos de estos animales; y otra, que indica
que el origen de la EEB podria ser una enfermedad pridénica humana (Delgado-
Hachmeister et al., 2002; Colchester y Colchester, 2005; Vidal et al., 2006;
Beringue et al., 2008; Jacobson et al., 2010; Farias et al., 2011).

Esta ampliamente aceptado que el factor determinante en el surgimiento de la
enfermedad en los bovinos, se debid a la modificacion que sufrid la elaboracion
de las harinas de carne y hueso (HCH) destinadas a los rumiantes, a fines de la
década de los 707, para reducir los costos de produccién. Se supone que la
disminucién de la temperatura y de la presion, en el proceso de extraccion de
las grasas, permitio que el prion del scrapie (la base de las materias primas
eran ovinas) sobreviviese y llegase a contaminar, a través del consumo de
estas harinas, a los bovinos (CDC, 1996; Smith y Bradley, 2003; Torres et al.,
2011). Posiblemente la EEB ya existia como una entidad distinta al scrapie
antes de los cambios realizados en el proceso y fueron éstos, los que
permitieron la adaptacion del prién en los bovinos, con lo cual la enfermedad se
amplificé y originé el brote descrito (Stack et al., 2004; Konold et al., 2006; Van
Keulen et al., 2008b; Stack et al., 2011).

Las HCH fueron incorporadas en las raciones concentradas como un
suplemento altamente proteico y con éstas, se aliment6 a bovinos y en menor
cantidad a ovinos, aun cuando su principal utilizacion fue en raciones para
cerdos y aves de corral. Estas harinas, son el resultado de la conversion del
desecho de variadas especies de abasto, incluidos ovinos y bovinos, que no
son usadas para consumo humano (Smith y Bradley, 2003; Ducrot et al., 2008).
Este procesamiento corresponde al “rendering”, procedimiento por el cual los
tejidos son procesados para separar las proteinas de las grasas, a través de la
coccion de los ingredientes, para luego mediante evaporacion, separar la parte
sélida de la liquida, la sélida es molida para obtener las HCH (Smith y Bradley,
2003; Novakofski et al., 2005). Estos acontecimientos, no implican que la

industria del “rendering” haya sido responsable de la diseminacion, sino que
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ésta se debe a la alta resistencia del agente de la EEB, a la inactivacion por los
procedimientos convencionales utilizados para los microorganismos (Prince et
al., 2003; Taylor y Woodgate, 2003; Ducrot et al., 2008; Jacobson et al., 2010).

A fines de 1987, se identifico que las HCH fueron el vehiculo de la transmision,
después de un estudio epidemiolégico (Bradley, 2002; Ducrot et al., 2008).
Este, incluyd un rebafio de cerca de 200 animales afectados, en el que se
eliminaron otras etiologias y posibles vehiculos exceptuando la alimentacion,
asi s6lo quedaron dos posibilidades para esta infeccion, las HCH y los sebos.
La proposicion de que fueron las HCH las responsables, se bas6 en las
propiedades fisico-quimicas del agente del scrapie, las que hacian mas
probable que éste se separara con la fraccién proteica que con los lipidos.
Ademas esto fue respaldado por la variacion geogréfica de la incidencia de la
enfermedad, la cual se adaptaba mas a la distribucion y manipulacion de las
HCH, que a la de los sebos (Lasmézas, 2003; Prince et al., 2003; Johnson,
2005). Otra evidencia, fue la mayor incidencia en el ganado bovino lechero mas
qgue en el de carne, tendencia que se mantuvo durante toda la epidemia, la que
esta respaldada por el hecho que los terneros de lecheria después de su
nacimiento, eran alimentados con suplementos y concentrado que contenian
HCH, en cambio los de carne hasta edad mas avanzada se alimentaban de

forma natural (Smith y Bradley, 2003; Jacobson et al., 2010).

En la década siguiente a la epidemia que afectdé al Reino Unido, la EEB se
extendi6 a todo el pais a cerca de un millon de bovinos y ademas la
exportacion de ganado y de piensos concentrados, diseminé la enfermedad a
Europa y otros paises del mundo (Lasmézas, 2003; Johnson, 2005). Hasta que
en 1988, los derivados de carcasas de rumiantes fueron prohibidos en la
alimentacion de bovinos en el Reino Unido, se estim6 un periodo de 4 a 6 afios
de incubacién en las vacas afectadas y asi, 4 afios tras la prohibicién indicada,
los casos llegaron a su punto maximo, comenzando a disminuir en alrededor de

un 40% por afo posteriormente (Johnson, 2005; Ducrot et al., 2008).
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Parece claro que la transmision en el bovino es por la ingestion de alimentos
concentrados contaminados con priones. Aun cuando algunos estudios,
proponen un riesgo de transmisién materna, esta via no tiene significancia. Sin
embargo, la transmisién iatrogénica no puede descartarse (Nonno et al., 2003;
Stack et al., 2004; Bellworthy et al., 2005; CRL, 2007; Simmons et al., 2011).
Asi, el principal origen de esta enfermedad estaria en la alimentacion de
bovinos, especificamente con HCH, elaborada con el reciclaje de tejidos de
rumiantes (ovinos y caprinos) afectados por scrapie (Smith y Bradley, 2003;
Beekes y McBride, 2007; Jacobson et al., 2010; Stack et al., 2011).

La EEB es una enfermedad neuroldgica progresiva, subaguda o crénica que
implica grandes cambios en el estado mental del animal (Castilla et al., 2002;
CRL, 2007; FAO, 2009; Simmons et al.,, 2011). Los animales afectados se
presentan nerviosos y temblorosos, con hiperreactividad a los estimulos
externos, caracteristicas que determinan el nombre comun de “vacas locas”. El
animal se aleja del grupo o se rehlsa a entrar a la sala de ordefia y a ser
ordefiados. Los primeros signos locomotores afectan a los cuartos traseros
durante el desplazamiento, cambios que progresivamente se vuelven mas
notorios (CRL, 2004; Van Keulen et al., 2008b; Konold et al., 2010a; Torres et
al., 2011). Las caracteristicas clinicas mas importantes incluyen cambios: en el
comportamiento (aprehension, miedo, sobresaltos excesivos o depresion);
sensitivos (hiperestesia o hiperreflexia, tremores y mioclonias); motores (ataxia
locomotora con hipermetria en los miembros posteriores) y problemas
neurovegetativos como sialorrea, hipoquinesia, bradicardia y alteracion del
ritmo cardiaco. Ademas pueden manifestar: agresividad, rechinar de dientes,
prurito con lamido o rasquidos, pérdida de la condicién corporal (en el 75%) y
disminucién en la produccion lactea (en el 50%). A diferencia del scrapie, el
prurito no es un signo comun de observar (Nonno et al., 2003; OIE, 2004;
Konold et al., 2006). Todas estas manifestaciones ocurren en forma progresiva
por varias semanas sin respuesta al tratamiento, terminando con la muerte,
pero de acuerdo a la complejidad del cuadro y por razones éticas, se efectua la
eutanasia (CRL, 2004; Tatzelt y Schatzl, 2007; Dudas et al., 2010; Konold et
al., 2010b; Simmons et al., 2011).

37



La edad media de presentacion para la infeccion natural es de 42 meses y su
periodo de incubacion varia entre 2 a 8 afios, con un promedio de 4 a 5 afos,
por lo que, la enfermedad so6lo se manifiesta en los bovinos adultos y de ambos
sexos, aunque se han encontrado animales positivos de menor edad (22
meses). El curso clinico de la enfermedad varia entre las 2 semanas a 6 meses
(SAG, 2005; Vidal et al., 2006; Jeffrey y Gonzalez, 2007; DEFRA, 2008).

El diagnéstico de la EEB se puede realizar a través de distintos métodos, como
la observacion de las caracteristicas clinicas de la enfermedad, no obstante el
examen histopatolégico del SNC es lo mas adecuado. Aun cuando a la
observacién macroscopica no existen cambios aparentes, al realizar el examen
histopatoldgico, se observa una morfologia no inflamatoria que se caracteriza
por la vacuolizacidbn neuronal o cambio espongiforme, la cual es simétrica y
bilateral, tanto en los axones como en el cuerpo neuronal, que suele ir
acompafnada por astrogliosis y amiloidosis cerebral (Debeer et al., 2002; OIE,
2004; Salguero et al., 2006; Crozet et al., 2008). La ubicacién anatomica y la
severidad de las lesiones cerebrales, son similares en la mayoria de los casos.
Los cambios vacuolares son prominentes en los nudcleos: del tracto solitario
(cerebelo, nervio glosofaringeo); del tracto espinal 5° par craneal (cerebelo,
nervio trigémino); vestibulares (médula, obex); sustancia gris central, coliculos
mesencéfalicos y el hipotdlamo (Prince et al., 2003; CRL, 2004; Novakofski et
al., 2005; Vidal et al., 2006; Konold et al., 2010a,b).

Para el diagnéstico en muestras de tejido nervioso es necesario realizar
pruebas inmunoenzimaticas, mientras que para obtener un diagndstico
confirmatorio la prueba a realizar es la inmunohistoquimica (OIE, 2004; Farias
et al., 2005; Thuring et al., 2005; Vidal et al., 2006; Gonzéalez et al., 2008;
Grassi et al., 2008; Farias et al., 2009; Simmons et al., 2011).

Puesto que en esta especie, la enfermedad preclinica no puede ser detectada,

ya que los métodos de diagndstico de laboratorio sélo pueden ser realizados

post mortem, para el trabajo en terreno resulta fundamental, el conocimiento de
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los signos clinicos y de los diferentes diagndsticos diferenciales con otras
enfermedades como: rabia, cetosis, hipomagnesemia, intoxicaciones, listeriosis
cerebral y otras encefalitis, asi como neoplasias cerebrales, entre otras, que
afectan al sistema nervioso o al musculo esquelético del bovino adulto (FAO,
2003; CRL, 2007; DEFRA, 2008; Konold et al., 2010a).

Encefalopatia Transmisible del Vison (ETV)

Enfermedad rara y poco frecuente que afecta el SNC de visones de criadero.
Descrita el afio 1947 en Wisconsin y Minnesota Estados Unidos, pais que no
volvid a presentar casos hasta 1960. Desde entonces se han descrito casos de
manera esporadica en granjas donde se explotan estos animales, incluyendo
ademas a Canada, Finlandia, Alemania y a Republicas de la Union Soviética.
Asi, el brote mas reciente ocurrié en los Estados Unidos en 1985 (Castilla et al.,
2002; Farias et al., 2004; FAO, 2007; Liberski et al., 2009).

La ETV, se ha detectado en ambos géneros en animales mayores de 1 afio, es
clasificada como una enfermedad cerrada, es decir, que a diferencia del
scrapie, no posee una via natural de transmision, excepto el canibalismo. Sin
embargo, estudios epidemiolégicos afirman que la fuente de infeccion es
exdgena, siendo ésta los alimentos contaminados con priones (FAO, 2003), lo
que indicaria que esta relacionada con la ingestibn de carne contaminada,
probablemente de bovinos u ovinos afectados con priones (Sigurdson y Miller,
2003; Lasmezas, 2003; Harrington et al., 2008). En el brote mas reciente de
Wisconsin 1985, no se evidencié que los visones fueran alimentados con
subproductos de ovinos, pero si con los de bovino (FAO, 2007; Ducrot et al.,
2008). Puesto que, en los criaderos se incluian en la alimentacion, restos de
matadero y cadaveres de animales sin tratar, los que habrian estado
contaminados con el prién, surgiendo asi la posibilidad que la EEB, aun no
identificada en sus bovinos, estuviera presente en los Estados Unidos (FAO,
2009; Liberski et al., 2009; Dudas et al., 2010; Farias et al., 2011).

Las investigaciones realizadas confirmaron el traspaso interespecie, en los

estudios de inoculacioén intracerebral de la ETV en bovinos, demostraron cierta
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similitud con la EEB en relacion al periodo de incubacion, signos clinicos y
lesiones histopatoldgicas, sin embargo la distribucion de las lesiones en los
animales afectados fue diferente a la observada en la EEB (Williams y Miller,
2003; FAO, 2007; Harrington et al., 2008). Aunque no existe evidencia de que
la ETV se desarrolle de manera natural en animales silvestres, ésta ha sido
transmitida por inoculacion intracerebral a zorrillos y mapaches (Hamir et al.,
2004; Crozet et al., 2008; FAO, 2009; Liberski et al., 2009).

La ETV natural, al igual que otras EETs, presenta un largo periodo de
incubacion de entre 7 a 12 meses. El cuadro clinico puede durar entre 3 dias y
6 semanas, con signos clinicos que poseen un inicio muy sutil y se caracterizan
por ser de tipo nervioso. Inicialmente los visones afectados presentan cambios
de conducta, que incluyen aumento en la agresividad e hiperestesia, la que
progresa a ataxia, tremores ocasionales o giros en circulos y mordisqueo
compulsivo sobre si mismos o sobre objetos, somnolencia con poca respuesta
a estimulos externos y debilitamiento. Ademas, se ha demostrado una
correlacién entre el genotipo y la presentacion de enfermedad (Sigurdson vy
Miller, 2003; Jeffrey y Gonzalez, 2007; Liberski et al., 2009; Farias et al., 2011).
Al examen histopatologico, la caracteristica mas sobresaliente, es la extensa
vacuolizacién de la sustancia gris de la corteza cerebelar, cuerpo estriado,
cerebro medio y neuropilo (Brun et al., 2003). Adicionalmente se observan los
cambios espongiformes clasicos, la degeneracion neuronal y astrocitosis
caracteristicas de las EETs. Las lesiones se desarrollan en la corteza,
particularmente en la zona frontal, asi como en el cuerpo estriado, tdlamo e
hipotalamo. Sin embargo, se han encontrado bajas concentraciones infectivas
en tejidos extraneurales como intestino, bazo y nodulos linfaticos mesentéricos
(Sigurdson y Miller, 2003; FAO, 2007; Liberski et al., 2009).

Enfermedad del Desgaste Cronico (EDC)

Descrita en 1967 en un ciervo mula en cautiverio en Colorado (USA). Es un
cuadro neurodegenerativo debilitante que genera una pérdida de peso croénico
y fatal. Como hospedadores naturales afecta a ciervos (Odocoileus hemionus)
y alces (Cervus elaphus nelsoni) (Miller y Williams, 2002; Williams, 2005;

40



Sigurdson, 2008; Sandberg et al., 2010), pero también se ha descrito en otros
ungulados domésticos y salvajes como: gran kudu (Tragalaphus strepsiceros),
oryx arabigo (Odocoileus leucoryx), ciervo de pelo blanco (Odocoileus
hemionus columbianus), practicamente todos los casos descritos, han sido de
Norteamérica (Torres et al., 2001; Miller y Williams, 2004; Gilch et al., 2011).

Los estudios avalan la presencia de la EDC entre animales salvajes y en
cautiverio en 13 estados de Estados Unidos y 2 provincias de Canada, con una
prevalencia sobre un 20% en areas endémicas (Miller y Williams, 2002; 2004;
Sigurdson, 2008; Sandberg et al., 2010). Estos descubrimientos, junto con la
alta poblacion de ciervos en los Estados Unidos (estimada en 22 millones), el
centenar de cazadores de estos animales, sumado al amplio consumo de carne
de ciervo, remarcan el alto riesgo de exposicion de los humanos a la EDC
(Kong et al., 2005; Dubé et al., 2006; Sandberg et al., 2010; Gilch et al., 2011).
Si bien hasta la fecha, no se ha demostrado la relacion de esta enfermedad con
otras EETs, se mantiene bajo observacion por la posibilidad de que se trate de
una zoonosis, ya que aun no esté plenamente identificado su origen ni su modo
transmision (Williams, 2005; Harrington et al., 2008), mas aun si se observa
gue a pesar de ser una enfermedad de baja presentacion, los casos aumentan
(Miller y Williams, 2004; Kong et al., 2005; FAO, 2009; Almberg et al., 2011).

La forma en que la EDC se transmite, no se ha descrito en forma exacta, pero
los datos recopilados en las epidemias en animales en cautiverio, proveen una
fuerte evidencia de que la enfermedad es contagiosa y transmitida via
horizontal directa entre los ciervos y los alces, asi la EDC se asemeja mas al
scrapie que a la EEB. Aun cuando, la exposicion indirecta a través del medio
ambiente contaminado (pastos, agua y corrales), parecen haber servido como
fuente de infeccion en algunas epidemias (Williams y Miller, 2003; Dube et al.,
2006; Sigurdson, 2008; Almberg et al., 2011). Las heces también constituirian
un probable vehiculo de diseminacion del agente al ambiente, asi los animales
susceptibles pueden ingerir el pribn cuando buscan comida, algo comun para
las enfermedades transmitidas por via orofecal. La excrecién por las heces, se

debe al depodsito de la PrP%® a lo largo del tracto digestivo, en tonsilas,
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orofaringe y tejido linfoide intestinal de los enfermos. La transmision materna
(antes del nacimiento), si es que ocurre, no juega un rol importante en la
epidemiologia de la EDC. El pridn no ha sido detectado en placentas de alces y
ciervos (Williams y Miller, 2003; Miller y Williams, 2004; Gilch et al., 2011).

El periodo de incubacion es de 2 a 4 afios, afecta a ambos sexos entre los 2,5
a 7 anos de edad, aungue se ha reportado en animales de 17 meses y en otros
de mas de 15 afios (Belay et al., 2004; Sigurdson, 2008; Krumm et al., 2010;
Almberg et al.,, 2011). Las manifestaciones clinicas de la EDC incluyen la
pérdida de peso progresivo por semanas 0 meses, apatia, depresion, ataxia y
tremores de la cabeza, deshidratacion, caida de cabeza y orejas,
inexpresividad facial, salivaciéon excesiva, rechinar de dientes, dificultad para
deglutir, dilatacion esofagica y regurgitacién con la consiguiente neumonia por
aspiracion. Ademas del cambio en el comportamiento, el animal pierde el
miedo a los humanos (Williams, 2005; Gilch et al.,, 2011). Las alteraciones
fisiolégicas y de comportamiento terminales pueden incluir, polidipsia y poliuria,
sincopes, pérdida de conciencia, mirada fija, alteracion en la postura
(ventroflexion de la cabeza), caminar compulsivo e hiperexitabilidad cuando
son manipulados (Belay et al., 2004; Williams, 2005; Sigurdson, 2008; Almberg
et al., 2011). Los enfermos mueren antes de los 12 meses. En los ciervos en
cautiverio, se presenta entre los 2 a 7 afios de edad y es altamente
transmisible. Se ha descrito una prevalencia sobre el 90% en los ciervos mulas,
de planteles en los que la enfermedad ha sido endémica por mas de 2 afios
(Belay et al., 2004; Sigurdson, 2008; Krumm et al., 2010; Gilch et al., 2011).

Al examen postmortem, los ciervos en etapa terminal se encuentran
notablemente emaciados, con atrofia severa de la grasa, contenido ruminal
espumoso mezclado con una gran cantidad de arena y grano, Ulceras
abomasales y omasales, con menor frecuencia neumonia por aspiracion (FAO,
2003; FAO, 2007). Las lesiones histopatoldgicas caracteristicas, se encuentran
confinadas a la sustancia gris del SNC, el cambio espongiforme es simétrico y
bilateral, con vacuolizacion intraneuronal y del pericarion, degeneracién y

muerte neuronal, extensa espongiosis del neuropilo, hiperplasia e hipertrofia
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astrocitica y ocasionalmente placas amiloides (Williams, 2005; Almberg et al.,
2011). Las lesiones espongiformes predominan dentro del talamo, hipotalamo,
mesencéfalo, puente y médula oblongada, como también en el bulbo olfatorio y
la corteza. Las severas lesiones en el nucleo supradptico y paraventricular,
donde se produce la hormona antidiurética, podrian ser las responsables de los
signos de poliuria y polidipsia. La distribucion de las lesiones en ciervos y alces
es similar a la de EEB o al scrapie, pero diferente a la de ETV, que predomina
en la corteza cerebral y nlcleo basal. En la EDC, la lesion histopatolégica mas
consistente a nivel cerebral ocurre en el ndcleo motor dorsal del nervio vago, el
cual es el primer sitio de acumulacién de la PrP>¢ (Sigurdson y Miller, 2003;
Dube et al., 2006; Sigurdson, 2008; Almberg et al., 2011).

El diagnoéstico diferencial para la EDC, debe realizarse con enfermedades
hemorragicas como: la hemorragia epizoética y la lengua azul, ademas de
intoxicaciones y la enfermedad por un parasito de meninge (Parelahostrongylus
tenuis) presente en Norteamérica. El diagndstico definitivo, se logra con
técnicas de laboratorio como la histopatologia, ELISA, Western blot y la
inmunohistoquimica que es confirmatoria, a partir de biopsias de tercer parpado
y tonsilas (Miller y Williams, 2002; Williams, 2005; Gilch et al., 2011).

Encefalopatia Espongiforme Felina (EEF)

Descrita en un gato doméstico del Reino Unido en 1990, siendo ésta la especie
mas afectada, pero también se presenta en otras especies felinas salvajes,
entre las que se encuentran el puma, el cheeta, el ocelote y el tigre, casos que
se reportaron durante la epidemia de EEB (Ryder et al., 2001; Lezmi et al.,
2003; Salvadori et al., 2007; Lezmi et al., 2010). Solo en 1994 se hizo oficial la
existencia de esta encefalopatia espongiforme que afecta a los felinos (FAO,
2003; Iulini et al., 2008; Bencsik et al., 2009; Krumm et al., 2010).

Se presume que esta enfermedad se adquiere a través del consumo de tejido
nervioso de bovino con EEB o en raciones comerciales contaminadas con
priones de bovino (Williams y Miller, 2003; Bencsik et al., 2009; Lezmi et al.,

2010). Sin embargo, los perros alimentados con raciones comerciales similares
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(HCH) no mostraron ser susceptibles a la infeccion (FAO, 2007; lulini et al.,
2008). En contraste, los grandes félidos salvajes que desarrollaron la EEF en
los zoologicos del Reino Unido, fueron expuestos al prion de la EEB, al proveer
dietas con carne cruda de bovinos que incluian restos del SNC, en craneos y
vértebras (Williams y Miller, 2003; Hilbe et al., 2009 ; Eiden et al., 2010).

El cuadro clinico, se caracteriza por presentar signos nerviosos progresivos, en
gue inicialmente existen cambios conductuales (mas timidos o agresivos), y
luego aparecen tremores musculares, ataxia, hipermetria, sialorrea, dilatacién
pupilar sin respuesta a la luz e hiperestesia al sonido o al tacto, finalizando con
la muerte (Ryder et al., 2001; Salvadori et al., 2007). Se presenta en individuos
entre 4 a 9 afios de edad (Farias et al., 2004; FAO, 2007; Krumm et al., 2010) y
su diagnostico se ha logrado mediante la inmunohistoquimica, la cual ha
revelado la presencia de proteina pribnica en cerebro, cerebelo y médula
espinal (Torres et al., 2001; FAO, 2009; Hilbe et al., 2009; Lezmi et al., 2010). A
través de técnicas inmunodiagndsticas se ha determinado que, al igual que en
el scrapie, existe acumulacién de PrP%° en tejidos periféricos, tanto linforeticular
como del sistema nervioso autbnomo (Lezmi et al., 2003; lulini et al., 2008;
Hilbe et al.,, 2010; Eiden et al., 2010). Los cambios histopatologicos se
encuentran confinados al SNC y se caracterizan por la vacuolizacion de la
sustancia gris del cerebro y la médula espinal, siendo los ndcleos basal y
geniculado medial del talamo los mas afectados (Ryder et al., 2001; Sigurdson
y Miller, 2003; Salvadori et al., 2007; Bencsik et al., 2009; Eiden et al., 2010).

La importancia de esta enfermedad radica tanto en su origen como en el patron
de distribucion de la PrP%°. Al igual que en la EEB, la via de ingreso seria la
oral por el consumo de alimentos contaminados con priones de bovino. Sin
embargo, la patogenia es muy similar a la del scrapie, donde la acumulacién y
distribucién de PrP° son muy importantes (Lezmi et al., 2003; lulini et al., 2007;
Bencsik et al., 2009; Hilbe et al., 2009; Eiden et al., 2010; Lezmi et al., 2010).
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Scrapie

Descrito en el aflo 1732, es una enfermedad neurodegenerativa que pertenece
a las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETS), que afecta al sistema
nervioso central (SNC) de ovinos y caprinos (Hamir et al.,, 2001; CRL, 2007;
DEFRA, 2008; Terry et al., 2011). El término scrapie se refiere al prurito que
induce a la frotacion y al rascado excesivo, que resulta en la pérdida de lana. El
agente causal es la proteina infecciosa denominada prién, que se deposita
formando placas amiloides en diferentes érganos, principalmente en el cerebro
provocando asi alteraciones en el SNC que llevan a la muerte (Vargas, 2001;
Kibler et al., 2003; Watts et al., 2006; Aguzzi et al., 2008; Farias et al., 2009).

Alun cuando las lesiones de esta enfermedad estan restringidas al SNC, su
patogénesis implica un etapa primaria de replicacion de los priones en los
organos linfoides, seguida de una fase neuroinvasiva (Lasmézas, 2003; Kratzel
et al., 2007; Gonzélez et al.,, 2008). Asi, una de las caracteristicas mas
importantes de este tipo de enfermedades, es el tiempo que transcurre entre la
exposicion al prion y la manifestacion de los signos clinicos. El periodo de
incubacion varia entre 2 a 5 afios, con un promedio de presentacion de los
signos clinicos de 2,5 afios. Sin embargo, no mas del 5% de los animales de un
rebafio, muestran signos de la infeccion (Belay et al., 2004; Novakofski et al.,
2005; Dustan et al., 2008; Maddison et al., 2009; Velayos et al., 2010).

