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RESUMEN

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs) son un grupo de enfermedades que
afectan a diferentes especies incluyendo al humano. Dentro de las EETs animales, destaca
el Scrapie que afecta a ovinos y caprinos, y la Encefalopatia Espongiforme Bovina, que

ademas de afectar al ganado bovino, es transmisible a los humanos.

El causante de estas enfermedades es una particula proteindcea infecciosa llamada prion,
que se origina por un cambio conformacional de una proteina pridnica celular del
hospedero (PrP°).

En los altimos afios se han desarrollado programas de vigilancia que consideran a la
Histopatologia e Inmunohistoquimica (IHQ), como el método de diagndstico confirmatorio
para la EEB. Sin embargo, la epidemia desencadenada en el Reino Unido, obligé a
implementar métodos diagnosticos mas rapidos como son el Western Blot e
Inmunoensayoenzimatico (ELISA).

Durante la década del 2000, los investigadores comenzaron a indicar que, en el caso del
Scrapie, era posible utilizar otros tejidos para realizar el diagnostico. Estos tejidos
consideran a los nédulos linfaticos, el tejido linfoide asociado a mucosa rectal (TLAMR) y

al tercer parpado, dada la patogenia de la enfermedad.

Esta memoria fue desarrollada en el laboratorio de Patologia del Servicio Agricola y
Ganadero de Lo Aguirre. Se utilizaron 50 muestras de mucosa rectal de caprinos mayores

de 2 afios, sin importar raza ni sexo.

Se obtuvieron 2 cortes a partir de cada muestra de recto. Uno obtenido a la distancia de 0,5
cm a la unién mucocutanea rectal y el otro a 1 cm de este. De cada corte se obtuvieron
cortes seriados, con el fin de destinar uno a la tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E) y su
corte homdlogo a la técnica de Inmunohistoquimica, si es que en la tincion H&E se

observaban al menos 4 foliculos linfoides presentes.

En total se trabajé con 100 cortes, que fueron sometidos a las técnicas tradicionales de

histopatologia y a la tincion de H&E. De éstos, 90 resultaron aptos para aplicar la técnica
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de Inmunohistoquimica (IHQ); sin embargo, para la deteccion de la proteina pridnica
patologica se escogieron los 50 mejores; uno de cada muestra de recto caprino y
seleccionada por su aptitud y mayor cantidad de foliculos linfoides contabilizados mediante
la tincion de H&E.

De las muestras sometidas a IHQ, ninguna de ellas present6 el precipitado granular rojo
caracteristico de la inmunorreaccion por la presencia de priones, por lo cual se determin6
que todas las muestras de los caprinos estudiados debian clasificarse como negativas, al
igual que los controles negativos de mucosa rectal y de obex. Por su parte, los controles
positivos de mucosa rectal y de obex siempre presentaron el precipitado granular rojo
indicativo de una inmunorreaccion positiva, tal como lo habia indicado el Centro de

Referencia para ese tipo de controles.

Se realiz6 un analisis estadistico en base a la comparacion de los dos grupos de distancias
analizados y la cantidad de foliculos linfoides observados en ellos. Mediante la prueba No
Paramétrica U de Mann Whitney de cual se concluy6 que no existe diferencia significativa
en la distribucion de los foliculos linfoides observados entre 0,5 y 1 cm de distancia a la

unidon mucocutanea rectal.

De esta manera, este trabajo colabord con la vigilancia pasiva anual que realizé el Servicio
Agricola y Ganadero durante el afio 2013, con respecto a la deteccion de priones en la

especie caprina en un determinado grupo de animales de nuestro pais.

Palabras claves: Encefalopatias Espongiformes Transmisibles, prion, Inmunohistoquimica.



ABSTRACT

Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs) are a group diseases that affects
different animal species even humans. Among animal TSEs, is highlighted Scrapie which
affects sheeps and goats and Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) disease that affects

cattle and humans.

The aetiologic agent of these diseases is a pathologic prion protein (PrP*°), originated by a

conformational change of the normal host prion protein (PrP°).

Last years surveillance programs have been developed considering Histopathology and
Immunohistochemistry as confirmatory diagnosis methods for BSE. However, the last
reported outbreak in the United Kingdom, increased the need of implementing more
suitable diagnostic test. These test, such as Western Blot and Enzime-linked

immnunosorbent assay (ELISA).

Since 2000 decade, researchers started to indicate for Scrapie, that it was possible to use
another tissues to detect prion before clinical signs appear in animals. This include
lymphoid nodules, Rectal Mucosa-Associated Lymphoid Tissue (RAMALT) and third
eyelid.

The present study was developed at the Pathology Department of the Agricultural and
Livestock Service (SAG). We used 50 rectal mucosa samples from goats older than 2 years,

of any breed and gender.

We obtained 2 slices from every rectal mucosa sample at 0,5 cm from rectal mucocutaneus
junction and 1 cm from that reference point. From each slices we obtained several 5 um
samples for H&E stain. When at least 4 lymphoid follicles were present, the sample was

submmited to Immunohistochemistry.

Finally 90 slices were classified to be suitable for Immunohistochemistry staining and the
best 50 slices were chosen for prion protein detection, at least one slide per animal. No
sample showed granular red precipitation which indicates prion characteristic presence.

Therefore, all the samples of rectal mucosa studied were classified as negative for Scrapie
6



just like negative rectal mucosa and obex controls showed. Reference center positive
controls presented the granular red precipitation.

Statistical analysis (U- Mann Whitney) showed there was no difference between the

distribution of follicles studied at 0,5 and 1 cm distance from rectal mucocutaneus junction.

Finally, during 2013, this study has colaborated with prion protein detection performed by
SAG, in order to maintain control status in different goats groups of our country.

Key words: Transmissible Spongiform Encephalopathies, prion, Immunohistochemistry.



INTRODUCCION

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs), relnen a un conjunto de
enfermedades que se caracterizan por generar dafio neurodegenerativo progresivo y cuyo
desenlace siempre provoca la muerte del individuo, una vez que aparecen los signos
clinicos. Prusiner (1995), describio la naturaleza del agente causal del cuadro,
caracterizandola como una proteina hidrofébica a la cual denomind prién (particula

infecciosa proteinacea).

La enfermedad se caracteriza por la acumulacién de la proteina priénica anormal (PrP*°) en
el sistema nervioso, derivando en la muerte de las células neuronales y de la glia, con
vacuolizacion intensa del tejido afectado. Los periodos de incubacion tienden a ser

prolongados y de corto curso clinico.

Las EETs, corresponden a un grupo de enfermedades mortales que afectan a numerosas
especies. En general se clasifican como esporadicas, heredables e infecciosas dependiendo

del origen (Brown y Mastrianni, 2010).

El Scrapie es el prototipo de las EETSs, descubierta hace dos siglos que afecta tanto a ovinos
como caprinos. Esta patologia se caracteriza principalmente por dafio neuroldgico
progresivo y pérdida de condicién corporal (Dennis et al., 2009). Al igual que el resto de
las EETs, se generan cambios histopatolégicos caracteristicos, como lo son la
vacuolizacion neuronal (espongiosis), degeneracion del neuropilo y astrogliosis (Farias,
2013).

Como se describe una estrecha relacion entre la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB)
y la variante de la enfermedad Creutzfelt-Jakob en los humanos, la sensibilidad de las
naciones a las EETs ha derivado en el establecimiento de restricciones comerciales que han

impactado negativamente en las industrias caprinas y ovinas (Dennis et al., 2009).

El Scrapie se encuentra distribuida en todo el mundo. Por su parte, Chile esta clasificado en
la categoria de riesgo insignificante para Encefalopatia Espongiforme Bovina, formando

parte de un selecto grupo de 11 paises que han acreditado tal condicion. Sin embargo, no
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existe un estatus sanitario declarado con respecto al Scrapie en la gran mayoria de estos

paises, incluyendo a Chile.

Si bien se han implementado variadas medidas para disminuir al maximo el riesgo de
introduccion de alguna EETs en nuestro pais, es poco lo que se ha vigilado al respecto en
los dltimos afios en la especie caprina. Por lo tanto, el objetivo central de este trabajo es
contribuir a la vigilancia pasiva anual que realiza el organismo gubernamental para esta

especie.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETS), se clasifican como esporadicas,
heredables e infecciosas dependiendo del origen: asi, son esporédicas si la patologia se
presenta sin aparentes factores genéticos o infecciosos asociados; heredables si se encuentra
mutacion genética que provoque un cambio en la estructura de la proteina pridnica; e
infeccioso cuando un prién exdgeno invade el organismo e induce un cambio en la proteina

constitutiva normal de membrana (Brown y Mastrianni, 2010).
Agente causal

Prusiner en 1995, describio la naturaleza del agente causal del cuadro, caracterizdndola

como una proteina hidrofébica a la cual denominé pridn (particula infecciosa proteinacea).

Las EETs son provocadas por la acumulacion en el cerebro de una forma aberrante de
proteina de membrana codificada en las células normales del hospedero (PrP®). Esta
proteina constitutiva de membrana es la que se transforma a la forma patolégica a través de
un proceso postraduccional, en el que se generan cambios de la estructura secundaria, la
gue normalmente contiene un 40% de a -hélice y un 3% de hoja replegada B3, que posterior
al cambio inducido por el prion se modifica a un 30% de a-hélice y 40% de hoja f
replegada (Figura N° 1). En consecuencia, se producen cambios en la estructura fisico-
quimica de la proteina, entre las que se considera la insolubilidad (Aguzzi et al., 2008) y la
resistencia parcial a la digestion por proteasas. De hecho esta Gltima caracteristica es la que

se utiliza en los test rapidos de diagndstico en rumiantes (Vaccari et al., 2009).

Figura N° 1.Cambio conformacional de PrP® a PrP** (FAO, 2013).
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Entre las caracteristicas intrinsecas del agente se plantea, en primer lugar, la inexistencia
de material genético asociado (FAO, 2013). Por otra parte, el prion es resistente a la
mayoria de los tratamientos fisicos y quimicos, permaneciendo estable en un amplio rango
de variaciones de pH y no se ve afectado por las transformaciones cadavéricas. ES
preservado por la refrigeracion y la congelacion; es resistente a la ionizacion y radiacion
ultravioleta y a todo método convencional de esterilizacion (Tabla N° 1). En algunos
estudios se menciona que se puede inactivar parcialmente utilizando temperaturas de 133°C

durante 20 min a una presion de 3 atmosferas (OIE, 2009).

Tabla N° 1. Caracteristicas basicas de los Priones.

Constitucién Proteica

Permanencia de actividad tras uso de radiacién ionizante y ultravioleta

Resistente a tratamiento con proteasa

No provoca respuesta del sistema inmunolégico

Resistente a procedimientos estandares de esterilizacion

(FAO, 2013)

El gen PRNP (gen que codifica para la proteina), esta localizado en el cromosoma 20 en el
humano y para el caso de los caprinos en el cromosoma 13 (Sanhueza, 2010). Este gen
codifica para la PrP® presentando un Unico exdn que posee todo el marco de lectura abierto
y muestra elevado grado de conservacidn entre las especies. Mediante ingenieria genética
se descubrid que al eliminar este gen, el animal presenta resistencia frente a la infeccion por
la PrP*® (De Girolami et al., 2000).

En los animales el gen PRNP, se expresa ampliamente en diversos tejidos, destacando una

elevada concentracion en células neuronales del cerebro, sin embargo no se limita a éste. Al

interior de la célula se sintetiza la PrP° en el citoplasma y es transportada a través del

reticulo endoplasmico y el Aparato de Golgi para ser expuesto en la membrana plasmatica.

A nivel neuronal la proteina pridnica se acumula en dominios ricos en lipidos denominados

dominios semejantes a caveolin. Finalmente la fraccién proteica ubicada a nivel
11




extracelular se ancla a la membrana plasmatica por una cadena de Glicosilfosfatidilinositol
(GFI) (Ryou, 2007).

Al comparar las proteinas prionicas normales y las patologicas, destacan principalmente los
cambios en la estructura fisicoquimica (Tabla N° 2). La estructura secundaria de la PrP°
propuesta por resonancia magnética nuclear sugiere la existencia de 3 o—helices y 2 cadenas
cortas B cuyo tamafio fluctia entre los 33-35 kDa (PrP 33-35). Al contrario, sucede con la
PrP*° que estaria compuesta por 30% de « -helice y 40% de conformacién hoja P replegada.
El incremento en proporcion de la hoja B replegada se debe a una transicion de la
conformacién entre la region hidrofobica residuo aminoacidico (90-140) y una porcion de
las hélices de la molécula PrP. Estos eventos moleculares logran que la proteina se vuelva
hidrofobica y parcialmente resistente a la digestion por parte de proteinasa K, cominmente
utilizada para su diagndstico, resultando en una proteina de 27-30 kDa (PrP 27-30).
Aparentemente la region alterada genera multimeros de PrP*° | los que pueden agregarse en
forma de fibrillas amiloideas. Hasta el momento no se comprende si estas fibrillas causan
algun dafo celular o simplemente corresponden a un producto subyacente de la enfermedad
(Ryou, 2007).

