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RESUMEN

El Scrapie es una enfermedad neurodegenerativa y fatal que afecta a pequefios rumiantes
como ovinos, caprinos y muflones. El causante de esta enfermedad es una particula
proteindcea infecciosa llamada prion, que se origina por un cambio conformacional de una
proteina priénica celular del hospedero (PrP%). Los programas de vigilancia consideran a la
Histopatologia como método diagnéstico y a la Inmunohistoquimica (IHQ) como método

confirmatorio para el Scrapie.

Esta memoria fue desarrollada en el laboratorio de la Unidad de Patologia del Servicio
Agricola y Ganadero de Lo Aguirre. Se utilizaron 50 muestras de 6bex de caprinos mayores
de 2 afios, sin importar raza ni sexo, provenientes de mataderos de la IV Region de Chile.
De cada muestra de 6bex se obtuvieron cortes seriados con el proposito de destinar uno a la
tincion de Hematoxilina y Eosina (H/E), y un corte homoélogo a la técnica de
Inmunohistoquimica. Asi en la tincion H/E se comprobo la aptitud de la muestra evaluada a

partir de la observacion de la integridad de ntcleos nerviosos de presentacion bilateral.

En total se trabajé con 50 muestras que fueron sometidas a los métodos tradicionales de
histopatologia para la tincion de H/E. De éstas, 50 cortes resultaron aptos para aplicar la
técnica de Inmunohistoquimica. De los cortes sometidos a IHQ ninguno present6 el
precipitado granular rojo caracteristico de la inmunorreaccion por la presencia de priones,
por lo cual se determind que todas las muestras de los caprinos estudiados fueron negativas,
al igual que los controles negativos de dbex. Por su parte, los controles positivos de obex
siempre presentaron el precipitado granular rojo indicativo de una inmunorreaccién
positiva, tal como lo habia indicado el Centro de Referencia para ese tipo de controles. De
esta manera, este trabajo colabor6 con la vigilancia pasiva anual que realizo el Servicio
Agricola y Ganadero durante el afo 2015, 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, Scrapie, Prion, Obex,
Inmunohistoquimica.
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ABSTRACT

Scrapie is a neurodegenerative and fatal disease, affecting small ruminants such as sheep,
goats and mouflons. The cause of these diseases is an infectious proteinaceous particle
called prion, which originates from a conformational change of a prion cellular protein of
the host (PrP%). Surveillance programs consider histopathology as the diagnostic method

and Immunohistochemistry (IHC) as a confirmatory method for Scrapie.

This study was developed in the Laboratory of Pathology Unit of the Agricultural and
Livestock Service of Lo Aguirre. Fifty obex samples of goats, older than 2 years, regardless
of race or sex, were used from slaughterhouses in IV Region of Chile. Serial sections were
obtained from each obex sample in order to assign one slice to the Hematoxylin and Eosin
staining (H/E) and its homologous slice to the Immunohistochemistry technique. Thus, in
the H/E staining the suitability of the slices were evaluated, from the observation of the
integrity of the following nerve nuclei, with bilateral presentation: of the solitary tract,
parasympathetic of the vagus nerve, of the spinal tract of the trigeminal nerve and motor of

the hypoglossus.

In total, 50 slices were performed, which were subjected to the traditional methods of
histopathology and H/E staining. Of these, 50 were able to apply the technique of
Immunohistochemistry (IHC). Of the samples submitted to IHC, none of them presented
the red granular precipitate characteristic of the immunoreaction due to the presence of
prions, whereby it was determined that all samples of the goats studied were to be classified
as negative, as were the negative controls of Obex. On the other hand, positive obex
controls always presented the red granular precipitate indicative of a positive
immunoreaction, as indicated by the Reference Center for such controls. In this way, this
work collaborated with the annual passive surveillance carried out by the Agricultural and
Livestock Service during the year 2015, regarding the detection of prions in the goat

species in a determined group of animals of our country.

Key words: Transmissible Spongiform Encephalopathies, Scrapie, Prion, Obex,

Immunohistochemistry.



INTRODUCCION

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs) o enfermedades prionicas son un
grupo de patologias neurodegenerativas fatales de caracter progresivo, que afectan a un
gran numero de mamiferos como por ejemplo ovinos y caprinos (Scrapie), bovinos
(Encefalopatia Espongiforme Bovina o EEB) y humanos (Enfermedad de Creuzfeldt-
Jakob), entre otros. El agente etiologico de estas enfermedades es una proteina infecciosa

llamada prion descrita, por Prusiner (1998), como una proteina hidrofobica.

El Scrapie, que es el prototipo de las EETs, fue descubierto hace mas de 250 afios en Gran
Bretafia y otros paises de Europa del Este, y afecta tanto a ovinos, caprinos como a
muflones. La incidencia descrita en los caprinos es baja en comparacion con la del ganado
ovino, esto puede ser resultado de la escasa vigilancia que se ha dado en la especie. La
importancia de esta especie comenz6 a surgir en el momento en que se detectd que un
caprino con la enfermedad, puede propagar el Scrapie entre su especie y también a los

ovInos.

A nivel internacional, la inmunohistoquimica (IHQ), es el método gold estandar de
deteccion de Scrapie en los caprinos, esta técnica detecta priones en el tejido del sistema
nervioso central o en linfonodos. En otras especies como bovinos u ovinos existen ademas
de la THQ otras pruebas diagnosticas, como el Western blot o el test de Inmunoensayo

enzimatico (ELISA").

Las EETs, estan estrechamente relacionadas con la variante infecciosa de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob en los humanos, debido a que es una zoonosis causada por el consumo de
productos animales contaminados con EEB. Esto genera preocupacion en las naciones con
respecto a las EETs, lo que ha llevado a restricciones comerciales que han impactado

negativamente a las industrias bovinas, ovinas y caprinas.

" ELISA: acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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Chile esta clasificado en la categoria de riesgo insignificante para la EEB, sin embargo, no
existe un estatus sanitario declarado con respecto al Scrapie en la especie caprina. Por esto,
el principal objetivo fue contribuir a la vigilancia pasiva anual para esta patologia debido a
que los caprinos son una especie considerada reservorio para el prién. Asi, mientras mas
avanza la tecnologia y existe una mayor investigacion sobre el Scrapie, se podra controlar
de mejor forma esta enfermedad, de alli la importancia de realizar una vigilancia activa
anual para ampliar el conocimiento del estatus sanitario del pais y contribuir a los estudios

epidemioldgicos.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Generalidades

El grupo de las enfermedades causadas por priones se conoce como Encefalopatias
Espongiformes Transmisibles (EETs) y han sido incluidas dentro de las enfermedades
neurodegenerativas (Andresen, 2009). El Scrapie fue el primer miembro del grupo de las
EETs, las cuales afectan tanto a animales como humanos. Se origin6é en algin lugar de
Europa durante la Edad Media tardia (Mastrianni, 2014). Se describid por primera vez en el
sigo XVIII en Inglaterra y en Alemania como una enfermedad de ovinos que no se
transmitia experimentalmente. Probablemente su introduccion en Inglaterra provino desde
la importacion de ovinos de raza merino espafiola que eran altamente susceptibles a dicha
enfermedad (Schneider et al., 2008). Su forma anédloga en el humano fue descrita en 1920

por los neurdlogos alemanes Creutzfeldt y Jakob (Brown, 2013).

Prusiner en 1982, propuso al pridon como agente causal de las EETs. Sus experimentos para
encontrar el agente causal de estds enfermedades lo llevaron a descubrir que no eran
causadas por un “virus lento” como se creia, debido a que no era inactivado con agentes
que si inactivaban a los acidos nucleicos que forman parte de la estructura de los virus, lo
que lo llevé a proponer la hipotesis de una proteina infecciosa o prion, por la ausencia de

acidos nucleicos (Schneider et al., 2008).

Los avances cientificos de los tltimos afios han demostrado que una proteina mal plegada
es el componente activo del agente patdgeno y que la propagacion de las EETs y sus
caracteristicas unicas, dependen de la autorreplicacion del plegado infeccioso de la proteina

pridnica (Soto, 2011).