Epidemiologia y distribucion geografica

El scrapie ha sido descrito en todo el mundo y afecta a muchas regiones
productoras de ovinos. La enfermedad es endémica en muchos paises
europeos y ha sido descrita en varios paises de otros continentes. Sin
embargo, Australia y Nueva Zelanda han mantenido una situacion de libres de
la enfermedad, gracias a rigurosas medidas preventivas. Aun cuando, muchos
paises basaban su control en un sistema de vigilancia pasiva para determinar
la presencia o ausencia del scrapie. Lo ocurrido con la EEB, disip6 el concepto
de que declararla como una enfermedad reportable, era suficiente para definir

el estatus de pais libre. A esto se suma, la ausencia de una prueba de
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monitoreo preclinico que detecte a todos los animales infectados con scrapie,
lo que incapacita a un pais para declararse libre de la enfermedad. Por esto,
debido a la ausencia de protocolos de vigilancia, el estatus de numerosos
paises con respecto al scrapie es desconocido. En la Unién Europea (UE), es
una enfermedad de declaracién obligatoria a partir de 1993 (Gonzalez, 2002;
Gama et al., 2006; Fediaevsky et al., 2008). Pero es poco entendible que para
justificar el estar libre del scrapie, se realice sobre la base de una vigilancia
pasiva por si sola y aunque son muchos los factores externos que influyen en
los reportes de esta enfermedad, la prevalencia actual continua siendo
desconocida en muchos paises (Nonno et al., 2003; Mitchell et al., 2010). Estas
falencias se vieron ilustradas con el descubrimiento de scrapie en Finlandia por
la UE el afio 2003, tras realizar un muestreo estadistico de ovinos y caprinos en
riesgo (sacrificados de emergencia y muertos en predios), ademas de los
adultos sanos sacrificados para la vigilancia. Otro instrumento activo fue el
muestreo dirigido a aquellos animales importados de paises afectados por
scrapie (Detwiler y Baylis, 2003; Fediaevsky et al., 2008; Mitchell et al., 2010).

Durante los siglos XVIII y XIX, el scrapie fue descrito en muchas razas de
ovejas de Inglaterra y Europa. La diseminacion de la enfermedad habria sido a
través de la importacion de ciertas razas de ovinos, como el Merino. En el siglo
XX, el scrapie se disemind por el mundo, después de la segunda guerra
mundial, por el movimiento de ovejas que incubaban la enfermedad. Por
ejemplo con la exportacion de ovejas Suffolk Britanicas y Hampshire Down vy el
subsecuente diagnoéstico de scrapie, en éstas 0 con las que entraron en
contacto (Baylis y Mcintyre, 2004; Doherr, 2007; Fediaevsky et al., 2008).

La diseminacion de la enfermedad, mediante el movimiento de ovinos
infectados en etapa preclinica, ejemplifican la necesidad de contar con medidas
preventivas que incluyan requisitos de importacion restrictivos y si es posible,
contar con pruebas diagnosticas preclinicas. Si el scrapie se introduce a una
region, es esencial su rapida deteccion y eliminacién, por lo que los requisitos
post ingreso, juegan un papel importante en el establecimiento de la

enfermedad. Es asi como Australia y Nueva Zelanda, al poseer este tipo de
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restricciones, realizaron la despoblacion completa de ovinos importados y sus
contactos tras la deteccion, logrando asi eliminar la enfermedad, después de su
introduccidon. Esta situacion contrasta con la de Canada y Estados Unidos,
donde el scrapie se convirtid en una enfermedad endémica (Detwiler y Baylis,
2003; Mitchell et al., 2010). En Estados Unidos es una enfermedad de denuncia
y el Animal and Plant Health Inspection Service implementé un programa de
certificacion de rebarfios libres de scrapie desde 1992. Aun asi, la prevalencia
es del 0,2%, afectando en un 84% de los casos a las razas Suffolk y Hampshire
(Novakofski et al., 2005; Loiacono et al., 2010; O’Rourke et al., 2011).

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal, indica que el scrapie posee una
mayor distribucion en paises europeos, entre los que se destacan Alemania,
Bélgica, Espafia, Finlandia, Reino Unido e Irlanda. En Asia y Africa, se ha
descrito en varios paises y en América, en Canada, Estados Unidos y Brasil
(OIE, 2007; Fediaevsky et al., 2008; Mitchell et al., 2010). En Chile, se indica

gue no ha sido descrito, aun cuando es de denuncia obligatoria (SAG, 2008).

En los ultimos afios, muchos paises comunican la ausencia del scrapie, sin
embargo, no informan las estrategias de vigilancia realizadas. La actual
aparicion de la enfermedad en paises previamente libres, se atribuye a la
importacion de ovinos desde paises que presentan la enfermedad. Se puede
anticipar que en un futuro cercano, alguna forma de vigilancia activa, muy
parecida a la realizada para la EEB, debera ser requerida para poder declarar
el estatus de pais libre de scrapie (DEFRA, 2004; Doherr, 2007; Mitchell et al.,
2010). Contrariamente a la EEB, el scrapie es una enfermedad endémica en
donde el agente es transmitido entre las ovejas bajo condiciones naturales.
Esto sugiere que el prion del scrapie se disemina horizontalmente, ya sea por
contacto directo entre los animales o a través de la contaminacion del medio
ambiente (Caplazi et al., 2004; Gossner et al., 2006; Seidel et al., 2007;
Vascellari et al., 2007; Van Keulen et al., 2008a; Terry et al., 2011).

Debido a la transmisién horizontal y a la persistencia medioambiental del

agente, el scrapie es autosustentable. Praderas contaminadas han ocasionado
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numerosos brotes de esta enfermedad. En Islandia los intentos de erradicacion
fallaron, cuando las ovejas sanas fueron reintroducidas en praderas que habian
sido mantenidas sin ovinos durante 3 afios, demostrando la estabilidad del
prion incluso en el suelo. ElI material infeccioso enterrado, sélo pierde el 50%
de su infectividad en 3 afios (Aguzzi et al., 2004; Terry et al., 2009; Jacobson et
al., 2010). Las vias para la contaminacion del ambiente son la saliva, heces,
orina o residuos descompuestos de tejidos infecciosos como la placenta. Los
priones como el del scrapie, son resistentes a diversos procedimientos de
esterilizacion o inactivacion, lo cual favorece las posibilidades de transmision
en condiciones naturales. Asi es estable en el suelo, por lo que los animales
pueden infectarse por el consumo de alimento contaminado con tierra o
mediante la inhalacién de polvo contaminado (Seidel et al., 2007; Terry et al.,
2011). Incluso se ha demostrado que la transmision intra-uterina (vertical)
también es posible (Tuo et al., 2002; Andreoletti et al., 2002; Caplazi et al.,
2004; Doherr, 2007; Maddison et al., 2010; O’'Rourke et al., 2011).

Los rebafios infectados experimentan fuertes pérdidas en la produccion, lo que
afecta negativamente la economia de los paises que la presentan. Ademas, el
scrapie también puede afectar a los paises libres, en los cuales por ejemplo,
limita las regiones de las cuales pueden importar material genético de alta
calidad, disminuyendo asi su capacidad de mejora genética (Baylis y Mcintyre,
2004; Fediaevsky et al., 2008; Van Keulen et al., 2008b; Monleon et al., 2011).

Los periodos de incubacion de la enfermedad son largos y los signos clinicos
se presentan soOlo poco antes de la muerte, lo que impide realizar un
diagnéstico temprano, entorpeciendo las acciones destinadas al control de los
enfermos, exponiendo asi a los animales sanos. Esto implica un riesgo para la
salud humana, por el posible consumo de animales que pudieran estar
incubando la enfermedad (Andreoletti et al., 2000; Hamir et al., 2001; Taylor y
Woodgate, 2003; Belay et al., 2004; CRL, 2007; DEFRA, 2008).
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Etiologia

La naturaleza del agente transmisible que produce el scrapie, ha sido debatida
durante muchos afos. La hipotesis inicial, de que éste debia ser de naturaleza
virica, fue cuestionada por la incapacidad de demostrarlo, identificar la
presencia de respuesta inmunoldgica y porque este agente era resistente a los
tratamientos que inactivaban a los acidos nucleicos y a las nucleasas o a la
radiacion ultravioleta. Los hallazgos llevaron a pensar, que el agente estaba
desprovisto de &acidos nucleicos y que podria estar compuesto solo por
proteinas (Prusiner, 1995; Castilla et al., 2005; Westergard et al., 2007).

Esta propuesta obtuvo credibilidad bioquimica, después que estudios de
purificacion en conjunto con bioensayos y homogeneizados cerebrales, que
buscaban medir la infectividad del agente, resultaron en el aislamiento de una
glicoproteina resistente a proteasas, designada como proteina priénica (PrP)
(Prusiner et al., 1995), que es el mayor componente de la fraccion infecciosa,
gue se acumula en los cerebros y podria formar depésitos amiloides (Collinge,
2005; Tatzelt y Schatzl, 2007; Crotzet et al., 2008; Noinville et al., 2008).

Actualmente se reconoce que el agente causante del scrapie es el prion, que
corresponde a una particula infecciosa de origen proteico, que demostré ser
resistente a los tratamientos para modificar a los acidos nucleicos pero que,
disminuye su infectividad cuando es sometido a tratamientos que hidrolizan las
proteinas. Asi cualquiera sea la via por la que se produzcan las EETs, siempre
involucran una modificacion postraduccional de la PrP (Prusiner, 1998; Sakudo
e lkuta, 2009; Baron et al., 2010), que son glicoproteinas de membrana
ancladas por una molécula de glicosil-fosfatidil-inositol, que cumplen funciones
todavia no bien conocidas, aunque se le atribuyen propiedades antioxidantes,
participacion en la sinapsis y en rutas de transduccion de sefales relacionadas
con la apoptosis (Vargas et al., 2001; Westergard et al., 2007; Zomosa-Signoret
et al., 2008). La PrP celular (PrP°), glicoproteina constitutiva de membrana, es
la que se convierte en la isoforma patolégica (PrP*%) o prién, a través de un
proceso postraduccional en el cual una porcion de su estructura secundaria es

replegada en hoja 3, pasando de un porcentaje normal de 3% a un 43% en la
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isoforma patolégica. La secuencia aminoacidica de la PrP*® corresponde a la
codificada por el gen para PrP del hospedador en el cual se replicd por ultima
vez. Estudios en ratones transgénicos proponen que la PrP>¢ acttia como un
molde sobre el cual, la PrP® es plegada en una nueva PrP® por medio de un
proceso facilitado por otra proteina. Este cambio estructural, es acompafado
de nuevas propiedades fisico-quimicas que le confieren a la PrP°° dos
caracteristicas que permiten diferenciarla de la PrP®, como son la resistencia
parcial a la digestion por proteasas y la insolubilidad (Prusiner, 1998; Farias et
al., 2004; Aguzzi et al., 2008; Jacobson et al., 2010). Asi, mientras la PrP° es
completamente digerida al ser sometida a la digestién con proteinasa K, la
PrP*¢ es parcialmente resistente, resultando en una proteina de menor peso
molecular (core proteasa resistente), de 27-30 kDa, la que presenta incluso
mayor contenido de lamina B (54%) y menor contenido de o hélices (21%).
Este residuo es infeccioso, capaz de agregarse y formar complejos de
amiloides (DeArmond y Prusiner, 1995; Machuca et al., 2006; Hu et al., 2008).

Las caracteristicas moleculares de los priones, junto al hecho que no poseen
acido nucleico en su estructura, les confieren propiedades tales como la
resistencia a la inactivacion mediante: nucleasas, radiacion ultravioleta,
cationes divalentes y tratamientos con psoralenos, iones metdlicos quelantes,
acidos (pH 3), hidroxilamina, formalina y proteasas (Taylor y Woodgate, 2003;
Hunter, 2007). Por otra parte, estudios experimentales han demostrado que la
infectividad de la PrP° se ve afectada ante la digestién prolongada de
proteasas, tratamientos con urea, ebullicion con dodecil sulfato de sodio (SDS),
autoclave a 132°C durante mas de 2 horas, por la presencia de solventes
organicos como el fenol o con hipoclorito de sodio que contenga 2% de cloro
disponible durante mas de una hora a 20°C para las superficies. Por esto, es
muy probable que los instrumentos quirdrgicos que entran en contacto con la
PrP*°, puedan seguir contaminados tras los procedimientos de esterilizacion
habituales. Ademas los priones, no sufren cambios con las transformaciones
cadaveéricas, resisten la refrigeracion y congelacion, e inclusive pueden
sobrevivir durante afios enterrados en el suelo (Seidel et al., 2007; Benestad et
al., 2008; Jacobson et al., 2010; Sakudo et al., 2011; Terry et al., 2011).
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Patogenia

La patogénesis de las EETs incluyendo el scrapie, es un proceso dinamico que
puede dividirse en 4 etapas fundamentales como son: la infeccion y replicacion
periférica, lo que incluye la acumulacion del prién en el tejido linfoide; la
transmigracion desde la periferia hacia el SNC incluyendo el ascenso y la
diseminaciéon en la médula espinal y el cerebro, denominada neuroinvasion; la
neurodegeneracion; y la diseminacion centrifuga desde el SNC hacia otros
tejidos periféricos, como los masculos (Aguzzi et al., 2004; Hamir et al., 2004;
Beekes y McBride, 2007; McGovern y Jeffrey, 2007; Monleon et al., 2011).

Infeccion y replicacion periférica: las EETs son adquiridas desde fuentes
externas; la EEB, VECJ y el Kuru son transmitidas a través de la via oral por
alimento contaminado. En contraste el scrapie y la EDC, ademas de ser
transmisibles son contagiosas, bajo condiciones naturales. Asi la infeccion oral
o por la piel en la transmisién horizontal o vertical del scrapie, puede ocurrir via
placenta infectada u otros vectores (piel erosionada, carne o0 animales
muertos), los que pueden ser ingeridos o contaminar el suelo durante mucho
tiempo tras su desintegracion (Andréoletti et al., 2000; Ersdal et al., 2005;
Gossner et al., 2006; Kratzel et al., 2007; Jacobson et al., 2010). Ademas la
infectividad oral de los priones, demuestra que la PrP>¢ es resistente a &cidos
estomacales y a proteasas digestivas e incluso bacterianas en los rumiantes
(Novakofski et al., 2005; Seidel et al., 2007; Maddison et al., 2009).

La transmision de las EETs y especificamente del scrapie, parece ser el
resultado de las caracteristicas inusuales de la PrP*°. El ser autocatalitica, lo
que promueve la conversién de la PrP® en la isoforma patoldgica. La gran
resistencia a las enzimas intracelulares, intestinales y medioambientales, que
resulta en la acumulacién de la PrP° in vivo y su persistencia ex vivo. La
capacidad de agregacion, que se traduce en el dafio neuronal y los cambios
espongiformes en el SNC (Novakofski et al., 2005; Kratzel et al., 2007; Van
Keulen et al., 2008a; Loiacono et al., 2010; Romero-Trevejo et al., 2010).
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Una vez ingerido, el prion cruza la barrera mucosa del intestino, por tres
posibles vias. A través de las células M, que estan presente en los foliculos
asociados al epitelio de la mucosa y tonsilas, que transportan macromoléculas
y particulas a través del epitelio. Por la accion de enzimas digestivas, que
pueden fragmentar al agente en el ndcleo infectivo resistente a proteasas. Por
medio de células dendriticas, que lo capturan por sus procesos dendriticos
insertos en el lumen intestinal (Van Keulen et al., 2002; Beekes y McBride,
2007; McGovern y Jeffrey, 2007; Sunkesula et al., 2010; Velayos et al., 2010).

El tropismo celular de los priones varia entre las especies, pero también
depende de la cepa del pridn, asi son linfotropicos en el scrapie, la EDC y la
VECJ, y lo son menos en la ECJ y la EEB, este hecho determina diferentes vias
de replicacion periférica. A través de diferentes bioensayos tendientes a
dilucidar la diseminacion del prion del scrapie hacia el SNC, en que se
infectaron ratones por via intragastrica y ovejas infectadas naturalmente, se
confirmd que la replicacion se inicia en intestino, mostrando un depdsito inicial
de PrP%® en las placas de Peyer y los linfonédulos mesentéricos, asi como la
aparicién temprana de éste en tonsilas palatinas, linfonddulos retrofaringeos y
placas de Peyer del yeyuno caudal e ileocecal, junto con linfonddulos que
drenan el tejido linfoide asociado a intestino (TLAI), que son los primeros sitios
de replicacién donde la PrP®¢ puede ser detectada, este evento precede al
deposito en otros linfonddulos (Aguzzi et al., 2004; Davies et al., 2004; Espenes
et al., 2006; Beekes y McBride, 2007; Romero-Trevejo et al., 2010; Sunkesula
et al., 2010;). Las células hematopoyéticas transportan al prion desde el sitio de
entrada hacia el sistema linforeticular (SLR), donde se replica y acumula en
tejidos como el bazo y linfonédulos, antes de la neuroinvasion del sistema
nervioso entérico y del SNC (Hunter, 2003; Kratzel et al., 2007; Benestad et al.,
2008; Van Keulen et al., 2008Db; Velayos et al., 2010; Monleon et al., 2011).

Las células dendriticas foliculares (CDF) y las mononucleares (principalmente
macrofagos) cumplen un papel esencial en la patogenia del scrapie ovino,
estas células transportan al prién, desde las células M en el epitelio asociado al

foliculo hacia los centros germinales de los foliculos linfoides. Después de
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interactuar con los linfocitos, estas células entran en apoptosis y liberan su
contenido, que puede ser fagocitado por macrofagos o infectar a las CDF, las
cuales pueden difundir hacia los senos corticales y paracorticales en los
linfonddulos que drenan al TLAIL. Cuando logran acceder al flujo linfoide
eferente y a la sangre, podrian ocasionar una diseminacioén del prion del
scrapie hacia otros tejidos linfoides (O’Rourke et al., 2000; Beekes y McBride,
2007; Romero-Trevejo et al., 2010). Es asi como la PrP° es transportada
desde el intestino hacia 6rganos linfoides secundarios por las CD intestinales,
que se especializan en adquirir antigenos desde los tejidos periféricos. Estas
células presentan la PrP%° a los linfocitos B y T en el tejido linfoide, como a las
placas de Peyer del intestino o las CDF del bazo, timo y tonsilas. En estos
tejidos el prién se acumula y continua con la conversién de la PrP¢ en la
isoforma patoldgica, que se localiza en los centros germinales de estos tejidos
linfoides (Andréoletti et al., 2000; Novakofski et al., 2005; Kratzel et al., 2007;
McGovern y Jeffrey, 2007; O’'Rourke et al., 2011).

Asi se ha detectado la PrP*, en tejidos linfoides a los 14 meses de edad,
mientras que en el SNC se encuentra a los 2,5 afos, es decir, mas de 6 meses
antes del inicio de los signos clinicos. Las tonsilas, el tejido linfoide del tercer
parpado, los linfonédulos retrofaringeos y rectales acumulan PrP>¢, que puede
ser detectada tempranamente en el curso de la infecciébn por ensayos con
inmunohistoquimica. Esta caracteristica del ciclo biolégico del prién en ovinos y
caprinos, representa la base para el diagnostico preclinico del scrapie a partir
de muestras de tejido linfoide del tercer parpado o biopsias tonsilares y rectales
(O’Rourke et al., 2000; O’'Rourke et al., 2002; Sedgmen et al., 2002; Monleon et
al., 2004; Espenes et al., 2006; Gonzalez et al., 2008; Monleon et al., 2011).

Neuroinvasion: es la trasmigracion que se inicia desde las terminaciones
nerviosas del tejido linfoide a través de las vias neuroanatémicas hacia la
médula espinal y el cerebro (Andréoletti et al., 2000; Heggebg et al., 2003;
Kratzel et al., 2007). Las células dendriticas que pertenecen al sistema inmune,
estan involucradas en este proceso. Se caracterizan por participar en la

formacion y mantenimiento de la microarquitectura del linfonédulo y ademas,
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juegan un rol en el atrapamiento y captura del antigeno por medio de
receptores Fc y la union de antigenos opsonizantes hacia receptores del
complemento CD,;/CD3s que son relevantes para la patogénesis del prion
(Mabbot y Bruce, 2001; Aguzzi et al., 2004; McGovern y Jeffrey, 2007).

La expresion de la PrP¢ es absolutamente necesaria para el transporte del
prion, desde los sitios periféricos hacia el SNC e incluso dentro de éste (Van
Keulen et al., 2002; Jeffrey y Gonzalez, 2007; Romero-Trevejo et al., 2010).
Los érganos linfoides, que es donde se acumula y replica el prién, en su
mayoria son inervados por ramas viscerales del sistema nervioso simpatico
(SNS). Ademas las fibras sensitivas del nervio vago, ampliamente distribuidas
en el tracto gastrointestinal, se comunican quimicamente con CD activadas. Sin
embargo, los centros germinales estan pobremente inervados y la transferencia
del pri6n del scrapie desde las acumulaciones de PrP°¢ en estos sitios, hacia
las terminaciones nerviosas del sistema nervioso periférico (SNP) se facilita si
la mielinizacion de los nervios periféricos es reducida o esta ausente. Por esto,
la zona del foliculo linfoide que esté inervada por fibras nerviosas terminales
desmielinizadas, se propuso como el punto de entrada del prion al SNP, ya que
es en esta regidn donde las CDF estan en estrecho contacto con las fibras

nerviosas (Heggebg et al., 2003; Monleon et al., 2004; Velayos et al., 2010).

Por otra parte, existen sinapsis vagales eferentes en los ganglios intrinsecos
del sistema nervioso entérico (SNE), que inervan numerosos puntos en la
pared intestinal, incluyendo la mucosa y submucosa, que se extienden desde la
faringe hasta el esfinter anal. De esta forma, el tracto digestivo prosee una
variedad de sitios y vias posibles para la neuroinvasién, incluyendo las
conexiones entre nervios y CDF, entre las CD y el SNP, o la transferencia a
través de exosomas (Heggebg et al., 2003; Beekes y McBride, 2007).

El prion asciende retrégradamente via ganglios autonomos, fibras eferentes del
vago y nervios viscerales del intestino, hacia el nucleo motor dorsal en el
cerebro y la sustancia gris mediolateral de la médula espinal toracica,

respectivamente. Desde estos sitios originales de invasion del SNC, a nivel de
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la médula espinal toracica y de la médula oblongada, la infeccion se propaga, a
lo largo de proyecciones neuroanatémicas, siguiendo un orden y en ambas
direcciones, ascendente y descendente (Lasmézas, 2003; Kratzel et al., 2007;
Sakudo e lkuta, 2009; Romero-Trevejo et al., 2010; Sunkesula et al., 2010;).

En el SNC la PrP®¢ primero es detectable en la médula espinal, luego en el
tronco cerebral y posteriormente en areas cerebrales mas altas, su depdsito
ocurre en los nucleos del tracto solitario y vestibular. Sus niveles aumentan
exponencialmente después de la infeccion y antes del desarrollo de los signos
clinicos, una vez iniciados éstos, los titulos de PrP>¢ en el tejido linfoide y bazo
se estabilizan o disminuyen, pero en etapas mas tardias se incrementan en las
placas de Peyer (Kubler et al., 2003; Monleon et al., 2005; Espenes et al.,
2006; Jeffrey y Gonzalez et al., 2007; Everest et al., 2011).

Neurodegeneracion: los priones ejercen su efecto destructivo exclusivamente
en el SNC, sin inducir fiebre, leucocitosis 0 respuesta inmune humoral. La
causa de la degeneracion es poco entendida, ya que parece improbable que la
PrP*¢ sea directamente toxica. Asi tejidos que carecen de PrP® pero que
acumulan la PrP>¢ permanecen sanos y libres de la enfermedad. Sin embargo,
la expresién de la PrP*° en el citosol es neurotéxica en cultivos celulares y
ratones transgénicos (Prusiner, 1998; Collinge, 2001; Ronga et al., 2006;
Tatzelt y Schatzl, 2007; Van Keulen et al., 2008a; Velayos et al., 2010).

En la etapa neurodegenerativa se identifican dos fases: una con un
requerimiento obligado de la expresién de PrP, para que ocurran los cambios
conformacionales que origina la PrP%°, que se agrega formando el amiloide. En
la segunda, estos cambios se traducen en dafio neuronal y la consecuente
disfuncion fisiologica del SNC (Tatzelt y Schéatzl, 2007; Sakudo e lkuta, 2009).

La muerte neuronal es la principal causa de los signos clinicos en los
desordenes neurodegenerativos, como el scrapie. Entre los mecanismos que
los producen se encuentran: el aumento del estrés oxidativo, la disfuncién

mitocondrial y las alteraciones en el metabolismo del hierro y calcio. Sin
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embargo, el como se produce la muerte celular en las EETs continla en
discusion. El incremento del calcio en la mitocondria es una caracteristica de la
necrosis, que puede conducir a una disfuncion mitocondrial en los animales
afectados, lo que apoya fuertemente la via necrética. También la apoptosis
podria ser la via de muerte neuronal, puesto que los niveles de expresion de
las proteinas que la regulan; la Bcl-2 (proteina antiapoptética) y la Bax
(proteina proapoptoética) se encuentran alterados por la infeccidbn con scrapie.
Esto sugiere que la muerte neuronal en las EETs, se puede producir tanto por
la via necrotica como la apoptotica (Hur et al., 2002; Van Keulen et al., 2002;
McGovern y Jeffrey, 2007; Crozet et al., 2008; Sakudo e Ikuta, 2009).

Diseminacion centrifuga: el hallazgo que las EETs naturales, se diseminan
centripetamente hacia y centrifugamente desde el cerebro y la médula espinal
a través de los nervios periféricos, sugiere que éstas pueden también
propagarse por via nerviosa hacia otros tejidos blancos. Los musculos de los
animales constituyen un componente importante en la alimentacion humana,
por lo cual han sido examinados buscando la presencia de priones. Asi se ha
descrito la presencia de deposito de PrP>¢ en una variedad de musculos
incluyendo la lengua, en ratones inoculados intracerebralmente, en hamsteres
infectados oralmente y en ovinos enfermos, incluso antes del comienzo de los
signos clinicos del scrapie (Casalone et al., 2005; Jeffrey y Gonzalez et al.,
2007). Debido a estos hallazgos, se hizo necesario observar si los priones
podrian encontrarse en musculos de animales que ingresan normalmente a la
cadena de alimentacion humana. En el primer estudio publicado en el 2004, se
encontraron acumulaciones de PrP*¢ en el tejido muscular de ovejas,
infectadas naturalmente y en desafiadas oralmente, tanto en la fase preclinica

como clinica de la infeccion (Hamir et al., 2004; Beekes y McBride, 2007).

Un nuevo concepto fisiopatologico para comprender la via por la que los
priones invaden el tejido muscular, postula una diseminacion centrifuga desde
las neuronas motoras espinales y/o craneales, a través de sus proyecciones

eferentes hacia las uniones neuromusculares y desde aqui, postsinapticamente
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dentro de las fibras musculares, donde las sensitivas nerviosas pueden proveer

una via adicional para la infeccion (Hamir et al., 2004; Velayos et al., 2010).