Tabla N° 2 Comparacién de propiedades de PrP°y PrP*

Propiedad Prp° Prp*

Proteina Celular normal Anormal

Infectividad No infecciosa Infecciosa
Plegamiento o -hélice Abundante B -plegada
Solubilidad Hidrofilica Hidrofdbica

Digestion por proteasas Sensible Parcialmente resistente
Reactividad a anticuerpos Elevada a anticuerpo anti-Prp No reacciona

12
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La PrP°® corresponde a una proteina muy ubicua en el organismo, pero es mas abundante en
el cerebro. Su predominante localizacion sinaptica sugiere un rol crucial en la sefializacion
sinaptica (Caiati et al., 2013). La expresion de la PrP® es muy regulada y su alta expresion
en el cerebro inmaduro podria ser un instrumento en la regulacién de la neurogénesis y
proliferacion celular (Caiati et al., 2013). Ademas, se le han atribuido otras funciones: en el
metabolismo de los neurotransmisores, la activacion de las células inmunoldgicas, adhesion
celular, interaccién con la matriz extracelular, via transduccion de sefiales, metabolismo del

cobre y en la actividad antioxidante o muerte celular (Zomosa-Signoret et al., 2008).

La transmision de priones es facil entre individuos de la misma especie, pero también
ocurre entre diferentes especies. Sin embargo, la barrera interespecie que deben atravesar
los priones para poder infectar a especies diferentes a las de su origen, dependera en gran
medida de la homologia entre los genes de la PrP® del donador y los del receptor (Pastrana,
2008). Otros genes que podrian jugar un rol en la susceptibilidad al agente de las EETs, son
los genes de Histocompatibilidad (Dormont, 2002).

Durante la infeccion del prion patoldgico, la PrP® sufre un cambio conformacional
transformandose en un nuevo prion patoldgico. Se han propuesto dos modelos distintos de
transformacion: (1) el modelo de polimerizacién nucleada por conversion no catalitica
propueto por Jarret y Lansbury (1993), en el que se produce agregacién prionica donde una
PrP*° estabiliza rapidamente muchos monémeros de moléculas de PrP° por la incorporacién
dentro de oligémeros de PrP*® (Ryou, 2007). Aparentemente es un proceso
termodinamicamente controlado, en el que el cambio de PrP® a PrP*® es un proceso
reversible. La conversién hacia PrP>° es estabilizada s6lo cuando se agrega sobre un niicleo
formado como cristal o agregado de PrP*°. Cuando esta presente tal nicleo, se favorece
exponencialmente la adicion de monomeros (Aguzzi et al., 2008). (2) el modelo que
respalda al heterodimero o conversién asistida por patrén directo, modelo propuesto por
Prusiner (1998); que postula que los monémeros de PrP*® ajustados anormalmente sirven
como plantillas para convertir la PrP® en una forma aberrante por medio de la interaccion de
estas 2 moléculas (Ryou, 2007). Se propone entonces que al infectar células susceptibles, la
PrP* inicia una cascada catalitica usando la PrP° o un intermediario parcialmente
desplegado (PrPx) como un sustrato, convirtiéndolo en una nueva proteina con un alto
13



plegamiento B. En este modelo, luego de ser convertido en PrP, se formarfan los
agregados de priones. Sin embargo, en ambos modelos se destaca la diferencia en el rol de
agregacion de PrP*° durante la propagacion del prién. Se piensa que los agregados no serian
esenciales para el proceso de conversion del prion en el modelo de conversidn asistida por

plantilla, pero seria indispensable para el modelo de polimerizacion nucleada (Ryou, 2007).

Los procesos de cambio de conformacion ocurren durante un periodo clinico encubierto de
la enfermedad. En la medida que ocurre la acumulacion de la proteina prionica patoldgica,
estas estructuras polimerizadas comienzan acumularse en el cerebro formando placas
amiloides (Pastrana, 2008). De este modo la enfermedad se caracteriza
histopatolégicamente por pérdida neuronal, vacuolizacion de los cuerpos neuronales v el

neuropilo de la sustancia gris (espongiosis), astrocitosis y microgliosis (Crozet et al., 2008).

Enfermedades prionicas que afectan a los humanos

Las Enfermedades pridnicas que afectan a humanos se han clasificado como esporédicas,
hereditarias e infecciosas. Estas enfermedades son subdivididas sobre la base de la
signologia clinica y de las caracteristicas neuropatologicas que presentan. Dentro de las
EETs se encuentra el KurG producido por canibalismo (Prusiner, 1995; Liberski y
Jaskolski, 2002; Lasmezas, 2003; Wadsworth et al., 2008; Liberski et al., 2010), el
sindrome Gerstmann-Straussler-Scheinker asociado a mutacion del gen PRNP (Brown y
Mastrianni, 2010), el insomnio familiar fatal producido por mutacién en el codén 178 del
gen PRNP (Capellari et al., 2011) la enfermedad de Creutzfeldt Jakob (ECJ) y su variante
(VECJ); enfermedad que en la actualidad se clasifica como infecciosa, al estar directamente
relacionada con la encefalopatia espongiforme bovina (EEB), determinada como una
zoonosis (EFSA, 2007 ; Vaccari et al., 2009).
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Enfermedad de Creutzfeldt Jakob (ECJ).

La ECJ fue descrita por primera vez en el afio 1920 por Creutzfeldt, en una mujer que
presentaba un alto grado de demencia. Un afio después, Jacob informé de otros 3 casos con
idéntica signologia clinica (Dominguez et al., 1998). Aunque la ECJ generalmente se
presenta con demencia, mioclonos multifocales y cambios trifdsicos en el
electroencefalograma, cerca del 10% de los casos se manifiesta como una enfermedad
ataxica. Al examen histopatoldgico se observan cambios espongiformes y gliosis en la
materia gris. En aproximadamente el 10% de los casos, las placas amiloides de PrP* estan
presentes (DeArmond y Prusiner, 1995). La ECJ tiene una presentacion a nivel mundial,
reconociéndose tres formas de esta enfermedad y una nueva variante de esta patologia,

éstas son:

a) ECJ esporadica, es el tipo mas comdn en aproximadamente el 85% de los casos.
Usualmente, afecta a individuos entre los 50 a 75 afios de edad, con una incidencia similar
en ambos sexos, y se caracteriza por una rapida y progresiva demencia con trastornos
conductuales (Collins et al., 2004; Bishop et al., 2010). En un 33% de los casos, destacan
las alteraciones visuales o los sintomas cerebelosos respecto a la demencia. Suele haber
mioclonias, rigidez, nistagmos y temblores musculares. El tiempo que transcurre desde el
inicio de la enfermedad hasta que se produce la muerte es de 4 meses (Bishop et al., 2010;
Brown y Mastrianni, 2010). Su incidencia a nivel mundial es de 1 caso por un millon de
habitantes al afio (Collinge, 2005; Yang et al., 2010)

b) ECJ hereditaria, corresponde aproximadamente entre el 10 al 15% de los casos y es una
enfermedad hereditaria asociada a mutaciones en el gen PRNP (gen que codifica para la
proteina priénica), en uno de los siguientes codones: 102, 178, 200 y 210, que son los méas
relacionados a la enfermedad sobre todo el codon 200 y las inserciones de 5 a 6
octapéptidos; son las que se atribuyen al 95% de los casos. La presentacion del cuadro

clinico es temprana y su periodo de incubacion es prolongado (Yang et al., 2010).

c) ECJ iatrogénica, se presenta en menos del 5% de los casos y es el resultado de la
transmision del agente debido a transplantes de cornea, implantes de duramadre, utilizacion

de electrodos en el cerebro o inyeccion de hormona del crecimiento proveniente de
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individuos enfermos (Collins et al., 2004). Generalmente, la inoculacién periférica de PrP>°
genera un cuadro clinico que se caracteriza por ataxia y es de largo periodo de incubacion
(Aguzzi et al., 2006) en cambio con transplantes de cornea o de duramadre infectados, los
periodos de incubacién se acortan y se caracterizan por la presentacion de demencia
(Collinge, 2007; Norrby, 2011).

d) Variante de ECJ (VECJ), a fines de la década de 1980, la posibilidad que la EEB pudiera
ser transmisible a la poblacion humana, fue considerada por muchos cientificos como
improbable. Sin embargo, en el Reino Unido en Marzo de 1996, fueron identificados 10
casos de pacientes que fallecieron como promedio a una edad de 29 afios, con una inusual
presentacion clinica y patoldgica de la ECJ. Las diferencias de presentacion entre ECJ y

VECJ estan representadas en la Tabla N°3.

Tabla N° 3. Comparacion de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica con

variante de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

ECJ VvECJ
Edad promedio de muerte 66 afnos 29 afios
Duracién promedio de la 4 meses 13 meses
enfermedad.
Caracteristicas clinicas. Demencia de rapida progresion | Deterioro neurolégico progresivo
lento.
Caracteristicas del EEG. Complejos periodicos trifasicos Sin caracteristicas especiales.
Caracteristicas neuropatoldgicas Acumulacioén en sinapsis. Depositos extensos de placas
(PrP% floridas.
Genotipo PRNP codén 129 68% homocigotos Met/Met 100% Met/Met

(Dominguez et al., 1998)

Se demostrd, que el isotipo de la PrP*® que se acumula en el cerebro de los pacientes con

VEC]J, es similar a la PrP*° de la EEB transmitida experimentalmente, pero diferente a los
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de la ECJ esporadica, considerando los patrones de glicosilacién observados en el Western
Blot (Ermonval et al., 2003). En los individuos infectados por la VECJ, es posible encontrar
un perfil de glicosilacién de PrP* (denominado tipo 1V), claramente diferenciable de los
ECJ esporadico o iatrogénico (tipos I a I1) (Ermonval et al., 2003). Sin embargo, son muy
similares a los patrones de glicosilacion observados en gatos infectados con priones de la
encefalopatia espongiforme felina (EEF), visones con encefalopatia espongiforme del vison
(EEV) o macacos infectados con priones de EEB (Castilla et al., 2002). Por otra parte, al
inocular experimentalmente tejidos infectados con EEB a primates, se observa la presencia
de depésitos de PrP* en el Sistema Nervioso Central (SNC) como extensas placas floridas,
lo que fue critico para la identificacion de la VECJ y la hipdtesis de su relacion con la EEB.
Ademas, estudios de transmision en ratones transgénicos que expresan el gen de la PrP°
humano o bovino, demostraron que las caracteristicas de transmision de la VEC),
incluyendo el periodo de incubacion y la distribucion de las caracteristicas
neuropatoldgicas, eran muy similares para la EEB y la VECJ, y muy distintas de la ECJ
esporadica (ECJs) (Trevitt y Singh, 2003).

Enfermedades prionicas animales

Numerosas especies animales se ven afectadas por diversas encefalopatias espongiformes
transmisibles (EETSs), tal es el caso de: Scrapie que afecta a ovinos y caprinos, la
encefalopatia espongiforme bovina (EEB), la encefalopatia transmisible del vison (ETV), la
enfermedad del desgaste cronico (EDC) en ciervos y alces, y la encefalopatia espongiforme
felina (EEF) en gatos (Hur et al., 2002).

Encefalopatia transmisible del vison (ETV)

Corresponde a una enfermedad que afecta al SNC de visones criados en granjas. Fue
detectada en Estados Unidos en el afio 1947, no volviéndose a presentar nuevos brotes
hasta principios del afio 1960. Desde entonces, se describieron nuevos casos en Canada,

Europa Occidental y en republicas de la antigua Union Soviética (Castilla et al., 2002).

Los visones adquirieron la enfermedad por alimentos contaminados con priones. Fueron

los ganaderos dedicados a la crianza del vison quienes incluyeron en su alimentacion
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desperdicios de matadero y cadaveres de animales sin tratar, sin embargo, ain cuando no ha
sido posible demostrar la alimentacion con material ovino o bovino infectado en todos los
brotes. Algunos estudios de inoculacion intracerebral del prion que causa esta enfermedad,
muestra algunas similitudes con la EEB, como el periodo de incubacion, los signos clinicos
y las lesiones neuropatologicas. No obstante, la distribucion de las lesiones en los visones
inoculados es distinta de las observadas con la EEB. Las lesiones en los visones expuestos
a ETV, también fueron distintas a las observadas en el Scrapie. Esta se trata de una
enfermedad cerrada, sin vias naturales de transmision entre visones, salvo en casos de
canibalismo (Williams y Miller, 2003).