En la Figura 1 se observa una linea de tiempo donde se destacan los afios mas importantes

en la investigacion de las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs):



Transmision accidental de » R R
Scrapie en ovinos. *  Demostracién del tamaiio pequenio del agente.
1937 *  Transmision del Kuru a Chimpances.
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Proteina prionica aislada del agente infeccioso.
Prusiner acuna el término prion.
1982

1939

Transmision experimental 1967
de Scrapic en ovinos.  «  Replicacion del prién *  Agente infeccioso no es Primera mutacion en
fuera de la célula afectado por eliminacion del  PRPN ligada a la
Descubrimiento prién en ADN. 7 enfermedad familiar
Replicacion eficiente del  las levaduras. *+  Propuesta de la hipotesis 1989

prion en vitro por EPCP. 1994 “protein-only” por Griffith.
2001
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B s Identificacion del gen que
“priones sintéticos’
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Generacion de priones de resistentes a la
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in vitro de la

propagacién del Generacion, de bona ) 2910 .
Prpse fide, de infectividad Generacion de infeccion in
in vitro de la vitro con material de PrP
propagacion del recombinante.
PrPse.

Figura 1: Linea de tiempo que representa los mayores hitos en la hipotesis de los priones.
Indicando inicialmente que las enfermedades pridnicas son transmisibles debido a la transmision
accidental del Scrapie en ovinos, terminando con la demostracién de que el material infeccioso
puede ser generado in vitro usando sélo proteina pridnica recombinante (Soto, 2011).

2. Agente Causal
2.1 Estructura de las proteinas, Biologia Molecular.

La base de la biologia molecular dice que la estructura primaria de las proteinas son la
secuencia covalente lineal de aminodcidos que las constituyen; estas estan contenidas en las
cadenas de ADN en los cromosomas de los diferentes organismos (Rey-Gayo y Calbo,
2002). Las proteinas con grupos quimicos tan diferentes, en un medio principalmente
acuoso, producen una gran diversidad de interacciones de distinta naturaleza. Como
consecuencia de las mismas, se pliegan, adquiriendo una conformacion tridimensional
unica, denominada estructura terciaria (Whitford, 2005). A pesar de los avances producidos

en los Ultimos anos el problema del plegamiento de proteinas permanece sin resolver (Rey-
Gayo y Calbo, 2002).



Para entender las caracteristicas patoldgicas del plegamiento de una proteina se deben
desarrollar dos aspectos: primero, si se produce una mutacion en la secuencia de un gen en
los cromosomas y dependiendo de la posicion que ocupe este nuevo aminoacido en la
estructura plegada original, ésta puede permanecer inalterada, presentar cambios minimos
para adaptarse a la nueva cadena lateral o perder sus propiedades totalmente,
imposibilitando con ellos la funcién de la proteina en el organismo (Rey-Gayo y Calbo,
2002). Por otra parte, la estructura plegada de una proteina debe considerarse como una
estructura “fragil”, ya que estd sujeta a numerosos factores que pueden afectarla: los
cambios en la secuencia, los aumentos de temperatura, los cambios bruscos de pH, la
presencia de concentraciones elevadas de ciertos iones o de determinadas sustancias
quimicas (urea, detergentes, algunos alcoholes, entre otros) que afectan el equilibrio de las
interacciones que estabiliza la estructura terciaria, originando la destruccion de la misma
(Dobson, 1999; Rey-Gayo y Calbo, 2002). La secuencia quimica de las proteinas no se ve
afectada, pero el ovillo plegado se deshace produciendo conformaciones abiertas e

inestables (Dobson, 1999).

En algunas circunstancias algunas cadenas de proteinas desnaturalizadas pueden unirse
entre si, formando depodsitos de agregados insolubles que pueden afectar o incluso destruir

las células, produciendo el desarrollo de enfermedades (Rey-Gayo y Calbo, 2002).

A partir de la informacion anterior se puede entender de una forma més acabada el agente

etiologico de las EETs.

2.2 Etiologia

Inicialmente se consideré que debido a los largos periodos de incubacion de las EETs, que
¢stas eran causadas por “virus lentos” (Schneider ef al., 2008). Sin embargo, al analizar las
propiedades de los agentes, estos mostraron caracteristicas diferentes a los agentes
infecciosos habituales, como la falta de respuesta inflamatoria y la ausencia de respuesta
inmunolégica del huésped (Prusiner et al., 1998; Schneider et al., 2008). Ademas, el agente
causal mantiene su infectividad frente a distintos agentes como: nucleasas; elevadas

temperaturas y radiaciones de alta energia (UV o inonizante); siendo parcialmente



resistentes a las proteasas. Lo que hizo suponer, que en el caso de las EETs, se enfrentaban

a un agente desconocido (Prusiner et al., 1998; Hunter, 2007; Schneider et al., 2008).

Una vez descartadas otras posibilidades, Prusiner propuso la denominada protein only
hypothesis, segun la cual el agente transmisor de las EETs es una proteina, denominando
prion® o particula infecciosa proteica, desprovista por tanto de &cidos nucleicos. En

notacion cientifica, esta proteina se denota como PrP o prion protein (Soto, 2011).

Segun esta hipdtesis, una proteina puede actuar como agente infeccioso de una enfermedad,
debido a que el prion, puede tener dos formas diferentes: una denominada PrP€ (de celular)
o PrP*" (de sensible). La proteina normal PrP¢ es susceptible a ser desnaturalizada
mediante los procedimientos habituales; en cambio su isoforma que corresponde a un

plegamiento distinto denominada PrP*° (de Scrapie) o PrP*®

(de resistente), presenta una
elevada estabilidad frente a muchos de los agentes que desnaturalizan habitualmente las
proteinas, salvo que se utilicen condiciones extremas (Soto, 2011). Esta estabilidad se debe

a que las moléculas de la PrP®*

se unen unas a otras, formando agregados filamentosos
conocidos como SAF (scrapie associated fibrils). Estos agregados protegen a la
"conformacién incorrecta de estas proteinas" de la accion de las proteasas y de otros
agentes desnaturalizantes. Es importante destacar que no se ha detectado ninguna diferencia
o modificacion entre la secuencia de aminoacidos de la proteina prién, en sus dos

plegamientos PrP®y su isoforma patologica PrP> (Rey-Gayo y Calbo, 2002).

2.3 Proteina PrP

El andlisis de las fibrillas SAF permitié la identificacion incompleta de la secuencia de
aminodcidos que constituyen la proteina del prion y su determinacion permitié la busqueda
del gen que la codifica, que se encuentra en el genoma del huésped (Hunter, 2007; Cacace,

2011; Zou, 2013). Esta proteina se expresa en numerosos organos del huésped, en los que

*acrénimo en inglés de: proteinaceous infectious particle
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se ha detectado la forma PrP, existiendo un claro depésito de ésta en el tejido neuronal.
Ademas, se ha encontrado en todas las especies de mamiferos en las que se ha buscado y en
algunas aves y reptiles. Las diferencias en la secuencia de la proteina entre las distintas
especies son pequefias, con mas del 85% de homologia entre los diferentes mamiferos

(Hunter, 2007; Cacace, 2011).

El tamafio de la PrP es de poco més de 200 aminoacidos tanto en su "forma sensible" como
en su "forma resistente". Esta ha permitido el analisis de la estructura tridimensional de su
"forma sensible" que es soluble en medio acuoso, una caracteristica fundamental para poder
aplicar la técnica de resonancia magnética para su estudio (Requena y Wille, 2014). En los
mamiferos su estructura es bastante semejante, aunque en los primeros 90-100 aminoacidos
se manifiesta una elevada flexibilidad, la union a los iones Cu®" parece inducir en esta parte
de la proteina una estructura helicoidal, pero que no es en absoluto rigida. La segunda
mitad de la proteina muestra una estructura mucho mas definida donde se observan tres o

hélices y una minima lamina B (Millhauser, 2013; Requena y Wille, 2014).