Influencia genética

En la presentacion e incidencia del scrapie existe una fuerte influencia
genética, que se manifiesta en los diferentes periodos de incubacién y que,
estd asociado a la resistencia o susceptibilidad de presentar la enfermedad.
Esto es controlado por un gen denominado Sip (Scrapie incubation period),
genéticamente congruente con el gen PRNP (que codifica para la PrP) (Ersdal
et al., 2005; Vascellari et al., 2005; Hunter, 2007; Vaccari et al., 2009).

En los ovinos, el gen PRNP se localiza en el cromosoma 13, con 3 exones y 2
intrones, con un marco de lectura abierto en el exdn 3. Esta compuesto por 768
pares de bases, que codifican para un producto proteico de 256 aminoacidos,
el cual presenta mutaciones en al menos 13 codones. La presencia de
polimorfismos del gen para PrP en los codones: 136, que codifica ya sea para
alanina (A) que representa resistencia, o para valina (V) que determina
susceptibilidad; en el 154, para arginina (R) de resistencia o histidina (H) de
susceptibilidad; y el 171, para R de resistencia, o glutamina (Q) o H asociados
a susceptibilidad para scrapie. Asi, dependiendo de las combinaciones de
haplotipo en estos 3 codones, los animales son considerados como portadores
del genotipo priénico clinicamente mas resistente de adquirir scrapie, aquellos
A136R154R171/ARR y los mas susceptibles son el V136R154Q171/VRQ, ARQ/VRQ y
ARQ/ARQ (Detwiler y Baylis, 2003; Gama et al., 2006; Johnson et al., 2007,
Vaccari et al., 2009; Heaton et al., 2010; Ortiz-Pelaez y Bianchini, 2011).

En general se considera que las mutaciones codificantes para Aizs ¥ Rizn
confieren alta resistencia y que aquellas que lo hacen para Vi3 y Q171 |0 hacen
mas susceptible al scrapie. Mientras los polimorfismos en el codén 154 tienen
menor importancia. Asi, animales del genotipo homocigoto ARR/ARR son
altamente resistentes y aquellos VRQ/VRQ son altamente susceptibles a
presentar scrapie clinico. No obstante, el grado de susceptibilidad asociado con

V136 parece ser dependiente de la raza, es asi que en la Lacaune y la Suffolk,
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es rara de encontrar o estd4 ausente. Sin embargo, el patron de resistencia
puede ser dependiente de la cepa del pridon analizada, de tal manera que los
portadores del genotipo AHQ parecen ser mas susceptibles a la cepa de
scrapie Nor98 (Vascellari et al., 2005; Gama et al., 2006; Johnson et al., 2007;
Loiacono et al., 2009; Maddison et al., 2010; Mitchell et al., 2010).

Por otra parte, el periodo de incubacion del scrapie varia de acuerdo con el
genotipo del gen PrP. Asi, se describe una relacibn negativa entre la
susceptibilidad de un genotipo y el periodo de incubacion de la enfermedad o
de la edad al momento de morir. De esta forma, los casos de scrapie con
genotipos VRQ/VRQ mueren mas jovenes que los VRQ/ARQ y éstos a su vez
mas que los ARR/VRQ (Ersdal et al., 2005; Heaton et al., 2010).

De las 12 combinaciones posibles de obtener con estos polimorfismos, sélo 5
parecen ocurrir con relativa frecuencia como son ARR, ARQ, AHQ, ARH y
VRQ. Los 5 alelos, se pueden combinar y generan un total de 15 posibles
genotipos para PrP en los ovinos (Detwiler y Baylis, 2003; Kunkle et al., 2006;
Johnson et al., 2007). La OIE en el 2003, publicé una tabla con los 15
genotipos asociados a los codones 136, 154 y 171, que se clasificaron de
acuerdo al grado de resistencia/susceptibilidad en el marco del Plan Nacional
para scrapie de Gran Bretafia (Tabla 4) (DEFRA, 2004; Ersdal et al., 2005;
Vascellari et al., 2005; Heaton et al., 2010; Ortiz-Pelaez y Bianchini, 2011).

En la tabla 4, se relacionan los genotipos ovinos con el scrapie, que permiten
dividirlos en 5 grupos de acuerdo a la susceptibilidad. Asi, el A indica a los
ovinos genéticamente mas resistente a la enfermedad; el B agrupa a los
resistentes, pero que requieren de cuidado al ser seleccionados para
cruzamientos; el C a los que tienen una pequefa resistencia al scrapie, los
cuales pueden ser vendidos y cruzados en ciertos periodos de tiempo; el D
agrupa a los que tienen genotipos susceptibles al scrapie, pero que pueden ser
cruzados en ciertos programas controlados; y el E indica a los que son

genéticamente muy susceptibles a la enfermedad, que no debieran usarse en
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cruzamientos y los machos debieran ser castrados e incluso eutanasiados
(Detwiler y Baylis, 2003; Johnson et al., 2007; Ortiz-Pelaez y Bianchini, 2011).

Tabla 4. Estimacién del numero de casos declarados de scrapie por millén
de ovinos de cada genotipo en Gran Bretafia por afio, y grado de resistencia/
susceptibilidad asignada por el Plan Nacional para scrapie de Gran Bretafia.

_ Casos / Clasificaf:ién

Genotipo et Plan Nacional
millon .
Scrapie

ARR/ARR 0 A
ARR/AHQ 0,3 B
ARR/ARQ 0,4 B
ARR/ARH 0 B
AHQ/AHQ 5 C
ARQ/AHQ 9 C
AHQ/ARH 0 C
ARH/ARH 2 C
ARQ/ARH 5 C
ARQ/ARQ 37 C
ARR/VRQ 6 D
AHQ/VRQ 0,7 E
ARQ/VRQ 225 E
ARH/VRQ 405 E
VRQ/VRQ 545 E

La posible relacién entre el scrapie en los ovinos y la EEB en los bovinos, ha
llevado a la UE a establecer programas de reproduccion destinados a la
seleccion por resistencia al scrapie, en las razas de ovejas de todos los paises
miembros. El patron clasico de resistencia genética que se conoce desde 1990,
ha impulsado estos programas con el propdsito de incrementar la frecuencia
del alelo ARR, en diversas razas de ovejas (Gama et al., 2006; Johnson et al.,
2007). Asi, se ha logrado seleccionar razas ovinas, para desarrollar lineas
genéticas resistentes, como las que poseen el alelo ARR y descartar las mas
sensibles como la VRQ (Detwiler y Baylis, 2003; Ersdal et al., 2005; Vascellari
et al., 2005; Hunter, 2007; Heaton et al., 2010; Ortiz-Pelaez y Bianchini, 2011).

En los caprinos, se han descrito polimorfismos para el gen PrP en los codones
21, 33, 49, 142, 143, 154, 168, 220 y 240; de los cuales so6lo dos estan ligados
al scrapie. Un dimorfismo en el codén 142, se asocia a una alteracion del

periodo de incubacién y en el 143 el genotipo HH que puede estar asociado
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con la presentacion del scrapie natural (Valdez et al., 2003; Seuberlich et al.,
2007; Dustan et al., 2008; Vaccari et al., 2009; O’'Rourke et al., 2011).

Transmision

Estudios epidemiol6gicos y experimentales, sugieren que la diseminacion del
scrapie en los ovinos ocurre principalmente por transmision horizontal, ya sea
directa o indirectamente, es decir, por contacto entre los animales o por
contaminacion ambiental. La directa, es observada cuando ovejas infectadas
entran en contacto con las sanas, que no han presentado exposicion al scrapie.
Para que esto ocurra, el agente etiologico debe excretarse y/o secretarse
desde un animal infectado. La indirecta, ocurre por la eliminacién del pridén
desde ovinos infectados hacia el medio externo. Asi, en la placenta se ha
encontrado la PrP*¢, que al ser eliminada al ambiente, representa una de las
vias de transmision horizontal (Andréoletti et al., 2002; Tuo et al., 2002;
Detwiler y Baylis, 2003; Vascellari et al., 2007; Maddison et al., 2010; O’'Rourke
et al.,, 2011). Por esto, se piensa que la diseminacién durante el parto es el
factor de riesgo mas importante, que puede determinar la transmisién directa
hacia los animales que tomen contacto con restos de tejidos eliminados en el
parto y ademas, la indirecta por el contacto con pastos, corrales, graneros,
alimentos, agua, camas, suelo u otros, ya que el pridn del scrapie sobrevive en
el ambiente durante varios afios (Seidel et al., 2007; Thomzig et al., 2007;
Maddison et al., 2009; Jacobson et al., 2010; Terry et al., 2011).

En los ovinos, la concomitancia con otras infecciones, puede llevar a la
acumulacion de la PrP%¢ en foliculos linfoides ectdpicos de la glandula
mamaria, apuntando a la leche como una via de transmision directa (Maddison
et al., 2009). La contaminacion del suelo en el scrapie se puede producir de
diversas formas, desde que se demostrdé que los priones estan presentes en
diversos tejidos y fluidos corporales en los animales infectados, éstos pueden
pasar al medio ambiente con tejidos como la placenta, las heces, la orina e
incluso por la carcasa de animales muertos (Andréoletti et al., 2002; Tuo et al.,
2002; Terry et al., 2009). Algunos estudios indican que en el scrapie, los

priones se pueden encontrar tanto en las glandulas salivares u otras, como en
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la piel de los ovinos infectados naturalmente (Gossner et al., 2006; Seidel et al.,
2007; Thomzig et al., 2007; Vascellari et al., 2007; Maddison et al., 2010; Terry
et al., 2011).

El scrapie, EEB, EDC y VECJ, representan las formas de EETs naturalmente
adquiridas, causadas por la exposicion al agente en el medio ambiente donde
viven los hospedadores. La mayoria de los casos de estas enfermedades,
incluyendo la ETV, son causados por la ingestion de priones e invasion del
organismo por via oral. Esto también es valido para el Kuru y la VECJ, EETs
humanas, que se relacionan la primera con canibalismo y la segunda con el
consumo de alimentos contaminados con EEB (Miller y Williams, 2002; Will,
2003; Caramelli et al., 2006; Beekes y McBride, 2007; Tranulis et al., 2011).

La ocurrencia del scrapie en areas afectadas, indica que una contaminacion del
medio es responsable de su presentacién, aumentando la posibilidad de una
transmision cruzada entre las especies. El suelo contaminado es una de las
fuentes mas probables de material infectivo en la transmisién. Asi, los ovinos
pueden adquirir el prion mientras pastorean en lugares donde existieron
infectados, presentdndose los nuevos casos. Esto se produce porque los
priones tienen una pronunciada e inusual resistencia a la inactivacion quimica
y/o fisica (Seidel et al., 2007; Jacobson et al., 2010; Sakudo et al., 2011).

Respecto a la transmision vertical del scrapie, sbélo se han planteado
mecanismos por los cuales puede producirse, puesto que la PrP*® no se ha
detectado en ovarios ni semen. Aun asi, se plantea la transferencia de
embriones, sin embargo, la enfermedad se puede producir en corderos tanto de
embriones que han sido “lavados” como en los que no, antes de ser
transferidos. En estudios que han tratado de separar la exposicion in utero de
la perinatal, las conclusiones son inciertas. En las ovejas infectadas, el
embridn, en etapas tempranas no es infectado y se dice que esta transmision
esta determinada por el gen PrP polimérfico fetal (Andréoletti et al., 2002; Tuo
et al., 2002; Vaccari et al., 2009). En qué punto a partir de la exposicion ocurre

la infeccidn, continlda investigandose, pudiendo ocurrir durante el parto, en la
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ingesta de calostro, por medio de la leche, la exposicion fisica a tejido
placentario infectado o por la contaminacion del medio, equipamiento o
personal (Hunter, 2003; Maddison et al., 2009; Terry et al., 2011).

El scrapie es una enfermedad endémica, el agente se transmite entre los
ovinos, puede cruzar la barrera interespecie, al afectar a cabras que comparten
el lugar de pastoreo con ovejas infectadas y que, experimentalmente puede ser
transmitida a primates, roedores y otras especies (Johnson, 2005; Baron et al.,
2010; Jacobson et al., 2010; Everest et al., 2011; O’Rourke et al., 2011).

Sintomatologia

Las manifestaciones clinicas del scrapie se presentan en animales entre los 2 a
5 afios de edad, siendo rara en menores de 1 afio, con un periodo de
incubacion en promedio de 1 afio (Caplazi et al., 2004; Gavier-Widén. et al.,
2005; Vargas et al., 2006). La edad de aparicion de los signos es funcion del
periodo de incubacion y éste a su vez depende del genotipo del animal, de la
edad en que ocurre la infeccion y de la dosis infectiva (Gonzélez, 2002; Maurer
et al., 2005; Jeffrey y Gonzalez, 2007; DEFRA, 2008; Konold et al., 2010b).

Entre los signos clinicos mas importantes se incluyen, largos periodos de
incubacion de meses a afios, con un inicio insidioso y episodios de cambios en
el comportamiento, con reacciones nerviosas extremas frente a estimulos
sonoros, luminosos y al contacto humano. La pérdida de la condicidon general,
como la pérdida de peso, esta presente en la mayoria de los casos, pudiendo
progresar hacia la emaciacién en etapas avanzadas. El prurito excesivo es
caracteristico del scrapie, asi como la pérdida de lana y su decoloracion. El
rasquido del animal, contra los cercos o al morderse el area afectada, en la
base de la cola y ocasionalmente en el flanco, origina liquenificacion e
hiperpigmentacion de la piel. El tremor, la ataxia, postracion y la muerte,
ocurren entre los 2 a 12 meses después del inicio de los signos (Hunter, 2003;
Farias et al., 2004; Gavier-Widén et al., 2005; Maurer et al., 2005; Vargas et al.,
2006; CRL, 2007; DEFRA, 2008; Konold et al., 2010b; Farias et al., 2011).
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El reconocimiento clinico, es primordial para la correcta implementacion de
programas de vigilancia, que tiendan a controlar y erradicar al scrapie. La
evolucion clinica de la enfermedad incluye cuatro etapas diferentes: preclinica,
temprana, intermedia y tardia. La observacion apropiada de los signos clinicos
representativos de estas tres Ultimas, es importante para el diagnostico en los
animales sospechosos y ademas, hace posible clasificar la enfermedad
sintomética (Maurer et al., 2005; Vargas et al., 2006; Jeffrey y Gonzalez, 2007).

La etapa temprana se caracteriza por: hipoestesia de los miembros, llegando a
la anestesia en la parte distal de los miembros; alteracion del estado mental
con signos excitatorios, aunque en algunos animales pueden ser depresivos;
cambios de comportamiento como ansiedad y resistencia a la contencion y la

condicion corporal menor a 3 (Bellworthy et al., 2005; Vargas et al., 2006).

En la intermedia, se inicia la hiporreflexia de los miembros, mas marcada en los
pélvicos; arritmias cardiacas en el descanso que desaparece con el ejercicio;
prurito y pérdida de lana en el anca y la cola y la aparicién del mordisqueo
(Gossner et al., 2006; Vargas et al., 2006; CRL, 2007; Konold et al., 2010b).

En la tardia, aparece el tremor dado por contracciones mioclénicas que causan
movimientos intermitentes de la cabeza, més evidentes cuando los animales
son manipulados; hiperexcitabilidad a estimulos externos tales como el
acercarse o los ruidos, a los que responden con temor o escape. En el estado
final, muestran signos depresivos como la postracion, el decubito lateral
permanente, ataxia o anormalidad en la postura, hipermetria en los miembros
anteriores y el salto de los posteriores. En la progresion, existe ataxia de los
miembros pélvicos, que se generaliza, pérdida del equilibrio, caidas, dificultad
para levantarse y finalmente postracion completa. También se observa

rechinamiento de dientes (Vargas et al., 2006; Jeffrey y Gonzalez, 2007).
En base a estas 3 etapas y los signos asociados, se construyo una tabla clinica

evaluativa (clinical index,Cl) en que se asigna una puntuacion de 1 a cada

signo que se presente, el cual se debe multiplicar por un factor de 1, 2 0 3, de
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acuerdo a la etapa en que ese signo es representativo (Hamir et al., 2001;
DEFRA, 2008).

Sin embargo, existe una diversidad de presentaciones y de predominios de
signos clinicos descritos en poblaciones, razas o incluso en animales muy
diferentes. La progresion del cuadro es también muy variable, oscilando desde
unos pocos dias hasta varios meses. El diagnoéstico a nivel individual resulta
dificil cuando se desconoce el estado de los rebafios y las enfermedades con
gue se debe diferenciar. Entre otras: ectoparasitismo, enfermedad de Aujeszky
0 pseudorabia, rabia, listeriosis, Maedi visna, enterotoxemia, hipomagnesemia,
toxemia de la prefiez, intoxicacion por plantas y productos quimicos (Gonzélez,
2002; Maurer et al., 2005; Jeffrey y Gonzélez, 2007; Konold et al., 2010b).

En caprinos, la informacion disponible de la presentacion clinica del scrapie es
limitada. Se describe inquietud e hiperexcitabilidad ante cualquier estimulo
externo, pérdida de peso y de la condicién corporal, tremor y ataxia. Pero,
difieren en la presentacién del prurito, ya que utilizan mas sus miembros
posteriores que el frotarse, para rascarse (Detwiler y Baylis, 2003; Seuberlich et
al., 2007; Vaccari et al., 2009; Konold et al., 2010b; Farias et al., 2011).

Diagnoéstico

Dada la naturaleza del agente etiol6gico del scrapie y a la ausencia de métodos
diagnésticos que consigan aislar al prion in-vitro, éste se debe realizar en base
a la identificacién de la PrP° y a la observacion de los cambios patolégicos que
provocan en el tejido nervioso del afectado (Detwiler y Baylis, 2003; Machuca
et al., 2006; Loiacono et al., 2010; Velayos et al., 2010; Pirisinu et al., 2011).

Asi, el diagnostico se basa en la deteccion de los signos clinicos compatibles,
seguido de la aplicacibn de técnicas histopatolégicas e inmunoldgicas
realizadas en muestras de tejido nervioso. Por la desigual distribucion de los
priones en el organismo, existen bajas concentraciones en fluidos como sangre
y orina, el diagnostico de laboratorio es dificil (Kubler et al, 2003; Monleon et
al., 2004; Andrievskaia et al., 2008; Vidal et al., 2009; Orru et al., 2011).
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Para que los métodos diagndsticos sean Utiles, éstos deberian identificar los
casos tempranamente durante la patogénesis. En las EETs de los animales y
mas aun en los destinados al consumo humano, se establece la necesidad de
determinar los priones en los animales asintomaticos y antes de la aparicion de
cualquier signo. Las pruebas diagndsticas comerciales estan basadas en la
inmunodeteccion de la PrP*® y en la remocion proteolitica previa de la PrP®
enddgena (Aguzzi et al., 2004; Kunkle et al., 2006; Monleon et al., 2011).

Historicamente la forma de diagnosticar las EETs era por las caracteristicas
histopatolégicas del SNC, asi el examen neuropatolégico post mortem del
cerebro de animales y humanos, es una técnica estandar para su diagndstico.
Las alteraciones patolégicas, corresponden a lesiones neurodegenerativas que
incluyen la presencia de vacuolas en el interior del pericarion neuronal,
cambios espongiformes en el neuropilo de la materia gris, pérdidas neuronales,
gliosis astrocitica y placas amiloides. Estas Ultimas, son estructuras
eosinofilicas que rodean a los vasos sanguineos, con un margen fibrilar
caracteristico y son inmunoreactivas a anticuerpos anti-PrP (Kubler et al, 2003;
Valdez et al., 2003; Monledn et al., 2005; Machuca et al., 2006; Farias et al.,
2009; Sakudo e lkuta, 2009; Vidal et al., 2009; Velayos et al., 2011).

Las lesiones vacuolares en el scrapie, siempre se presentan simétricas y
bilateral, pero su distribucion depende de la cepa del prion y del genotipo del
ovino. En el scrapie tipico, las vacuolas se concentran en el tronco cerebral, a
nivel del oObex, que contiene las areas especificas para el diagnéstico
histopatoldgico, como son los nucleos del tracto espinal del trigémino, del tracto
solitario y el dorsal del vago. Sin embargo, se debe tener la precaucién en la
interpretacion de las lesiones puesto que, la autolisis post mortem, retrasos en
la fijacion, inadecuados procesamientos y manipulacion de los tejidos, pueden
llevar a la vacuolizacion artificial de las muestras (Debeer et al., 2002; Kibler et
al., 2003; Gavier-Widen et al., 2005; Machuca et al., 2006; Dustan et al., 2008).
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Para detectar el marcador especifico de la enfermedad, la PrP*° in situ, asf
como también su distribucién en el cerebro y en los tejidos linfoides durante su
patogenia, se dispone de un grupo de técnicas diagndsticas que se denominan
moleculares y que permiten diferenciar la PrP>¢ de la PrP® en muestras de
tejido, basdndose en la resistencia del prion frente a la accion de la proteinasa
K, en combinacion con la deteccién inmunoldgica del nucleo resistente o PrP
27-30 (Debeer et al., 2002; Salguero et al., 2006). Asi, los inmunoensayos han
adquirido gran importancia, ya que ofrecen mayor sensibilidad y especificidad
en los resultados, entre estos el ELISA y el Western blott, en tejidos
congelados y la inmunohistoquimica (IHQ), en cortes fijados en formalina. La
gran ventaja de la IHQ es que detecta la presencia de la PrP*° y ademas,
determina su distribucién en el cerebro o tejido linfoide (Kiubler et al, 2003;
Gavier-Widen et al., 2005; Monleon et al., 2005; Machuca et al., 2006; Dustan
et al., 2008; Grassi et al., 2008; Farias et al., 2009; Monledn et al., 2011).

La IHQ es mas efectiva que la histopatologia para el diagnostico del scrapie,
puesto que se observa el inmunomarcado de la PrP%°, el que se corresponde
con la distribucion de los cambios vacuolares. Asi, se describen diversos
patrones inmunohistoquimicos como son: los de tipo extracelular, asociados a
astrocitos, al neuropilo o a células ependimales y endoteliales; y los
intracelulares ya sea neuronales y/o gliales (Debeer et al., 2002; Gavier-Widen
et al., 2005; Dustan et al., 2008; Vidal et al., 2009; Velayos et al., 2010).

El diagndstico rutinario del scrapie, estad limitado al examen clinico y post
mortem de los animales, mediante la utilizacién de la técnica de IHQ en
muestras de tejido cerebral los con signos clinicos. Posterior al diagndstico
positivo, se deben tomar las medidas de control, las que incluyen el sacrificio o
cuarentena de los animales en riesgo, debido a la susceptibilidad genética y/o
los que pudieron tener contacto con los infectados (O’Rourke et al., 2002;
Vascellari et al., 2005; Kunkle et al., 2006, Loiacono et al., 2010).

El alto linfotropismo de algunas cepas de priones, como las del scrapie, la EDC

y la VECJ, junto con la acumulacién de la PrP*° en este tejido, en ovinos,
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caprinos, ciervos y alces, antes de la aparicion de los signos clinicos, han
permitido el uso de la IHQ en muestras de tejido linfoide, para realizar la
deteccion preclinica (O Rourke et al., 2000; Monléon et al., 2005; Gonzalez et
al., 2006; Gonzalez et al., 2008; O’'Rourke et al., 2011). Asi, de acuerdo con la
patogenia en el scrapie se produce primero una acumulacién de PrP*¢ en el
SLR como linfonddulos, tonsilas, tercer parpado, mucosa rectal y bazo, donde
el prion se acumula en los centros germinales de los foliculos, asociado con
macrofagos y CDF. Sin embargo, como la distribucion temprana del prién no es
homogénea en este tejido, cuando se utiliza el andlisis inmunohistoquimico, es
necesario examinar un nimero minimo de foliculos con centros germinales (4 a
6), para establecer un diagnéstico negativo confiable (O’'Rourke et al., 2002;
Kibler et al., 2003; Gavier-Widen et al., 2005; Monledn et al., 2005; Espenes et
al., 2006; Vargas et al., 2006; Gonzélez et al., 2008; Monléon et al., 2011).

La consistencia de esta caracteristica, permite que en el caso de la EDC, sea el
tejido linfoide el elegido para realizar el diagnéstico. En el scrapie, la PrP*® es
detectada en el sistema linforeticular (SLR) mucho antes que en el cerebro,
excepto en genotipos que no presentan acumulacion periférica del prion. Asi es
posible el diagndstico en la etapa preclinica, pudiendo detectarse el scrapie
entre los 10 a 14 meses de edad, con la posterior aparicion de los signos
clinicos entre los 35 a 45 meses. Este acontecimiento, se transforma en el
sustento actual de la experimentacion y el diagnoéstico en animales vivos
(Monleon et al., 2004; Vargas et al., 2006; Mcgoven y Jeffrey, 2007; Everest et
al., 2011; O'Rourke et al., 2011).

La deteccién de los priones a través de técnicas inmunoldgicas, ha demostrado
tener un potencial real de diagnostico en la etapa asintomética de la
enfermedad, ya sea ante-mortem o post-mortem (Farias et al., 2005; Dustan et
al., 2008). Las muestras utilizadas corresponden a biopsias de tejidos linfoides
ovinos, como tonsilas, tercer parpado, mucosa rectal e incluso bazo (O’Rourke
et al., 2000; Hamir et al., 2001; Espenes et al., 2006; Doherr, 2007; Gonzalez et
al., 2008; Everest et al., 2011). El tejido linfoide de eleccion, debido a su

accesibilidad y su asociacién estrecha con el tracto gastrointestinal, son las
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tonsilas y los linfonddulos retrofaringeos mediales. El tejido tonsilar tiene
mejores resultados en la tincion, sin embargo, para la obtencion de la muestra
in vivo presenta mayor dificultad, por el riesgo al usar anestesia general, lo que
se traduce en altos costos técnicos y econdomicos. Pero al igual que los
linfonodulos retrofaringeos, pueden ser utilizadas post mortem en programas
de vigilancia epidemioldgica, por la confiabilidad del diagnostico (Detwiler y
Baylis, 2003; Monléon et al., 2005; Espenes et al., 2006; Gonzalez et al., 2006;
Gonzélez et al., 2008; Monléon et al., 2011; O’Rourke et al., 2011).