Su periodo de incubacion promedio es de 7 meses. Los sintomas pueden aparecer entre 3
dias hasta 6 semanas. Los signos mas tempranos incluyen un aumento de la suciedad de la
madriguera y dispersion de residuos por toda la jaula. A medida que la enfermedad
progresa, el animal se muestra mas excitado y manifiesta una descoordinacion severa, con

espasmos pronunciados en los miembros traseros (Farias, 2013).

La infeccion natural y experimental muestra una microvacuolizacion de la materia gris en

el cortex cerebelar, cuerpo estriado y cerebro medio (Castilla et al., 2002).

La ETV ha sido experimentalmente transmitida a ovinos, caprinos y hamster, pero podria
no ser transmisible al raton (Lasmezas, 2003).

Enfermedad del desgaste cronico (EDC)

Afecta a ungulados domeésticos y salvajes. EIl primer caso data de 1967, correspondiendo a
un ciervo mula en cautividad (Odocoileus hemionus) en Colorado, Estados Unidos.
Practicamente todos los casos reportados hasta la actualidad se han presentado en
Norteamérica, Colorado y Wyoming. No se ha demostrado transmisién entre la EDC y
otras EETs, en animales o en el hombre (Castilla et al., 2002). Hasta la fecha, el origen de

esta enfermedad no ha sido dilucidado exactamente (Williams y Miller, 2003).
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Las especies que han sido afectadas son el gran kudu (Tragalaphus strepsieros), abigo
(Odocoileus leucoryx), ciervo de pelo blanco (Odocoileus virginianus), ciervo de pelo

negro (Odocoileus hemionus) y alce (Cervus elaphus) (Castilla et al., 2002).

La enfermedad se caracteriza por una pérdida de peso cronica y se presenta en animales
entre 2,5 a 7 afios de edad. Los signos clinicos consisten en pérdida de peso progresiva,
apatia, depresion, ataxia, deshidratacion, caida de cabeza y orejas, salivacion excesiva,
polidipsia, poliuria, cambios de comportamiento, disminuyendo el miedo a los humanos y
la interaccion con otros individuos del grupo. El animal muere a los 6 meses luego de la

aparicion de los sintomas (Farias et al., 2009).

Los datos de EDC en los ungulados cautivos, indican que la enfermedad es contagiosa y se
transmite horizontalmente. Sin embargo, el mecanismo exacto de transmision es adn
desconocido (Williams y Miller, 2003).

Encefalopatia Espongiforme Felina (EEF)

Se diagnosticd por primera vez en 1990, en un gato doméstico en Inglaterra. Su incidencia
en el Reino Unido es de 10 a 15 gatos infectados por un millon. Ademas, se han descrito
casos en pumas, ocelotes y tigres. Se estima que la infeccion se debi6 a la contaminacion

del alimento con tejido bovino infectado por priones de EEB (Farias et al., 2009).

Todos los casos presentan signologia nerviosa generalizada, ataxia y dilatacion pupilar. La
mayor parte de los casos diagnosticados han aparecido en individuos con una edad
comprendida entre los 4 y 9 afios. Los estudios inmunohistoquimicos han evidenciado la

presencia de PrP*° en el cerebro y en la médula espinal (Farfas et al., 2009).
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB)

El primer caso de esta enfermedad fue observado en el afio 1985, en una vaca Frison de una
granja del sur de Inglaterra, que presentdé un sindrome neurolégico descrito como
hipersensibilidad crénica con descoordinacién marcada. Este animal manifesté cambio de
conducta acompafiado de comportamientos agresivos. Siete meses después, en el mismo

rebafo, se presentaron nueve casos mas con los mismos signos clinicos. En noviembre de
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1986, el analisis histopatoldgico del cerebro de estos animales revel6 una gran similitud con
los cerebros de los animales infectados con scrapie (Castilla et al., 2002). La confirmacion
que la EEB se origin6 debido a un agente transmisible asociado a Scrapie, fue obtenida
cuando esta encefalopatia espongiforme fue satisfactoriamente transmitida a distintas
estirpes de ratones como resultado de la inoculacion intracerebral de material infeccioso de
EEB (Wilesmith, 1994; Juste et al., 2012).

La ausencia de un método de diagndstico practico, que permitiera la identificacion de
animales en fases preclinicas, obligo al uso de rifle sanitario masivo de animales como
medida preventiva, para poder profundizar en la etiologia, patogenia y obtenciéon de
métodos de diagnostico para esta enfermedad (Castilla et al., 2002).

Scrapie

El Scrapie es el prototipo de las EETSs, que afecta a ovinos y caprinos, su conocimiento data
desde hace mas de 2 siglos. Esta enfermedad es endémica en muchos paises europeos y ha
sido también reportada en diversos paises a través de otros continentes. Sin embargo,
Australia y Nueva Zelanda han mantenido su condicion de pais libre de Scrapie debido a

rigurosas medidas de control (OIE, 2000).

En la especie caprina es una enfermedad cuyo conocimiento es limitado, a pesar que su
primera observacion surgié en Francia en 1942, en un animal con sintomatologia
compatible y que vivia junto a un rebafio de ovinos que presentaban la enfermedad desde

hace afios (Vaccari et al., 2009).

Luego de la epidemia de EEB, la susceptibilidad de las naciones se increment6 al asociarse
esta enfermedad con el Scrapie de ovinos y caprinos, por lo cual a partir del afio 2002 se
establecieron programas de vigilancia obligatoria de la Unién Europea, solicitando pruebas
en mataderos. Como consecuencia, los casos de Scrapie positivos en pequefios rumiantes se
incrementaron, incluso se logro detectar infeccion en animales clinicamente asintomaticos
(Vaccari et al., 2009).
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Actualmente hay tres clasificaciones de las enfermedades pridnicas naturales que afectan a
las cabras en Europa. Estas se distinguen en base a caracteristicas inmunobioquimicas
como Scrapie clasico, atipico y tipo EEB. En la medida que las técnicas Utiles para
diferenciar cadenas del prion mejoren apareceran otro tipo de cadenas de EETs en caprinos
(Vaccari et al., 2009).

Asi como han avanzado las técnicas de diagndstico molecular, se han descrito casos de
Scrapie atipico en caprinos, e incluso un caso de EEB descrito en un caprino de Francia el
afio 2002, ademéas de otro caso similar en caprinos del Reino Unido usando pruebas

diagndsticas mas sensibles (Jeffrey et al., 2006).

La habilidad para distinguir entre el prion del Scrapie clasico y el prion de la EEB, resulta
de particular importancia en pequefios rumiantes, por la naturaleza zoonética de esta Ultima
(Manning et al., 2008) y por la potencial exposicién que hayan tenido los animales al
alimento que originé la EEB. Sin embargo, los mecanismos por los que los factores del
hospedero influencian en el fenotipo de la enfermedad, ain no son completamente
entendidos (OIE, 2009).

Dentro del conocimiento cientifico que se ha generado en relacion a los caprinos, se sugiere
a esta especie como modelo experimental, dado que es altamente eficiente para generar la
infeccion y 100% sensible (Vaccari et al., 2009).

La transmision del Scrapie en las cabras, se demostré experimentalmente unos pocos afios
después del primer caso del Scrapie natural en caprinos. Diferentes investigadores, han
tratado de generar la infeccion mediante distintas vias de entrada, como lo fue la utilizacién
de la ruta intraocular en 1939, por Cuillé y Chelle, o la via intracerebral utilizada por
Pattinson y cols. en 1959 (citados por Vaccari et al., 2009). Luego de numerosos intentos
por replicar el cuadro experimentalmente, se logré determinar que el periodo de incubacion
puede ser tan variable que va desde de los 7 a 23 meses (Vaccari et al., 2009). De acuerdo a
todos los antecedentes recopilados, este hecho estaria basado en la existencia de alelos de la
proteina prionica caprina (PRNP), que son capaces de influir en el periodo de incubacion.
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Tal como ocurre en los ovinos, en la especie caprina existe susceptibilidad al Scrapie que
estd determinada por el polimorfismo en codones especificos, derivados del gen que
codifica para la proteina prionica (PRNP). Se han descrito diferencias en la susceptibilidad
entre los caprinos al Scrapie. En un estudio reciente se ha establecido que en esta especie, la
probabilidad de infeccion seria mayor en animales homocigotos para Isoleucina en el codon
142, més que para aquellos que portan Metionina en la misma posicidn, sugiriendo que este
ultimo aminodcido tendria un efecto de proteccion parcial para el desarrollo de la

enfermedad en el caprino (Vaccari et al., 2009).

Ya desde la década de los noventa, se acepta que las cabras han demostrado
experimentalmente, periodos de incubacion un poco méas largos que las ovejas (Vaccari et
al., 2009). Esto se explica debido a que el prion del Scrapie es mas especifico del ovino y
afectaria a los caprinos en segunda instancia, debiendo adaptarse a esta especie para poder

generar la enfermedad (Farias, 2013).

La patogénesis del Scrapie en rumiantes y modelos roedores ha sido estudiada por Hadlow,
Scottish y Dickinson, quienes demostraron a comienzos de 1980, la existencia de una
susceptibilidad genética para estas enfermedades que, combinada con un componente

infeccioso, determinaria las caracteristicas de la enfermedad (Lasmezas, 2003).

En relacion al cuadro clinico en caprinos, éste se caracteriza por presentar episodios de
cambio conductual, rasquido que es de menor intensidad al compararlo con el que
presentan los ovinos; pérdida de peso, hasta el desarrollo de signologia nerviosa como lo es

el tremor y ataxia, luego postracion y muerte (DEFRA, 2008).

La transmision ocurre por via vertical y horizontal. La infeccion de las crias ocurre en el
momento del parto y posiblemente en el periodo prenatal. Las membranas fetales son una
fuente importante de transmisién entre animales no emparentados, especialmente cuando

las zonas de parto estan en areas confinadas (Terry et al., 2011).

Dentro de los diagnosticos diferenciales, especialmente en la fase temprana de la

enfermedad, se encuentran la pseudorabia (enfermedad de Aujeszky), el ectoparasitismo, la
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rabia, la encefalitis por Listeriosis, Maedi Visna, cetosis, hipomagnesemia e intoxicaciones
quimicas y por plantas (OIE, 2009).

El analisis histopatologico de los cerebros muestra astrogliosis, vacuolizacion intracelular y
pérdida neuronal. No parece existir una relacion entre la cantidad de astrogliosis observada
y la gravedad de las lesiones vacuolares, por lo que ambos cambios parecen representar
respuestas primarias independientes. Se han descrito también alteraciones en el pancreas
(Castilla et al., 2002).

El Scrapie ha sido transmitido experimentalmente a otros rumiantes, primates, gatos y a una

amplia variedad de roedores (Lasmezas, 2003).
Patogenia y transmision

La forma en que se genera el cuadro es compatible en todos los tipos de EETSs. El prién del
Scrapie ingresa al animal principalmente a través de la via oral. Dada las caracteristicas de
resistencia en el medio ambiente, el agente permanece afios en pastos contaminados, por lo
que se considera que el Scrapie es autosustentable; la excrecion por productos organicos:
heces, saliva, orina o residuos placentarios, establecen un eficiente sistema para perpetuar

la infeccion de animales que ocupen praderas infectadas con el agente (Terry et al., 2011).

Por otra parte, la presencia de heridas en la piel o el dafio directo a membranas mucosas
sugieren también otra via de ingreso adicional. Incluso se plantea la posibilidad de
transmision vertical a través de la exposicién oral de los neonatos al prién dentro de los
fluidos placentarios (Caplazi et al.,, 2004). La transmision vertical del agente se ha

planteado de forma experimental en los ovinos (Vaccari et al., 2009).