Por el contrario, la estructura tridimensional de la PrP* no se conoce con detalle debido a
su insolubilidad, so6lo se dispone de informacién espectroscopica de baja resolucion
(Requena y Wille, 2014). Esta presenta un contenido o hélice del 30% y un 43% en ldmina
B. Como comparacién, la PrP® presenta el 42% de estructura a y solo el 3% de B, como se
puede observar en la Figura 2. De la digestion parcial con proteasas de las fibrillas SAF se
ha aislado, mediante electroforesis, una proteina de menor tamafio, denominada PrP 27-30,
la cual se corresponde con la eliminacién de los primeros 60-70 aminoacidos (Requena y

Wille, 2014) y que presenta el 21% de estructura a y el 54% de estructura § (Zou, 2013).
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Isoforma Celular: Isoforma Scrapie:
43% a-helicoidal 34% a-helicoidal
<5% p-plegada 43% p-plegada
Superficie celular Intra y extra-celular
Soluble Insoluble
Sensible a Pk Resistente a Pk

Figura 2: Comparacion de la isoforma celular (PrP%) y la isoforma Scrapie (PrP%) (Zou, 2013;
Mastrianni, 2014).

Esto refuerza la hipdtesis del cambio conformacional de la PrP en el paso de su "forma
celular" a la "patdgena". Ademas, el alto contenido en estructura  de esta ultima es
compatible con otras proteinas responsables de enfermedades en las que aparecen depositos
de placas amiloides, como ocurre en la enfermedad de Alzheimer (Westergard et al., 2007;

Zou, 2013).

De acuerdo con la hipotesis de Prusiner, el contacto entre dos moléculas de proteina del
priéon una normal y otra patdgena, induce un cambio conformacional en la primera que
también pasa a adquirir la forma resistente (Zou, 2013). De esta forma se produce una
"reaccion en cadena", que conduce paulatinamente a la desaparicion de la PrP¢ y al
crecimiento de las fibrillas SAF. La acumulacién de éstas origina el dano neuronal

caracteristico de las EETs (Westergard et al., 2007; Zou, 2013)

2.4 Desarrollo y propagacion de las EETs

De lo anterior se desprende que las EETs se desarrollan por medio de un "cambio
conformacional" (Mastrianni, 2014). Esta transformacién es inducida por el contacto entre
las dos isoformas de la PrP. La ausencia de cualquiera de ellas impide por tanto el
desarrollo de la enfermedad. A pesar de lo anterior, existen una serie de hipdtesis

razonables para el mecanismo de esta transformacion y su propagacion (Soto, 2011).
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La primera es su "forma hereditaria", que se asocia a la presencia de ciertas mutaciones en
el gen PRNP que codifica la PrP. Las mutaciones son mucho mas habituales que el escaso
nimero de individuos que desarrollan la enfermedad y la presencia de éstas no implica que
vaya a inducir automaticamente el desarrollo de la enfermedad. Asi es como la enfermedad

se manifiesta en el humano a una edad superior a los 50 afios (Mastrianni, 2014).

El segundo caso es el ingreso exdgeno del agente donde existen una serie de factores
desconocidos en el mecanismo molecular del desarrollo de la enfermedad. Aun sin
evidencias se plantea que el "cambio conformacional" se produce por una nucleacion,
donde una molécula de PrP® se une a un agregado con un cierto numero de moléculas de
PrP% (Requena y Wille, 2014). Este actiia como "plantilla tridimensional", para inducir la
desnaturalizacion parcial o total de la forma celular, su cambio conformacional y su
incorporacion al nucleo patdogeno en crecimiento (Farias, 2013; Moda et al., 2013). Si bien
no se han detectado directamente otras moléculas presentes en esta transformacion, no se
descarta totalmente su presencia. Incluso es posible que la presencia de cationes metalicos

como el Cu” pudieran participar en éste (Millhauser, 2013).

Tampoco estd claro el tema de las "cepas" en la propagacion de las EETs. Estas se refieren
a la presencia, dentro de la misma enfermedad, de diferentes cuadros clinicos y distintas

velocidades de incubacion (Biasini y Harris, 2013).

2.5 Funcion de la PrP

A pesar de la informacion disponible para la PrP, la funcion de su forma celular constituye
todavia un tema controversial (Requena y Wille, 2014). El estudio en ratones transgénicos,
en los que se ha suprimido el gen que la codifica, no ha mostrado demasiadas alteraciones
en su comportamiento, aunque se han publicado algunos datos referentes a anomalias en los
ritmos circadianos (Millhauser, 2013). Sin embargo, las investigaciones se centran en una
serie de patrones repetitivos (cada 8 aminoécidos) en la estructura primaria, situados en la
primera mitad de la proteina, que presentan una afinidad especifica hacia los iones Cu*"

(Benetti y Legname, 2015). Probablemente la proteina PrP¢ desempefie una funcion



importante en el metabolismo del cobre y con ¢l, en posibles mecanismos de proteccion de

las uniones sindpticas ante procesos oxidativos (Westergard et al., 2007).

Las investigaciones siguen encontrando importantes roles funcionales de la PrP¢, como
que: apoya el desarrollo de la mielina, influencia los ritmos circadianos del suefio, aumenta
su concentracion en los sitios de injuria isquémica, promueve el desarrollo neuronal y
protege las células nerviosas de los ataques quimicos y oxidativos (Millhauser, 2013).
Aunque todavia no se puede asignar una tinica funcion para la PrP® como, por ejemplo, una
molécula de sefializacion, una enzima o un transportador, esta claro que se requiere la
proteina para la funciéon neurologica normal (Millhauser, 2013). Investigaciones mas
funcionales enlazan la PrP¢ a la union de iones metalicos, especificamente para el cobre y
el zinc (Westergard et al., 2007). Este enlace se enfatiz6 en un estudio de fluorescencia de
rayos X que examino la localizacion espacial y los niveles relativos del hierro, cobre y zinc

en el cerebro de ratones (Westergard et al., 2007).

Cada uno de estos iones metalicos tiene un perfil PrP-dependiente tinico para regiones
especificas del cerebro. Por ejemplo, la PrP parece manejar los niveles de cobre cerca de
los ventriculos y el tdlamo por otro lado el zinc aumenta en las regiones corticales. Si bien
hay poca evidencia que sugiere que la PrP se une directamente al hierro, los niveles son
influenciados por la expresion de PrP, lo cual sugiere una relacion entre los transportadores

de los distintos metales (Westergard et al., 2007).

3. Enfermedades pridnicas

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs), corresponden a una de las
patologias menos comprendidas que afectan el sistema nervioso de los humanos y
animales. Las EETs son entidades neurodegenerativas de muy lenta progresion con
periodos de incubacion muy largos que van entre los 2 a 10 afios y siempre son fatales.
Desarrollan caracteristicas histopatoldgicas comunes como: vacuolizacion neuronal y del
neuropilo, astrogliosis, amiloidosis, presentando un alto grado de similitud entre las

especies afectadas (Castilla et al., 2002; Farias, 2013).

10



Las EETs, en relacion con el resto de enfermedades contagiosas, presentan una serie de
caracteristicas que les confieren una alta especificidad como: la ausencia de reaccion
inflamatoria; imposibilidad de detecciéon en el individuo vivo y una extraordinaria
resistencia del agente causal a los sistemas habituales de esterilizacion fisico-quimica, lo
que dificulta su control (Corbiére et al., 2013). Pueden ser clasificadas como hereditarias,
infecciosas y esporadicas (Farias, 2013). Las de tipo hereditarias son aquellas provocadas
por alteraciones genéticas heredables y su presentacion se debe a una mutacion en el gen
que codifica la proteina prionica (PrP), lo cual termina facilitando el plegamiento erroneo
de la PrPC. Las infecciosas o adquiridas son producto del ingreso al organismo de un prion
exdgeno que interactiia con la PrP®, proteina que se transforma en una nueva PrP>. Y las
esporadicas suceden cuando se presentan sin una causa aparente o evidencia de una
mutacién puntual o de infeccidn exdgena por la PrP, cuyo origen no tiene una explicacion

clara (Brown y Mastrianni, 2010).

Las enfermedades causadas por priones se han reconocido en diversas especies, es asi como
se describen en los humanos donde se destacan la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) y
su variante (ECJ") entre otras; mientras que entre las principales enfermedades de los
animales estan: la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) y el Scrapie que afecta a

caprinos, ovinos y muflones (Wadsworth et al., 2011).