Las muestras de tejido linfoide de tercer parpado o de mucosa rectal, son mas
factibles de obtener en terreno, a lo mas requieren el uso de anestesia local y
también pueden ser utilizadas post mortem. Sin embargo, la obtencion de la
muestra es fundamental, puesto que se pueden generar falsos negativos si son
muestreados foliculos inadecuados o no se incluye el nimero requerido, lo cual
podria deberse a la edad del animal, a la raza o a la obtencion de la muestra
En la practica, es probable que la cantidad de muestras aptas sea dependiente
de la experiencia del colector (O’'Rourke et al., 2000; Detwiler y Baylis, 2003;
Casalone et al., 2005; Gonzalez et al., 2006; Monléon et al., 2011). En USA, el
uso de biopsias del tercer parpado se incorporo al programa de erradicacion,
como una herramienta de monitoreo activo, por que entrega un diagndstico con
un 80% de certeza. La IHQ desarrollada en estos tejidos, ha demostrado ser
confiable en el muestreo de animales expuestos al scrapie que no manifiestan
signos, en ovejas afectadas subclinicamente y en los que la enfermedad clinica
no ha sido confirmada (Gavier-Widén et al., 2005; Monléon et al., 2005;
Gonzalez et al., 2006; Gonzalez et al., 2008; O’Rourke et al., 2011).

Los foliculos linfoides que estan presentes a lo largo del intestino en las ovejas,
como en el final distal de la mucosa rectal (union recto anal), se encuentran
dispersos en la lamina propia y la submucosa, bajo el estrato de epitelio, lo cual
los hace accesible de examinar por medio de una biopsia (Sedgmen et al.,
2002; Espénes et al., 2006; Gonzalez et al., 2006; Everest et al., 2011).
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Pese a todas las ventajas que presenta el diagndstico en tejido linfoide, la IHQ
y el reconocimiento de lesiones histopatolégicas que se realiza en el tejido
nervioso, se consideran como los meétodos convencionales para realizar el
diagnéstico y la confirmacion del scrapie o de las EETs segun la organizacion
Internacional de Epizootias (OIE), mientras que el ELISA y WB son pruebas
rapidas, consideradas para el andlisis de la masa animal en programas de
vigilancia epidemiol6gica (Monléon et al., 2004; Farias et al., 2005; Dustan et
al., 2008; Farias et al., 2009; Tattum et al., 2010; Monléon et al., 2011).

Ademas, existen otras técnicas que son capaces de detectar las lesiones
caracteristicas de las EETs o las formas asociadas a la PrP°, como son:
Bioensayos o prueba de infeccion experimental: es el mas sensible y especifico
para el diagnéstico de EETSs, en la cual se reproduce la infeccion en animales
de laboratorio. El roedor es inyectado (via intracraneal), con un homogenizado
preparado de tejido infectado, se espera la aparicion de signos clinicos y
después de la muerte del animal, el desarrollo de la enfermedad es confirmado
usando técnicas clasicas (histologia, IHQ, ELISA, WB). La disponibilidad de
ratones transgénicos que sobre expresan el mismo PrP que la especie
donadora, ha aumentado la eficiencia de la transmision experimental, acortado
los periodos de incubacion (Monléon et al., 2005; Parveen et al., 2005; Vidal et
al., 2006; Grassi et al., 2008; Bishop et al., 2010; Khan et al., 2010). El uso de
lineas neuronales clonadas altamente susceptibles, permiten reducir el tiempo
requerido y pueden ser automatizados (Aguzzi et al., 2004; Kratzel et al., 2007;
Baron et al., 2010; Tixador et al., 2010; Pirisinu et al., 2011).

Microscopia electrénica: es otra forma de deteccion, que se puede realizar una
vez que los priones se depositan en el SNC, usando tincibn negativa en
extractos purificados, se observan las SAF (fibras asociadas a scrapie). La
deteccion de las SAF, indica que un animal presenta la PrP*° atribuida a
scrapie, pero su ausencia no significa que esté libre. Se utiliza poco, por su
complejidad y requerimientos, relegandose al examen de material en avanzada
autolisis (Gonzéalez, 2002; Gavier-Widén et al., 2005; Grassi et al., 2008).
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Otro grupo de métodos diagndsticos son las pruebas “rapidas”, generados
como respuesta a la crisis de 1996, con la epidemia de la EEB y su posible
diseminacién al hombre, ya que las pruebas existentes no eran adecuadas
para hacer un screening de la poblacion animal. Estas pruebas de diagnéstico,
mas simples y rapidas, son utiles para realizar estudios epidemiolégicos a gran
escala y evaluar una epizootia, 0 como pruebas rutinarias para garantizar la
seguridad de carnes destinadas al consumo. Se basan en la deteccion
inmunolégica de la PrP%°, el Gnico marcador identificable responsable de las
EETs, son de alta sensibilidad y especificidad, usualmente finalizadas en pocas
horas y aplicadas para pruebas masivas. Muchas han sido evaluadas y algunas
estan oficialmente aprobadas. La mayoria se basa en pruebas de ELISA o WB
(Bozzeta et al., 2004; Farias et al., 2005; Gavier-Widén et al., 2005; Vascellari
et al., 2005; Andrievskaia et al., 2008; Grassi et al., 2008; Tattum et al., 2010).

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA): existen diversos tipos
para el diagnostico de EETs, usando cerebro (6bex) o tejido linfatico. Las
muestras son homogeneizadas y incubadas con proteinasa K, que se analizan
usando un ELISA. La PrP%® puede ser capturada en una microplaca, usando un
anticuerpo anti-PrP o alternativamente, con un ligando y un segundo anticuerpo
anti-PrP, con un sistema de deteccién, tiene alta sensibilidad y especificidad
(Gavier-Widén et al., 2005; Vidal et al., 2006; Everest et al., 2011).

Western blot (WB): fue la primera técnica propuesta por la OIE, para detectar
PrP*¢ en extractos de tejidos. Las muestras son pretratadas con proteinasa K.
La especificidad del WB ha permitido una deteccién altamente sensible de la
PrP>¢. Se utiliza para identificar la cepa del prién, a través de los patrones
moleculares (tamafio e intensidad de banda) de las tres glicoformas y de la
reaccion con anticuerpos directos contra el amino terminal de la PrP, que
identifican la estructura molecular del tipo de prion (Parveen et al., 2005;
Andrievskaia et al., 2008; Grassi et al., 2008; Dudas et al., 2010; Loiacono et
al., 2010; Tixador et al., 2010; Velayos et al., 2010; Vulin et al., 2011).
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Sin embargo, para la OIE, la IHQ es la técnica considerada como confirmatoria
en el diagndstico de las EETs, mientras que ELISA y WB son pruebas rapidas,
que se utilizan para el andlisis de la masa animal en programas de vigilancia
epidemioldgica (OIE, 2004; Monléon et al., 2005; Pirisinu et al., 2011).

Prevencion, control y erradicacion

Si se pretende eliminar el scrapie de un pais, es esencial identificar y suprimir
los factores de riesgo asociados a su propagacion. Estudios epidemiolégicos y
modelos mateméaticos son utilizados para complementar las investigaciones
sobre la transmision y la patogénesis de la enfermedad. Estos han demostrado
que el movimiento de animales, el tamafio del rebafio, el nUmero de ovinos
genéticamente susceptibles, las practicas de cruzamiento y el manejo de los
partos, son los factores que mas influyen en la introduccion de la enfermedad y
su diseminacioén a los rebafios (Doherr, 2007; Vaccari et al., 2009; Ortiz-Pelaez
y Bianchini, 2011).

Entre los factores de riesgo méas importantes para la introduccion, transmision y
mantencion del scrapie en los rebafios se destacan: la incorporacién de ovejas
infectadas en la etapa preclinica, a través de la compra de animales para la
reproduccion, el compartir praderas o carneros, contribuyen a la introduccién
en zonas libres. La principal forma de transmisién y mantencion, es la cantidad
y la duraciébn de excrecion del prién durante el parto, lo cual genera la
contaminacion del medio ambiente y posterior infeccion (transmision
horizontal), de gran duracion en los ciclos epidémicos por el largo periodo de
incubacion y la prolongada supervivencia del agente. Esto depende
directamente del periodo de incubacion, la vida util del animal y el posible
estado de prefiez, asi como del tiempo de exposicién al agente, la capacidad
de sobrevida de éste y del nimero de ovejas genéticamente susceptibles, que
pueden resultar del reemplazo, ya sea por compras o cruzas (Detwiler y Baylis,
2003; Doherr, 2007; Jeffrey y Gonzalez, 2007; Jacobson et al., 2010).

El método ideal para prevenir la introduccién del scrapie a una zona o pais

libre, es mantener los rebafios protegidos y aislados, especialmente a las
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hembras prefiadas. Cualquier oveja de reemplazo o macho para reproduccion,
debe provenir de rebafios libres y que poseen practicas de manejo destinadas
a prevenir su introduccion. Esto es dificil de garantizar, previo a la compra,
debido a la inexistencia de una prueba diagnéstica in vivo, que asegure la
ausencia de la enfermedad. Pero si es posible identificar al animal, por
programas de estudio selectivo realizados mediante biopsias de tercer
parpado, de mucosa rectal o de tonsilas, que permiten establecer el estado
sanitario de un rebafio y aumentar su valorizacion comercial (Detwiler y Baylis,
2003; Espenes et al., 2006; Gonzalez et al., 2008; Monléon et al., 2011).

La emergencia de la variante de CJD (vCJD) humana, que se relacioné con el
consumo de carne contaminada con EEB, ademas de la transmision
experimental de ésta a ovejas y cabras, han llevado a paises endémicos de
scrapie, a realizar programas para su control y erradicacion (Seuberlich et al.,
2007; Dustan et al., 2008; Loiacono et al., 2009; Mitchell et al., 2010). Asi,
Australia y Nueva Zelandia, detectaron rapidamente la enfermedad tras su
introduccién y reaccionaron antes de que pudiera ocurrir una transmision
generalizada, fueron capaces de erradicarla en poco tiempo. Mientras que, en
Estados Unidos, Canadé e Islandia, en que no se tomaron medidas suficientes,
el scrapie se ha convertido en endémico, aun cuando se han implementado
estrategias para eliminarlo. Entre las medidas utilizadas se encuentran: la
eliminacion completa de los animales enfermos, de los en riesgo o sdélo de los
afectados. Ademas del manejo durante las pariciones, como la limpieza y
desinfeccién de dependencias y predios, con un periodo durante el cual las
especies susceptibles no pueden ingresar, ni usar las instalaciones. El
reemplazo de razas originarias o susceptibles por los genotipos resistentes, a
través de programas de cruzamiento (Detwiler y Baylis, 2003; Bozzeta, 2004,
DEFRA, 2004; Vascellari et al., 2005; Jeffrey y Gonzélez et al., 2007).

La seleccion de razas genéticamente resistentes al scrapie, fue adoptada por
paises que establecieron programas de cruzamientos selectivos. Sin embargo,
esta aproximacion al control necesita una urgente reevaluacion, puesto que

hallazgos en Europa sugieren que los ovinos elegidos por estos programas,
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podrian ser susceptibles a la aparicion de nuevas cepas. Asi, la presentacion
de formas atipicas de scrapie, como la Nor98, han sido descritas en ovejas
“resistentes” en Alemania, Portugal y Francia. Estas cepas afectan primero a
razas que solo en raras ocasiones son afectadas por el scrapie tradicional y por
el contrario, las tipicamente susceptibles no parecen afectarse (Baylis y
Mcintyre, 2004; Seuberlich et al., 2007; Benestad et al., 2008; Loiacono et al.,
2009; Ortiz-Pelaez y Bianchini, 2011; Mitchell et al., 2011; Vulin et al., 2011).

En paises como Chile, en que el scrapie no se ha descrito, son muy
importantes las medidas de prevencién que se puedan adoptar. Para impedir
su introduccion, se deben mantener los predios bien protegidos, especialmente
a las hembras prefiadas, cualquier reemplazo de hembras o cruzamientos con
machos, éstos deben venir de rebafios libres o con manejos preventivos.
Conocer las precauciones que se deben tomar al comprar animales, como: el
nivel sanitario de los predios de donde provienen, si es desconocido, realizar
cuarentenas; contemplar estudios de genotipos para seleccionar a los
resistentes. Si en el rebafio esta presente la enfermedad, minimizar el riesgo de
una diseminacion o reintroduccion, con medidas como: separar los animales en
riesgo, realizar limpiezas y desinfeccion, mejorar el manejo de los partos,
remover las membranas fetales, la placenta y cambiar la cama entre cada
parto, segregar el rebafio en grupos pequefios. En algunos paises el control
consiste en la eliminacién completa del rebafio afectado, asi como de aquel
desde donde provenian. Aunque no se ha comprobado la participacion de las
harinas de carne y hueso (HCH) contaminadas en la transmision del scrapie, se
recomienda prohibir la alimentacion de ovinos y caprinos con HCH de
rumiantes, donde la enfermedad es endémica o se ha detectado otra EET
(Detwiler y Baylis, 2003; OIE, 2007; Benestad et al., 2008; Farias et al., 2011).

La ausencia de técnicas diagnosticas validadas en animales vivos, junto con el
largo periodo de incubacion y la variabilidad de expresion de los signos
clinicos, hacen dificil el establecer medidas tendientes a su control. Aun asi, el

desarrollo de herramientas diagndsticas cada vez mas confiables y sensibles,
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contribuyen a los programas de control y prevencion (Baylis y Mcintyre, 2004;
CRL, 2007; Ducrot et al., 2008; Farias et al., 2009; Terry et al., 2011).

El pridon del scrapie es altamente resistente a los desinfectantes, el calor, la
radiacion ultravioleta o ionizante y la formalina, pero la desinfeccion efectiva es
posible con autoclave sobre los 133°C por 20 min. Los tejidos contaminados
deberian ser incinerados y la desinfeccion de equipos con hipoclorito de sodio
(2 %) e hidroxido de sodio (2 N), que son efectivos cuando se aplican a 20°C
por mas de 1 hora (Taylor y Woodgate, 2003; OIE, 2007; Seidel et al., 2007).

Salud publica

Las EETs constituyen un grupo de enfermedades desafiante cientificamente,
de baja prevalencia. Sin embargo, debido a la alta transmisibilidad de la EEB a
otras especies y a los humanos (Fournier y Grigoriev, 2001; Dormont, 2002;
Dustan et al., 2008; Everest et al., 2011) y que es una enfermedad que afecta
al SNC, a pesar de su baja incidencia es un problema de salud publica. En el
esfuerzo para controlar la EEB, junto con las EETs de pequefios rumiantes, los
recursos fueron destinados a programas de control y cambios en las industrias
de alimentos (Doherr, 2007; Seuberlich et al., 2007; Vulin et al., 2011).

Auln cuando el scrapie se ha presentado en ovinos y caprinos europeos por
siglos y se ha reportado en cada continente donde se crian ovinos, su
relevancia solo se vio incrementada por la epidemia de EEB, ocurrida en el
Reino Unido. Esta se relacion6 con el consumo de alimento concentrado para
vacunos, elaborado con HCH provenientes de ovejas y cabras con scrapie.
Ademas del reconocimiento de la VECJ en el humano y su relacién con la EEB
por el consumo de alimentos carnicos contaminados con priones. Lo que, se
reafirmd ya que los casos de VECJ se inician y restringen al Reino Unido, lugar
donde ocurria la epidemia de EEB (Delgado-Hachmeister et al., 2002; Bozzeta,
2004; Aguzzi, 2006; Vargas et al., 2006; FAO, 2009; Vaccari et al., 2009).

El scrapie, histéricamente ha sido considerado no patégeno para el humano, en

contraste con la EEB, la que se ha transmitido a felinos, alces, ciervos y
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humanos, entre otros, por consumo de productos contaminados. Si bien, no
existe evidencia epidemiolégica que indique que el scrapie signifique riesgo
para la salud humana, por consumo de productos carnicos ovinos, ni que sea
transmitida a través del contacto con estos animales. La posibilidad que el prion
de la EEB sea transmitido a los ovinos, como se ha demostrado
experimentalmente, junto con la vinculacion directa entre la VECJ y la EEB, la
convierten en una amenaza potencial para la salud humana (Gonzéalez, 2002;
Will, 2002; Andrews et al., 2003; Lezmi et al., 2003; Smith y Bradley, 2003;
Monleon et al., 2005; Wadsworth y Collinge, 2007; Ducrot et al., 2008).

Aunque el riesgo bioldgico de realizar procedimientos diagnosticos de scrapie
parece ser limitado, es necesario tomar precauciones. La existencia de scrapie
natural en ovinos domésticos durante mas de dos siglos y la incapacidad de
demostrar alguna relacién entre éste y las EETs humanas, indican un bajo
riesgo para quienes trabajan con el agente etiologico. Asi, se ha descrito que la
frecuencia de la VECJ, no es mayor en las personas que tienen contacto con
este prion, comparadas con otros grupos. Sin embargo, la extrema resistencia
quimica y fisica del prion y el hecho de que puede transmitirse a un amplio
espectro de especies, sugieren la prudencia de prevenir la exposicion humana
(Sakudo et al., 2011). Debido a la relacion establecida entre la EEB y la VECJ,
ésta y los priones, son categorizados en relacion al riesgo biolégico con las
EETs humanas. Aunque el scrapie esté excluido, se recomienda la adopcién de
medidas similares a las utilizadas para otros priones, cuando se trabaje con
scrapie en el laboratorio (OIE, 2004; Seuberlich et al., 2007; FAO, 2009).

La posibilidad de la transmision del prion de EEB a los ovinos y caprinos,
significa un gran riesgo para la poblacion ovina y humana, ya que la patogenia
de la EEB en la oveja es diferente a la de la vaca. En bovinos la EEB, esta
principalmente limitada al SNC, mientras que en ovinos se disemina por el
sistema linforeticular, por lo que, la PrP° estaria en la carcasa completa.
Ademas, se ha demostrado la transmisién de la EEB desde la oveja a la cria
via placenta. Por lo que, seria un error dejar de investigar, ya que la posibilidad

de que la EEB sea transmitida hacia el ovino y caprino y de éstos al humano,
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no ha sido descartada (O’Rourke et al., 2002; Watts et al., 2006; Van Keulen et
al., 2008b; Vaccari et al., 2009; Tranulis et al., 2011; Vulin et al., 2011).

Situacion nacional

Segun lo indicado por la OIE (diciembre 2010), Chile es reconocido como pais
donde nunca se ha descrito el scrapie, aun cuando no se especifica un método
de vigilancia, a pesar de ser de declaracion obligatoria. Asi, se encuentra
categorizado como “enfermedad ausente en el pais o nunca sefalada”, la
medida para prevenir su ingreso es la cuarentena en las fronteras y si se

llegasen a presentar casos, se deben declarar (OIE, 2010).

El organismo oficial de sanidad animal en el territorio nacional es el Servicio
Agricola y Ganadero (SAG), encargado de mantener la vigilancia de las
enfermedades denunciables, que permita verificar la condicidn sanitaria,
disponer de un mecanismo de deteccion temprana para las de caracter exético
(que no existe en el pais) y monitorear los cambios en las que estan presentes.
En rumiantes, realiza vigilancia para Fiebre Aftosa, Lengua Azul, Estomatitis
Vesicular y scrapie. La que se focaliza en areas limitrofes de regiones que por
sus caracteristicas geograficas y climaticas, se podria realizar movimiento

ilegal de animales con otros paises (SAG, 2010).

El sistema de vigilancia pasiva es realizado por la recepcion y atencion de
denuncias de enfermedades que pudiesen afectar a los animales. Es un
sistema de recoleccion de informacion, importante para el control y la
epidemiologia en la poblacion animal. Para scrapie, la vigilancia se realiza s6lo
en ovinos de mataderos de las regiones de Aysén y Magallanes, donde se
produce la mayor faena ovina del pais (SAG, 2010; Farias et al., 2011).

Con respecto al ganado bovino, en Chile el programa de vigilancia intensiva de
EEB comenzé el 2005, basado en las normas de la OIE (OIE, 2004), que define
las poblaciones de animales en riesgo que deben ser analizadas; establece el
esquema que deben cumplir las regiones, que aspiran a alcanzar una condicién
de pais con riesgo insignificante; el puntaje de vigilancia a alcanzar segun la

situacion zoosanitaria de cada pais y de la poblacién animal muestreada. Un
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componente de este programa, se enmarca bajo el concepto de vigilancia
activa y obedece a la toma de muestras en diferentes especies animales, para

verificar la ausencia de determinada enfermedad (SAG, 2010).

Desde que la EEB tomo importancia, al final de los 80’, se han realizado
acciones tendientes a controlar y prevenir esta enfermedad, especialmente en
Europa, con la creacién de normativas para evitar la transmision al humano. En
Chile desde 1990, se han adoptado las medidas indicadas por los organismos
internacionales (OIE y OMS) (FAO, 2003; SAG, 2008), las cuales se actualizan
de acuerdo a la realidad epidemiolégica de cada afio, en el marco del programa
de prevencion de la EEB, tendientes a evitar su ingreso. La cual podria poner
en riesgo la salud humana y animal e incidir en el comercio y consumo de
productos y subproductos de origen bovino. Los antecedentes epidemioldgicos,
permiten afirmar que en Chile no se han descrito casos de EEB, lo que ha
contribuido al desarrollo del pais como exportador de carnes rojas. Sin
embargo, los programas de vigilancia realizados son de tipo pasivo y las
medidas adoptadas, incluyen sélo de forma indirecta al scrapie, ya que estan
orientadas a la EEB (SAG, 2007; Farias et al., 2009).

Entre las medidas tendientes a mantener la condicién de pais libre, en 1990 se
adoptaron, la prohibiciébn de importar animales vivos, productos, subproductos,
semen y embriones desde paises que no pudieran acreditar dicha condicién,
ademas de alimentos destinados a rumiantes, que tuvieran proteinas de origen
rumiante; se fijaron exigencias para la internacion de glandulas, harinas y
extractos de sangre, carne o hueso, sélo desde paises oficialmente libres. En el
2000, se realiza una evaluacion de riesgo cualitativo de existencia de EEB en el
pais, a partir del scrapie; se establece la notificacion obligatoria y las exigencias
para importar alimentos destinados a mascotas (DEFRA, 2008). Se aplica un
programa de vigilancia activa y pasiva para los sindromes compatibles con
EEB, se tomaron muestras de cerebro de bovinos, ovinos y caprinos, para el
diagndstico histopatologico de las EETs, de acuerdo a lo indicado por la OIE,
pero no se detectd su presencia. Ese afio, cambid el escenario mundial por el
aumento del niumero de casos, Chile debid ajustar sus medidas preventivas,

gue se orientaron a manejar el posible ingreso de la enfermedad, a demostrar y
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comunicar la situacién de pais libre de EEB, por la apertura de nuevos
mercados, a estabilizar el sistema de vigilancia y a mitigar el desafio externo.
Como medida sanitaria de extrema prevencion, se prohibié la formulacion,
elaboracion, distribucion, venta, uso de alimentos y suplementos que

contuvieran proteinas de rumiantes (SAG, 2008).

El aumento de paises con casos nativos de EEB entre el 2001 y 2003 (Trevitt y
Singh, 2003; Stack et al., 2004; Doherr, 2007), cambi6 el escenario mundial, la
prevencion apunto a los consumidores, que mostraron mayor sensibilidad a las
enfermedades animales que representan peligro para la salud humana y a la
inocuidad de los alimentos. Se adoptaron medidas adicionales para impedir el
ingreso de la enfermedad y minimizar la posibilidad de incorporar el prién a la
cadena alimentaria. Asi como, demostrar y comunicar la condicion de pais libre
de EEB, que traeria buenos resultados econdémicos, ademéas de cumplir las
recomendaciones de la OIE para inactivar el prion de la EEB en fabricas que
procesaran HCH como: tamafio maximo de particulas (50 mm), tratamiento
térmico a 133°C, por mas de 20 min, a 3 bares de presion y la fiscalizacion. Se
amplié la prohibicion de importar productos con tejidos de riesgo y se
eliminaron, mediante sacrificio sanitario, 64 bovinos importados desde

Dinamarca en 1998, como medida de extrema precaucion (SAG, 2007).

El primer caso nativo de EEB en Canada el 2003 y posteriormente en Estados
Unidos (Stack et al., 2004; Dudas et al., 2010); paises desde donde Chile
importo HCH entre 1998 y 2000, aumento6 las medidas de prevencion a partir
del 2003, orientadas a controlar la via alimentaria de transmision, se
incremento la fiscalizacion y se caracterizaron fabricas y plantas elaboradoras
de alimentos e insumos, destinados a la alimentacion animal. Se prohibi6 el
alimento con proteina mamifera a rumiantes y se realizé el rastreo e
identificacion de los planteles que utilizaron las HCH importadas. Se establecio
un sistema de vigilancia, para los animales que presentaran signos
neurolégicos o alteraciones en el comportamiento. Se realizO un muestreo
sistematico para el diagnoéstico histopatolégico de EETs, en cerebros de

rumiantes (bovinos, ovinos y caprinos) en edades de riesgo, considerando
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adultos y/o con enfermedades crénicas progresivas en animales faenados en
mataderos, provenientes de las zonas con mayor dotacion de animales y de
casos con sintomatologia nerviosa, de acuerdo a los estandares de la OIE.
Como todos los resultados fueron negativos, fue posible establecer que en
Chile, la enfermedad no fue detectada (SAG, 2007; SAG, 2008).

Actualmente, el pais cuenta con un laboratorio oficial central y dos en regiones,
gue reciben las muestras de cerebros, para realizar el diagnostico, a través de
técnicas reconocidas por normativas internacionales, pero que apuntan al
diagnéstico de la EEB por: histopatologia, ELISA, WB o inmunohistoquimica
(Farias et al., 2005; Machuca et al., 2006; Farias et al., 2009). Esta situacién
contrasta notoriamente con la realidad del scrapie, puesto que si bien esta
enfermedad no ha sido descrita, las medidas que toma el pais para su

prevencion y control son insuficientes.