Fundamentalmente se describen 3 etapas en la patogenia de la enfermedad del Scrapie
clasico: (1) infeccién y replicacion periférica, (2) neuroinvasion desde la periferia hacia el
SNC vy (3) neurodegeneracion (Aguzzi, 2006; Van Keulen et al., 2008). Posteriormente, al
fendbmeno de neuroinvasion, se producira la neurodegeneracién y diseminacion centrifuga

desde el SNC hacia los otros tejidos periféricos, incluyendo el muasculo (Farias, 2013).
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En el Scrapie clasico el prion ingresa por via oral y cruza la barrera de la mucosa intestinal
mediante tres vias posibles (Figura N° 2). La primera es a través de células — M, un tipo de
célula presente en los foliculos asociados al epitelio de la mucosa intestinal y tonsilas, el
que se especializa en el transporte de macromoléculas y particulas que cruzan el epitelio.
La segunda, mediante enzimas digestivas que fragmentarian al agente en un nucleo
infectivo resistente a proteasas asociado al transporte de Ferritina .La tercera, por medio de
células dendriticas que capturan antigenos, por medio de sus procesos dendriticos insertos

en el limen intestinal (Van Keulen et al., 2008).
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Figura N° 2. Posibilidades de ingreso del pridén a través de la mucosa intestinal y sus
mecanismos de replicacion (Van Keulen et al., 2008). CD: célula dendritica.

Una vez que ingresa, comienza la etapa de replicacion periférica del prion. Este se acumula
primero en los tejidos linfoides asociados a intestino (TLAI), tonsilas y placas de Peyer,
donde se multiplica. Posteriormente, los priones seran transportados hacia los linfonddulos
retrofaringeos y mesentéricos. El primer tejido neuronal en el cual la PrP> puede ser
demostrada tanto en el Scrapie como en la EEB, es el sistema nervioso entérico (SNE) (Van

Keulen et al., 2008). Posteriormente a la invasion del SNE, el pridn asciende a través de las
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vias neuronales eferentes parasimpaticas y simpaticas hacia el cerebro (via ganglio
mesentérico craneal/abdominal). Una vez que alcanza estas vias neuronales llega al cerebro
a través del Nucleo Motor Dorsal del Vago (NMDV) a nivel del obex y el Asta lateral en
los segmentos medulares toracicos de la columna vertebral. Desde estos sitios en el SNC, la
infeccion se disemina en direccién ascendente y descendente, hasta finalmente incluir la
inervacién completa, como lo describe la Figura N°3 (Van Keulen et al., 2008).
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Figura N°3. Mecanismo de ascenso y diseminacién de priones (Van Keulen et al.,
2008).

Desde el punto de vista anatomopatoldgico, macroscopicamente los cerebros de animales
afectados se visualizan como normales, sin embargo, la inspeccion microscopica (Figura
N°4), revela cambios que consisten en astrogliosis, vacuolizacion intracelular, pérdida de

neuronas y formacion de placas amiloides ocasionales (Pastrana, 2008).
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Figura N°4. Aspecto histopatoldgico caracteristico de cerebros de animales afectados
por Scrapie. Flechas indican vacuolizacion neuronal (FAO, 2009).

La patogénesis de las EETSs, envuelve complejas interacciones del agente infeccioso con
diferentes células blanco y el medio extracelular (Lasmezas, 2003). En un principio, se
pens6 que la presencia de los linfocitos B (LB), seria crucial para la neuroinvasion de la
PrP*°, aunque el modo preciso de accién de estas células no estaba atn dilucidado (Huang y
MacPherson, 2004). Sin embargo, posteriormente se pudo comprobar que el papel de los
LB no estaba relacionado directamente con el nivel de expresion de la PrP¢, ni con la
neuroinvasion de la PrP*°, ya que se demostré, que en poblaciones de ratones carentes de
precursores de LB, a los que se les inoculd LB procedentes de ratones “Knock out”, donde
la expresion génica de PrP° se ha abolido, la neuroinvasion se restablece de la misma forma
que lo hacen los LB que si expresan PrP® (Brun et al., 2003; Huang y MacPherson, 2004).
Un papel maés claro de los LB en la patogénesis de las EETs, podria derivarse de la funcion
que estos cumplen en la mantencion del estado de maduracion de las células dendriticas
foliculares (CDF) en los nddulos linfaticos, las placas de Peyer intestinales y los centros
germinales del Bazo (Brun et al., 2003), ya que esta maduracion depende del factor de
necrosis tumoral o (TNF-a) sefializado desde los LB. La funcion de las CDF maduras, es
la de atrapar antigenos no procesados que forman inmunocomplejos de superficie, mediante
anticuerpos o componentes del complemento. A su vez, las CDF secretan interleucina 6
(IL-6), cuya deficiencia interfiere con el desarrollo de los centros germinales. Diversos
estudios han demostrado, que la acumulacién de PrP*° requiere la presencia de las CDF

maduras, pero no de los linfocitos B o T. A partir de las CDF del Bazo, los linfocitos
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esplénicos podrian acumular priones, pero solamente si portan PrP® en su superficie (Brun
et al., 2003; Huang y MacPherson, 2004).

Diagnostico

Durante la epidemia de EEB que ocurrié en Europa en la década de los 80, la definicion
inicial de los casos se basé en la observacion de cambios histopatolégicos no
inflamatorios en el SNC, lo que ciment6 las bases para la confirmacién del diagnostico
clinico de EEB, siendo la caracteristica mas importante, la vacuolizacion que abarca un
cambio espongiforme en el neuropilo de la materia gris y una o maltiples vacuolas en el
pericarion neuronal. La vacuolizacion tiende a ser simétrica y bilateral. La alta
frecuencia de la lesiones en ciertos nucleos anatomicos de la médula oblongada a nivel
del obex, permiti6é canalizar el diagndstico en una sola seccion de la médula. En esta
estructura anatémica, se destacan ndcleos frecuentemente afectados: el dorsal del vago,
el del tracto solitario y el espinal del trigémino. Estos ndcleos se han visto afectados en
un 99,65% de los casos diagnosticados como positivos, por lo que esta region es la mas

importante para el diagndstico histopatolégico de la enfermedad (OIE, 2009).

Tradicionalmente, se consideré a la histopatologia como la herramienta diagnostica mas
relevante, para la deteccion de los cambios espongiformes en animales que mostraban
sinologia nerviosa. En la actualidad, los programas de vigilancia activa oficiales ejecutados
en los paises miembros de la Union Europea, mantienen la confirmacion de la enfermedad
en el tejido nervioso, especificamente en la porcion del obex, para su analisis mediante
Inmunohistoquimica (prueba estandar) o bien, para la realizacion de pruebas diagndsticas
rpidas como Western Blot o Inmuno ensayo enzimético (ELISA) (OIE, 2009).

La demostracién de las fibrillas caracteristicas de PrP>°, denominadas SAF (fibrillas
asociadas a Scrapie), por microscopia electrénica en extractos detergentes obtenidos desde
médula espinal fresca o congelada, ha sido usada como un método diagndéstico adicional de
la EEB, pero no tiene el mismo nivel de sensibilidad o especificidad de los métodos de
inmunodiagnostico (OIE, 2009).

La infeccién con el prion de la EEB, puede ser demostrada experimentalmente por la
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inoculacién de ratones con material infeccioso via intracerebral o intraperitoneal. Sin
embargo, estos bioensayos no son practicos desde el punto de vista diagndstico, debido
al largo periodo de incubacion de la enfermedad, por lo que su utilizacion se restringe al

campo de la investigacion (OIE, 2009).

En el caso del Scrapie clasico, las técnicas inmunolégicas pueden utilizarse para realizar la
deteccion del agente en muestras de tejido linfoide, como lo son los linfonodos
retrofaringeos v las placas de Peyer en el fleon distal; en los que la PrP*° ha sido detectada
consistentemente en etapas tempranas de la enfermedad (Gonzalez et al., 2006). Sin
embargo, existe el inconveniente que en ovinos afectados con algunas estirpes atipicas de
PrP*°, no se acumularian en los tejidos linfoides, o lo hacen en pequefia cantidad (Gonzalez
et al., 2006).

Actualmente, se estd desarrollando la obtencion de muestras en el animal vivo mediante
biopsia, lo que se ha implementado en los ovinos, estableciéndose como un procedimiento
que permite la deteccion temprana del prion, ocupando tejido linfoide existente en el tercer

parpado y/6 mucosa rectal (Dennis et al., 2009; Leal et al., 2012).

En los ovinos, el diagndstico preclinico mediante biopsia, se intentd en tercer parpado y
tonsila palatina. Sin embargo, dado los inconvenientes técnicos y metodoldgicos, se
consider6 que no servian para monitorizacién a gran escala (Gonzélez et al., 2008). Por este
motivo, a nivel mundial se recomienda el uso de la mucosa rectal, puesto que el agente del
Scrapie clasico, se acumula en ésta en gran proporcion en los animales afectados
clinicamente (97%) y en estados preclinicos de la infeccién (86%). Ademas, la probabilidad
de un resultado positivo en la mucosa rectal, no se afectaria por factores del hospedero

como la raza, edad o el estirpe de la PrP® (Gonzalez et al., 2008).

Al comparar la vigilancia de animales con signos clinicos, las pesquisas de EETs en los
animales muertos, ayudaron a mejorar la monitorizacion de la enfermedad en pequefios
rumiantes. Sin embargo, el rendimiento en términos de deteccion individual pareciera estar
limitado. Los estudios realizados en pequefios rumiantes revelan que la acumulacion de
PrP*° en SNC, ocurre posteriormente, durante una etapa tardia de incubacion. Es por esto

gue numerosos autores sugieren que el tejido linfoide corresponde a una opcién mucho mas
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racional de deteccion que el obex, para el Scrapie clasico tanto en caprinos como Ovinos
(Corbiére et al., 2013).

La Inmunohistoquimica.

Este método combina técnicas andtomo-patologicas, inmunoldgicas y bioquimicas,
permitiendo localizar componentes tisulares “in situ”, mediante el empleo de anticuerpos
especificos y moléculas marcadoras. Segun los laboratorios de referencia de la Comision
Europea para las EETS, el principio teorico de la aplicacion de la Inmunohistoquimica en
las muestras fijadas en formalina, consiste en la bldsqueda de epitopes Yy utilizacion de

anticuerpos elaborados especificamente para priones (OIE, 2009).

Segln Leal y cols. (2012), existen limitantes en el uso de otros métodos como el Western
Blot 0 ELISA, técnicas que son cominmente utilizadas en los programas de vigilancia de
Scrapie y EEB en Europa y EEUU como pruebas rapidas, dado que si la muestra de tejido
linfoide contiene baja cantidad de foliculos se reduce la probabilidad de obtener cantidades
detectables de PrP*® y se incrementa la probabilidad de obtener falsos negativos. Por esto,
se utiliza la técnica de Inmunohistoquimica, cuyos resultados son mas sensibles y

especificos en tejido linfoide (Furr et al., 2011).

Segun la informacion oficial de la Oficina Internacional de Epizootias afio 2009, la
enfermedad se caracteriza por evadir cualquier respuesta inmunolégica especifica, por lo
tanto, no existe justificacion para realizar la deteccidn en base a anticuerpos especificos en
el suero (OIE, 2009).

Western Blot (WB)

La electroinmunotransferencia o Western Blot, detecta la PrP>® inmunolégicamente
desde tejido medular fresco o congelado, caracterizando la proteina priénica patégena
segun su movilidad electroforética y detectando sus bandas de glicosilacion y de peso
molecular. Esto se realiza mediante un tratamiento previo de las muestras con proteinasa
K. Los extractos se denaturan con calor y Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), para ser

analizado por electroforesis en gel de poliacrilamida. Posteriormente, la proteina
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denaturada se transfiere a una membrana de nitrocelulosa para ser detectada con un
anticuerpo marcado. Esta prueba es altamente sensible y se utiliza frecuentemente para
caracterizar la cepa del prion en estudio, a traves de la determinacion de los patrones
moleculares de las tres glicoformas de PrP* y la reaccién de ciertos anticuerpos

dirigidos contra la porcion amino terminal (Kibler et al., 2003; Grassi et al., 2008 ).
Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

Otra técnica es el inmunoensayo enzimatico (ELISA), que también detecta la PrP>® desde
tejido fresco o congelado. Las muestras son homogenizadas y sometidas a tratamiento
previo con Proteinasa K y luego son centrifugadas; el sobrenadante se diluye y se somete a
analisis. Se pueden utilizar distintos anticuerpos. La PrP*° es capturada en una microplaca
usando un anticuerpo anti-PrP o un ligando, ademas de un segundo anticuerpo anti-PrP
asociado a un sistema de deteccion (Gavier —Widén et al., 2005). Al igual que el Western
Blot, esta técnica permite trabajar con un mayor nimero de muestras en menos tiempo

mediante el uso de kits comerciales de diagndstico (NUfiez, 2004; OIE, 2009).
Salud publica

Dentro de las EETSs, el mayor problema lo constituy6 la aparicion del priéon que provoca
la EEB, luego de establecerse el nexo con los casos de la variante de la Enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (VECJ) en humanos y la probable exposicion a alimento contaminado
con ese prion (Salguero et al., 2006). Las formas esporadicas de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob no se consideran ligadas a alguna EETs por animales (Juste et al.,
2012).