Las EETs se han reconocido en diversas especies, entre ellas humanas y animales, las

cuales se resumen en la Tabla 1:

11



Tabla 1: Encefalopatias Espongiformes Transmisibles en las especies.

Nombre . .y Aiio
Hospedador Mecanismo de transmision .
(a) reconocido

Espontaneo; mutacién somatica o conversion

ECJ Humano espontanea de PrP® a PrP*. 1920

ECJ' Humano Genético; mutacion heredable en el gen PRNP. 1924
Infeccioso; exposicion a equipo quirtirgico

ECJ Humano 1nfectad.0’ con priones; tra.splante de tejidos; 1974
transfusion sanguinea; terapias con hormona de
crecimiento humana.

ECJ* Humano Infecciosa; exposicion a alimentos infectados con 1996
EEB.

SGS Humano Genético; mutacion heredable en el gen PRNP. 1936

Kuru Humano (Papua | Infeccioso; exposicion a tejidos contaminados del 1957

Nueva Guinea) |hombre durante rituales de canibalismo.
IFF Humano Genético; mutacion heredable en el gen PRNP. 1986
IFS Humano Desconocido; espontaneo; mutaciéon somética o 1997

conversion espontanea de PrP© a PrP%.

Infeccioso; ingestion o contacto con animales,
Scrapie Ovejas y cabras |[tejidos o secreciones con Scrapie; ambiente 1732
contaminado; exposicion oral.

Infeccioso; ingestion de alimentos contaminados

ETV Visén ) 1947
con priones.
. , ido; 1 10s0, taneo; tact
EDC Ciervo, Alce, raton Desco.nromdo 1nfecc10s0 espontaneo; contacto o 1967
Ingestion con priones.
. Infeccioso; ingestion alimentos contaminados
EEB Bovinos €eCl080; Ngestio de 1986
con priones.
Kudu, Gemsbok . ) ..
Infeccioso; contacto con alimentos o tejidos
EUE Oryx, Nyala, . 1986
o contaminados con EEB.
ungulado exatico
EEF Gato, tigre, le6én, |Infeccioso; ingestion de alimentos contaminados 1990

puma, chita con priones.

(a) ECJ® (Enfermedad de Creutzfeld- Jacob esporadica), ECJ' (familiar), ECJ' (iatrogénica), ECJ¥ (variante);
SGS (Sindrome de Gersmann’Straussler-Scheinker); IFF (Insomnio Familiar Fatal), IF® (esporadico); ETV
(Encefalopatia Transmisible del Vison); EDC (Enfermedad del Desgaste Cronico); EEB (Encefalopatia
Espongiforme Bovina); EUE (Encefalopatia de Ungulados Exoticos); EEF (Encefalopatia Espongiforme
Felina) (Ryou, 2007).
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3.1 Enfermedades prionicas que afectan a los humanos

Las enfermedades prionicas que afectan a humanos, se subdividen sobre la base de su
signologia clinica y de las caracteristicas neuropatologicas que presentan (Farias, 2013).
Dentro de las EETs se encuentran el Kurt producido por canibalismo (Prusiner, 1998;
Ryou, 2007), el sindrome Gerstmann-Striussler-Scheinker asociado a mutacion del gen
PRNP (Brown y Mastrianni, 2010), el insomnio familiar fatal producido por una mutacion
en el codon 178 del gen PRNP (Ryou, 2007; Capellari et al., 2011), la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (ECJ) y su variante (ECJY), esta tltima en la actualidad se clasifica como
infecciosa al estar directamente relacionada con la Encefalopatia Espongiforme Bovina
(EEB) constituyendo asi una zoonosis, donde el prion superd la barrera interespecie,

pudiendo contagiar a los humanos (Ryou, 2007; Vaccari et al., 2009).

3.2 Enfermedades prionicas que afectan a los animales

Numerosas especies animales se ven afectadas por diversas encefalopatias espongiformes
transmisibles, tal es el caso del 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) que afecta a diferentes felinos, entre otras (Wadsworth et al., 2011).

El analisis histopatologico de los cerebros muestra astrogliosis, vacuolizacion intracelular y
pérdida neuronal. No parece existir una relacion directa entre la cantidad de astrogliosis
observada y la gravedad de las lesiones vacuolares, por lo que ambos cambios parecen

representar respuestas primarias independientes (Castilla et al., 2002).

El diagnoéstico realizado por la técnica de ITHQ, se basa en la combinacion de técnicas
anatomo-patologicas, inmunoldgicas y bioquimicas, permitiendo localizar componentes
tisulares in situ, mediante el empleo de anticuerpos especificos y moléculas marcadoras.
Seglin los laboratorios de referencia de la Comision Europea para las EETs, el principio
teorico de la aplicacion de la THQ en las muestras fijadas en formalina, consiste en la

busqueda de epitopes y la utilizacion de anticuerpos elaborados especificamente para

priones (OIE, 2012).
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4. Scrapie
4.1 Generalidades

El Scrapie es el mas comun de las EETs, el cual afecta a los ovinos, caprinos y muflones a
nivel mundial. Como todas las otras enfermedades causadas por priones, el Scrapie es una
enfermedad neurodegenerativa y eventualmente fatal (Fast y Groschup, 2013). Esta
enfermedad esta asociada a un rango de signos clinicos desde sutiles anormalidades del
comportamiento a signos neuroldgicos mas evidentes. El diagnostico clinico necesita ser
confirmado por la demostracion de lesiones espongiformes ‘“patognomoénicas” y la

inmunodeteccion del PrP®, depositadas primariamente en el SNC (OIE, 2013a).

Es endémica en muchos paises europeos del Este y ha sido también reportada en diversos
paises de otros continentes. Sin embargo, Australia y Nueva Zelanda han mantenido su
condicion de paises libres de Scrapie debido a sus rigurosas medidas de control (OIE,

2016a,d).

Es una enfermedad cuyo conocimiento es limitado en la especie caprina, a pesar de que su
primera observaciéon fue en Francia el afio 1942 en un animal con sintomatologia
compatible, que vivia junto a un rebafio de ovinos, los cuales presentaban la enfermedad
desde hace afios (Vaccari et al., 2009). Actualmente hay tres clasificaciones de las
enfermedades prionicas naturales que afectan a los caprinos en Europa (Farias, 2013;
Cifuentes, 2014). Estas se distinguen en base a caracteristicas inmunobioquimicas como
Scrapie clésico, atipico y tipo EEB (Fast y Groschup, 2013). En la medida que las técnicas
utiles para diferenciar las cadenas del pridbn mejoren, seguramente apareceran otro tipo de

EETs en caprinos (Vaccari ef al., 2009).

La susceptibilidad al Scrapie, en los caprinos, esta determinada por el polimorfismo en
codones especificos derivados del gen que codifica para la proteina pridnica (PRNP)
(Cifuentes, 2014). En caprinos se ha establecido que el riesgo de infeccion seria mayor en
animales homocigotos para Isoleucina en el coddén 142, que para aquellos que portan
Metionina en la misma posicion. Sugiriendo que la Metionina tendria un efecto de
proteccion parcial para el desarrollo de la enfermedad en esta especie (Vaccari et al., 2009;

Cifuentes, 2014).
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En relacion al cuadro clinico en caprinos, éste se caracteriza por presentar episodios de
cambio conductual, rasquido que es de menor intensidad al ser comparado con el que se
presenta en los ovinos, pérdida de peso, pasando al desarrollo de la signologia nerviosa
como lo es el tremor y ataxia, y luego la postracién con la consecuente muerte del animal

(DEFRA, 2008; Farias, 2013; Fast y Groschup, 2013).

Las vias de transmision en esta especie ocurren vertical y horizontalmente. La infeccion de
las crias ocurre en el momento del parto y posiblemente en el periodo prenatal. Al
momento del parto las membranas fetales, como la placenta, son una fuente importante de
infeccion horizontal, especialmente cuando las zonas de parto estdn en areas confinadas

(Terry et al., 2011; Cifuentes, 2014).