Las medidas adoptadas para enfrentar la EETs en Chile, apuntan directamente
a la EEB y dejan en segundo plano al scrapie. Sin embargo, la importancia de
éste, es que sigue siendo potencialmente peligroso, por las posibilidades de
gue el pridn ovino pueda afectar a la poblacion bovina y/o humana, atn cuando
no ha representado un riesgo directo (Detwiler y Baylis, 2003; DEFRA, 2004
Everest et al.,, 2011). Sin embargo, la hipotesis de que el origen de la EEB
proceda a partir de una cepa de scrapie, ademas de la posibilidad que el prién
de la EEB sea transmitido a los ovinos y la vinculacién entre la vCJD y la EEB,
convierten al scrapie en una amenaza potencial para la salud humana (Detwiler
y Baylis, 2003; DEFRA, 2004; FAO, 2009). Teniendo en cuenta que, la
signologia de los casos naturales del scrapie y los de EEB inducidos en ovinos
son similares (Nonno et al., 2003; CRL, 2004, Bellworthy et al., 2005; Thuring et
al., 2005; O’'Rourke et al., 2011; Vulin et al., 2011). Si bien la presencia de
scrapie no ha sido confirmada en el pais, las escazas medidas tomadas para
su prevencion y control son: la vigilancia a los animales susceptibles en zonas
en las cuales el beneficio de ovinos adultos es mayor al 6% del total nacional.
Asi, el muestreo apunta a mataderos de las regiones de Aysén y Magallanes; a

los animales con signos clinicos compatibles, a ovinos caidos, mortecinos o
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sacrificados de emergencia; el tamafio de muestra es de 6 ovinos para Aysén y
143 para Magallanes; se recolecta la cabeza del animal y la técnica diagnostica
es el ELISA (Farias et al., 2009; SAG, 2010).

Las medidas adoptadas en el pais con respecto a la EEB, significé que Chile el
2006, fuera reconocido y ratificado oficialmente por la OIE como pais
provisionalmente libre, segun el Cédigo Sanitario para animales terrestres. Esta
categoria fue obtenida luego que la OIE, el 2005, realizara una evaluacion a los
antecedentes del pais. La cual, permitio afirmar que la EEB no estaba presente
y lo de provisional indicaba que a esa fecha, no se cumplian los 8 afios de
prohibicién de alimentar a rumiantes con HCH de rumiantes (OIE, 2007; SAG,
2007). Actualmente Chile ha sido reconocido como pais con riesgo
insignificante de EEB (OIE, 2010; SAG, 2010).

Asi el rubro ganadero ovino del pais, tiene un gran potencial para desarrollarse,
desde la zona centro hasta el sur (Magallanes), esto por las condiciones de
praderas y la disponibilidad de infraestructura, sumado al nivel actual de
precios en el &mbito nacional e internacional, lo que ha aumentado el interés en

su crecimiento.

Situacién mundial de las EETs

El impacto de las EETs y particularmente de la encefalopatia espongiforme
bovina (EEB) para la salud humana, parece estar mas limitado de lo que
inicialmente se creia (WHO, 2012). Esto debido a la disminucion gradual en el
tiempo de nuevos casos de EEB, los cuales se limitan principalmente a Europa
y Norteamérica. Asi, en la Unidon Europea (UE) los casos han disminuido
notoriamente desde 2.167 en el afio 2001, a so6lo 7 nuevos casos en el 2011
(OIE, 2012a). Sin embargo, con el scrapie la situacién es bastante diferente,
puesto que por ejemplo, en el Reino Unido se confirmaron 28 nuevos casos en
el 2010, numero que se elevo a 161 al afio siguiente (OIE, 2012b; VLA, 2012a).

Ante el actual escenario de estas enfermedades, la Unién Europea plante6
nuevas estrategias contra las EETs para el periodo comprendido entre los afios

2010 a 2015. Como se sabe, ya desde julio de 1994 se introdujo la prohibicion
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de alimentar al ganado bovino, ovino y caprino con harina de carne y huesos
procedentes de mamiferos. Posteriormente con la confirmacion de la vCJD, a
partir del afio 2001 se amplia dicha medida en la UE, a la suspension total del
uso de proteinas animales transformadas en piensos para animales destinados
a la produccién de alimentos (OIE, 2012a,b; WHO, 2012). Sin embargo, dentro
de las nuevas medidas adoptadas en el 2010, est4 la tolerancia de dichas
proteinas en piensos destinados a los animales no rumiantes de granja, ya que
con ello, disminuiria en la regiéon la dependencia de otras fuentes de proteinas.
Esto serd aceptado sélo si se dispone de técnicas analiticas validadas para
determinar a qué especie pertenecen estas proteinas (C.E, 2010.)

Por otra parte, los programas de vigilancia han consistido en la evaluacion,
mediante alguna prueba diagndstica rapida, de todos los bovinos de mas de 30
meses (animales sanos), sacrificados para el consumo destinado a humanos y
ademas, a todos los bovinos de mas de 24 meses que han muerto, ya sea por
muerte subita o por sacrificio de urgencia (animales de riesgo). Sin embargo,
en este nuevo periodo y basadndose en criterios epidemioldgicos, un estado
miembro de la UE que pueda demostrar la mejora de la situacién de la EEB en
su territorio, puede solicitar la autorizacion para revisar su programa de
vigilancia. Es asi como, desde el afio 2009 se ha autorizado a 17 paises
miembros para incrementar a 48 meses, el limite de la edad de los bovinos

para la realizacion de las pruebas diagnosticas mencionadas (C.E, 2010).

Respecto al scrapie en la UE, las actuales disposiciones para su erradicacion
de los rebafios ovinos y caprinos son variadas: desde el sacrificio total o
selectivo de los animales genéticamente sensibles en los rebafios infectados;
los programas de cria para seleccionar por resistencia a las EETSs, en rebafios
de alto valor genético; la repoblacion con animales genéticamente resistentes y
el refuerzo de la vigilancia en rebafos infectados. Sin embargo, de acuerdo con
la gran complejidad del scrapie (particularmente por la presentacion de sus
cepas atipicas), la incertidumbre actual sobre su potencial valor zoonotico y la
gran diversidad de factores que influyen en la transmision de la enfermedad,

las nuevas medidas y decisiones politicas que podrian aplicarse en la UE para
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el periodo 2010-2015 aun estan siendo reflexionadas, esto principalmente en
base a los resultados de las investigaciones que se llevan a cabo y al
asesoramiento cientifico sobre las EETs de pequefios rumiantes. Por lo cual, la
UE estaria considerando las siguientes medidas: establecer condiciones para
la certificaciébn de rebafios de pequefios rumiantes en cuanto a las EETs, a
partir de los resultados de pruebas diagnosticas rapidas, ademas de las
directrices de la OIE que apuntan a evitar la propagacion del scrapie a través
de los animales asintomaticos que estan infectados; a continuar con la
adaptacién de las medidas contra el scrapie atipico, si los datos cientificos
confirman que la cepa implicada no es contagiosa; a aprovechar la resistencia
genética de algunos genotipos en la poblacion caprina, si es que la
investigacién cientifica lo confirma; y a fomentar el control genético del scrapie

ovino a través de programas de cria (C.E, 2010; OIE, 2012b).

Respecto de otras EETs en los animales, la encefalopatia espongiforme felina
(EEF) que fue identificada por primera vez en el Reino Unido en el afio 1990, y
que posteriormente se describid en otros paises como Noruega, Irlanda del
Norte, Liechtenstein y Francia (Lezmi et al., 2003). La mayoria de los casos
han sido descritos en animales domeésticos, pero también en felinos exéticos en
cautiverio, como por ejemplo en: guepardo, ledn, leopardo, ocelote, puma y
tigre (Imran y Mahmood, 2011). Uno de los casos mas recientes que ha sido
informado, afect6 a una hembra guepardo de 9 afios de edad que se
encontraba en cautiverio en el zoologico de Nuremberg, Alemania. La
inmunohistoquimica revel6 un patrén similar a la EEB, con una amplia
distribucion de la PrPsc en el sistema nervioso central y periférico, asi como
también en el sistema linfoide (Eiden et al., 2010). Desde su aparicion, en el
Reino Unido se han confirmado 89 casos de EEF. Sin embargo, en los ultimos
10 afios ha existido una disminucién brusca de casos nuevos con EEF, como
resultado de las modificaciones realizadas a las normativas que rigen la

produccion de alimentos destinados a estos animales (VLA, 2012b).

La enfermedad del desgaste crénico (EDC) es otra importante EET que afecta

a los cérvidos, principalmente de vida silvestre. Desde el primer caso descrito
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en un venado (Odocoileus hemionus) en cautiverio en la década de los 60’ en
Colorado USA, pasando por el diagnéstico de la enfermedad en un venado y
en un alce (Cervus elaphus nelsoni) de las montaias Rocallosas en 1978, la
EDC se ha transformado en una enfermedad endémica en Norteamérica
(Sigurdson y Muller, 2003; Buchannan, 2012). Con el incremento del muestreo
de animales en los ultimos 10 afios, se ha podido conocer mas sobre la
diseminaciéon del EDC en este continente, la cual ademas de estar presente en
varios estados del oeste de Estados Unidos y en Canada, continta siendo
indentificada en nuevas regiones geograficas (Sigurdson, 2008; Saunders et
al., 2012). Asi, la EDC ha sido idendificada en cérvidos de vida libre y de
cautiverio en 15 estados de USA y en 2 provincias de Canada, ademas se ha
descrito en Corea del Sur. Con excepcion de éste ultimo pais, la EDC no ha
sido detectada fuera de Norteamérica. Tomando en cuenta la situacion actual
de diseminacién de la EDC en Norteamérica y la falta de un tratamiento
efectivo, la erradicacion completa actualmente no es factible. Mucho queda por
conocer sobre las EETs y la EDC, especialmente en relacion a las cepas y sus

efectos a largo plazo en el ecosistema de los cérvidos (Saunders et al., 2012).

Respecto a las EETs en los humanos, segun datos de la OMS (2012), desde el
primer caso descrito de VECJ en octubre del afio 1996 a Marzo del 2011, se
han descrito un total de 219 casos, de los cuales 175 corresponden al Reino
Unido, 25 a Espafia, 4 de Irlanda, 3 a Holanda y también a USA, 2 a Canada,
Italia y Portugal, y un caso en Japdn, Arabia Saudita y Taiwan. Sin embargo,
debido a las medidas restrictivas adoptadas en Europa, de acuerdo con la
relacion encontrada entre la EEB y la VECJ, la tendencia a la aparicion de
nuevos casos es menor, ya que por ejemplo el Reino Unido que tuvo su mayor
impacto en el afio 2000 con 28 casos, posteriormente hasta el afio 2008 ha

presentando solo 2 casos diagnosticados de VECJ (WHO, 2012).

El alto linfotropismo de algunas estirpes de priones, como las de scrapie, VECJ
y EDC, ha sugerido el uso de la inmunohistoquimica para detectar la PrP>¢ en
tejido linfoide antes de que se inicien las manifestaciones clinicas, permitiendo

asi realizar el diagndéstico preclinico de estas EETs (Thuting et al., 2005;
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Espenes et al., 2006; Gonzélez et al., 2008; Grassi et al., 2008; Monledn et al.,
2011). La importancia de este estudio, apunto a ensayar un sistema de
deteccion para el prion de los ovinos, utilizando un tejido que se ha
comprobado que tiene participacion en el ciclo de replicacion, pero que no es
utilizado en el pais como prueba diagnostica. En Chile la utilizacion de
muestras de cerebro de ovinos, continua siendo la base para el diagnéstico de
scrapie, por lo cual la estandarizacion y utilizacion de tejido linfoide como
muestra apta para IHQ, permitiria implementar esta técnica como método
preclinico de diagnéstico, que podria ser utilizada para la deteccion de esta
enfermedad in vivo, logrando asi establecer medidas de control para animales

gue estén incubando el scrapie, alin cuando no manifiesten signos clinicos.

En base a estos antecedentes y las posibilidades futuras en el campo del
diagndstico, prevencion y control de las EETs, se planteo implementar en el
pais esta técnica de deteccion mediante métodos no invasivos, que permitan
realizar el estudio de la masa ovina sin la necesidad de esperar la muerte de
los animales, estén o no afectados. Es importante destarcar, la necesidad de
contar con herramientas de diagndstico preclinico para estas enfermedades,
mas aun cuando la especie ovina se comercializa muchas veces antes de que
se manifieste la sintomatologia, por el largo periodo de incubacién que puede

presentar el scrapie.

El objetivo central de este trabajo fue el de contribuir al diagndstico preclinico
del scrapie a través del estudio inmunohistoquimico del tejido linfoide de tercer
parpado y de la mucosa rectal de ovinos. Para ello nos propusimos por una
parte, determinar la calidad o aptitud de la muestra obtenida del tejido linfoide,
mediante la utilizacion de la técnica de Hematoxilina y Eosina y por otra,
implementar la deteccién inmunohistoquimica de la PrP°, en tejido linfoide de

tercer parpado y de mucosa rectal para evaluar scrapie.

84



3.- MATERIAL Y METODOS

85



3.- MATERIAL Y METODOS

3.1. Obtencion de las muestras

La recepcion, procesado y analisis de los tejidos utilizados se realiz6 en la
unidad de Patologia del Departamento Laboratorio y Estaciones
Cuarentenarias Agricola y Pecuaria “Lo Aguirre” del Servicio Agricola y
Ganadero de Chile (SAG). Este laboratorio cuenta con normas de bioseguridad
tipo 2, necesarias para manipular y procesar este tipo de muestras.

Se procesaron muestras de tejido linfoide, 100 correspondientes al tercer
parpado y otras 112 a la mucosa de la porcién terminal del recto, procedentes
de ovinos entre los 2 a 4 afos de edad, obtenidas post mortem, sin importar

raza O Sexo.

Del total de las muestras de tercer parpado, 44 fueron obtenidas directamente
en matadero, mientras que otras 42 fueron recogidas en la unidad de patologia
del SAG, a partir de cabezas y parpados provenientes de animales con
sintomatologia compatible a scrapie de distintas regiones de Chile. Ademas, se
utilizaron 14 muestras ciegas de validacion de tercer parpado y sus respectivos
Obex, aportadas por un centro de referencia canadiense.

El segundo grupo de muestras que se sometieron a este estudio, corresponden
al tejido linfoide ubicado en la porcion terminal del recto, las cuales fueron
obtenidas de 100 ovinos, procedentes de mataderos ubicados en Punta Arenas
(XIl Regién de Magallanes y la Antartica chilena). Ademas, de 12 muestras
ciegas de validacion de mucosa rectal y sus respectivos 6bex, aportadas por un

centro de referencia canadiense.

Para la inmunohistoquimica (IHQ), se utilizaron como controles 37 muestras de
Obex de ovinos, que correspondian a 19 positivas y 18 negativas, todas ellas
fueron aportadas por el centro de referencia canadiense (National Reference
Laboratory for Scrapie and CWD, Animal Research Institute y Canadian Food

Inspection Agency).
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Las muestras fueron procesadas de acuerdo a O’Rourke et al. (2002),
adaptado al protocolo utilizado en el laboratorio de patologia del SAG, ademas
de las recomendaciones del kit comercial Pullman TSE-IHC/99 (VMRD, 2002).

3.1.1. Muestreo de tejido linfoide del tercer parpado de ovino

Para la recogida de muestras de tercer parpado se adapté la técnica descrita
por O'Rourke et al. (2000). Brevemente: se extrajo completamente el tercer
parpado (Fig. 3.1), tanto en el matadero como en el laboratorio, para luego
realizar el procedimiento de diseccion y obtencion sélo del tejido linfoide, el cual
se posiciond en un cassette histoldgico, que fue identificado y fijado en una
solucién de formalina neutra (10%), donde fueron mantenidos durante una

semana.

Figura 3.1. Toma de muestras de tercer parpado y aspecto macroscépico de

la muestra obtenida.

3.1.2. Muestreo de tejido linfoide de mucosa rectal de ovino

Para estandarizar la técnica de recogida de muestras de tejido linfoide de
mucosa rectal, se obtuvieron cortes de la mucosa a 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 cms
de la linea recto-anal. Las muestras fueron procesadas para evaluar a qué nivel

son mas aptas para la obtencion de tejido linfoide.

Las muestras de recto se tomaron mediante diseccion, para lo cual se realizd
primero un corte a 4 cms craneales del ano. Los segmentos obtenidos se

fijaron y mantuvieron en formalina neutra 10% y se enviaron en frascos
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cerrados previamente rotulados. Una vez recepcionadas las muestras se
laminaron a las diferentes distancias (Fig. 3.2) desde la linea recto-anal (0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5 cms), con el proposito de definir la zona Optima para realizar
una biopsia in vivo. Los cortes se colocaron en cassettes histoldgicos, se
identificaron con un nimero en la parte frontal y otro en la cara lateral, segun
namero de muestra y de acuerdo a la distancia de corte respectivamente.

Luego se mantuvieron en formalina neutra (10%) durante una semana.

Figura 3.2. Fotografia del recto ovino. Los Alfileres
indican las distintas distancias desde la linea recto-anal
gue se seleccionaron para este estudio.

3.2. Procesado de las muestras

Pasado el tiempo de fijacion, todas las muestras se retiraron de la formalina y
fueron sometidas a deshidratacion y aclaramiento, en un procesador de tejidos
automatico (Leica TP1020). Se eligi6 un programa (Anexo 1), que
secuencialmente mantiene los tejidos en alcohol en graduacion creciente, luego

en xilol y finalmente en parafina. La duracion total del proceso fue de 16 h.

Posteriormente utilizando un centro de inclusion (Leica EG1160), las muestras
fueron incluidas en bloques de parafina, dejando hacia la superficie de corte del
micrétomo el extremo correspondiente al tejido linfoide del tercer parpado y/o a
la distancia seleccionada desde la linea recto-anal. Se realizaron cortes

histoldgicos de 5 um de espesor, en un micrétomo (Leica RM2145). De cada
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bloque se obtuvieron cortes seriados, los cuales fueron montados en dos
portaobjetos: uno de ellos, fue tefiido con el método de Hematoxilina/Eosina (H-
E), para el andlisis histopatoldgico y la evaluacion de la aptitud de la muestra,
mientras que el segundo fue utilizado para la deteccion de antigeno pridnico

mediante la técnica de inmunohistoquimica (IHQ).

3.3. Evaluacién de la aptitud de las muestras

Previamente a la realizacion de la técnica de IHQ, se procedié a evaluar la
aptitud de las muestras, mediante la tincién H-E, para confirmar la observacion
en cantidad de foliculos linfoides con los centros germinales necesarios para el
diagnéstico. El primero de los cortes de cada muestra, fue montado en un
portaobjeto (Citoglas) previamente desengrasado, cubierto con una capa de
albumina como medio adherente y secado en una estufa (Thelco 31608) a
37°C durante 30 min. Los portaobjetos se distribuyeron en un canastillo donde
se mantuvieron a 60°C por 30 min y en seguida en una estufa (Elconap B-1-P)
a 37°C durante toda la noche.

Posteriormente, los tejidos fueron sometidos a bafios de xilol, de alcoholes en
graduacion decreciente, para su posterior hidratacion (Anexo 2) y a
continuacion tefiido con la técnica de Hematoxilina y Eosina (H-E) (Anexo 3),
siguiendo el protocolo de rutina (Fink, 1987). Una vez terminados estos pasos,
se procedio al montaje de la preparacién, para lo cual se extrajo el portaobjeto
del ultimo xilol y se coloc6 el cubreobjeto. Asi se procesaron el total de las
muestras, que finalmente fueron observadas en un microscopio (Nikon HFX-

DX) para describir las estructuras presentes.

La clasificacion de aptitud, dependi6 del numero de foliculos linfoides
observados. Asi, para designar una muestra como apta se debian observar al
menos 4 foliculos linfoides en cada corte histolégico analizado, puesto que para
determinar una muestra como negativa por la técnica de IHQ, es necesario que
al menos existan 4 foliculos linfoides y que en ninguno de estos se presente la

reaccion de inmunotincion. Siguiendo este criterio, las muestras no aptas
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fueron aquellas que presentaban menos de 4 foliculos linfoides (O’Rourke et
al., 2000; Espénes et al., 2006; Gonzalez et al., 2008).

3.4. Deteccion de la proteina pridnica en tejido linfoide de ovinos

Una vez clasificadas las muestras mediante la tincion de H-E, aquellas que se
consideraron como aptas se sometieron a la técnica de IHQ, para la deteccién
de antigeno prionico. Para el estudio inmunohistoquimico, se utilizé el corte
seriado de cada muestra clasificada como apta en el estudio histolégico. Los
cortes destinados al estudio inmunohistoquimico fueron montados en
portaobjetos ProbeOn Plus (FisherBiotech®), que poseen carga eléctrica lo que
mejora la adherencia. Ademas, estos cortes se posicionaron verticalmente
sobre papel absorbente con el propdsito de eliminar el exceso de agua bajo el
tejido, excluyendo del procesamiento la utilizacion del secador de portaobjetos.
Posteriormente se sometieron a calor en una estufa (Thelco 31608) a 60°C por
1 h y luego se mantuvieron en una estufa (Labtech LDO - 100E) a 37°C
durante toda la noche.

A continuacién, estos tejidos fueron sometidos a bafios de xilol y alcohol en
graduacion decreciente para su posterior hidratacion (Anexo 4).
Inmediatamente se realizd6 el protocolo de inmunohistoquimica que
resumidamente se describe a continuacion, en el que se utilizaron controles
positivos y negativos de Obex provenientes de un laboratorio de referencia
canadiense (Nacional Referente Laboratory for Scrapie and CWD, Animal
Research Institute, Canadian Food Inspection Agency).

Bloqueo de peroxidasa enddgena: debido a que esta técnica utiliza un método
de marcaje con peroxidasa, fue necesario inhibir la actividad endégena de esta
enzima en el tejido en estudio. Para esto, las muestras se mantuvieron por 10
min en una solucidon de agua oxigenada al 3% en metanol absoluto. Luego
fueron sumergidos en agua bidestilada para retirar los restos de la solucién

utilizada.
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Activacion antigénica de tejido: las muestras se incubaron en acido férmico
(98%) a 25°C durante 5 min, con el propdésito de descontaminar los tejidos y
aumentar la sensibilidad a la inmunotincion. Se lavaron en una solucién tampon
TBST pH 7,6 (Tris Buffer Salino-Tween 20) durante 2 min por 3 veces. Luego
fueron transferidas a una solucién recuperadora de antigenos pH 7,6 (Target
Retrieval Solution®) e incubadas en un autoclave a 120°C por 20 min y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente. Una vez frias, las muestras fueron
incubadas en una solucion de TBST pH 7,6 por 10 min. Los portaobjetos fueron
colocados en un sostenedor (Slide Holder, Fisher Biotech®) de manera
pareada para que se formara un espacio de capilaridad entre ambos y asi se
realizé6 la técnica de Inmunohistoquimica, siguiendo el protocolo del kit
comercial (Pullman Monoclonal F99/97.6.1) (VMRD, 2002).

3.4.1. Inmunotincién

Proteinasa K: se agregaron 180 pL de una solucién de proteinasa K en cada
pocillo de un dosificador (Isolon®) para cada par de portaobjetos. Las muestras

se incubaron a 25°C por 90 seg, seguidos de 3 lavados con TBST pH 7,6.

Anticuerpo primario monoclonal: se agregaron 180uL de una solucién del
primer anticuerpo monoclonal (F99/97.6.1) (dilucién 1:1000), en el cual las
muestras fueron incubadas a 37°C por 15 min y se lavaron 3 veces con TBST
pH 7,6 (Spaker et al., 2002).

Anticuerpo secundario policlonal biotinado: se agregaron 180uL de una
solucién del segundo anticuerpo policlonal anti-raton biotinado, donde las
muestras fueron mantenidas a 25°C durante 10 min y luego se realizaron 3
lavados con TBST pH 7,6.

Streptavidina — HRP: en cada pocillo del dosificador, se agregaron 180uL de
streptavidina conjugada con HRP peroxidasa (Horseradish Peroxidase), las
muestras fueron incubadas a 25°C durante 10 min, seguido de 3 lavados con
TBST pH 7,6.
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Revelado de la reaccion inmunologica con sustrato de cromégeno AEC: para
poner de manifiesto la reaccion antigeno-anticuerpo, las muestras fueron
incubadas con 180uL del sustrato de cromégeno AEC (3-amino-9-etilcarbazol)
por un total de 20 min (divididas en 2 incubaciones de 10 min) y protegidas de

la luz directa. La reaccion se detuvo con lavados de agua bidestilada.

Tincion de contraste: la cual se utilizd para visualizar el tejido nervioso, se
incubaron las muestras con hematoxilina de Meyer’'s (Dako®) durante 10 min.
Luego fueron retiradas del sostenedor y reubicadas en un cestillo, donde se
realiz6 un lavado suave con agua. Los portaobjetos se dejaron en agua hasta
el momento de realizar el montaje de los cubreobjetos, con un medio acuoso

permanente (Faramount, Dako®) (Boenisch, 2001; Machuca et al., 2006).

3.5. Analisis de las muestras

Estudio histolégico: una vez realizada la tincion de H-E, después de observar y
cuantificar los foliculos linfoides presentes en cada una de las muestras, se
evalu6 su aptitud siguiendo las pautas de O’Rourke et al. (2000), para
posteriormente realizar la IHQ. Asi se establecié como:
« Apta: a aquella muestra en que a la observacion microscopica, se
identificaron a lo menos 4 foliculos linfoides.
* No apta: cuando en la muestra se identificaron menos de 4 foliculos
linfoides mediante la tincién H-E.
Para determinar si existe diferencia estadistica entre los cortes de la mucosa
rectal obtenidos a las distintas distancias desde la linea recto anal y su calidad
de apta o no para realizar la IHQ, se utilizé la prueba de ji cuadrado (32), la
que se aplicé de manera global y comparando la distribucién entre pares de
grupos de distancia de toma de muestra. Este estadigrafo se utilizé de forma
manual, usando los recursos que entregan las planillas Excel de Microsoft.
También se realiz0 un estudio estadistico para para comparar el nimero de
foliculos linfoides entre pares de grupos de distancia de toma de muestra
mediante una prueba U de Mann-Whitney. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando P < 0.05. Para evaluar la correlacion

entre el nimero de foliculos linfoides y la distancia a la linea recto-anal se

92



realizd un estudio de correlacion de Spearson. La normalidad de la distribucién
de datos fue calculada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. El estudio
estadistico fue aplicado usando el programa Graphpad Instat 3.0 software

(Graphpad Software Inc., San Diego, California, USA).

Estudio inmunohistoquimico: la tincion positiva del tejido linfoide tanto del tercer
parpado como de la mucosa recto anal, se reconocidé por una inmunotincion
citoplasmatica de patrén granular en los centros germinales de los foliculos
linfoides, siguiendo las pautas de O’Rourke et al. (2000). Determinando una
muestra como:
* Positiva: cuando en uno o mas foliculos se observaba el precipitado
granular rojo, coincidente con la inmunotincion mencionada anteriormente.
* Negativa: cuando no se observo inmunotincion en el tejido, pero siempre
que la muestra presentara el minimo de 4 foliculos linfoides requeridos

para el diagndstico.