Se ha demostrado que las personas que han ingerido alimentos de origen vacuno
infectados por proteina prion patdégena desarrollan una ECJ atipica (Will, 2002;
Llewelyn et al., 2004), con un curso algo mas lento que la ECJ y que afecta a personas
mucho mas jovenes (media de 30 afios en vez de 65 afios), por lo que se ha dado en
denominar “variante de la ECJ” (VECJ) (Tabla N°4). Ademéas de la ingestion de
productos carnicos contaminados, existen otras EETs en el hombre como el Kuru,

adquirido por préacticas de canibalismo ritual; la ECJ adquirida por précticas iatrogénicas
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(transplante de material a partir de personas enfermas o por uso de material quirdrgico
contaminado); o de forma esporadica, por una mutacion somatica de tipo familiar
(Carridn, 2007).

En el caso del Scrapie, hasta el momento no se ha demostrado un riesgo ocupacional o
alimentario para la especie humana por la exposicion a productos ovinos y caprinos
infectados, lo que sugiere que el prion del Scrapie no es un peligro para la salud humana
bajo condiciones naturales de exposicion (Nufiez, 2004). Epidemioldgicamente no se ha

relacionado el Scrapie con ninguna variable de la ECJ (Juste et al., 2012).

La principal complicacion de mantener esta aseveracion es que, en la medida que se han
mejorado las técnicas moleculares para realizar la deteccion y caracterizacion de los
priones, han aparecido nuevas estirpes del Scrapie, clasificandose hoy, como clésicas,
atipicas y tipo EEB, de las cuales se desconoce el potencial peligro que pudieran

representar al ingresar a los alimentos (Juste et al., 2012).

En el ganado bovino se han realizado experimentos administrando por via oral cerebro
infectado con EEB a terneras de 4-6 meses de edad. Cuando parieron a los dos afios de
comenzar el experimento se analizo su calostro y leche, separando la fraccién lactea rica
en células somaticas. En ninguna de las lactancias analizadas se pudo detectar proteina
prién patogena (Everest et al., 2006).

Existen numerosos estudios que muestran que la transmision de los priones se realiza a
través de la ingestion de productos contaminados con la proteina patdgena, que alcanza
una mayor concentracion en los productos considerados Material Especifico de Riesgo
(MER). Dentro de estos no se encuentra la leche, ni el muasculo. Sin embargo, en revistas
de divulgacidn cientifica poco contrastadas se ha publicado que existen en los comercios
tetra bricks de leche homogeneizada y pasteurizada, que contienen la proteina pridnica

patdgena (Carrién, 2007).

Juste y cols. (2012), mencionan la ocurrencia de 1 caso de VECJ que afect6 a una madre
y su hijo en Castilla y Ledn, Espafia, durante el periédo de vigilancia de enfermedades

espongiformes (2007-2008); figura que suele atribuirse a los casos de Kuru ocurridos en
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Nueva Guinea. De forma coincidente, atribuyen la gran masa de pequefios rumiantes
existentes en la region en la que se presentd tal caso, sugiriendo el posible rol de estos
como promotores de agentes de EETs con habilidades para traspasar la barrera
interespecie. Estudios de laboratorio indican que el prion de la EEB, incrementa su
virulencia y capacidad de atravesar la barrera interespecie al realizar pasajes en la
especie ovina (Espinosa et al., 2007; Tamguney et al., 2009). Otro estudio, demostro que
estirpes atipicas de Scrapie pueden ser transmitidas oralmente entre ovinos (Simmons et
al., 2011). Interpretaciones mas sensibles de pruebas diagnosticas de rutina, han indicado
la presencia de proteina pridnica patoldgica en tejido presumiblemente no infectado
como el higado (Everest et al., 2011). Por lo tanto, estos estudios sugieren la presencia
de proteinas pridnicas potencialmente patdgenas en la poblacién ovina/caprina y que

pueden llegar directamente a la cadena alimenticia humana (Juste et al., 2012).

Las EETs no se transmiten facilmente a otras especies gracias a la barrera natural
existente, que exige que las proteinas patégenas tengan que adaptarse al nuevo
hospedador. La incidencia de la VECJ ha sido inferior a lo que se esperaba en un
principio, puesto que incluso en el afio 2001 (peack de la enfermedad), ni siquiera hubo
30 personas diagnosticadas. El peack correspondiente a la EEB tuvo lugar en el afio
1992, de lo que se deduce que la incubacién en el hombre es de alrededor de 8-10 afios.
Parece que nos encontramos en la fase descendente, de tanto en la EEB como en la
VECJ, por lo que se debe moderar la alarma que se transmite (Carrién, 2007). Por una
parte, Pastrana (2008), indica que se han contabilizado més de 200 casos mortales de
VvECJ, al menos 4 de ellos por transmision iatrogénica y se desconoce si la epidemia se
encuentra en fase descendente, por lo que no se descarta la posibilidad de existencia de
individuos portadores de la enfermedad, que manifiesten signos con los afios. El analisis
molecular (perfil de bandas y patrén de glicosilacion), los prolongados periodos de
incubacion, que en humanos puede superar los 50 afios; el propio efecto genético sobre
las barreras de transmision y la potencial transmisibilidad del prion de la EEB a otras
especies, son algunos de los argumentos esgrimidos a favor de la hipétesis y que inducen
a la cautela (Pastrana, 2008). Actualmente, se han registrado 229 casos de VECJ (CDC,
2013).
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El peack de la VECJ producido durante el afio 2000 pareciera dirigirse a la baja. Al 2010
se registraron 214 casos de los cuales 167 ocurrieron en el Reino Unido, 25 en Francia y
el resto en paises Europeos (NCIDSU, 2010). El intervalo de tiempo ocurrido entre los
maximos registros de EEB y VECJ es de 9 afios y las técnicas de exclusion de MER
fueron introducidas como medidas de control en los mataderos hacia el afio 1989
(Norrby, 2011).

Tabla N° 4. Caracteristicas diferenciales entre la ECJe (esporéadica) y la VECJ.

ECJe VECJ
Edad de muerte 66 afios 29 afios
Duracion 4 meses 13 meses
Caracteristicas clinicas. Demencia de rapida Deterioro neurolégico
progresion progresivo lento.
Caracteristicas del EEG. Complejos periodicos Sin caracteristicas especiales.

trifasicos caracteristicos

Caracteristicas

neuropatolégicas (PrP>°)

Acumulacion en sinapsis.

Depositos extensos de placas

floridas.

Genotipo PRNP codén 129

68% homocigotos Met/Met

100% Met/Met

(Will, 2002; Collins et al., 2004).

La magnitud de la contaminacion de los humanos con la EEB, que probablemente
ocurrio por la via oral, es ain desconocida, pero se han tomado medidas para proteger la
salud publica, como son la remocién desde la cadena alimenticia humana de productos
bovinos que probablemente contienen el agente infeccioso (cerebro, médula espinal,
tonsilas, bazo, timo, linfonddulos e intestino) (Lasmezas, 2003).

Después de la exposicion oral con el agente de la EEB, el sistema nervioso entérico de
los humanos puede ser uno de los puntos iniciales de entrada de la PrP*, lo que puede

proveer una forma de propagacion del agente al SNC, como también un sitio inicial de
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generacion de la infeccion. La presencia del receptor de laminina (67 kDa) en la
superficie luminal del epitelio intestinal, en aproximadamente el 40% de los humanos
infectados con la vCJD, puede representar un factor de riesgo de susceptibilidad para la
infeccion con la PrP*, asi como también, una posible via de contaminacién iatrogénica

mediante procedimientos endoscépicos (Ghosh, 2004).

En el caso de la VECJ, se detectd la presencia de la PrP*° en los 6rganos linfoides de los
pacientes enfermos (tonsilas, linfonddulos y Bazo), en todos los casos reportados
(Lasmezas, 2003; Collins et al., 2004). Otras investigaciones sugieren, que existiria un
mayor riesgo de transmision secundaria con la VECJ, ya que mediante un estudio de
inmunodeteccion de PrP> en pacientes con VECJ, se reportd la presencia del agente en
retina y nervio optico, en cantidades que corresponden a un 25% de lo que se encuentra
en cerebro. Ademas, se detectaron menores concentraciones en el recto, timo y glandulas
adrenales en uno de los pacientes estudiados, lo que sugiere que la PrP* podria estar
presente en otros érganos, ademas de los descritos hasta la fecha (Collins et al., 2004).

A fines del afio 2003, se presentd el primer caso de muerte de un paciente con VECJ, que
habia recibido transfusion de sangre desde un donador fallecido a causa de esta
enfermedad, en 1999. Esto plantea la posibilidad de transmision del prion por via
sanguinea entre humanos afectados con VECJ, aunque no hay estudios, hasta la fecha,
que comprueben o refuten esta posibilidad. Este caso de transfusion fue realizado en
1996, previo a la prohibicion en Inglaterra de transfundir sangre entera, sin

leucodeplesion, que fue establecida en el afio 1998 (Llewelyn et al., 2004).
Situacién Nacional, prevencion y control.

Con la epidemia de EEB que se present6 en Europa, Chile decidié adoptar todas las
medidas recomendadas por los organismos de referencia internacionales, Organizacion
Internacional de Sanidad Animal (OIE) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
para evitar el riesgo de ingreso de la enfermedad a nuestro pais. Por su parte, el Servicio
Agricola y Ganadero (SAG) en el afio 1990, prohibi¢ la importacion al pais de animales,
productos y subproductos bovinos de riesgo de paises con EEB. Los productos

prohibidos fueron: bovinos vivos, carne fresca enfriada o congelada, harinas de carne y
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hueso, alimentos balanceados con harinas de carne y hueso (incluyendo los alimentos
para mascotas), cabeza (incluyendo ojos y craneo), médula espinal, linfonddulos, Bazo,
tonsilas, timo e ileon distal. No se consideran prohibidos la leche y sus derivados, la
lactosa, el semen, las pieles y cueros, las gelatinas y el colageno preparado con pieles y

cueros (Nufez, 2004).

En 1991, el SAG realizd una evaluacion cualitativa de riesgo de EEB en el pais,
demostrando una escasa probabilidad de presentar esta patologia en Chile. Durante el
afio 1996, se establecié a la EEB como una enfermedad de notificacion obligatoria, por
lo que los médicos veterinarios privados deben notificar los cuadros clinicos compatibles
al SAG (Nufiez ,2004).

En el caso de los bovinos, se defini6 como caso compatible aquel animal mayor a 30
meses que manifestase signologia nerviosa progresiva; caso sospechoso aquel animal
mayor a 30 meses en el caso de bovinos y 18 meses para ovinos y caprinos, que cursen
con sinologia neuroldgica progresiva y que resulte positivo a las pruebas rapidas; y caso

confirmado si se determina positivo a la técnica de IHQ realizada en obex (SAG, 2005).

Entre los afios 1996 y 1998 se colectaron muestras de cerebro de 1.274 animales
(bovinos, ovinos y caprinos) desde todo el pais, para realizar diagndstico histopatoldégico
de las EETSs, de acuerdo a los procedimientos indicados por la OIE, resultando negativas
a Scrapie y a EEB, en Chile. En el afio 2000, se prohibi6 la formulacion, elaboracién,
distribucion, venta y uso de alimentos y suplementos que contengan proteinas de origen

rumiante para la alimentacion de rumiantes (Nufiez, 2004).

En el aflo 2001, se incorpora al reglamento de las industrias productoras de Harina de
Carne y Hueso, el realizar los procesos a una temperatura de 133°C por 20 minutos
minimo a una presion de 3 bar. Ademas, se exige el mismo proceso de elaboracion para

la importacidn de estas harinas de rumiantes (SAG, 2004).

Hasta ahora, no existen casos descritos de EEB y actualmente el pais se encuentra
categorizado por la Union Europea como de riesgo despreciable de presentar un caso de

esta enfermedad. Estudios de evaluacion del riesgo geografico de EEB en Chile,
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reconocidos por la Comision Técnica de la Union Europea, determinaron para nuestro
pais el Nivel I, siendo altamente improbable la presencia del agente en el territorio

Nacional, situacion que fue reiterada nuevamente en abril del afio 2003 (SAG., 2004).

El afio 1998, se realizd una importacion de bovinos desde Dinamarca, por lo que como
medida preventiva sanitaria fueron sacrificados 64 animales provenientes de tal region.

Ademaés, el SAG ha mantenido un Programa de Vigilancia Activa y Pasiva (SAG, 2004).