Dentro de los diagnosticos diferenciales, especialmente en la fase temprana de la
presentacion de los signos clinicos, se encuentran la enfermedad de Aujezky o pseudorabia,
el ectoparasitismo, la rabia, encefalitis por listeriosis, Maedi Visna, cetosis,

hipomagnesemia e intoxicaciones quimicas y por plantas (OIE, 2016a;b).

4.2 Factores de Riesgo
Genética

En estudios epidemioldgicos se ha demostrado que la transmision del Scrapie clésico
requiere ovinos y caprinos genéticamente suceptibles. Por lo tanto, el principal factor de
riesgo de infeccion de Scrapie en ovinos y caprinos, a pesar de la forma de infeccion con el
agente, es la susceptibilidad genética de estos (Fast y Groschup, 2013). Para esto los
esfuerzos de erradicacion de la enfemedad se han centrado en el estudio de los diferentes
genotipos presentes en especies y sus distintas susceptibilidades a la infeccion (Brown,

2013; Fast y Groschup, 2013).

Gran parte del estudio en el control genético del huésped y la transmisibilidad del Scrapie
se ha realizado en roedores, debido al gasto econdmico y la manipulacion que conllevan los
experimentos realizados con animales de granja. Por esto se hizo un simil entre los
descubrimientos genéticos realizados en roedores con los definidos en ovinos (Gonzalez et

al., 2009).
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En el afio 1968 fueron propuestos los efectos de dos genes en ratones infectados
experimentalmente. El primero, un gen llamado gen-Sinc (gen de incubacion de Scrapie)
que tiene efecto en el largo del periodo de incubacion y su gen homologo en ovinos
llamado gen-Sip (gen de periodo de incubacion de Scrapie) (Westaway et al., 1987).
Eventualmente, diferentes polimorfismos del PRNP fueron comparados en los 80 y 90 con

los genes—Sip/Sinc (Westaway et al., 1987).

En ovinos el PRPN consiste en dos alelos, sA (periodo de incubacion corto) y pA (periodo
de incubacion prolongado), que se diferencian primariamente en la secuencia de
aminoacidos codificada en el codéon 136 . Similar al ratéon, el largo del periodo de
incubacion es dependiente de la cepa de Scrapie que es utilizada (Hunter et al., 1994).
Ademas, en animales susceptibles, los efectos en el periodo de incubacién también pueden
ser resultado de polimorfismos en los codones 154 y 171 (Hunter, et al; 2000). Asi, el
periodo de incubacidon esta determinado al menos por dos factores: el genotipo del

hospedero y la cepa del agente.

Existen cinco grupos de riesgo en ovinos que se resumen en la Tabla 2, y éstos son las
bases de la cria de ovinos y los programas de erradicacién de Scrapie aplicados en la Union
Europea. El mayor riesgo de desarrollar la enfermedad es en animales VRQ/VRQ, y la
mayor resistencia genética esta asociada a ovinos ARR/ARR (Jeffrey y Gonzalez, 2007;
Gonzalez et al., 2014a). Sin embargo, existen restricciones en estos estudios como, por
ejemplo, dos ovinos ARR/ARR de diferentes rebafios en Francia y Alemania han
demostrado ser portadores subclinicos del Scrapie cldsico (Jeffrey y Gonzilez, 2007;
Gonzélez et al., 2014a). El sistema de clasificacion descrito anteriormente no sirve para la

forma de Scrapie atipico.
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Tabla 2: Consideraciones sobre la utilizacion como reproductores de los diferentes
genotipos en la Plan Nacional contra el Scrapie de Gran Bretana.

Genotipo Susceptibilidad/Resistencia
(@
ARR/ARR | Se considera el genotipo mas resistente al Scrapie.
ARR/AH : . . . :
RR/AHQ Animales considerados genéticamente resistente pero que deben manejarse
ARR/ARH . . o
con cuidado si pretenden ser utilizados como reproductores.
ARR/ARQ
ARQ/ARH
ARQ/AHQ | Animales con escasa resistencia al Scrapie que podran ser utilizados como
AHQ/AHQ |reproductores libremente solo hasta finales del afio 2004. Posteriormente,
ARH/ARH |con la excepcion de los sefialados con *, se utilizardn para reproduccion
AHQ/ARH | por un periodo maximo de 3 afios o hasta el final de su vida.
ARH/ARQ*
Animales genéticamte susceptibles al Scrapie pero que podran,
ARR/VRG |ocasionalmente, ser utilizados como reproductores en el contexto de un
programa de mejora aprobado.
AHQ/VRQ
ARH/VRQ | Animales muy susceptibles al Scrapie que deberan ser sacrificados o
ARQ/VRQ |castrados.
VRQ/VRQ

Resumen de grupos de riesgo en ovinos, desde mayor susceptibilidad a Scrapie a menor
susceptibilidad (a) A: Alanina, R: Arginina, Q: Glutamina , H: Histidina, V: Valina, I: Isoleucina,
M: Metionina, N: Asparagina, S: Serina, D: Aspértico, K: Lisina. (Fast y Groschup, 2013).

Aunque la secuencia de aminoacidos en el PrP de ovinos y caprinos silvestres son
similares, la genética del PrP en cabras es mucho mds variable, sin embargo,
sorprendentemente sin los polimorfismos en los codones 136 y 171. Se han encontrado en
diferentes paises y razas de caprinos, otros 29 polimorfismos del PRPN caprino, resultando
en cambios aminoacidicos (Vaccari et al., 2006). Al menos cinco de ellos parecen estar

asociados a la susceptibilidad a las EETs:

—Haplotipos 1142M tienen un periodo de incubacién prolongado luego de la inoculacion
experimental y estan asociados con el aumento de la resistencia al Scrapie clasico bajo
condiciones naturales (Barillet et al., 2009).

—Haplotipos R154H son asociados con cierta resistencia al Scrapie clasico en diferentes
razas y paises (Vaccari et al., 2006; Barillet et al., 2009) pero comparativamente tiene alto

riesgo asociado al Scrapie atipico (Vaccari ef al., 2006; Barillet et al., 2009).
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—Polimorfismos N146S/D codifican bajo riesgo (cierta resistencia) a la infeccion con
Scrapie, pero este genotipo estd confinado en cruzas de caprinos Damascus/Damascus,
principalmente en Chipre (Vaccari ef al., 2006).

—Haplotipos R211Q han demostrado una resistencia aumentada al Scrapie cldsico en
estudios franceses de casos-control (Barillet ez al., 2009).

—Haplotipos Q222K estan asociados con la proteccion contra el Scrapie clasico en varias
razas y paises, pero se han reportado los animales heterocigotos infectados (Vaccari ef al.,

2006; Barillet et al., 2009).

En este momento se consideran candidatos para razas resistentes a las EETs los haplotipos
N146S/D y 222K y para los consiguientes programas de erradicacion para los caprinos

(Fast y Groschup, 2013).

En resumen, el niimero de variables que influencian la susceptibilidad al Scrapie son
muchas y no s6lo dependen del genotipo del hospedador y del agente infeccioso, sino
también depende de los rebafios individuales, razas y localizacion geografica, tampoco se

debe olvidar los efectos de la dosis y la ruta de inoculacion.

4.3 Transmisibilidad

Las enfermedades prionicas pueden ser adquiridas por trasmision horizontal, de forma
esporadica o pueden originarse genéticamente de forma autosomal dominante (van Keulen
et al., 2008). La evidencia actual indica que la clase en los eventos de la patogénesis de
todas las formas de las enfermedades pridnicas es el cambio conformacional de la forma
normal de la proteina celular pridnica (PrP°) a su isoforma patogénica (PrP*°). La PrP>se
acumula en el sistema nervioso central en agregados amiloides, se cree que esta forma se
puede propagar por si misma imprimiendo su conformacion anormal sobre las moléculas de

PrP¢ (Weissmann et al., 2011).