La muestra que en esta etapa no cumplia con el requerimiento en niamero de
foliculos linfoides, fue clasificada como una muestra de tejido linfoide
insuficiente para la determinacion de proteina pridnica, a través de IHQ
(Thuring et al., 2000; Farias et al., 2009; O’'Rourke et al., 2011).

Todas las muestras analizadas en este estudio, se fotografiaron y describieron
tanto aquellas clasificadas como aptas para este estudio, asi como también
algunas de las no aptas. Para esto se utilizé un microscopio Axio Imagen Al

(Zeiss), al cual va unida una cadmara fotografica digital (Canon PowerShot G6).
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4.- RESULTADOS

Para cumplir con los objetivos planteados, se realizaron los siguientes pasos

secuenciales con sus respectivos ensayos experimentales.

4.1. Obtencion de las muestras

Para una correcta identificacion, en la tabla 5 se describen la totalidad de
ovinos de los que se obtuvieron las muestras de tejido linfoide utilizadas para
este estudio, de acuerdo a su lugar de origen y tipo anatomico de tejido.
Ademas de las 37 muestras de Obex de ovinos, que se utilizaron como

controles para la técnica de inmunohistoquimica (IHQ).

Tabla 5.Estratificacion del total de ovinos con muestras de tejido linfoide

Origen de muestras | Tercer Mucosa Obex Total
parpado (N°)] rectal (N°) |(Control IHQ) | (N°)

Matadero 44 100 0 144

Con signos clinicos 42 0 0 42

compatibles

Centro de referencia 14 12 26 52
19 (+) 19
18 (-) 18

Total (N°) 100 112 63 275

4.2. Evaluacién de la aptitud de las muestras de tejido linfoide

Previo a la realizacion de la técnica de IHQ, se procedi6 a evaluar la aptitud de
todas las muestras de tejido linfoide, mediante la tincibn Hematoxilina y Eosina
(H-E), para confirmar la observacion en cantidad suficiente de foliculos linfoides
con los centros germinales necesarios para el diagndstico. Uno de los cortes de
cada muestra, una vez procesado y tefiido con H-E, fue observado en un

microscopio optico (Nikon HFX-DX), para describir las estructuras presentes.

La clasificacion de aptitud, dependi6 del numero de foliculos linfoides
observados. Asi, para designar una muestra como apta se debian observar los
foliculos linfoides con centros germinales de cada corte histoldgico, ya que para

determinar una muestra como negativa a scrapie por la técnica de IHQ, es
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necesario que al menos existan 4 foliculos linfoides y que en ninguno de estos
se presente la reaccion de inmunotincion. Siguiendo este criterio, las muestras
no aptas fueron aquellas que presentaban menos de 4 foliculos linfoides
(O’Rourke et al., 2000; Gonzalez et al., 2008; Monleon et al., 2011).

4.2.1. Aptitud de las muestras de tercer parpado

La totalidad de las muestras de tercer parpado se analizaron con la tincion de
H-E, permitiendo asi su clasificacion en muestras aptas o no aptas, basados en
la observacion microscépica, para continuar con el protocolo de la IHQ s6lo con
las aptas. En la figura 4.1, se muestran dos de las microfotografias obtenidas,
a) una muestra apta, en la que es posible observar el tejido linfoide y la
presencia de numerosos foliculos linfoides y b) otra de no apta, donde no se
observan los foliculos linfoides necesarios, aunque es posible diferenciar las

estructuras presentes en este tejido.

«!

o

Gl

Figura 4.1. Microfotografias de cortes de tercer parpado de ovino. a) muestra apta, se
observa el tejido linfoide y en él areas circulares con centro palido, correspondiente a foliculos
linfoides (flechas), necesarios para determinar una muestra como apta (H-E 100x). b) muestra
no apta, se observan restos de glandula lagrimal (GL) y de cartilago (C) estructural (H-E 40x).

En la tabla 6, se resumen los resultados obtenidos en esta etapa de
clasificacion. Asi, del analisis mediante la tincion de H-E de todas las muestras
de tercer parpado (100), se obtiene un total de 81 muestras aptas (67
nacionales y 14 de validacion del CR), para continuar con la IHQ y 19 de no
aptas, de las cuales solamente en 3 no fue imposible identificar la presencia de

foliculos linfoides.
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Tabla 6. Clasificacion de aptitud de las muestras de tercer parpado de
ovinos, de acuerdo a la observacion con la tincion de H-E.

N° muestras No aptas Aptas Total
N° foliculos linfoides OJ112 |3 4 >4

De matadero 2 |12 1]5|5 14 | 16 44
Con signos clinicos 1|1 (1 (2 |11 |26 42
compatibles

Centro de referencia 4 10 14
Total 19 81 100

En términos solo de individuos nacionales, del total de 86 ovinos muestreados
en el pais, 67 (77,9%) resultaron aptos y 19 (22,1%) no aptos, para realizar el

diagnéstico por IHQ.

4.2.2. Aptitud de las muestras de mucosa rectal

Se evaluod la aptitud de todas las muestras de mucosa rectal, mediante la
tincion H-E, en relacion a la observacion microscopica del numero suficiente de
foliculos linfoides para el diagnéstico. Se consideraron como aptas, aquellas
que presentaron un numero mayor o igual a 4 foliculos linfoides en el tejido, las
gue luego se sometieron al protocolo de IHQ. En la figura 4.2, se presentan dos
de las microfotografias obtenidas, a) una muestra apta, en la que es posible
observar el tejido linfoide y la presencia de numerosos foliculos linfoides y b)
otra no apta, donde no se observan losfoliculos linfoides necesarios, aunque es

posible diferenciar las estructuras de este tejido.

Ny

Figura 4.2. Microfotografias de cortes de la mucosa rectal de ovino. a) muestra apta, se
observa el tejido linfoide y en él areas circulares con centro palido, que corresponden a los
foliculos linfoides (flechas), necesarios para determinar una muestra como apta (H-E 100x). b)
muestra no apta, en que no se observan foliculos linfoides (H-E 40X).
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En la tabla 7, se puede observar la distribucion de las muestras nacionales
aptas y no aptas a las distintas distancias de la linea rectoanal. En el Gréfico 1,
se puede apreciar el aporte porcentual de cada distancia analizada, tanto para

las muestras aptas como para las no aptas, respectivamente.

Tabla 7. Clasificacion de aptitud de las muestras nacionales de mucosa
rectal de ovinos, obtenidas a las diferentes distancias desde la linea
rectoanal, de acuerdo a la observacion con la tincién de H-E.

. Distancia 0,5cm |1cm 1,5cm 2cm 2,5cm |N°Total
Aptitud
Aptas 55 61 32 15 7 170
No aptas 45 39 68 85 93 330
N°Total 100 100 100 100 100 500

Grafico 1. Porcentaje de muestras aptas y no aptas para la realizacion de
IHQ, a las diferentes distancias (cm) de la linea rectoanal.

100 -
80 A
60 -
m Aptas
40 - W Noaptas
20 A
0 1 T T T 1
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

De acuerdo a la distribucion de las muestras, se observa que la mayoria de los
cortes aptos estan agrupados entre las distancias de 0,5cm hasta 1,0cm desde
la linea rectoanal, correspondiente a la zona mas caudal del recto. Asi también
se puede evidenciar que el mayor nimero de muestras no aptas, se agrupan
en los cortes obtenidos entre las distancias 1,5 a 2,5cm desde la linea
rectoanal, siendo esta la zona mas craneal del recto. En la tabla del anexo 5a,
se presenta el registro de todas las muestras aptas y no aptas obtenidas, para

las diferentes distancias tomadas desde la linea rectoanal, en cada uno de los
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ovinos nacionales estudiados, y en el anexo 5b el numero de foliculos linfoides
en cada muestra.

En la tabla 8, se resume la distribucion para esta etapa de clasificacion de
todos los individuos (112) segun la aptitud de las muestras obtenidas, tomando
en cuenta que se considerd ovino apto para el diagnéstico, todo aquel en que
al menos una de sus cinco muestras recogidas, que fueron analizadas en este
estudio, se clasificara como apta. Asi, del analisis mediante la tincion de H-E se
obtiene un total de 88 ovinos con muestras aptas (76 nacionales y 12 de

validacion del CR), para continuar con la IHQ y 24 de ellos con muestras no

apta.
N° ovinos | No Aptas | Aptas | Total
Origen
Tabla 8. | N° Foliculos linfoides <4 >4
De matadero 24 76 100
Centro de referencia 0 12 12
Total 24 88 112

Clasificacion de ovinos, segun la aptitud de las muestras de
mucosa rectal, de acuerdo a la observacién con la tincion de H-E.

Del analisis de estos resultados, se puede concluir que, si bien de los 500
cortes obtenidos a nivel nacional, sélo 170 muestras fueron aptas para IHQ
(Tabla 7, Gréfico 1). Sin embargo, en términos de individuos del total de 100
ovinos muestreados en el pais, las muestras de 76 (76%) de ellos resultaron

aptas para realizar la técnica de IHQ en este tejido y 24 (24%) no aptas.

Analisis Estadistico

Del total de las muestras de mucosa rectal nacionales observadas por medio
de la técnica de H-E, se obtuvo un total de 170 cortes aptos para realizar los
protocolos de IHQ y 330 que no lo eran. Para analizar estadisticamente, los

datos obtenidos de la toma de muestra a las distintas distancias de la linea

recto anal, se aplic6 la prueba estadistica de ji cuadrado (xX*) (Taucher, 1997;

Mufoz-Serrano, 2002). Esta prueba no paramétrica se utilizd6 tanto a nivel
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general, asi como para comparar la distribucion entre pares de grupos de
distancia de toma de muestra (Anexos 6b,c).

Del analisis de la tabla de contingencia, entre la aptitud de la muestra con la
distancia de corte de la mucosa a la linea recto anal y del ji cuadrado (#?), que
se refiere a la asociacion entre los dos criterios de la tabla, se puede concluir
que, efectivamente existe una fuerte asociacién y*= 103,0413 (P<0,0001)
(Anexo 6) (Taucher, 1997; Mufioz-Serrano, 2002). Este resultado indica que,
conforme nos alejamos de la linea rectoanal disminuye significativamente el
porcentaje de muestras aptas, llegando a ser solo del 7% a los 2,5cm. El
estudio de correlacién confirmd una clara correlacion negativa entre la distancia
a la linea rectoanal y el niumero de foliculos linfoides por muestra (r=-0,89,
P=0,03).

Al realizar un analisis méas detallado, comparando las distancias de dos en dos,
se observaron los resultados, que se presentan en el anexo 6a (Tabla de
contraste) (Mufioz-Serrano, 2002). De los cuales se puede concluir, que los
porcentajes de aptos son estadisticamente iguales en las distancias 0,5y 1 cm
y a partir de ahi, van disminuyendo significativamente cada medio centimetro.
La prueba U de Mann-Whitney demostré6 que habia diferencias significativas
(P<0,05) entre 0,5 y 1 cm, y diferencias muy significativas (P<0,001) entre
estas dos distancias y distancias superiores a 1 cm (anexo 6c¢). Asi, de acuerdo
al analisis estadistico se puede recomendar como distancia 6ptima, para la
obtencion del tejido linfoide necesario para un diagnostico efectivo, realizar una
biopsia in vivo en la zona comprendida entre la distancia menor o igual a 1cm.
Sin embargo, a la distancia de 1,5cm ya no es recomendable la biopsia, puesto
que disminuye significativamente la probabilidad de encontrar 4 o0 mas foliculos
linfoides, siendo en esta sélo del 32%, lo cual disminuye alin mas conforme nos

alejamos de la linea recto anal (2 y 2,5cm).

4.3. Deteccion de la proteina pridnica en tejido linfoide de ovinos
Para analizar todas las muestras del estudio clasificadas como aptas, se
realizaron diversos protocolos de IHQ. Para cada uno de ellos, se utilizd el

corte homologo de la muestra que fue depositado en el portaobjeto ProbeOn
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plus (FisherBiotech®), los cuales poseen carga eléctrica que mejora la
adherencia. El protocolo de inmunohistoquimica, se realizé siguiendo lo
indicado por el kit Pullman (Monoclonal F99/97.6.1) (Machuca et al., 2006;
Farias et al., 2009), siempre se utilizé un control positivo y uno negativo de
Obex, ademas de al menos dos de las muestras de validacion y sus respectivos

Obex provenientes del centro de referencia.

4.3.1. Deteccion de la proteina pridnica en las muestras de tercer parpado
En el primer ensayo con la técnica de IHQ se utilizaron 17 cortes de muestras
aptas, obtenidas en el pais. Sin embargo, éstas presentaron un problema
durante el desarrollo de la inmunotincion, que correspondié al desprendimiento

del tejido en 13 de ellas.

Debido a este problema, se procedid a obtener un segundo corte solo con las
13 muestras desprendidas, los que fueron montados en portaobjetos
silanizados para aumentar la adherencia del tejido (Fink, 1987) y descartar que,
el inconveniente fuera el tipo de portaobjetos. A pesar de esta modificacion, en
este segundo ensayo se presento el mismo problema. Asi se establecid, que el
tejido del tercer parpado presenta mayor dificultad para ser manejado en las
condiciones utilizadas en forma rutinaria con otros tejidos, que sirven para
diagnosticar esta enfermedad. En resumen, del total de las 17 muestras
procesadas en la primera IHQ y después de la repeticidn, 9 fueron las muestras
desprendidas, las que se sustituyeron por las contramuestras de tejido linfoide
obtenidas del tercer parpado del otro ojo del mismo individuo. Todas estas,
fueron analizadas como las demas muestras disponibles para el diagndstico.
Asi, un total de 81 muestras aptas (67 nacionales y 14 de validacién del CR)

quedaron disponibles para el analisis inmunohistoquimico.

Debido a la importancia de estandarizar la técnica para el resto de las
muestras, se procedid0 a modificar el siguiente paso que podria estar
disminuyendo la adherencia del tejido. Asi, se estudio el tipo y la forma de
secado y se procedi6 a modificarlo. Para esto, en el siguiente ensayo se

obtuvieron 2 cortes seriados de otras 9 muestras, realizando por una parte el

102



secado vertical sobre un papel absorbente, eliminando el secador de
portaobjetos, llevandolos una vez secos en el papel directamente a la estufa y
por otra, se utilizaron como controles de esta modificacién, 9 cortes de las
mismas muestras, pero procesados con el secado de rutina, el que incluye la
utilizacion del secador de portaobjetos y no el secado con papel absorbente.
Con la modificacion realizada, se obtuvo una adecuada adherencia del tejido
independiente del tipo de portaobjeto utilizado, esto permitid solucionar el
desprendimiento y asi establecer las condiciones Optimas, para continuar con

la técnica de IHQ de todas las muestras.

De las 9 muestras aptas utilizadas en el tercer ensayo de IHQ, bajo la
modificacion del secado, la totalidad logré superar el proceso y se utilizaron en
el diagnostico de la PrP®°. Al observar los resultados obtenidos con las 9
muestras tratadas en las condiciones rutinarias de secado, 6 perdieron el tejido,

lo que permitié decidir finalmente la modificacion del secado.

El andlisis microscopico de las 81 muestras de tercer parpado aptas para la
IHQ indica que, la totalidad de las muestras aptas obtenidas en el pais (67)
resultaron negativas a la inmunotincion de la proteina pridnica patolégica, al no
observarse inmunomarcaje en ninguno de los foliculos linfoides del tejido. Por
otra parte, de las 14 muestras de tejido linfoide de tercer parpado de validacion
aportadas por el centro de referencia, 7 fueron negativas y 7 positivas, en estas
Gltimas se observo el inmunomarcaje en al menos uno de los cuatro foliculos
linfoides observados, lo cual coincidié en todos los casos con las muestras de
los 6bex correspondientes al mismo individuo. Ademas, todos los controles
positivos de d&bex de ovinos (9) utlizados para la IHQ presentaron

inmunotincion, mientras que en los negativos (8) nunca se detecté.

A continuacion, se presentan algunas de las microfotografias obtenidas, donde
se observa la inmunotincion en las muestras positivas y la ausencia de ésta en
las negativas. En la figura 4.3, se observan dos de las muestras de tercer
parpado estudiadas por la técnica de IHQ. En a) muestra aportada por el centro

de referencia, se evidencia la inmunoreaccion positiva de la proteina prionica,
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con la visualizacion del inmunoprecipitado de color rojo en los centros
germinales de los foliculos linfoides, segun la pauta descrita por O’Rourke et al.
(2002). En b) muestra negativa obtenida en el pais, en que no se observa

inmunoprecipitado en los 4 foliculos linfoides observados.

Figura 4.3. Microfotografias de cortes de tercer parpado. a) Muestra positiva,
inmunoreaccion de la proteina pridnica patoldgica, evidenciada por el inmunoprecipitado rojo
en el centro germinal del foliculo linfoide (circulos) (IHQ 200x). b) Muestra negativa, ausencia
de inmunomarcaje en los foliculos linfoides (flechas) (IHQ 100x). ¢) Muestra positiva, detalle de
la inmunoreaccion del anticuerpo frente a la proteina pridnica patoldgica, evidenciada por el
inmunoprecipitado rojo en el centro germinal del foliculo linfoide (flechas) (IHQ 400x).

La observacion microscépica de la totalidad de las muestras aptas para la IHQ,
permitié6 determinar satisfactoriamente la presencia de tejido linfoide del tercer
parpado, tanto en las muestras en estudio obtenidas en el pais como en las
aportadas por el centro de referencia. Asi, fue posible evidenciar la
inmunoreaccion tanto en los foliculos linfoides de las muestras de validacion

positivas (7), como en sus respectivos 6bex, ademas de los controles positivos
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de 6bex (9), aportados por el CR. Asi como también la ausencia de la reaccion
en 74 de las muestras en estudio (67 nacionales y 7 de validacion), en los ébex

respectivos (7) y en los controles negativos de 6bex (8) del CR.

En la figura 4.4, se observan los cortes de la médula oblongada a nivel de 6bex
de ovinos utilizados como controles para la IHQ, en a) uno positivo, donde se
evidencia la inmunoreaccion positiva de la proteina pridnica patolégica, como
un inmunoprecipitado de color rojo y el patron granular localizado en el
citoplasma de neuronas, ademas de la visualizacion de numerosas vacuolas en

el nacleo del tracto solitario y en b) uno negativo, con tincién de contraste

hematoxilina de Mayer que hace posible evidenciar los somas neuronales.

Figura 4.4. Microfotografias de cortes de 6bex de ovinos. a) control positivo, se observa
presencia de vacuolas a nivel del ndcleo del tracto solitario (circulos) y el inmunoprecipitado
rojo por la presencia de la Prps° (flechas) (IHQ 200x). b) control negativo, no se observa
presencia de inmunoprecipitado ni de vacuolas, pero si los somas neuronales (flechas) (IHQ
200x). c) control positivo, detalle de corte a nivel del tracto solitario en el que se observa
presencia de vacuolas (circulos) y la inmunotincion de patrén granular (flechas), localizada
principalmente en el citoplasma de neuronas y en menor medida en neuropilo (IHQ 400x).
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Una vez analizadas las 81 muestras aptas del tejido linfoide del tercer parpado,
en la tabla 9, se resumen los resultados obtenidos mediante la IHQ de la
totalidad de las muestras aptas, incluyendo las aportadas y los controles de

Obex del laboratorio de referencia.

Tabla 9. NUmero de muestras aptas segun su origen y resultado de IHQ,
en tercer parpado ovino.

Origen de las

muestras IHQ N° total | Positivas | Negativas
Nacionales

Matadero 30 0 30
Con signos clinicos 37 0 37
Centro referencia

Tercer parpado 14 7 7
Obex respectivos 14 7 7
Control 6bex 17 9 8
Total 112 23 89

La tabla 10, resume los resultados obtenidos con las muestras de tejido linfoide
del tercer parpado de los ovinos estudiados por H-E e IHQ y de considerar las
muestras que por no cumplir con el minimo de foliculos linfoides requeridos, se

clasificaron como muestras no aptas para el diagnéstico por IHQ.

Tabla 10. Resumen del numero de muestras de tercer parpado
de ovinos,segun técnicas de H-E e IHQ.

Técnica
Muestras

H-E IHQ
Aptas 81 81
No aptas 19 0
Positiva - 7
Negativa - 74
Total 100 81

Los resultados obtenidos indican que la totalidad de los controles positivos de
Obex (9), todos presentaron el precipitado granular rojo dado por la

inmunoreaccién de la PrP*° revelada con el cromégeno AEC, lo que indica la
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localizacion de la PrP™¢ en los nlcleos nerviosos afectados. En cambio, todos

los controles negativos de ébex utilizados (8), ninguno presenté inmunotincién.

Con esto se demostré que del total de muestras de tercer parpado (100)
obtenidas para este estudio, 81 fueron clasificadas como aptas por H-E para la
determinacion de la PrPS°, con el minimo de foliculos linfoides necesarios para
el diagndstico, correspondientes al 81%. De estas 74 (91,3%) resultaron
negativas (67 obtenidas en el pais y 7 de validacion) y que soélo 7 (8,7%) de las

de validacién aportadas por el centro de referencia fueron positivas a scrapie.

De las muestras de tercer parpado obtenidas a nivel nacional de los 86 ovinos
estudiados, 67 (77,9%) pudieron ser diagnosticados por IHQ y en 19 (22,1%)
no fue posible realizar el diagndstico.

4.3.2. Deteccidn de la proteina pridnica en las muestras de mucosa rectal

Una vez clasificadas las muestras de mucosa rectal, a través de la tincion de H-
E, aquellas que se consideraron como aptas se sometieron a la técnica de IHQ,
para esto se utilizd el corte homodlogo depositado en el portaobjeto ProbeOn
plus (FisherBiotech®), los cuales poseen carga eléctrica que mejora la
adherencia de las muestras. Ademas se debe destacar que en estos protocolos
se utiliz6 el secado modificado, con lo cual no se perdieron muestras por
desprendimiento de tejido. En estos cortes se realizO el protocolo de
inmunohistoquimica, siguiendo lo indicado por el kit Pullman (Monoclonal
F99/97.6.1), para lo cual se utilizaron los controles de 6bex positivos (10) y

negativos (10) aportados por el centro de referencia.

Asi del andlisis microscépico de las muestras del total de 112 individuos
utilizados en este estudio, se obtuvo que en 88 de ellos (76 nacionales y 12 de
validacion del CR), fue posible observar que al menos una de las cinco
muestras de mucosa rectal obtenidas fue considerada apta y que 24 ovinos
(todos nacionales) no presentaron muestras aptas en ninguno de sus cortes
(Anexo 5). Sin embargo, en términos de individuos nacionales (100), 76 fueron

aptos para realizar el diagnéstico de scrapie por la técnica de IHQ, los que
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corresponden al 76% del total de los ovinos muestreados en el pais. De estos
76 ovinos ninguno reunié los 5 cortes aptos para IHQ; pero 5 individuos
presentaron 4 de las muestras aptas; 25 mostraron 3 cortes aptos, 29 con 2
secciones aptas y 17 individuos con al menos 1 de los cortes apto, con un total
de 170 muestras de mucosa rectal de ovinos nacionales para analizar, ademas
de las 12 muestras ciegas de validacion aportadas por el centro de referencia.

A continuacion, se presentan las microfotografias representativas obtenidas,
donde se evidencia la inmunoreaccion en las muestras positivas y la ausencia
de esta en las negativas. En la figura 4.5, se observan dos de las muestras de
mucosa rectal analizadas por la técnica de IHQ. En a) una muestra positiva
aportada por el centro de referencia, en que se observa la inmunoreaccion
positiva de la proteina pridnica, con la visualizacién del inmunoprecipitado de
color rojo en los foliculos linfoides, segun la pauta descrita por O’Rourke et al.
(2002). En b) una muestra negativa de mucosa rectal, obtenida en el pais, en

gue no se observa inmunoprecipitado en los 4 foliculos linfoides observados.
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Figura N° 4.5. Microfotografias de cortes histoldgicos de la mucosa rectal. a) muestra
positiva, se observa el precipitado granular rojo en el centro germinal del foliculo linfoide, que
corresponde a la inmunotincion de la proteina priénica patolégica (IHQ 100X). b) muestra
negativa, se observan los foliculos linfoides y en ninguno de ellos se visualiza precipitado
granular rojo, lo que indica la ausencia de proteina priénica (IHQ 40X). c) muestra positiva,
detalle del corte en el que se observa la presencia de la inmunotincion de patrén granular en el
foliculo linfoide (flechas) (IHQ 400x).

La observacion microscopica de la totalidad de las muestras aptas para la IHQ,
permiti6 determinar satisfactoriamente la presencia de tejido linfoide en la
mucosa rectal, tanto en las muestras en estudio obtenidas en el pais como en
las de validacién aportadas por el centro de referencia. De esta forma, fue
posible evidenciar la inmunoreaccion en los foliculos linfoides de las muestras
de validacién positivas (6) y en los Obex respectivos (6), asi como en los
controles positivos de 6bex (10), aportados por el centro de referencia. Asi
como también, la ausencia de reaccién en las muestras nacionales en estudio
(170) correspondientes a 76 ovinos, en las de validacion negativas (6) y en los

Obex respectivos (6), ademas de los controles negativos de 6bex (10).
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En la figura 4.6, se presentan los controles positivos y negativos utilizados para
los protocolos de estas IHQ, en la cuales es posible observar los cortes de
Obex de ovinos en a) uno positivo, donde se evidencia la inmunoreaccion
positiva de la proteina prionica patolégica, como un inmunoprecipitado de color
rojo, ademas de la visualizacion de numerosas vacuolas y en b) uno negativo

que con la tincion de contraste, hematoxilina de Mayer, hace posible evidenciar

algunas estructuras como los somas neuronales.

Figura N° 4.6. Microfotografias de cortes histolégicos de 6bex ovino. a) control positivo, se
indica la presencia del precipitado granular rojo (flechas), correspondiente a la inmunotincion

de la proteina priénica patoldgica (IHQ 200X). b) control negativo, en el cual no se observa el
precipitado granular rojo lo que indica la ausencia de proteina pridnica en el tejido (IHQ 100X).

Una vez analizadas las 182 muestras aptas totales del tejido linfoide de
mucosa rectal, en la tabla 11, se presenta el resumen de los datos con los
resultados obtenidos al realizar la técnica de IHQ, en todas las muestras aptas
tanto nacionales como en las aportadas por el centro de referencia. Ademas de

los controles positivos y negativos de ébex, utilizados en estos protocolos.
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Tabla N° 11. NOmero de muestras aptas segun origen y resultado de IHQ

en la mucosa rectal de ovinos.