El aumento de paises con casos nativos de EEB en Europa, entre el afio 2000-2001, ha
hecho necesario que en nuestro pais se adopten nuevas medidas frente a esta
enfermedad. De este modo, en mayo de 2001, se amplio la prohibicion de importacion
de productos con tejidos de riesgo, estableciéndose que sélo podran internarse al pais
bovinos y sus productos desde Argentina, Australia, Brasil, Estados Unidos, Nueva
Zelandia, Canada, Paraguay y Uruguay. Esta restriccion no sera aplicable a los
siguientes productos, siempre que cumplan con las exigencias especificas de internacion:
leche y sus productos bovinos, semen, sebo libre de proteinas, pieles y cueros, gelatina y
colageno preparados, exclusivamente, a partir de pieles y cueros. En mayo de 2003, esta
resolucion fue nuevamente modificada, ya que en esa fecha se presentd el primer caso
nativo de EEB en Canada, por lo que se suspendi6 la internacion de bovinos y productos
de origen bovino desde ese pais. Las mismas medidas fueron adoptadas al aparecer, en
diciembre de 2003, el primer caso de EEB en un animal importado, en Estados Unidos
(SAG, 2004). Finalmente se denunci6 un caso de EEB presente en Brasil en diciembre
de 2012, por lo que se cerraron los mercados chilenos con esa nacion, sin embargo, la
reapertura con ese pais el afio 2013 fue aprobada al asegurarse que fue un caso aislado y
de la presentacién atipica (SAG, 2013).

Por su parte, el laboratorio nacional de referencia del SAG, ha implementado nuevas
técnicas diagndsticas para la EEB, por lo que ademas de la utilizacion de las técnicas de
Histopatologia, se adiciono al diagnostico la técnica de Inmunohistoquimica, el afio
2001, para la vigilancia activa y pasiva anual de EEB (SAG, 2004).
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Actualmente, Chile forma parte de un selecto grupo de 11 paises que han acreditado la
condicion de libre de EEB ante la OIE. Sin embargo, al igual que el resto de los paises de la

region, no existe un estatus sanitario declarado con respecto al Scrapie (SAG, 2012).

Es importante ademas destacar que Chile, posee la mayor incidencia mundial de ECJ en su
forma familiar (1,3-2 casos/ millén de habitantes), siendo la forma de ECJe la que se
presenta con méas frecuencia en nuestro territorio. En términos porcentuales la ECJf se
presenta en 15% de los casos y la ECJe en 85% de los casos. A diferencia de la VECJ, la
forma clésica de la enfermedad se caracteriza por una evolucion mas rapida (4-7 meses),
afecta a personas sobre los 50 afios, no aparecen sintomas psiquiatricos y demuestra un

electroencefalograma caracteristico (MINSAL, 2007).

Si bien se han implementado variadas medidas para disminuir al maximo el riesgo de
introduccion de alguna EETSs en nuestro pais, es poco lo que se ha vigilado al respecto en
los ultimos afios; puntualmente con la especie caprina. Por lo tanto, este trabajo pretende
contribuir a la vigilancia pasiva anual que realiza el organismo gubernamental para esta

especie.

En base a toda la informacion mencionada anteriormente es que en esta memoria de titulo

se plantearon los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS

Objetivo general

Contribuir a la deteccion de Scrapie clésico mediante la técnica de Inmunohistoquimica en
tejido linfoide de la mucosa rectal en caprinos post mortem.

Objetivos especificos

1- Determinar la aptitud de la muestra de mucosa rectal caprina mediante la tincion de
Hematoxilina Eosina (H/E), de acuerdo con el nimero de foliculos linfoides

observados en los cortes.

2- Aplicar la deteccion de la proteina pridnica patoldgica utilizando la técnica de
Inmunohistoquimica, en muestras de tejido linfoide de la mucosa rectal de caprinos

post mortem.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 50 muestras obtenidas en la Zona Norte-Centro del pais, provenientes de 50
animales mayores a 2 afios, sin importar raza, sexo, ni causa de muerte. Las muestras, se
obtuvieron a través del uso de tijeras de diseccion, realizando el corte de los ultimos 5 cm
del recto. Se depositaron en una solucion bufferada de formalina al 10%, para su fijacion

durante 1 semana.

Las muestras de mucosa rectal de caprinos, fueron procesadas y analizadas en la Unidad de
Patologia, del Departamento Laboratorio y Estaciones Cuarentenarias Agricola y Pecuaria,
del Servicio Agricola y Ganadero de Chile (“Lo Aguirre”). A partir de cada muestra se
obtuvieron cortes a 0,5 y 1 cm de distancia de la union mucocuténea rectal (Figura N° 5),
los que fueron depositados en cassetes histoldgicos para su procesamiento. Se sometieron a
deshidratacion y aclaramiento en un procesador de tejidos automaticos (Leica TP-1020),
con inmersién de las muestras en alcoholes de grados etilicos ascendentes, xilol y luego
parafina secuencialmente demorando 16 horas en completar su operacion (Anexo N° 1).
Las muestras se incluyeron en bloques de parafina utilizando un centro de inclusion (W.
Reichmann EC 350-1). De cada bloque se obtuvieron cortes seriados de 5um de grosor, los
que fueron montados en 2 portaobjetos: uno destinado para la tincion de Hematoxilina-
Eosina (H&E), para el anélisis histopatoldgico y la evaluacién de la aptitud de muestra y el

otro, para realizar la técnica de Inmunohistoquimica.
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Figura N° 5. Muestra de mucosa rectal caprina. Forma en que obtuvieron los cortes a
0,5y 1 cm de distancia a la unién mucocutanea rectal. Puntillado separa distancias
estudiadas.
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Hematoxilina & Eosina (H&E)

El fundamento de la tincion de H&E, consiste en la tincion del nucleo por parte de la
Hematoxilina (colorante basico) y del citoplasma por la Eosina (colorante acido), lo que se
realiz6 en un equipo automatico (Leica Autostainer XL) (Anexos N° 2 y N° 3). El
proposito de aplicar esta técnica fue determinar la aptitud de las muestras segun el criterio
utilizado por O"Rourke y cols. (2000), siendo necesaria la presencia y visualizacion de 4 0
mas foliculos linfoides, para clasificar al corte homélogo como apto para ser sometido a la
Inmunohistoquimica. De lo contrario se clasificaria como corte no apto, aquel que contenga

menos de 4 foliculos linfoides.

Inmunohistoquimica

Los cortes clasificados como aptos, fueron montados en un portaobjeto Probe On Plus.
Estos se desparafinaron y rehidrataron sometiéndolos a bafios en xilol y alcoholes
descendentes (Anexo N°4). Posteriormente, se inhibio la actividad endogena de la
Peroxidasa presente en el tejido. Para ello, las muestras se mantuvieron en una solucion de
agua oxigenada al 3% en metanol absoluto durante 10 min. Luego se sumergieron en agua
bidestilada y fueron incubadas en &cido formico al 98% durante 5 min a temperatura
ambiente, se lavaron y neutralizaron en una solucion tampon Tris-HCI , 0,1 M, pH 7,6 por
2 min. Posteriormente, fueron transferidas a una solucion recuperadora de antigenos pH 7,6
(Target Retrieval Solution®), y se incubaron en un autoclave durante 20 min a 120°C. El
enfriamiento se realizé en la misma solucién a temperatura ambiente para transferirlas a
una solucién de Tris Buffer Salino-Tween 20 (TBST) pH 7,6 por 10 min. La aplicacion de
los reactivos se efectué mediante el uso de capilaridad, para ello, los portaobjetos fueron
montados en un sostenedor de portaobjetos (Slide Holder), siguiendo el protocolo del kit
Pullman Monoclonal F99/97.6.1 (Manning et al., 2008). Para esto, se agreg6 150 pl de
solucion de proteinasa K en cada pocillo de un dosificador (Isolon®) en los que se
incubaron por 90 seg a temperatura ambiente, seguidos de 3 lavados con TBST pH 7,6.
Posteriormente, se agregaron 150 pl del anticuerpo primario monoclonal F99/97.6.1
(dilucion 1:1000), incubando las muestras por 20 min a 37°C, seguida de 3 lavados con
TBST pH 7,6. Luego, se incubaron con 150 ul del anticuerpo secundario policlonal anti-
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raton biotinilado por 15 min a 37°C; acto seguido se adicionaron 150 ul de la
Streptavidina—(HRP) y se dejaron incubar por 10 min. Para finalizar, se aplicé el revelado
de la reaccion inmunoldgica mediante la incubacion protegida de la luz directa con 150 pl
de 3-amino-9-etilcarbazol (AEC), durante 5 min. Para poder visualizar mejor la reaccion,
los portaobjetos se sometieron a tincion con Hematoxilina de Mayer por 10 min para

contrastar con el tejido adyacente.
Evaluacion de las muestras por Inmunohistoquimica.

Los cortes histologicos se clasificaron como positivos, si aparecia un precipitado granular
rojo en al menos 1 foliculo linfoide. De lo contrario, se consider6 negativa aquella muestra
que no presentd granulacion roja en ninguno de los foliculos linfoides presentes en ella
(Manning et al., 2008). Finalmente, cada muestra se comparo con los controles aportados
por el Laboratorio Nacional de Referencia para Scrapie y Enfermedad de Desgaste Créonico
de los ciervos (EDC), desde Ontario, Canada. Se utilizaron 5 controles positivos de

mucosa rectal y 5 negativos, y se usaron 2 controles positivos de obex y 2 negativos.
Estadistica aplicada a los resultados

Para el analisis de los resultados se utilizaron dos pruebas estadisticas, aplicadas mediante
el programa SPSS. En primer lugar se analizaron los datos en funcion de la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, para determinar si los datos presentaban distribucion normal A
partir de esta prueba se pudo determinar que la prueba estadistica necesaria para definir si
existian o no diferencias significativas entre los dos grupos de distancia analizados en este
estudio para someterlos a la técnica de IHQ, correspondia a la Prueba estadistica U de
Mann Whitney (Molinero, 2003).
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RESULTADOS

Evaluacion de aptitud de las muestras.

De los 50 rectos caprinos se obtuvo un total de 100 cortes histol6gicos, uno a 0,5 y otro a 1
cm de distancia a la unién mucocutanea rectal. Del total de cortes obtenidos, 90 se
clasificaron como aptos para ser sometidos a la técnica Inmunohistoquimica y 10 como no
aptos (Tabla N° 5) los cuales se evaluaron mediante la tincion H&E para confirmar la
observacion en cantidad suficiente de foliculos para el diagndstico (Figura N° 6). Cada uno
de los cortes de cada muestra, una vez procesados y tefiidos con tincion H&E, fueron
observados en un microscopio 6ptico (Nikon HFx-Dx), para describir las estructuras

presentes.

Figura N° 6: Fotografias de cortes histologicos de mucosa rectal de caprinos. A:
muestra apta para someterse a la técnica de Inmunohistoquimica con al menos 4 foliculos
linfoides (flechas), (H&E, 100x). B: muestra no apta en que no se observan foliculos
linfoides, (H&E, 40x).
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Tabla N° 5. Clasificacion de muestras aptas y no aptas, segun tinciéon H&E, a distancias
de 0,5cm y 1 cm de la unién mucocuténea rectal.

Los 50 rectos de caprinos analizados presentaron al menos 1 corte histoldgico apto para ser
sometido a la técnica de IHQ (Anexo N°5). Por lo tanto, de un total de 100 cortes
histoldgicos analizados (dos cortes por cada recto), 90 de ellos resultaron ser aptos y 10 no
aptos lo que representa al 90% y 10%, respectivamente (Grafico N° 1). Del total de 100
cortes histologicos, 45/50 resultaron aptos a los 0,5 cm de distancia a la union mucocutanea
rectal lo que se tradujo en un 90% de aptitud para esa distancia; a su vez 45/50 resultaron
ser aptos a 1 cm del punto de referencia, lo que en porcentaje representd a un 90% de

aptitud a esa distancia (Grafico N° 2).
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Gréfico N°1: Porcentaje de aptitud del total de 100 cortes histologicos, analizados a
través de la tincion H&E.

| APTO
| NOAPTO

Grafico N° 2: Clasificacidn de cortes histologicos aptos y no aptos, a traves del uso de la

tincion de H&E, a las distancias de 0,5 y 1 cm a la unién mucocutanea rectal.