En los timos siglos se ha llevado a cabo una larga discusion sobre la forma de transmision
del Scrapie (Schneider ef al., 2008) y hasta ahora no se han resuelto completamnte las rutas
de transmision de la enfermedad. Se sabe que el Scrapie se puede transmitir
horizontalmente entre ovejas bajo condiciones naturales. Esto ocurre por contacto directo o

a través del ambiente. La ruta oral de infeccion es la mas eficiente (van Keulen et al.,
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2008). El Scrapie en caprinos se encuentra comunmente en mezcla de rebafios con ovinos,

pero también se ha observado su propagacion entre caprinos (Wood ef al., 1992).

La mayor fuente de infeccion es la placenta infectada. La infectividad y el PrP* se ha
detectado en partes fetales, dependiendo del genotipo de la descendencia (Andréoletti et al.,
2002). Por una parte, resultados provenientes de distintos estudios indican que la infeccion
intra uterina no ocurre antes del parto. La placenta y el liquido amniotico son derramados al
ambiente durante el parto y pueden ser ingeridas por otros animales, ésta se sigue
asumiendo como la forma de infeccidon mas importe entre los rebafios (Andréoletti et al.,
2002). Por otra parte, se ha demostrado que el agente del Scrapie sigue siendo infeccioso,

incluso después de anos de permanecer en el ambiente (Brown y Gajdusek, 1991).

Existen datos que indican que la infectividad en el ambiente puede sobrevivir por mas de
16 afios (Georgsson ef al., 2006). Resultados adicionales indican que la PrP*° liberada al
ambiente se puede mantener en la superficie del suelo y unirse a los minerales del suelo, los
cuales pueden ser consumidos durante el pastoreo de los animales (Johnson et al., 2006). Se
ha demostrado que ademas en la placenta, el liquido amnidtico, las fecas (Terry et al.,
2011) y la leche (Brown y Gajdusek, 1991), contienen PrP*® y son infectivos. También se
ha encontrado en la cavidad oral de ovejas infectadas (Konold et al., 2008) y se ha
demostrado a través de modelos en hamster y ratones la presencia del PrP> y/o la
infectividad en la orina de ovinos infectados (Gonzalez-Romero et al., 2008). Otras rutas de
infeccion artificial que incluyen la transmision via inoculacion subcutdnea, exposicion
conjuntival, escarificacion de la piel y por transfusiones sanguineas (Caramelli ef al., 2006;
Gonzalez et al., 2014b). Algunas infecciones de Scrapie son consecuencia de la transmision

iatrogénica provocada por el uso de vacunas contaminadas (Caramelli et al., 2006).

4.4 Patogenia

El tiempo de incubacion del Scrapie depende de la ruta de infeccion y la edad del animal al
ser infectado, su genotipo, la cepa del agente implicado y la dosis infectiva. Existe una
relacion negativa entre la susceptibilidad genotipica de las ovinos y el periodo de
incubacion de la enfermedad (Detwiler y Baylis, 2003). La infeccion iatrogénica conlleva a

periodos de incubacion ligeramente mas cortos (Caramelli et al., 2006).
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En el Scrapie clésico los signos clinicos se presentan usualmente entre los 2 y 5 afios de
edad (en promedio a los 3,5 afios de edad). Aunque en ambos sexos parecen ser igualmente
afectados, la manifestacion de la enfermedad en los carneros ocurre a una edad ligeramente
mas temprana. Sin embargo, también se pueden presentar periodos de incubacion mas
cortos y mas largos que oscilan entre 1 y hasta 11 afios. Es raro encontrar animales menores
a 18 meses enfermos con Scrapie. Sin embargo, por lo general no es posible saber el

momento de la infeccion en animales mayores (Detwiler y Baylis, 2003).

Como en los ovinos, el periodo de incubacion en las cabras también es influenciado por el
genotipo (Goldmann, 2008). La mayoria de las cabras afectadas por el Scrapie clésico
tienen entre 2 y 5 afios de edad. Sin embargo, también se han reportado casos hasta los 10

afios (Fast y Groschup, 2013).

4.5 Patogénesis y distribucién tisular de la PrP*

Distintos estudios han establecido una hipotesis tentativa de la patogénesis del Scrapie
clasico, a partir de una infeccion por una exposicion oral al prion. Para un mejor
entendimiento la patogénesis del Scrapie se puede dividir en cuatro fases fundamentales los
cuales son: la infeccion y replicacion periférica, la neuroinvasion, la neurodegeneracion y la

diseminacion centrifuga (Farias, 2013).

El Scrapie como todas las EETs, es adquirido desde fuentes externas y son transmitidas a
través de la via oral, pero el Scrapie ademés de ser transmisible es contagiosa, bajo
condiciones naturales (ver 4.3 Transmisibilidad) (Farias, 2013). Su infecciéon comienza
luego de la ingesta del prion por via oral. Al ser ingerido, el PrP*® cruza la barrera de la
mucosa intestinal, a través de tres vias posibles, las que no son excluyentes, estas se pueden
observar en la Figura 3 (van Keulen ef al., 2000). La primera es a través de células-M,
presentes en los foliculos asociados al epitelio de la mucosa intestinal y tonsilas,
encargadas de transportar macromoléculas y particulas a través del epitelio. La segunda,
mediante enzimas digestivas que fragmentarian al agente en un nticleo 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 lumen

intestinal (van Keulen et al., 2000; 2008; Farias, 2013; Cifuentes, 2014). El tropismo
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celular de los priones varia entre las especies y también depende de la cepa del prion, en el
caso del Scrapie son linfotropicos, debido a esto al cruzar la barrera de la mucosa intestinal,
la PrP*° se propaga y se transporta con la ayuda de células al sistema linforeticular (bazo,
nddulos linfaticos retrofaringeos y mesentéricos), donde continla su replicacion
aproximadamente por dos afios. El momento en el cual el agente se mueve desde el sistema
linforeticular hacia el cerebro no ha sido determinado en los ovinos, pero se sugiere la
propagacion hematdgena-neuronal como una alternativa (van Keulen et al., 2000; 2008;

OIE, 2012; Cifuentes, 2014).

Estudios en caprinos que se encuentran en un estado clinico de la enfermedad, han
entregado resultados similares a los ovinos, no encontrandose infectividad en sangre,
médula dsea, fecas, rifion, glandula mamaria, leche, musculo esquelético, ovario, glandula

salival, suero o utero (SAG, 2005; OMS, 2016).
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Figura 3: Posibilidades de ingreso del prién a través de la mucosa intestinal y sus posibles
mecanismos de replicacion (van Keulen et al., 2008). CD: Célula dendritica.

La etapa de replicacion periférica del prion comienza al ingresar al organismo, primero se
acumula y multiplica en los tejidos linfoides asociados a intestino (GALT), tonsilas y
placas de Peyer. Posteriormente, el agente es transportado hacia los linfonddulos

retrofaringeos y mesentéricos, cuando los priones logran acceder al flujo linfoide eferente y
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a la sangre se podria ocasionar una diseminacion del agente a otros tejidos linfoides. Se
puede detectar la PrP>° en tejidos linfoides a los 14 meses, en el SNC en cambio, se puede

detectar a los 2,5 afios (Farias, 2013).

Existen células que cumplen un rol fundamental en la patogenia del Scrapie, estas son las
células dendriticas foliculares (CDF) y las mononucleares (principalmente macréfagos),
éstas transportan la PrP*, desde las células M en el epitelio asociado al foliculo, hacia los
centros germinales de los foliculos linfoides (Brun et al., 2003; Farias, 2013). Luego de
interactuar con los linfocitos, entran en apoptosis y liberan su contenido, que puede ser
fagocitado por macréfagos o infectar a las CDF, las cuales pueden difundir hacia los senos
de los linfonodulos que drenan al GALT. Accediendo al flujo linfoide eferente y a la
sangre, podrian ocasionar una diseminacion del prion del Scrapie hacia otros tejidos
linfoides (Brun et al., 2003; Farias, 2013). De esta forma el prion es transportado desde el
intestino hacia organos linfoides secundarios por las CD intestinales. Estas células
presentan la PrP™ a los linfocitos B y T en el tejido linfoide, como a las placas de Peyer del
intestino o las CDF del bazo, timo y tonsilas (Brun et al., 2003; Farias, 2013). En estos
tejidos el prion se acumula y continua con la conversién de la PrP¢ en la isoforma
patologica, que se localiza en los centros germinales de estos tejidos linfoides (Andréoletti

et al., 2000; Farias, 2013).