Origen de Muestras IHQ Positivas [ Negativas
Matadero nacional 170 0 170
Centro de referencia 12 6 6
Obex respectivos 12 6 6
Control 6bex 20 10 10
Total 214 22 192

De acuerdo al andlisis de los resultados mostrados en esta tabla, se puede
concluir que la totalidad de las muestras nacionales seleccionadas por medio
de la tincion de H-E como aptas para la técnica de IHQ, resultaron negativas a
scrapie al no presentar el precipitado granular rojo de la inmunotincién, en
ninguno de los cuatro o mas foliculos linfoides examinados, lo cual concuerda

con los controles negativos utilizados.

Para confirmar la realizacion correcta de esta técnica se utilizaron los controles
de Gbex positivos y negativos, provenientes del centro de referencia. Es asi que
de los 20 controles de Obex utilizados, los 10 positivos siempre presentaron
inmunotincion, mientras que, en los 10 negativos nunca se detecto la presencia
de algun precipitado producto de la inmunoreaccion. Por lo tanto, de acuerdo a
los protocolos recomendados y utilizados en este trabajo, 176 muestras de
mucosa rectal fueron diagnosticadas como negativas a la presencia de proteina
priénica patdégena (PrP%%), las 170 que correspondieron a la totalidad de las
muestras nacionales aptas para IHQ y en 6 de las del CR. Mientras que, las
otras 6 muestras de mucosa rectal y sus 6bex correspondientes provenientes

del CR, resultaron positivas a scrapie por el protocolo de IHQ utilizado.

Con esto se demostro que del total de ovinos (112) utilizados en este estudio,
88 fueron clasificados como aptos (76 nacionales y 12 de validacion del CR)
para el diagndstico de scrapie por IHQ en muestras de mucosa rectal. De estos

82 (93,2%) resultaron negativos (76 obtenidos en el pais y 6 del centro de
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referencia) y que solo 6 (6,8%) de los aportados por el centro de referencia

fueron positivos.

En la tabla 12, se resumen todos los resultados obtenidos en muestras de
tejido linfoide, tanto de tercer parpado como de mucosa rectal, de acuerdo al
namero de ovinos estudiados por los protocolos de H-E y de IHQ, para el

diagnéstico.

TablaN° 12. Estratificacion del numero total de ovinos con muestras de
tejido linfoide estudiados.

Ovinos Tercer parpado | Mucosa rectal

(N°) (N°)
Total (N°) 100 112
H-E Aptas 81 88
H-E No aptas 19 24
IHQ Diagnosticadas 81 88
Negativas 74 82
Positivas 7 6
Total (N°) 81 88

Asi del total de 212 ovinos estudiados, 100 correspondieron a tercer parpado y
112 a mucosa rectal; en 81 de los de tercer parpado fue posible realizar el
diagnéstico y no asi en 19 de ellos; mientras que, en 88 de los de mucosa
rectal se realizd el diagnostico, pero en 24 no fue posible. Sin embargo, se
debe destacar que todas las muestras aptas pertenecientes a los 143 ovinos
nacionales (67 de tercer parpado y 76 de mucosa rectal), que se diagnosticaron
por los protocolos de IHQ utilizados en este estudio, resultaron negativos a

scrapie clasico.
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5.- DISCUSION

Como se ha indicado, el scrapie es una enfermedad neurodegenerativa fatal
que afecta a ovinos y caprinos, de progresion lenta y de replicacion silente en
su hospedador, lo que disminuye las posibilidades de deteccion temprana en
los animales afectados (CRL, 2007; Tranulis et al., 2011). El agente causal
corresponde al prion (PrP*%), isoforma alterada de una proteina celular
constitutiva de membrana, presente en la mayoria de los mamiferos (Prusiner,
1998; Watts et al., 2006; Westergard et al., 2007; DEFRA, 2008; Norrby, 2011).

Asi, la habilidad de una deteccion temprana y segura es vital para que el
diagnostico del scrapie tenga un valor real, particularmente en animales
destinados al consumo humano, en los que existe una exigencia adicional para
determinar la presencia del prion en tejidos de animales de matadero de
apariencia saludable y clinicamente asintométicos, que son destinados a
consumo (Monleon et al., 2005; Aguzzi et al., 2008). Estos métodos deben ser
capaces de identificar los casos sospechosos en fases tempranas de la
infeccion, caracteristica que cumple el diagndstico por inmunohistoquimica
(IHQ) en el tejido linfoide (TL), tanto de tercer parpado como de mucosa rectal,
que permiten identificar a un animal positivo a scrapie desde los 10 meses de
edad, es decir mucho antes del comienzo de los signos clinicos (O’Rourke et
al., 2000; Valdez et al., 2003; Espénes et al., 2006; Grassi et al., 2008).

La PrP>¢ se ubica en los foliculos linfoides del TL, pero como su distribucion
temprana no es homogénea, al realizar la IHQ se necesita examinar un nimero
minimo de al menos 4 foliculos linfoides, para poder establecer un diagnéstico
negativo fiable (O’'Rourke et al., 2000; Gavier-Widén et al., 2005). Asi queda de
manifiesto la gran utilidad e importancia para el pais, que adquiere la
implementacion, aplicabilidad y validacion de la técnica de IHQ en tejido linfoide
de ovinos, permitiendo con esto en un futuro cercano aplicarla al diagnéstico de
la enfermedad, en la etapa preclinica o clinica de animales sospechosos
(Baylis y Mcintyre, 2004; Gonzélez et al., 2006; Monledn et al., 2011).
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Al analizar la evolucién de los diferentes métodos diagndsticos para el scrapie,
se debe destacar que antes que ocurriera la epidemia de EEB, éste no tenia
importancia desde el punto de vista de salud publica o econdmico y se basaba
en el analisis de los signos clinicos y posterior observacion de las lesiones
histopatolégicas caracteristicas (espongiosis, astrogliosis, placas amiloides)
(Dustan et al., 2008; Konold et al., 2010b). Con el desarrollo de las técnicas
inmunologicas el diagnostico se hizo mas especifico, ya que permitié la
observacion directa de las lesiones tipicas (histopatologia), ademas de
aumentar notablemente su sensibilidad al utilizar anticuerpos especificos contra

la PrP>° (inmunohistoquimica), utilizandose esta de manera exitosa.

Por otra parte, también es posible caracterizar la cepa del prién involucrada en
la enfermedad (Western Blot), a través de la identificacion de los patrones
moleculares de las tres glicoformas de la PrP*° y la reaccién con anticuerpos
especificos (Loiacono et al.,, 2010; Pirisinu et al., 2011). Sin embargo, el
método de deteccion mas sensible y especifico para diagnosticar las EETs
sigue siendo la infeccion experimental de animales de laboratorio, en los que
se observan los signos clinicos de la enfermedad y las lesiones post mortem
(Kratzel et al., 2007; Grassi et al., 2008; Konold et al., 2010a), pero estos
métodos requieren mas tiempo y no permiten diagnosticar al animal in vivo, es
decir en la etapa preclinica de la enfermedad, ademas que seria laborioso y

costoso su aplicacién a una poblacién muy grande de animales.

Posteriormente, se desarrollaron las llamadas pruebas “rapidas” basadas en la
deteccién inmunolégica de la PrP* y disefiadas para lograr un diagnéstico
simple y rapido de las EETs. La mayoria de estas pruebas al distinguir tanto la
isoforma normal como la patoldgica, necesariamente deben ser realizadas
sobre muestras tratadas con proteinasa K o con detergentes, logrando asi la
denaturacién total de la PrP® y sélo parcial de la PrP>¢ (Machuca et al., 2006;
Vidal et al., 2009), a pesar que en la actualidad ya existen algunos laboratorios
gue han logrado eliminar esta etapa (Tattum et al., 2010; Pirisinu et al., 2011).
Cualquiera de estas técnicas, permiten el diagnéstico adecuado de la

enfermedad, es asi como se describe que con el ELISA se puede alcanzar un
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100% de sensibilidad y de especificidad (Grassi et al., 2008; Farias et al., 2009;
Simmons et al., 2011). Sin embargo, a pesar de la certeza y rapidez de estas
técnicas, al ser aplicables solo en tejidos de animales obtenidos post mortem,
es poco factible su uso en la etapa preclinica de la enfermedad. Otros estudios,
han buscado marcadores alternativos que permitan el diagnéstico de las EETS,
especialmente con aquellas técnicas que presenten una menor invasion del
individuo en las etapas tempranas de la infeccion, permitiendo asi la deteccion
precoz del priébn. Entre éstos, se encuentran marcadores neuronales y
metabdlicos pero hasta ahora ninguno es lo suficientemente sensible vy
especifico para ser utilizado en el diagnéstico preclinico de la enfermedad
(Parveen et al., 2005; Grassi et al., 2008; Vulin et al., 2011).

En el scrapie clasico, el desgaste cronico y la variante del Creutzfeldt-Jakob, en
las que de acuerdo a su patogenia, la PrP>° se acumula antes en el TL y luego
en el SNC, por ende la deteccién de la PrP>® en biopsias del tejido linfoide
parece ser un método fiable para el diagnéstico preclinico, puesto que la
expresion de la proteina pridnica alterada en estos tejidos ocurre antes que la
neuroldgica (Monledn et al., 2005; McGovern y Jeffrey, 2007; Aguzzi et al.,
2008; Tranulis et al., 2011). Sin embargo, no existe asociacion de lesiones
patoldgicas tipicas en el TL, en contraste con el SNC donde las lesiones son
bien conocidas, lo que remarca la eficacia de la detecciébn inmunoldgica
(O’Rourke et al., 2000; Jeffrey y Gonzalez, 2007; van Keulen et al., 2008a;
Vidal et al., 2009), pero presenta el inconveniente que puedan aumentar los
falsos negativos, alcanzando diferentes porcentajes de sensibilidad (O’Rourke
et al., 2002; Espénes et al., 2006; Gonzéalez et al., 2008; Monledn et al., 2011).

El diagnostico preclinico del scrapie, en su mayoria ha sido probado en
muestras de tejido linfoide de biopsias de amigdalas palatinas, tercer parpado,
nodulos linfaticos superficiales, entre otros. Sin embargo, la obtencion de estas
muestras presenta inconvenientes técnicos como el uso de tranquilizantes o
anestesia, lo cual dificulta el manejo y su utilizacion para grandes poblaciones
de ovejas. No obstante, los foliculos linfoides estan presentes en el tercer

parpado asi como en todo el intestino de la oveja, incluso en el extremo distal
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de la mucosa rectal, ambos lugares son mas accesibles para obtener una
biopsia in vivo, su posterior estudio inmunohistoquimico y el diagnostico del
animal (Espénes et al., 2006; Gonzalez et al., 2008; Mitchell et al., 2010).

En este estudio se utilizaron ambas muestras de tejido linfoide, pero previo a la
IHQ se procedié a seleccionar a través de la tincion de H-E sélo aquellas
muestras aptas para el diagnéstico, en relacién al minimo de foliculos linfoides
necesarios (O’Rourke et al., 2000), logrando asi optimizar la utilizacién de los
kits de IHQ. Esto permiti6 establecer que no todas las muestras obtenidas
presentaban el nimero minimo de foliculos linfoides (Tablas 6 y 8), teniendo en
cuenta la irregular distribucién del tejido linfoide y a la escasa cantidad de los
mismo en los ovinos estudiados. En relacion a la muestra de tercer parpado,
Thuring et al. (2000), proponen realizar en animales vivos un pretratamiento
con histamina en la mucosa del parpado, con lo cual se logra aumentar de

manera significativa las muestras aptas que se obtienen (Bender et al., 2004).

Los agregados linfoide presentes tanto en tercer parpado como en la mucosa
rectal no son perceptibles a simple vista, por lo que es posible que las muestras
de la biopsia puedan no ser adecuadas para los fines diagndsticos. Al analizar
la clasificacion de aptitud de las muestras de tercer parpado, los resultados
obtenidos en este estudio revelan que se logré obtener un 81% de muestras
aptas (81/100) disponibles para la IHQ, o bien si se consideran soélo las
nacionales aptas un 77,9% (67/86), lo que supone porcentajes ligeramente
inferiores al 81,9% obtenido por Monledn et al., (2011) y al 85% de los estudios
de O’Rourke et al., (2000; 2002). En este sentido, en la mucosa rectal
obtuvimos un 78,6% de aptitud (88/112), o un 76% s6lo con las muestras aptas
nacionales (76/100), ambos porcentajes mayores al 66,7% descrito por
Monleodn et al., (2011), pero menor al 87% de Espénes et al., (2006), aunque
este ultimo no hace diferencia en el numero minimo de foliculos y se incluyen
como muestras aptas todas las que presentan desde un foliculo linfoide. Estas
diferencias se pueden atribuir por una parte a la dificultad en la obtencién del
tejido necesario en las primeras muestras, debido a inexperiencia y por otra, a

la distribucién irregular del tejido linfoide en el tercer parpado y la mucosa rectal
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(Thuring et al., 2000; Bender et al., 2004; Gonzalez et al., 2008). Sin embargo,
fue posible determinar correctamente la aptitud de las muestras tanto del tercer
parpado como de la mucosa rectal de los ovinos estudiados en cortes

histoldgicos tefidos con H-E.

Por otra parte, en las muestras de mucosa rectal nos propusimos observar las
posibles diferencias de la toma de muestra a distintas distancias de la linea
recto anal, en relacion a la obtencién del niumero de muestras aptas con H-E.
Es asi como, en este estudio se planted estandarizar la ubicacion anatdmica
para la obtencién de TL y ademas que esté presente la cantidad necesaria de
foliculos linfoides (= 4), que permitan considerar una muestra de mucosa rectal
como apta para realizar la técnica diagndstica de IHQ (O’Rourke et al., 2000;
Espénes et al., 2006; Monle6on et al., 2011). Los resultados del analisis
estadistico mediante la prueba ji cuadrado, demostraron una fuerte asociacion
estadistica (> = 103,0413, P<0,0001) entre las distintas distancias de toma de
muestra para una biopsia in vivo y la aptitud de las biopsias para la IHQ, siendo
las distancias entre 0,5 y 1cm desde la linea recto anal, el lugar donde se
encontré la mayor cantidad de foliculos linfoides, resultados que fueron
consistentes con los descritos por Gonzalez et al., (2008), por lo que distancias
superiores a 1,5 y hasta 2,5cm no se consideran adecuadas, porque son las
zonas donde se presentd el mayor porcentaje de muestras no aptas. El
considerar las distancias recomendadas por este estudio para la toma de
muestra en una biopsia in vivo, podria reducir la probabilidad de encontrar

falsos negativos.

Puesto que, a pesar que se puede diagnosticar la enfermedad con un dnico
foliculo linfoide, en regiones como la estudiada con baja probabilidad de
encontrar casos positivos a scrapie, es necesaria la observacion de al menos 4
foliculos linfoides para diagnosticar correctamente una muestra como negativa.
Si bien la PrP*® se ubica en los foliculos linfoides del TL, se describe que su
presencia temprana en este tejido no es homogénea, asi provengan de tercer
parpado o de mucosa rectal (Gavier-Widén et al.,, 2005; van Keulen et al.,
2008b; Monledn et al., 2011; O’'Rourke et al., 2011), y aunque la intensidad de
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inmunotincion varia de forma individual entre las ovejas, ésta no se relacionaria
con la edad ni su estado clinico. EI examen histolégico permitié establecer que
no todas las muestras obtenidas de TL, tanto de tercer parpado como de
mucosa rectal, presentaban el nUmero minimo de foliculos linfoides necesarios

para un correcto diagnéstico.

La demostracién de la acumulacién de la PrP¢ en biopsias de tejido linfoide
presenta algunas limitaciones para identificar los animales infectados,
principalmente porque el depodsito en el SNC se puede encontrar incluso
cuando no se afecte el TL. El grado de participacién de éste tejido en la
patogenia del scrapie depende entre otras variables de la edad, la genética, la
dosis de infeccion y la cepa del agente (O’'Rourke et al., 2000; Jeffrey y
Gonzalez, 2007; Gonzélez et al., 2008). En relacion a la influencia de la edad
sobre el nimero de foliculos linfoides en el TL, en muestras de tercer parpado
o de mucosa rectal, se ha establecido que éstos presentan una regresion con
la edad, por lo que se esperaria encontrar un menor numero de foliculos
linfoides en ovejas de mas de 5 afios, lo mismo ocurriria en animales de menos
de 2 afios de edad, lo cual podria comprometer la eficacia de las biopsias tanto
de tercer parpado como de mucosa rectal, como muestras para el diagnostico
de scrapie (Espénes et al., 2006; Gonzélez et al., 2006; Monleon et al., 2011).
Sin embargo, en este estudio esta variable fue disminuida, puesto que se
seleccionaron animales entre los 2 y 4 afios de edad, periodo en el cual es
posible detectar clinicamente la enfermedad, con un tiempo de incubacion de al
menos 1 afio (Gavier-Widén et al., 2005; van Keulen et al., 2008b), esto nos
permitié incluir el rango de edad de las ovejas de mayor riesgo, en las que

ademas el numero de foliculos linfoides es mas homogéneo entre los animales.

El hecho de que una muestra de biopsia de TL no contenga foliculos linfoides o
éstos sean escasos, no significa que el resultado sea un falso negativo, puesto
que esto dependerd de la prevalencia del scrapie en el rebafio de ovejas
estudiado, la que puede estimarse a partir de la proporcion de casos positivos a
la biopsia (Espénes et al., 2006; Gonzalez et al., 2008). Ademas, como en

cualquier otra prueba de diagnéstico, un resultado negativo individual nunca
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puede ser considerado como prueba de ausencia de la enfermedad, sino que
éstos deben ser evaluados a la luz de pruebas repetidas a nivel individual y del
rebafio (Vargas et al., 2006; Gonzalez et al., 2008; Monleon et al., 2011).

Respecto a la obtencion de tejido linfoide in vivo la biopsia rectal tiene claras
ventajas practicas respecto a la del tercer parpado, de amigdala palatina u otra.
El procedimiento es mas sencillo, rapido y no tiene efectos adversos, incluso
los animales se comportan normalmente después de la biopsia, las que pueden
tomarse en ocasiones repetidas de la misma oveja, sin disminuir su bienestar o
el numero de foliculos obtenidos. Ademas, no son necesarias la anestesia ni la
sedacion, las herramientas usadas en este tipo de biopsia son desechables, de
bajo costo y su utilidad ademas del scrapie en ovinos, pueden aplicarse

también a caprinos y cérvidos (Espénes et al., 2006; Gonzalez et al., 2008).

Por otra parte, otros estudios realizan estas pruebas comparando el genotipo
de los ovinos, puesto que como se ha descrito se reconoce una base genética
que determina la resistencia o baja prevalencia al scrapie clinico (Jeffrey y
Gonzalez, 2007; Benestard et al., 2008). Esto se debe a la dinAmica de
replicacion del pridn, que puede estar influenciada por diferentes variables, una
de ellas son las diferencias genotipicas del hospedador (Fediaevsky et al.,
2008; Ortiz-Pelaez y Bianchini, 2011), sin embargo, en rebafios de genética
similar la diferencia mas importante apuntaria al tipo de prién. Asi por ejemplo,
ensayos realizados por Gonzélez et al., (2006), muestran que la PrP>¢ puede
ser detectada constantemente por IHQ en el TL, durante la etapa preclinica o
clinica independiente del genotipo de la PrP de los individuos, con excepcién
de los VRQ/ARR que presentan un leve efecto perjudicial, este genotipo por las

razas utilizadas en este estudio aparentemente no estuvo presente.

Los resultados de la IHQ obtenidos en este estudio, al comparar muestras tanto
de tercer parpado como de la mucosa rectal con las del 6bex del mismo
individuo, confirman la especificidad de un 100% descrita para esta técnica en
el diagnéstico de scrapie utilizando TL obtenido de tercer parpado o de mucosa

rectal, respecto a la técnica estandar de confirmacion post mortem reconocida
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por la OIE (O’'Rourke et al., 2002; Monledn et al., 2005; Espénes et al., 2006).
Sin embargo, la sensibilidad descrita para éste método es muy diversa y se
describe entre un 44 a 48% (Monleon et al., 2011) hasta un 97,6% (O’Rourke et
al., 2000), dependiendo del numero y la edad de los ovinos utilizados. Por esta
razén, debe realizarse en conjunto con un programa de seleccion u otro
método confirmatorio. Es asi como algunos paises que poseen la enfermedad
de manera endémica, tienen entre sus estrategias de control el monitoreo de
animales vivos mediante este tipo de biopsia (Detwiler y Baylis 2003; Mitchell et
al., 2011). En este estudio inicialmente descartamos algunos factores como el
tamafo inadecuado de la muestra y la edad de los ovinos, que en este caso fue
homogénea entre los 2 a los 4 afios de edad, por lo que los falsos negativos
podrian deberse a la ausencia o escasa cantidad de PrP*°, a la distribucién no
homogénea de ésta en el TL (van Keulen et al., 2008a), o a la aparicién de
nuevas cepas de scrapie. Asi como la Nor98, descrita en paises y continentes
en gue se suponia controlada la enfermedad clasica, que difiere del scrapie
tipico tanto en su presentacion clinica como en la patogenia y el linfotropismo
del prion, ya que se postula que después de su ingreso por via digestiva esta
cepa invadiria directamente el SNC (Benestad et al., 2008; Mitchell et al., 2010;
Tranulis et al.,, 2011). El inconveniente que puedan existir falsos negativos
alcanzando los diferentes porcentajes de sensibilidad (O’'Rourke et al., 2002;
Monledn et al., 2011), se deberia a la dinamica de replicacién del prién, que
puede estar influenciada por distintos factores. Los falsos negativos en el
estudio del TL por IHQ no serian por un problema de reconocimiento, sino de la
presentacion individual de la enfermedad como manifestacién directa del tipo
de cepa de PrP* involucrada (Kubler et al., 2003; Gavier-Widén et al., 2005;
Benestard et al., 2008; van Keulen et al., 2008b).

El scrapie es endémico en Europa y Norteamérica, lo cual llevdé a la
instauracién de programas de vigilancia activa en el afio 2002 en Europa y el
desarrollo de programas acelerados de erradicacion el afio 2000 por Estados
Unidos (APHIS, 2004; Baylis y Mcintyre, 2004; OIE, 2007; Fediaevsky et al.,
2008). En Chile, debido a que nunca ha sido diagnosticada la enfermedad, los

programas de vigilancia realizados son sélo de tipo pasivo e incluso no son
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especificados ante la autoridad sanitaria pertinente (OIE, 2007). Sin embargo,
al estudiar la realidad del scrapie, que de acuerdo a lo descrito origin6 la
epidemia de EEB en Europa, queda de manifiesto la importancia de establecer
nuevas medidas de vigilancia para la enfermedad en el pais, puesto que en
este continente el scrapie fue diagnosticado en Brasil el afio 2007, por lo que
Argentina y Ecuador ya realizan programas activos de vigilancia (OIE, 2007).

Actualmente para el diagndstico del scrapie en el pais se utilizan muestras post
mortem del SNC, examinadas por histopatologia en conjunto con la técnica de
IHQ (Machuca et al., 2006; Farias et al., 2009). Sin embargo, debido a la
presencia de cepas de esta enfermedad relacionadas con el genotipo de los
animales y a la ausencia de monitoreos activos, para este pais resulta de gran
importancia el implementar programas utilizados actualmente por paises que
poseen la enfermedad de manera endémica y que basan fuertemente sus
estrategias de erradicacion, en el monitoreo de animales vivos mediante la
biopsia de tejido linfoide, tanto de tercer parpado como de mucosa rectal
(APHIS, 2004). Ademas, la instauracion de estas estrategias de vigilancia,
permitiria al pais contar con mayor informacion sanitaria respecto al scrapie, en

la poblacion ovina y caprina nacional.

Un punto de discusion importante, se refiere a la posibilidad de transmision del
scrapie hacia el humano, situacién que es manifiesta y ha sido descrita con la
aparicion de la VECJ del humano a partir de la EEB, a través del consumo de
productos carneos contaminados (Colchester y Colchester, 2005; Vargas et al.,
2006; van Keulen et al., 2008a; Wadsworth et al., 2011). A pesar de esto,
actualmente no existe evidencia que le otorgue al scrapie la posibilidad de ser
transmitida al humano, sin embargo, lo que si se ha demostrado es la
transmision del prion de la EEB a los ovinos, convirtiendo con esto al scrapie
en una amenaza potencial para la salud humana (Detwiler y Baylis, 2003;
Hunter, 2003; Pirisinu et al., 2011; Tranulis et al., 2011). Esta alerta es alin mas
marcada, si se analizan los resultados obtenidos en diversos estudios donde
fue posible comprobar experimentalmente, en una primera instancia, la

acumulacion de priones de ovinos en musculo de hamsteres inoculados
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intracerebralmente, para posteriormente y con resultados més sorprendentes
comprobar la acumulacién de la PrP® en el tejido muscular de ovejas
infectadas naturalmente (Hunter, 2003; Valdez et al., 2003; Loiacono et al.,
2010). A esto se debe sumar la identificaciébn por la European Food Safety
Authority (EFSA) de dos variantes diferentes al scrapie tradicional, como son la
EEB transmitida a los pequefios rumiantes y la Nor98 (Benestad et al., 2008;
Loiacono et al.,, 2010; Mitchell et al., 2010), las cuales por presentar una
patogenia diferente a la cepa clasica, no permiten asegurar que no se

comporten como zoonosis (van Keulen et al., 2008b; Pirisinu et al., 2011).

Asi en este estudio, la observacion microscopica de la totalidad de las
muestras aptas para la IHQ, permiti6 determinar satisfactoriamente la
presencia de tejido linfoide tanto en el tercer parpado como en la mucosa
rectal, ya sea en las muestras obtenidas en el pais como en las aportadas por
el CR. En éstas fue posible evidenciar la inmunoreaccion o inmunomarcaje en
los foliculos linfoides de las muestras positivas provenientes del centro de
referencia, la ausencia de ésta en las negativas del mismo centro y en todas
las muestras de TL obtenidas en matadero. Por otra parte, los resultados
mostraron que en la totalidad de los cortes de la médula oblongada a nivel de
Obex de ovinos, utilizados como controles para la IHQ, todos los positivos
siempre presentaron el precipitado granular rojo, indicativo de la
inmunoreaccioén del anticuerpo con la PrP¢, lo que indica su localizacién en los
ndcleos nerviosos afectados y la visualizacion de vacuolas en el nacleo del
tracto solitario, los que en cambio nunca se observaron en los 6bex de los

controles negativos.