45 -
40
35 -

30 A
25 A M aptas

20 A H no aptas
15 A
10 -
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Como resultado inicial se infirié que la mayoria de los cortes resultaron ser aptos para ser
sometidas a la técnica de IHQ y que probablemente no existian diferencias de aptitud entre

los cortes obtenidos a 0,5 y 1 cm de distancia a la unién mucocutanea rectal.
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En la Tabla N° 6, se muestra el nimero de cortes histolégicos que poseen 0,1,2,3,4, y mas
de 4 foliculos contabilizados con la tincién de Hematoxilina & Eosina, tanto de las
muestras recolectadas para este estudio como para las muestras aportadas desde el centro de
referencia de Canada. Es posible apreciar que de los cortes histologicos obtenidos a partir
de muestras provenientes desde la IV region de nuestro pais, la gran mayoria de los cortes
histoldgicos presentd 4 6 mas foliculos linfoides. Por su parte, todos los cortes histologicos
utilizados como controles y que fueron aportados por el centro de referencia para Scrapie,

cumplieron con el requisito para aplicar la técnica de IHQ.

Tabla N °6. Distribucion del numero de foliculos linfoide en los cortes histologicos de
las muestras del estudio y las del centro de referencia observadas mediante tincion H
&E.

Muestras No aptas Aptas Total
N° foliculos 0 1 2 3 4 =>4

En estudio 4 1 2 3 5 85 100
CR 0 0 0 0 1 9 10
Total 10 100 110

C R: Centro de Referencia.

Ademas, en este estudio se utilizaron controles positivos (2) y negativos (2) de obex. En la
tabla n°7 se muestra el nimero de cortes de mucosa rectal y de obex aportados por el
Centro de Referencia y que se incluyeron en este trabajo, por lo tanto, en total se analizaron
114 cortes histolégicos.
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Tabla N° 7. Distribucion de cortes histoldgicos estudiados de mucosa rectal y 6bex

segun procedencia.

Origen de muestras Mucosa rectal obex Total
En estudio 100 0 100
CR 10 4 14

Total 110 4 114

CR: Centro de Referencia.

Aplicacion de la técnica Inmunohistoquimica.

A través de la tincion H&E, se determind que 90 cortes histoldgicos eran aptos para aplicar

la técnica de IHQ (Figura N° 6), segun los criterios entregados por O"Rourke y cols (2000),

de los cuales para este estudio se utilizaron 50 cortes histologicos clasificados como aptos,

(un representante por muestra con la mayor cantidad de foliculos) para someterlos a la

técnica de IHQ (Anexo N°6), dejando los otros 40 cortes aptos a disposicion del Servicio

Agricola y Ganadero, para ser incluidos en los programas de vigilancia anual que realiza

esta institucion.

Figuras N° 7: Fotografias de mucosa rectal caprina. A: corte histoldgico apto con mas
de 4 foliculos linfoides (flechas) IHQ a 40x. B: corte histolégico no apto. Flechas indican
ausencia de precipitado en foliculos linfoides, (IHQ, 40x).
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Los 50 cortes histologicos seleccionados para someterse a la técnica de IHQ, fueron
comparados con los controles positivos y negativos de mucosa rectal (Figura N° 8) y de
obex (Figura N°9) aportados desde el centro de referencia para Scrapie, en Canada.

Figura N° 8: Fotografias de mucosa rectal de caprinos. A: control positivo, se destaca el
marcaje de proteina pridnica patoldgica en los foliculos linfoides (circulo), (IHQ, 200x).
B: control negativo, se aprecia que los foliculos linfoides no mostraron presencia de

priones, (IHQ, 200x).

Figura N° 9: Fotografias de obex. A: control positivo en el que se demarcan con un
circulo los acimulos de proteina pridnica patoldgicos sobre la membrana neuronal
(circulos), (IHQ, 200x). Se indica la degeneracion vacuolar caracteristica (flechas). B:
control negativo donde no se observa inmunoprecipitado (flechas), se indican neuronas sin
priones, (IHQ, 200x).
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El kit Pullman (Monoclonal F99/97.6.1), demostré tener utilidad diagndstica, ya que los
controles positivos utilizados, tanto de mucosa rectal como de tejido nervioso obex,
mostraron el inmunomarcaje caracteristico (Figuras N° 8A y 9A) mientras que los controles
negativos de mucosa rectal y obex (Figuras N° 8B y 9B), indicaron ausencia de la proteina

prionica patoldgica, tal como lo indico el centro de referencia para Scrapie.

Los controles positivos de mucosa rectal fueron comparados con los cortes histologicos de
mucosa rectal caprina obtenido para este estudio, observandose que la totalidad de ellos no
presentaron el precipitado granular que da por positivo a un corte histoldgico, por lo cual se
clasificaron los 50 cortes de rectos de caprinos obtenidos en la IV region del pais como

negativos a Scrapie (Figura N° 10).

Figura N° 10: Fotografias de mucosa rectal de caprinos. A: control positivo, en el que se
destaca el precipitado granular rojizo indicador del acumulo de proteina priénica en los
foliculos linfoides (circulos), (IHQ, 200x). B: corte histoldgico de las muestras en estudio
de mucosa rectal negativo a presencia de priones , (IHQ, 200x).
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Andlisis estadistico.

En este estudio se planted determinar la aptitud de las muestras, mediante el niumero de
foliculos linfoides observados en la muestras de mucosa rectal a 0,5 y 1 cm de distancia a la

unién mucocutanea rectal en la especie caprina.

No obstante, para dar mayor soporte a este trabajo es que se decidié comparar el par de
distancia 0,5 y 1 cm a la linea mucocuténea rectal, para determinar si la distribucion de
foliculos era similar entre este par de distancia. Para esto, los foliculos observados a 0,5y 1

cm de distancia a la unién mucocutanea rectal fueron agrupados en 2 categorias.

Se aplicd la prueba de Normalidad de Kolmogorov — Smirnov a los 100 datos (numero de
foliculos linfoides en los 100 cortes totales) mediante el programa SPSS (Anexo 7). El
programa utilizado arrojo que la distribucion de los datos no se ajustaba a la curva Normal,
puesto que los valores de significancia indicaron valores menores a a = 0,05; lo que implico
rechazar la Hipotesis Nula (HO) y aceptar la Hipotesis Alternativa (H1) (Anexo N° 8)
concluyendo que la distribucion de los datos diferia de la distribucion Normal.

Dado que los datos no presentaron una distribucion normal, es que se decidi6 analizar los
datos, mediante una prueba estadistica de tipo No Paramétrica, para poder comparar asi la
distribucion de los foliculos linfoides encontradas en el par de distancia 0,5 y 1 cm de
distancia. La prueba utilizada para realizar dicha comparacion fue la prueba U de Mann
Whitney (Anexo N° 9).

La prueba U de Mann Whitney arrojé un valor de 0,159, mayor que el valor q, lo que indicd
que se debia aceptar la Hipdtesis Nula (HO) y rechazar la Hipotesis Alternativa (H1)
(Anexo N° 10).

En base a la prueba estadistica aplicada, se puede concluir que no existe diferencia en la
distribucion de los foliculos linfoides entre las dos categorias analizadas, lo cual debe ser

sometido a comparacién con los resultados de otros autores.
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DISCUSION

Las EETs que afectan a los animales de ganaderia representan un problema de importancia
tanto a nivel econdmico como en el &mbito de la Salud Publica. Sin duda que el mayor
riesgo sobre la actividad comercial, es la que representa la integracion del prion que
provoca la EEB a la cadena alimentaria humana, por la caracteristica zoonotica que posee.
Sin embargo, no existe evidencia que el prion del Scrapie que afecta a ovinos y a caprinos,
sea capaz de atravesar directamente la barrera interespecie y provocar algun cuadro de ECJ
en el humano. A pesar de esto, la alerta respecto a los priones que afectan a los pequefios
rumiantes se basa en la existencia de estirpes diferentes a la clésica, cuyo comportamiento
se mantiene impredecible y sus caracterizaciones aun no son bien entendidas. Asi, la
aparicion de estirpes tipo EEB detectada en un caprino en Francia el afio 2002 y un segundo
caso en el Reino Unido, siembran las primeras interrogantes respecto a la existencia de
“cepas” distintas a la clasica, que deben ser detectadas y analizadas para su posterior
evaluacion de riesgo (Vaccari et al., 2009). De lo anterior se desprende la necesidad de

realizar avances en las técnicas diagnosticas presentes en nuestro pais.

Trabajos recientes con ratones transgénicos indican que pasajes del prion de la EEB en los
ovinos, incrementa su virulencia y habilidad para ser transmitido a otras especies (Espinosa
et al., 2007; 2009; Tamglney et al., 2009). Ademas, otro reporte sefiala que priones de la
estirpe atipica de Scrapie podrian ser transmitidos oralmente entre ovejas (Simmons et al.,
2011).

Un estudio reciente revela la presencia de priones en tejidos que supuestamente no son de
riesgo, como el higado; los que fueron detectados por medio de una prueba de rutina en la
que se incrementd la sensibilidad de la interpretacion (Everest et al., 2011), usando casos
subclinicos de Scrapie y ganado ovino infectado con EEB. En conjunto, estos estudios
experimentales conducen a asumir la potencial emergencia de proteinas pridnicas
patoldgicas de ovinos y caprinos, por la posibilidad de ingreso de productos alimenticios

contaminados al consumo humano.
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En Chile, se ha mantenido el plan de vigilancia activa y pasiva para la EEB. Sin embargo
respecto al Scrapie, el Servicio Agricola y Ganadero so6lo realiza vigilancia pasiva, siendo
escaso el conocimiento respecto a la especie caprina, a diferencia de lo que ocurre con los
ovinos, en la que es levemente mayor por la relevancia econdmica de exportacion que
representa esta Ultima especie para Chile. Sin embargo, cabe destacar que la mayor parte de
la masa caprina del pais estd en manos del sector socioeconémico mas humilde, pequefios
productores; quienes comercializan principalmente sus productos carnicos y lacteos en el
mercado informal (INE, 2010).

En términos de las directrices dictaminadas por la OIE respecto al diagnostico; se mantiene
como estructura anatomica referencial al obex en el tronco encefélico. Sin embargo,
numerosas publicaciones como las de O" Rourke y cols. (2000); Gonzalez y cols. (2005;
2006) indican que para el caso del Scrapie es mas adecuado el uso de tejido linfoide
presente a nivel de tercer parpado y mucosa rectal respectivamente, dada la caracteristica
linfotropica descrita para la patogenia de la enfermedad clésica.

Estos autores potencian la posibilidad de realizar diagndstico temprano de esta enfermedad
en los rebafios mediante biopsia. La monitorizacion de los animales permite en primer lugar
impedir la diseminacion de priones a los otros animales del grupo y el ingreso de productos
animales contaminados a la cadena alimentaria. Gonzélez y cols. (2006), indican que se
puede detectar la presencia de pridn del Scrapie mediante IHQ al menos 1 afio antes que los
animales comiencen a  manifestar las caracteristicas clinicas, por lo tanto, la
implementacién de actividades de monitorizacion en pequefios rumiantes es factible
mediante la realizacion de biopsia de mucosa rectal o de tercer parpado a bajo costo y con

nulo impacto en la produccion y bienestar animal.

Un dato relevante en la enfermedad clasica es que la proteina prionica, se acumula primero
en el tejido linfoide y luego en el SNC, tanto en el Scrapie, VECJ y la EDC. Sin embargo,
durante la acumulacion en el tejido linfoide no se generan lesiones asociadas en dicho
tejido, en contraposicion con lo que ocurre en el SNC (Jeffrey y Gonzalez, 2007). Asi, el
agente se puede detectar en tejido linfoide periférico mediante la técnica de IHQ. Sin

embargo, Monledn y cols. (2011), consideran que, tanto el uso de tejido linfoide presente
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en tercer parpado como en la mucosa rectal afectan la sensibilidad de los métodos para
detectar priones, puesto que la presencia del agente en el tejido linfoide dependeria de

muchas variables.

En este trabajo, de un total de 50 animales, de los que se obtuvieron 100 cortes de mucosa
rectal, se obtuvo una eficiencia en que el 90% de los cortes, presentaron la aptitud
establecida para ser sometidas a la técnica de IHQ. Coincidentemente para este estudio, se
utilizaron solamente animales sobre los 2 afios de edad, animales que llegaron a matadero
sin sospecha clinica. Ademas, después de analizar las muestras por técnicas
histopatoldgicas como la tincién de los cortes con Hematoxilina & Eosina, fue posible
contabilizar el ndmero de los foliculos linfoides presentes en la mucosa rectal,
encontrandose una mayor cantidad en caprinos mas jovenes como lo descrito por Gonzélez

y cols. (2008), para los ovinos.