La neuroinvasion comienza desde las terminaciones nerviosas del tejido linfoide, donde la
PrP> transmigra hacia la médula espinal y el cerebro (Andréoletti et al., 2000; Farias,
2013). El primer tejido neuronal en el cual se puede encontrar la PrP>, tanto en el Scrapie
como en la EEB, es ¢l sistema nervioso entérico (SNE) (van Keulen et al., 2008; Cifuentes,
2014). La expresion de la PrP€ es totalmente necesaria para el transporte del prion desde la
periferia al SNC (van Keulen et al., 2008; Farias, 2013). Las ramas viscerales del Sistema
Nervioso Simpético (SNS) inervan a los 6rganos linfoides donde se acumula el prion.
También juegan un rol importante las fibras sensitivas del nervio vago, que estdn
distribuidos por el tracto gastrointestinal y se comunican quimicamente con CD activadas.
Se propone como entrada al Sistema Nervioso Periférico (SNP) la zona del foliculo linfoide
que estd inervada por fibras nerviosas desmielinizadas, ya que es en este lugar donde las

CDF estan en estrecho contacto con las fibras nerviosas (Everest et al., 2011; Farias, 2013).
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El tracto gastrointestinal estd inervado por el Sistema Nervioso Entérico, donde existen
sinapsis vagales eferentes en sus ganglios intrinsecos, que se extienden desde la faringe al
esfinter anal, por esto existe una gran variedad de sitios y vias posibles para la
neuroinvasion (Farias, 2013; Cifuentes, 2014). Al invadir el SNE, el prion tiene acceso a
través de las vias neuronales eferentes parasimpaticas y simpaticas hacia el cerebro (via
ganglio mesentérico craneal/abdominal) . Una vez que comienza a ascender por estas vias
neuronales llega al cerebro a través del Nucleo dorsal o parasimpatico del nervio vago a
nivel del 6bex y el Asta lateral en los segmentos medulares toraco-lumbares de la médula
espinal. Cuando la PrP™ alcanza el SNC, la infeccion se disemina en direccién ascendente
y descendente, hasta finalmente incluir la inervacion completa (van Keulen et al., 2008;
Cifuentes, 2014).

En el caso de los caprinos la diseminacion de la PrP* durante el ascenso del prion parece
ser bastante similar al del Scrapie clasico en ovinos (EFSA, 2009). Sin embargo, también se
ha demostrado que el curso puede ser mas prolongado en comparacion con el de los ovinos.
En las crias de caprinos infectadas cerca del nacimiento, la PrP>° es detectable en el GALT
desde los 4 meses de edad, en el tejido lifoide periférico después de los 6 meses de edad y
en el SNC las primeras acumulaciones de la PrP> se dan a los 18 meses de edad. En el
musculo esquelético a los 21 meses de edad (EFSA, 2009). Sin embargo la interaccion con
un tipo particular del genotipo del hospedero puede resultar en diferentes dinamicas de
diseminacion (EFSA, 2009).

El efecto de los priones se ejerce exclusivamente en el SNC, sin producir respuesta en el
hospedero. El prion no es directamente toxico, la neurodegeneracion se produce solo en
tejidos donde se expresa la PrP%, los tejidos donde ésta no se expresa pueden acumular la
PrP*y alin asi permanecer sanos (Prusiner, 1998; Farias, 2013). Se identifican dos fases en
la etapa neurodegenerativa: la primera tiene un requerimiento obligado de la expresion de
PrP€, para que ocurran los cambios conformacionales que origina la PrP*, que se agrega
formando el amiloide. En la segunda, estos cambios se traducen en dafio neuronal y la

consecuente disfuncion fisioldgica del SNC (Farias, 2013).

Debido a que las EETs se diseminan centripetamente hacia el cerebro y centrifugamente
desde el cerebro y la médula espinal a través de los nervios periféricos, se sugiere que

pueden también propagarse hacia otros tejidos blancos. La alimentaciéon humana
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comprende distintos tejidos de animales que se ven afectados por las EETs, como bovinos,
ovinos, caprinos, entre otros constituyendo un componente importante de examinacion
buscando la presencia de priones. Asi, se ha descrito la presencia de deposito de PrP>en
una variedad de musculos incluyendo la lengua, en ratones inoculados intracerebralmente,
en hamsteres infectados oralmente y en ovinos enfermos, incluso antes del comienzo de los
signos clinicos del Scrapie (Jeffrey et al., 2006; Farias, 2013). En el primer estudio
publicado en el 2004, se encontraron acumulaciones de PrP> en el tejido muscular de
ovejas, infectadas naturalmente y en desafiadas oralmente, tanto en la fase preclinica como
clinica de la infeccion (Farias, 2013). Se postula una diseminacion centrifuga desde las
neuronas motoras espinales y/o craneales, a través de sus proyecciones eferentes hacia las
uniones neuromusculares y desde aqui, postsinapticamente dentro de las fibras musculares,
donde las sensitivas nerviosas pueden proveer una via adicional para la infeccion (Everest

et al., 2011; Farias, 2013).

4.6 Signos Clinicos

Los signos clinicos son muy variables en las distintas razas, rebafos, regiones y paises y
son influenciados por el genotipo, la cadena del agente y la etapa de la enfermedad

(Ulvund, 2008).

Mayoritariamente la fase clinica progresa lentamente entre semanas a meses, existen casos
donde se han observado inicios agudos de la enfermedad, como también duraciones de
hasta un afio con remision intermitente de los signos; muertes repentinas de los animales
(OIE, 2013a;b). El escaso reconocimiento de la enfermedad se debe a la aparicion sutil de
variables signos clinicos, como también la progresion lenta de la enfermedad, son las
razones del porqué la enfermedad hace dificil la caracterizacion de los signos clinicos desde

un comienzo (Ulvund, 2008).

El aislamiento de los mismos animales de los rebafios es comunmente el primer signo
clinico. Aquellos mas especificos en una etapa temprana de la enfermedad son deficiencias
del SNC y pérdida de la lana causada por el prurito. Los animales afectados pueden parecer

normales, pero son estimulados por el estrés (ruido repentino, movimiento excesivo y
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manejos), generando tremores evidenciables. En etapas mas tardias, el animal hasta puede

caer en un estado convulsivo (OIE, 2013a;b).
Los signos clinicos del Scrapie pueden ser clasificados en cinco categorias (Ulvund 2008):

- Generales: depresion, pérdida de lana o pelo, regurgitacion y arritmia cardiaca.

- Del comportamiento: tremor de la cabeza, estado mental alterado, respuesta con
mordisqueo (reflejo), bruxismo, posicion anormal de la cabeza, hiperexcitabilidad,
ansiedad, aprehension, salivacion, agresividad y rechazo a ser ordefiados.

- De sensitividad: prurito, canibalismo, alotriofagia y mordidas, hiperestesia.

- De locomocion: ataxia en las extremidades posteriores, dismetria, postura anormal,
miembros posteriores débiles y dar vueltas.

- Miscelaneos: pérdida de peso, edema labial, discapacidad visual, breves ataques

epileptiformes e hipogalaxia.

No todos los sintomas estan siempre presentes, pero usualmente por lo menos se presenta
mas de uno (Hornlimann et al., 2006). Por otra parte, la forma nerviosa puede dominar en

un rebafio, mientras que en otros serd la forma pruritica (Ulvund, 2008).

En general, los signos mas reportados son el tremor de la cabeza, respuesta con
mordisqueo, hiperexcitabilidad, salivacion, prurito y la pérdida de peso, en los diferentes
rebafios y paises. La etapas finales son caracterizadas por una pérdida masiva de peso a
menudo sin cambios del apetito y la postracion debido a la ataxia severa (Hornlimann et al.,

2006; Ulvund, 2007). La duracion de la enfermedad va desde 1 a 3 meses (Ulvund, 2008).

Los signos clinicos descritos anteriormente, en combinacidon o solos, no son
patognomonicos para Scrapie, por lo tanto, el diagnostico clinico debe ser confirmado a

través de investigaciones de laboratorio (Ulvund, 2007).