El protocolo de IHQ utilizado en este estudio, corresponde al que se dispone
actualmente para el diagnéstico con muestras del SNC, pero que siguiendo las
recomendaciones del fabricante del kit y a las descritas tanto para el tercer
parpado (O’Rourke et al., 2000; O’'Rourke et al., 2002; VMRD, 2004), como
para la mucosa rectal (Espénes et al., 2006; Gonzélez et al., 2008; Monledn et
al., 2011), se logro6 aplicar correctamente y con buenos resultados. Ademas se

utilizé el anticuerpo monoclonal F99/97.6.1, especifico para detectar la PrP>°
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por IHQ (O’Rourke et al., 2000; Valdez et al., 2003) y el cromogeno AEC para
revelar la inmunoreaccion (Boenisch, 2001; Spraker et al.,2002; VMRD, 2004),
a pesar de que otros autores recomiendan utilizar la mezcla de anticuerpos
monoclonales, para aumentar la deteccién de la PrP>¢ a través de la secuencia
conservada de la PrP presente en las especies mamiferas que poseen EETs
naturales (O’Rourke et al.,2000, Spraker et al., 2004; Aguzzi et al., 2008). Sin
embargo, en el presente estudio no se encontraron diferencias tanto en los
controles positivos como negativos, con los resultados descritos por O’Rourke
et al., (2002), quienes utilizaron dos anticuerpos. Asi, todas las muestras de
tejido linfoide de tercer parpado y de la mucosa rectal de los ovinos obtenidas
en el pafs, analizadas por IHQ resultaron negativas a la deteccién de la PrP>°
puesto que no se observo la presencia de inmunotinciéon en los foliculos
linfoides. Sin embargo, lo que nos confirma que la metodologia utilizada fue la
correcta es la inmunorreaccién observada en los controles positivos de 6bex y
en las muestras ciegas tanto de tercer parpado como de la mucosa rectal, que
resultaron positivas y que en su totalidad correspondieron a las aportadas por
el centro de referencia. Como en el tejido linfoide no es posible observar
lesiones especificas indicativas de la presencia de priones, a diferencia del
tejido nervioso, en las muestras aqui estudiadas se remarca la eficacia de la

deteccién inmunoldgica para este agente.

En conclusion en este estudio, se analiz6 el TL obtenido tanto del tercer
parpado como de la mucosa rectal de ovinos entre los 2 a 4 afos, para
estandarizar la técnica independiente de la edad. Ademas, se clasificaron las
muestras segun su aptitud, con lo cual se logré implementar y aplicar
correctamente la técnica de IHQ para la deteccion del scrapie en ovinos. Los
resultados indican que las muestras de tercer parpado son adecuadas para el
diagnéstico de scrapie, sin embargo, su obtencion in vivo presentaria como
dificultad el inmovilizar manualmente al animal y el utilizar anestesia local, por
lo cual se invertiria mas tiempo, mientras que las muestras de mucosa rectal
son igualmente adecuadas para el diagnostico de scrapie y su obtencion por

biopsias in vivo, a una distancia entre 0,5 y 1cm de la linea recto anal,
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presentaria mejores resultados con menor dificultad y tiempo invertido, que

otras técnicas, incluyendo las del tercer parpado para obtener muestras de TL.

El diagnéstico de scrapie por IHQ utilizando muestras de TL tanto del tercer
parpado como de la mucosa rectal, podrian constituir una importante
herramienta de vigilancia y control de la enfermedad, aunque como la
sensibilidad no es 100%, ésta debe realizarse en conjunto con un programa de
seleccidon u otro método confirmatorio. Asi, la instauracion de estas estrategias
de vigilancia, permitiria a regiones como la estudiada, en que la enfermedad no
se ha descrito, contar con mayor informacion sanitaria respecto al scrapie ovino
y ademas, disponer entre sus estrategias de control, el monitoreo de animales
vivos mediante las biopsias del TL. En este trabajo se logré implementar y
aplicar la técnica de IHQ en muestras de TL tanto del tercer parpado como de
la mucosa rectal de ovinos, en el laboratorio de referencia para el diagnéstico
oficial del scrapie en el pais, la que podria aplicarse en la etapa preclinica o
clinica de la enfermedad de animales sospechosos, sin involucrar su sacrificio
(Espénes et al., 2006; Vargas et al., 2006; Vidal et al., 2009; Monleén et al.,
2011). Los resultados nos permiten recomendar su implementacién y aplicacién
para un primer screening in vivo de los animales, incorporadas a programas de

vigilancia y control del scrapie.

Con el cumplimiento de los objetivos de este estudio, en que se logrd
implementar, aplicar y validar la técnica de IHQ con muestras de tejido linfoide
tanto de tercer parpado como de mucosa rectal de ovinos, en el laboratorio de
diagnéstico de referencia para el pais, queda abierto el camino para realizar
futuros estudios en animales vivos con o sin sintomatologia nerviosa, que
permitan establecer programas de certificacion de planteles libres de la
enfermedad, bajo las condiciones de diagndstico internacionalmente
aceptadas. Si esto se suma a estudios de genotipificacién de los ovinos, podria
convertirse en la mayor herramienta disponible para prevenir y controlar la
enfermedad, en el caso que ésta se presente en el pais, ademas de permitir
una rapida actuacion frente a la posibilidad cierta de transmision hacia el

humano y de nuevas cepas emergentes que pudieran aparecer del scrapie.
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Este estudio hace posible recomendar la implementacion de la IHQ, para la
deteccion del scrapie en las etapas preclinica, o que permitiria establecer

programas de vigilancia y control mas efectivos para la enfermedad.
De acuerdo a los objetivos planteados para la realizacion de este trabajo, los

resultados obtenidos y la discusion originada de éstos, es que se plantean las

siguientes conclusiones.
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6.- CONCLUSIONES

1.- Sesenta y siete de las 86 muestras nacionales de tercer parpado (77,9%)
fueron considerados aptas para el diagnéstico inmunohistoquimico (IHQ) del
scrapie, ya que presentaron 4 o mas foliculos linfoides con centro germinal en

cada corte histolégico.

2.- Ciento setenta de las 500 secciones de mucosa rectal correspondientes a
76 de los 100 ovinos nacionales estudiados (76%) fueron aptas para el

diagnéstico IHQ del scrapie.

3.- El estudio estadistico demostré que la mejor area para tomar una biopsia in
vivo de la mucosa rectal y obtener el tejido linfoide necesario para el
diagnéstico IHQ de scrapie, es la comprendida entre 0,5y 1,0 cm craneales a

la uniébn mucocutanea.

4.- Todas las muestras ciegas de validacién, tanto de tercer parpado como de
mucosa rectal, que fueron positivas correspondian a animales cuyos Obex
también fueron positivos, y todas las muestras de validacién que fueron
negativas correspondian a animales cuyos 6bex fueron también negativos, lo
que demuestra una elevada especificidad y sensibilidad de la técnica IHQ como

medio de diagnéstico del scrapie.

5.- Todas las muestras aptas de los tejidos linfoides provenientes de los ovinos
nacionales analizadas por IHQ resultaron negativas a scrapie clasico, puesto
que no se observo el precipitado granular rojo, indicativo de inmunotincién en
los foliculos linfoides. En cambio, éste si se observd en todos los controles

positivos de ébex.
6.- La técnica IHQ realizada en el tejido linfoide, tanto del tercer parpado como

de la mucosa rectal de ovinos in vivo, es una herramienta potencialmente util

para el diagnostico preclinico del scrapie, debido a que es un método practico,
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de facil acceso y posible de realizar con un minimo malestar para el animal, lo

que hace posible una rapida toma de muestras en animales vivos.

7.- Es posible incluir los protocolos de IHQ utilizando muestras de tejido linfoide
de tercer parpado y mucosa rectal, en los programas de vigilancia o de
estrategias de control como una prueba de screening, por su alta especificidad

y sensibilidad diagndstica, para ser utilizada in vivo en la masa ovina.

8.- Este estudio hizo posible implementar, aplicar y validar este método (IHQ),
para la deteccion del scrapie clasico en la etapa preclinica y contribuir con esto
a los programas de vigilancia y control de la enfermedad, en regiones como la

estudiada con baja probabilidad de encontrar animales enfermos.
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7.- RESUMEN

El scrapie clasico producido por priones, es una enfermedad
neurodegenerativa fatal que afecta a ovinos y caprinos, caracterizada por
presentar un largo periodo de incubacion, posterior a lo cual es posible el
diagnostico con la aparicion gradual de los signos clinicos y las alteraciones

neuroldgicas. La principal via de transmision entre los animales es la oral.

En Chile el scrapie no ha sido descrito, por tanto, al tratarse de una regién con
baja probabilidad de encontrar animales enfermos, los sistemas de vigilancia
para esta enfermad son de tipo pasivo, acotandose al muestreo post mortem
de cierto numero de animales, principalmente los que muestran sintomatologia
clinica compatible. Para esto se cuenta con herramientas diagndsticas como
son la histopatolégica tradicional y la inmunohistoquimica (IHQ). El gran
inconveniente es que se utilizan muestras de cerebro, por lo que éstas deben
ser obtenidas post mortem. Este hecho impide detectar la enfermedad en
animales que pueden estar incubandola sin presentar la sintomatologia,

impidiendo asi su manejo adecuado.

En este trabajo se analizé, implemento, aplicé y validé un método para detectar
scrapie clasico en su etapa preclinica, utilizando la IHQ en muestras de tejido
linfoide, tanto del tercer parpado como de la mucosa rectal de ovinos. De
acuerdo con lo descrito, esta técnica permitiria realizar el diagnostico en la fase
preclinica de la enfermedad en poblaciones ovinas amplias, permitiendo
realizar el diagndstico en animales vivos y desarrollar estudios conducentes a

establecer un estado comprobable del scrapie en la masa ovina nacional.

Por una parte, se obtuvieron y procesaron 86 muestras de tercer parpado de
ovinos nacionales, 44 obtenidos de mataderos y 42 procedentes de animales
con sintomatologia nerviosa compatible con scrapie. Por otra parte, se
analizaron 100 muestras de mucosa rectal distal de ovinos de mataderos, todos
ellos entre los 2 a 4 afios de edad. Ademas se utilizaron muestras ciegas de

validacion, 14 de tercer parpado y 12 de mucosa rectal, con sus respectivos
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Obex. Como controles positivos y negativos se utilizaron un total de 37
muestras de ébex de ovinos, todas ellas fueron aportadas por un centro de

referencia (CR).

Cada segmento de recto se cort6 a distintas distancias a partir de la linea recto-
anal (entre los 0,5y 2,5 cms), con el propésito de definir la zona Optima para
realizar una biopsia in vivo, que de acuerdo a nuestros resultados estaria
comprendida entre los 0,5 a 1 cm. Todas las muestras obtenidas, fueron
primero evaluadas en cortes tefiidos con Hematoxilina-Eosina y clasificadas
como aptas cuando presentaban al menos 4 foliculos linfoides en el corte
analizado. Sobre esta base, 67 de las 86 muestras nacionales de tercer
parpado y 170 de las 500 secciones de mucosa rectal, fueron considerados
como aptas, estas Ultimas correspondieron a 76 de los 100 ovinos nacionales
estudiados.

El analisis de los resultados de IHQ, indica que todas las muestras aptas
nacionales fueron negativas a scrapie y que sélo 7 de las de tercer parpado y 6
de la mucosa rectal de las muestras ciegas de validacion y sus respectivos
Obex del CR fueron positivas. Ademas, en todos los controles positivos de dbex
se observé inmunomarcaje de PrP*°, lo cual no se evidencié en los controles

negativos.

La deteccién correcta de los controles positivos y negativos, ademas de los
resultados descritos por este estudio, permiten demostrar y comprobar la
aplicabilidad y capacidad para utilizar esta herramienta diagndstica para el
scrapie clasico en el tejido linfoide, tanto de tercer parpado como de mucosa
rectal de ovinos, en las condiciones del laboratorio de referencia del pais. Esta
técnica diagndstica, junto con otros métodos diagndsticos, podrian ser
aplicadas a la poblacion ovina de regiones con baja probabilidad de encontrar
enfermos de scrapie, lo que permitiria establecer la condicion de pais libre de

scrapie clasico y obtener asi los beneficios de este estado sanitario.

Palabras claves: scrapie, prion, EETs, IHQ.
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8.- SUMMARY

The classical scrapie produced by prion is a fatal neurodegenerative disease
that affects sheep and goats, characterized by a long incubation period, after
which the diagnosis is possible with the gradual onset of clinical signs and

neurological disorders. The main route of transmission between animals is oral.

In Chile scrapie has not been described, therefore, being a region with low
probability of finding sick animals. Surveillance programs for this disease are
passive using postmortem sampling of a number of animals, mainly those
showing clinical signs compatible with the disease. The main diagnostic tools
are traditional histopathological and immunohistochemistry (IHC). The big
drawback is that brain samples are used, so they must be obtained post
mortem, which does not allow to detect the disease in life animals that may be
incubating the disease and that do not show clinical signs, and their proper

handling.

In the present work we analyzed, implemented, applied and validated a method
for detecting classical scrapie in the preclinical stage, using IHC in lymphoid
tissue samples from both the third eyelid and the rectal mucosa of sheep.
According to the description, this technique would make the diagnosis in the
preclinical phase of the disease in large sheep populations, allowing the
diagnosis in live animals and conduct studies to establish a state conducive

verifiable sheep scrapie in the National sheep population.

In a first step, were obtained and processed 86 samples from domestic sheep
third eyelid, 44 and 42 obtained from slaughterhouses and from animals with
nervous signs compatible with scrapie. Moreover, 100 samples from distal
rectal mucosa of sheep slaughterhouses, all of them 2 to 4 year-old were
analyzed. Furthermore 14 blind samples from third eyelid and 12 from rectal
mucosa, with their respective obex were used for validation purposes. 37
samples from sheep obex provided by a Reference Centre (RC) were used as

positive and negative controls for the IHC.
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Each rectal mucosa segment was cut at different distances from the recto-anal
line (between 0.5 and 2.5 cm), with the purpose of defining the optimum site for
biopsy in vivo, that according to the results of the present work was from 0.5 to
1 cm. All samples were first evaluated in sections stained with hematoxylin-
eosin and classified as eligible when they had at least 4 lymphoid follicles with
germinal centre per slide. On this basis, 67 of the 86 national samples from the
third eyelid and 170 of 500 sections of the rectal mucosa, were considered as

suitable, the latter corresponded to 76 of 100 domestic sheep studied.

The analysis of the results of IHC revealed that all national suitable samples
were negative to scrapie and only 7 of the third eyelid and 6 of the rectal
mucosa blind samples and their respective validation RC obex were positive.
Furthermore, in all positive controls obex PrPSc immunolabelling was observed,

which was not evident in the negative controls.

The correct detection of positive and negative controls as well as the results
described in this study demonstrate and verify the applicability and ability to use
this tool to diagnose classical scrapie in lymphoid tissue, both of third eyelid and
rectal mucosa of sheep, under the conditions of the reference laboratory in the
country. This diagnostic technique, along with other diagnostic methods, could
be applied to the sheep population of regions with low probability of finding
scrapie, which would allow to confirm the free status of classical scrapie and to

obtain the benefits of this health condition.

Key words: scrapie, prion, TSEs, IHQ.
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Anexo 1. Programa de procesamiento aplicado a las muestras de tejido

linfoide e ovinos.

ESTACION | REACTIVO TEMPERATURA | DURACION (min)
1 Alcohol 70° A 120
2 Alcohol 90° A 90
3 Alcohol 95° | A 60
4 Alcohol 95° 1 A 60
5 Alcohol 100° | A 60
6 Alcohol 100° II A 60
7 Alcohol 1000° [II A 60
8 Xilol | A 60
9 Xilol 11 A 60
10 Xilol 111 A 90
11 Parafina | 57° C 120
12 Parafina Il 57° C 120

A= Temperatura ambiente.

Anexo 2. Procedimiento aplicado para la rehidratacion de las muestras de

tejido linfoide de ovinos para la tincion H-E.

SOLVENTE

TIEMPO INCUBACION (min.)

Xilol |

Xilol 1

Xilol 111

Alcohol 100% |

Alcohol 100% I

Alcohol 95% |

Alcohol 95% I

Alcohol 70%

WWWW WO w|w

Agua Corriente

2-3

Anexo 3.

Protocolo paralatincion H-E.

Bafio TIEMPO INCUBACION (min.)
Hematoxilina 5

agua corriente 5

Alcohol acido Pasada rapida

Agua corriente 10

Carbonato de litio Hasta que nucleos se observen

azules

Agua corriente 5

Eosina 5

Alcohol 95° Pasada rapida
Alcohol 100° 1

Alcohol 100° 2

Xilol | 2

Xilol 1l 2

Xilol 1l 3
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Anexo 4. Procedimiento aplicado para la rehidratacién de las muestras de
tejido linfoide de ovinos para la técnica de IHQ.

SOLVENTE TIEMPO INCUBACION (min.)
Xilol

Xilol

Alcohol 100%
Alcohol 100%
Alcohol 95%
Alcohol 80%

WW(h|~O1|OT

Anexo 5a. Registro de las muestras aptas y no aptas para IHQ obtenidas
de cada ovino, a las distintas distancias desde la linea recto anal.

Muestra Distancia linea recto anal Aptitud
ovino del N°
N° 0,5cm. | 1cm. | 1,5cm. 2cm. 2,5cm. |ovino cortes
1 Apta No apta | No apta No apta No apta Apto 1
2 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
3 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
4 Noapta | Noapta | No apta No apta No apta No apto 0
5 No apta Apta No apta No apta No apta Apto 1
6 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
7 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
8 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
9 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
10 No apta Apta Apta Apta No apta Apto 3
11 Apta No apta No apta No apta No apta Apto 1
12 Apta No apta No apta No apta No apta Apto 1
13 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
14 Apta No apta No apta No apta No apta Apto 1
15 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
16 No apta Apta No apta No apta No apta Apto 1
17 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
18 No apta No apta Apta Apta Apta Apto 3
19 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
20 Noapta | Noapta | No apta No apta No apta No apto 0
21 Apta No apta No apta No apta No apta Apto 1
22 Apta No apta No apta No apta No apta Apto 1
23 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
24 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
25 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
26 Apta No apta No apta No apta No apta Apto 1
27 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
28 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
29 No apta Apta No apta No apta No apta Apto 1
30 No apta Apta Apta Apta No apta Apto 3
31 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
32 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
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33 No apta | No apta No apta No apta No apta No apto 0
34 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
35 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
36 Apta Apta Apta Apta No apta Apto 4
37 No apta Apta Apta No apta No apta Apto 2
38 Apta No apta No apta No apta No apta Apto 1
39 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
40 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
41 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
42 No apta No apta Apta Apta Apta Apto 3
43 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
44 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
45 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
46 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
47 No apta Apta Apta Apta No apta Apto 3
48 Noapta | No apta No apta No apta No apta No apto 0
49 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
50 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
51 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
52 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
53 Apta Apta Apta Apta No apta Apto 4
54 No apta No apta Apta Apta Apta Apto 3
55 No apta Apta No apta No apta No apta Apto 1
56 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
57 No apta Apta No apta No apta No apta Apto 1
58 Noapta | Noapta | Noapta No apta No apta No apto 0
59 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
60 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
61 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
62 No apta No apta No apta No apta Apta Apto 1
63 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
64 Apta Apta Apta Apta No apta Apto 4
65 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
66 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
67 No apta Apta No apta No apta Apta Apto 2
68 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
69 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
70 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
71 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
72 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
73 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
74 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
75 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
76 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
77 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
78 No apta Apta Apta Apta No apta Apto 3
79 Apta Apta Apta Apta No apta Apto 3
80 No apta Apta Apta Apta No apta Apto 3
81 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
82 No apta No apta No apta No apta No apta No apto 0
83 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
84 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
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85 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
86 Noapta | No apta No apta No apta No apta No apto 0
87 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
88 No apta Apta No apta No apta Apta Apto 2
89 Apta Apta Apta Apta No apta Apto 4
90 No apta Apta Apta No apta No apta Apto 2
91 Apta Apta Apta Apta No apta Apto 4
92 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
93 Apta No apta No apta No apta No apta Apto 1
94 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
95 No apta No apta No apta No apta Apta Apto 1
96 Apta Apta No apta No apta No apta Apto 2
97 No apta Apta No apta No apta No apta Apto 1
98 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
99 Apta Apta Apta No apta No apta Apto 3
100 No apta Apta Apta Apta No apta Apto 3

Anexo 5b. Numero de foliculos linfoides por muestra segun la distancia

las distintas desde la linea recto anal y aptitud de las muestras para IHQ.

MUESTRA DISTANCIA RECTO ANAL APTO/ NO APTO | N2 CORTES

No 05CM|1CM|15CM|2CM|2,5CM

1 6 3 3 1 1 Apto 1
2 5 15 3 2 1 Apto 2
3 4 8 1 0 0 Apto 2
4 2 2 1 0 1 Apto 0
5 0 6 3 1 1 Apto 1
6 4 16 5 3 3 Apto 3
7 6 5 1 3 2 Apto 2
8 5 4 7 2 2 Apto 3
9 5 8 4 1 1 Apto 3
10 2 7 5 4 1 Apto 3
11 6 3 3 2 0 Apto 1
12 4 3 1 0 2 Apto 1
13 5 6 4 2 1 Apto 3
14 7 3 3 2 3 Apto 1
15 4 9 3 3 3 Apto 2
16 0 4 1 2 2 Apto 1
17 9 5 8 3 3 Apto 3
18 2 2 4 6 5 Apto 3
19 4 7 3 1 0 Apto 2
20 1 3 3 0 1 Apto 0
21 4 2 2 0 2 Apto 1
22 5 2 1 2 2 Apto 1
23 8 4 12 3 1 Apto 3
24 3 3 3 2 0 Apto 0
25 3 2 1 1 1 Apto 0
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70 5 9 2 1 2 Apto 2
71 0 0 0 1 Apto 0
72 0 2 2 1 0 Apto 0
73 16 9 4 3 3 Apto 3
74 8 5 1 3 3 Apto 2
75 3 3 2 2 2 Apto 0
76 4 5 9 3 3 Apto 3
77 2 3 3 0 0 Apto 0
78 2 4 4 5 2 Apto 3
79 4 10 13 4 1 Apto 3
80 3 4 9 5 3 Apto 3
81 6 5 2 2 3 Apto 2
82 1 3 1 2 0 Apto 0
83 8 5 4 3 1 Apto 3
84 4 6 3 2 2 Apto 2
85 4 4 1 2 2 Apto 2
86 2 2 2 0 1 Apto 0
87 11 6 3 3 1 Apto 2
88 3 6 2 3 4 Apto 2
89 4 12 6 5 3 Apto 4
90 3 9 5 2 1 Apto 2
91 11 12 5 4 1 Apto 4
92 4 5 3 2 1 Apto 2
93 4 2 2 0 2 Apto 1
94 6 5 3 1 3 Apto 2
95 2 2 2 2 5 Apto 1
96 13 4 1 0 1 Apto 2
97 2 5 1 0 2 Apto 1
98 10 9 4 3 1 Apto 3
99 4 8 6 2 0 Apto 3
100 1 4 5 4 1 Apto 3

Suma 419 | 497 | 328 | 210 183

Media 419 (497 | 3,28 | 21 1,85
DE 2,9 (3,13 | 2,80 |1,59| 1,49
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Anexo 6. Analisis Estadistico.
Célculo de ji — Cuadrado (x°) observado para el universo total de la muestras.

a) Tabla de contingencia entre la aptitud de la muestra con la
distancia de corte de la mucosa al recto anal

Respuesta Distancia de Corte
Aptitud 0,5cm |1lcm |1,5cm |2cm 2,5cm | Total
Apta 55 61 32 15 7 170
No apta 45 39 68 85 93 330
Total 100 100 100 100 100 500

x° =103,0413 (P<0,0001)

b) Tabla de contraste de dos en dos entre las distancias de corte
de la mucosa al recto anal

Contraste DF |ji-Cuadrado P> x°
0,5vs1 1 1,01 0,3139
0,5vs 1,5 1 11,37 0,0007
0,5vs 2 1 42,67 <0,0001
0,5vs 2,5 1 73,70 < 0,0001
lvs1,5 1 19,86 < 00,0001
lvs?2 1 60,84 < 0,0001
lvs 25 1 100,60 < 00,0001
15vs 2 1 8,37 0,0038
15vs 2,5 1 22,11 < 0,0001
2Vs 2,5 1 3,32 0,0683

c) Comparacion por pares mediante una prueba U de Mann-Whitney
para el numero de foliculos linfoides por muestra segun la distancia
alalinea recto anal.

174



12.- INFORME DIRECTORES

175



TITULO DE LA TESIS: Diagnéstico Preclinico de Scrapie mediante
Inmunohistoquimica

DOCTORANDO/A: Gustavo Adolfo Farias Roldan

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS

(se hara menci6n a la evolucion y desarrollo de la tesis, asi como a trabajos y publicaciones derivados de la misma).

La tesis doctoral se ha realizado entre los afios 2008 y 2013, y ha sido fruto de la
colaboracion entre la Universidad de Cordoba y la Universidad de Chile, en esta ultima
se han llevado a cabo todos los estudios laboratoriales y recogida de muestras. Hasta el
momento los resultados de la tesis doctoral han dado lugar a la aceptacion para la
publicacion en la revista indexada en JCR (Archivos de Medicina Veterinaria) del
articulo: “Uso de la inmunhistoquimica para la busqueda de proteinas pridnicas en
tercer parpado de ovinos en Chile”. Parte de la revision bibliografica de la tesis ha sido
publicada del libro titulado: “Principales enfermedades producidas por priones”,
publicado por una editorial de &mbito internacional: Editorial Académica Espafiola
(www.eae-publiching.com). También se ha redactado ya un articulo con los resultados
de mucosa rectal, en los que también se ha realizado un estudio para evaluar la distancia
mas apropiada para la toma de muestras, y que serd enviado proximamente a
consideracion para publicacion en una revista indexada en JCR. Los directores
consideramos que la tesis reune los requisitos de calidad necesarios para su presentacion
con vistas a la obtencién del titulo de doctor y autorizamos dicha presentacion.

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Cordoba, 16 de Abril de 2013

Firma del/de los director/es

Fdo.: José Pérez Arévalo Fdo.: Rafael Zafra Leva

176