En relacion a la zona anatémica del recto de la cual se debe obtener la muestra para poder
realizar el diagnostico preclinico de Scrapie en los ovinos, existen diferencias planteadas
por distintos investigadores. Asi, Gonzalez y cols. (2005; 2006; 2008), trabajaron sobre la
distancia de 1 cm a la unidn mucocutanea rectal en sus investigaciones. Por su parte,
Espenes y cols. (2006), utilizaron una distancia de 2 cm a la unién mucocutéanea rectal para
obtener muestras. En nuestro pais, Sanhueza (2010) y Farias (2013), plantearon que en la
especie ovina, la zona anatomica de preferencia de la cual se debe tomar la muestra para
poder aplicar la técnica de IHQ es la zona comprendida entre 0,5 y 1 cm craneales a la
unién mucocutanea rectal, dado que ahi se concentraria una mayor cantidad de foliculos
linfoides, dando aptitud a la muestra, para someterla a la técnica de IHQ, utilizando el
mismo criterio planteado por O"Rourke y cols. (2000). Sobre la misma base, se trabajo en
este estudio, tomandose las muestras de mucosa rectal en el rango 0,5 y 1,0 cm, al punto de

referencia, en la especie caprina.

En este estudio se analiz6 la distribucion de los foliculos linfoides observados tanto a una
distancia 0,5 cm como a 1 cm de la unidn mucocutanea rectal. El andlisis estadistico
realizado mediante la prueba U de Mann Whitney, revel6 que no existian diferencias entre

la distribucion del namero de foliculos linfoides presente en cada grupo de distancia. Por
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otra parte, el recuento realizado de los 100 cortes histolégicos (50 cortes a 0,5 cm y 50
cortes al cm de la unién mucocuténea rectal), evidencid la aptitud de los cortes histolégicos
para someterse a IHQ en el 90% en cada uno de los grupos analizados. Por lo tanto, se
puede inferir que tomar la muestra de mucosa rectal en el Gltimo centimetro del recto
mediante biopsia, es altamente eficiente como herramienta para el diagndstico preclinico

del Scrapie clésico en los caprinos.

En cuanto a la prueba de IHQ realizada en este estudio, se pudo corroborar la utilidad
diagnostica del kit Pullman Monoclonal F99/97.6.1, que contiene el anticuerpo especifico
para detectar a la PrP> por IHQ y el cromégeno AEC, para revelar la reaccion. Este kit ha
sido utilizado por otros autores en tejido de mucosa rectal de la especie ovina de nuestro
pais (Sanhueza, 2010; Farias, 2013). Se validé la utilidad del kit al obtener el
inmunomarcaje esperado en los controles positivos, aportados por el centro de referencia.
Sin embargo, lo que determind que el kit funcionara, fue su correcta aplicacion al seguir el

protocolo establecido por el fabricante.

Todos los cortes histologicos obtenidos de las muestras provenientes de caprinos de la IV
region del pais resultaron negativos a Scrapie, lo que coincidié con los resultados de
Sanhueza (2010) y Farias (2013), obtenidos en la especie ovina, desde la XII region. Sin
embargo cabe agregar que este estudio involucr6 una seleccion aleatoria de animales, con
un tamafio muestral muy reducido (50 individuos), siendo que la masa ganadera caprina
contabilizada segin censo agropecuario (INE, 2010), indic6 aproximadamente 667.052
cabezas de ganado caprino en nuestro territorio nacional. Ademas, el SAG realiza s6lo
vigilancia pasiva de esta enfermedad en el pais, por lo tanto la informacion disponible

respecto a la condicidn sanitaria en la especie caprina permanece incierta.

Desde el afio 2009, Chile forma parte de un selecto grupo de 11 paises que han acreditado
su condicién libre de EEB (SAG, 2013). Esta certificacion realmente abre mercados para la
exportacion de productos y subproductos derivados de la ganaderia bovina nacional. Si bien
en nuestro pais no se ha detectado Scrapie en pequefios rumiantes, en Brasil se detecto un
caso el afio 2007. Asi mismo, el 2012 y actual 2014, se diagnosticaron casos en bovinos

afectados con EEB de la forma atipica, lo que puso en alerta y estimuld la instauracion de

53



programas de vigilancia en pais de la region, como lo hicieron Ecuador y Argentina (Farias,
2013).

Puesto que la EEB, como se ha mencionado antes, es zoondtica y ya que su origen tuvo
relacién con el Scrapie que afecta a ovinos y caprinos, es que se considera necesaria y
apropiada la monitorizacion sistematica de esta enfermedad en los pequefios rumiantes para
asi proteger la condicién sanitaria de estas especies a nivel nacional, por el potencial rol que
tendrian los ovinos y caprinos como reservorio de enfermedades producidas por priones en

el ganado.

Este estudio hace posible recomendar la implementacion de la técnica de IHQ, para la
deteccion de Scrapie en caprinos, utilizando la biopsia en la mucosa rectal. Sin embargo, se
recomienda a su vez, desarrollar la investigacion para detectar la enfermedad en la etapa
preclinica en el animal vivo, para poder incluir esta modalidad a los programas de

vigilancia que desarrolla el organismo gubernamental.

De acuerdo a los objetivos planteados para la realizacién de este trabajo, los resultados
obtenidos y la discusion desarrollada a partir de éstos, es que se generaron las siguientes

conclusiones.
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CONCLUSIONES

1. El uso del tejido linfoide de la mucosa rectal para realizar el diagndstico del Scrapie
clésico, resulta util para aplicar la técnica de Inmunohistoquimica, lo que debe considerarse

para la deteccion temprana de la proteina prionica en caprinos.

2. La toma de muestra mediante biopsia rectal permitiria realizar la monitorizacion rapida

en rebafios que pueden estar expuestos al prion del Scrapie cléasico.

3. La tincion de Hematoxilina & Eosina, permite evaluar y cuantificar la presencia de
foliculos linfoides en la mucosa rectal de caprinos, lo cual es Gtil para determinar si una

muestra es apta para ser sometida a Inmunohistoquimica.

4. Las distancias 0,5 y 1 cm craneal a la unién mucocutanea rectal, son las recomendadas
para la obtencion de cortes histoldgicos que posean una cantidad adecuada de foliculos

linfoides, para el diagndstico a través de Inmunohistoquimica.

5. Todos los rectos de los caprinos evaluados resultaron negativos a Scrapie clasico

mediante la aplicacién de Inmunohistoquimica.

6. Los resultados de este trabajo validan la aplicacion de la técnica Inmunohistoquimica en
mucosa rectal de caprinos post-mortem, utilizando el kit diagndstico en las condiciones de

trabajo existentes en el laboratorio nacional de referencia.

7. Dado que actualmente existe poca vigilancia del Scrapie clasico en la especie caprina,
por parte de los programas sanitarios del pais, es recomendable la realizacion de nuevos
estudios que contribuyan a la vigilancia pasiva que desarrolla el organismo gubernamental

anualmente.
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ANEXOS

Anexo N° 1. Programa de procesamiento aplicado a muestras de mucosa rectal de caprinos

para su posterior inclusion con parafina.

ESTACION REACTIVO |TEMPERATURA| DURACION (min)
1 Alcohol 70° Ambiente 120
2 Alcohol 90° Ambiente 90
3 Alcohol 95° | Ambiente 60
4 Alcohol 95° 11 Ambiente 60
5 Alcohol 100° | Ambiente 60
6 Alcohol 100° 11 Ambiente 60
7 Alcohol 100° 111 Ambiente 60
8 Xilol | Ambiente 60
9 Xilol 11 Ambiente 60
10 Xilol 111 Ambiente 90
11 Parafina | 57°C 120
12 Parafina | 57° C 120
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Anexo N° 2. Rehidratacion de las muestras de mucosa rectal de caprinos para la tincion de

Hematoxilina & Eosina.

SOLVENTE

TIEMPO DE INCUBACION (min)

Xilol |

3

Xilol 11

Xilol 111

Alcohol 100° |

Alcohol 100° 11

Alcohol 95° |

Alcohol 95° 1|1

Alcohol 70°

W| W Wl W w o W

Agua corriente

2-3

Anexo N° 3. Protocolo de Tinciéon Hematoxilina & Eosina.

BANO TIEMPO DE INCUBACION (min)
Hematoxilina Harris 5
Agua Corriente 5
Alcohol Acido 0,1% segundos
Agua Corriente 10

Carbonato de Litio 1,5%

Hasta observar azulamiento (20”)

Agua Corriente 5
Eosina acuosa 2% 5
Alcohol 95° segundos
Alcohol 100° 1
Alcohol 100° 2
Xilol 1 2
Xilol 11 2
Xilol 111 3
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Anexo N° 4. Procedimiento aplicado para la rehidratacion de las muestras de la mucosa

rectal de caprinos para la técnica de Inmunohistoquimica.

SOLVENTE TIEMPO INCUBACION (min)

Xilol | 5

Xilol 11

Alcohol 100°

Alcohol 95°

S)
4
Alcohol 100° 4
3
3

Alcohol 80°

65




Anexo N° 5. Clasificacion de cortes histoldgicos como aptos 0 no aptos segln tincion de

Hematoxilina & Eosina.

66

Distancizz Distanciza
Union Union

Muestra mucocutanea Muestra mucocutanaa

N* 0.5cm 1cm 26| Apto Apto
1| Apto Apto 27| Apto No apto
2| No apto Apto 28| Apto Apto
3| Apto Nao apto 29| Apto Apto
4| Apto Apto 30| Apto Apto
5| Apto Apto 31| Apto Apto
&| Apto Apta 32| Apto Apto
7| Apto No zpto 33| No apto Apto
&| Apto Apto 34| Apto Apto
3| No apto Apto 35| Apto Apto
10| Apto Apto 36| Apto No apto
11] Apto Apto 37| Apto Apto
12| Apto No apto 38| No apto Apto
13| Apto Apto 39| Apto Apto
14| Apto Apto 40| Apto Apto
15| Apto Apto 41| Apto Apto
16 Apto Apto 42| Apto Apto
17| Apto Apto 43| Apto Apto
18| Apto Apto 44| Apto Apto
19] Mo apto Apto 45| Apto Apto
20| Apto Apto 46| Apto Apto
21| Apto Apto 47| Apto Apto
22| Apto Apto 48| Apto Apto
23 Apto Apto 49| Apto Apto
24| Apto Apto 50| Apto Apto
25| Apto Apto




Anexo N° 6. Cortes histolégicos seleccionados para Inmunohistoquimica. Se escogieron
los cortes aptos y con el méximo de foliculos linfoides observados con Hematoxilina &
Eosina por muestra (en azul).

=

Muestra | Distancia Muestra | Distancia
N* 05em 1em

24

il i e Emw L | s el | R | s

e
[=]
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Anexo N° 7. Analisis estadistico programa SPSS. Distribucién Normal de los datos.

Pruebas de normalidad

distancia Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
primera ,214 50 ,000 ,838 50 ,000
foliculos
segunda ,168 50 ,001 ,844 50 ,000

a. Correccion de la significacién de Lilliefors

Distribucion normal general de los 100 datos obtenidos a partir de los 100 cortes
histol6gicos analizados.

Histograma

257 Media = 17,64

Desviacidn tipica = 15,68
=100

20

Frecuencia

foliculos
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Anexo N° 8. Hipdtesis planteadas para la prueba de Normalidad, Kolmogorov -
Smirnov aplicada a 100 datos (nimero de foliculos linfoides agrupados en 2 categorias de

distancia).

Enunciado de Hipotesis

HO | Ladistribucion de la variable en estudio No difiere de la distribucién Normal

H1 | Ladistribucion de la variable en estudio difiere de la distribucién Normal

Anexo N° 9. Hipdtesis planteadas para la prueba U de Mann Whitney, aplicada sobre la

distribucion del namero de foliculos linfoides en el par de distancia 0,5y 1 cm de la union

mucocutanea rectal.

Enunciado de Hipotesis

HO | no existen diferencias entre la distribucién de foliculos linfoides encontrados a

0,5y 1 cm de distancia a la unién mucocutanea rectal

H1 | existen diferencias entre la distribucion de foliculos linfoides encontrados a 0,5

y 1 cm de distancia a unién mucocuténea rectal.
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Anexo N° 10. Aplicacion de Prueba U de Mann Whitney.

Restimen de prueba de hipotesis

Hipolesis nila

Test

Gg  Declsifn

ditancia.

Prugba | de

La distibucidn de foliculos es [ann-Whitney
1 misma entre las categonas e de mueshas

Independiente
£

Retener |3

150 hipatesis
fiula,

Prueba no paramétrica : Muestras
independientes.

Muestras independientes
(foliculos) grupos (distancia)
Criterio o =0.05 Intervalo de
confianza=05.
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