4.7 Diagnostico

La vigilancia en paises que presentan enfermedades espongiformes transmisibles en los
pequefios rumiantes estd basada en test rapidos usando tejido del tronco encefalico. En el
caso de que existan resultados positivos en uno de los test rapidos, todas las muestras deben

ser ratificadas en un laboratorio de referencia nacional usando uno de los métodos
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confirmatorios aprobados por la OIE (Matthews et al., 2004). Estos métodos son la
histopatologia, inmunohistoquimica (IHQ), microscopio electronico e inmunoblot de SAF.
Por razones practicas, mayoritariamente la IHQ y el Inmunoblot de SAF tienen relevancia

hoy en dia (Ryder ef al., 2001; Matthews et al., 2004).
4.7.1 Histopatologia

En el Scrapie clasico no se han descrito lesiones macroscopicas aparentes visibles y las
alteraciones histomorfoldgicas estan, en su gran mayoria, localizadas en el sistema nervioso
central. La primera descripcion de las lesiones producidas por el Scrapie clasico proviene
del siglo XIX (Besnoit y Morel, 1898). Es una enfermedad neurodegenerativa con
vacuolaciones en la materia gris como caracteristica principal, frecuentemente acompanada
con astrocitosis pero sin signos de inflamacion. La pérdida neuronal est4 presente, pero no
es significativamente evidente en los exdmenes de rutina (Jeffrey y Gonzalez, 2004). El
desarrollo de los signos clinicos no son necesariamente reflejados con la severidad de los

cambios patologicos (Ryder et al., 2001; Jeffrey y Gonzalez, 2004).

Las lesiones del SNC son usualmente bilaterales y simétricas (Fast y Groschup, 2013),
especialmente en el tronco encefélico. Los sitios cominmente afectados son el dbex y
nucleo parasimpatico del nervio vago (Sisé ef al., 2010). Sin embargo, es evidente una
variacion de la distribucién neuroanatémica de las lesiones espongiformes, especialmente
en las areas mas rostrales del cerebro. La formacion de las lesiones no sélo depende de la
cepa del prion, sino que también del genotipo de hospedero, su raza y presumiblemente
otros factores individuales, adicionalmente la magnitud de la vacuolizacion es influenciada

por la edad en que se presenta la enfermedad clinica (Siso et al., 2010).

En el Scrapie clasico las vacuolaciones son detectables en el pericarion neuronal y en el
neuropilo, pero puede ser extrafio en algunos casos naturales o experimentales. Estas
vacuolas unidas a la membrana son encontradas dentro del pericarion neuronal como unica
o multiples vacuolas distendidas en el cuerpo celular, y/o dentro del proceso que lidera a la
aparicion del proceso espongiforme tipico en la materia gris del neuropilo (Jeffrey y
Gonzélez, 2004). La proporcion de la vacuolizacion del pericarion al neuropilo difiere

respecto a la enfermedad y a la cepa del agente. (Siso et al., 2010).
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En modelos murinos de Scrapie, las dendritas son las mas frecuentemente afectadas, el
pericarion neuronal, los axones y los terminales axdnicos se afectan en un menor grado.
Ademas podrian presentar degeneracion neuronal como la cromatolisis, neurofagia y las
neuronas encogidas y oscuras. Otro hallazgo que es inconsistente y sélo se encuentra en

algunos casos es la astrocitosis (Wood et al., 1997; Jeffrey et al., 2006).

En el Scrapie atipico, las vacuolaciones son mas prominentes en la capa molecular de la
corteza cerebelar, en la neocorteza del hipocampo, en los nucleos basales y ntcleo
accumbens. El tronco encefalico es, en contraste con el clasico, afectado en un grado
mucho menor y no se observan lesiones a nivel de 6bex (Benestad et al., 2003; Moore et
al., 2005). La vacuolacion intraneuronal no estd presente (Moore et al., 2005) o son

infrecuentemente vistas (Benestad et al., 2003).
4.7.2 Inmunohistoquimica

El segundo marcador de las EETs es la acumulacion de la PrP* en el cerebro, el cual
precede a las alteraciones morfoldgicas (Farias, 2013). Estudios previos (van Keulen et al.,
2000) demostraron que el tronco encefilico a nivel del obex, particularmente el ntcleo
parasimpatico del nervio vago, es la primera area del SNC en estar afectada antes de
cualquier alteracion morfoldégica. Con la progresion de la enfermedad, la acumulacion del
PrP™ se expande y se propaga en direcciones ascendentes y descendentes hasta finalmente
involucrar completamente el neuroeje (Ryder et al., 2001; Jeffrey et al., 2006; Farias,

2013).

Es posible diferenciar muchos tipos morfologicos de la acumulacion de PrP™. Estos
perfiles proporcionan informacion especifica de la cepa y procedencia de los tipos celulares
que sostienen la infeccion (tropismo celular) y el procesamiento celular del PrP*. No todos
los tipos y patrones son encontrados en todos los casos de Scrapie. Ademas, en la IHQ es
posible una diferenciacion entre algunos EET ovinos y caprinos (incluyendo ovino/caprino
EEB), usando la inmunoreactividad de anticuerpos de reconocimiento de diferentes
epitopos de PrP* (mapeo). Este método se basa en los diferentes sitios de anclaje del PrP>
en los distintos tipos celulares. Ambas aproximaciones permiten la definicion del fenotipo
inmunohistoquimico, y la subsecuente identificacion del hospedador y de la cepa del prién

(Ryder et al., 2001; Jeffrey et al., 2006; Jeffrey y Gonzalez, 2007).
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4.8 Diagnostico diferencial

A pesar de que los signos del Scrapie son distintivos en estados iniciales de la enfermedad,
pueden ser confundidos con otras patologias como: Ectoparasitos, Enfermedad de
Aujeszky, Rabia, Listeriosis, Maedi-Visna, Toxemia de prefiez, Plantas toxicas y quimicos

e hipomagnesemia (OIE, 2012; 2013a).

5. Epidemiologia

El Scrapie es endémico en la mayoria de los estados de la Union Europea (UE), como
también lo es en Noruega, Islandia y Suiza. Brasil, Canada, Israel, Japon, Palestina, Rusia,
Tayikistan, y en EEUU han sido reportados casos de Scrapie atipico y/o clasico en los
ultimos 6 afios (OIE, 2016d; OMS, 2016). Solo casos individuales de Scrapie atipico fueron
documentados en las Islas Malvinas y Nueva Zelanda (Epstein y Beecher, 2005;
Kittelberger et al., 2010). De acuerdo al “Atlas Mundial de Enfermedades del Ganado
2011 el Scrapie esta en el octavo puesto del ranking mundial de las causas de pérdida de

ovinos y caprinos, de un total de 676 enfermedades en estudio (World Bank, 2011).

En distintas fechas en paises como Australia y Nueva Zelanda (1952-1954), Sudafrica
(1964-1972), Colombia (1968-1971) y a Kenia (1970), se sospechd de una introduccion de
Scrapie clésico desde el Reino Unido. Luego de una exhaustiva erradicacion por medio del
sacrificio de los ovinos importados y con los que compartian el rebafio, Australia y Nueva

Zelanda se han mantenido libres hasta la fecha (Detwiler y Baylis, 2003; Cifuentes, 2014).

La verdadera situacion de la enfermedad en muchos paises atin es desconocida, debido a
que usualmente existe un inadecuado sistema de vigilancia pasiva para detectar a los
animales afectados. Se debe establecer un sistema de vigilancia activo para poder reconocer
el estado de libertad de la infeccion, que incluye la examinacion de todos los animales que
han muerto en el rebafio y que han sido eutanasiados por emergencia (Detwiler y Baylis,
2003; OIE, 2016d). Esto es ejemplificado por la introduccion de un programa de vigilancia
activo concertado para Scrapie en ovinos y caprinos a lo largo de toda la UE el 2003. En
este contexto, se examinaron para EETs todos los animales mayores a 18 meses de edad
(muertos, eutanasiados de emergencia, como también sanos eutanasiados) (Detwiler y

Baylis, 2003; Cifuentes, 2014).
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5.1 Salud publica

El principal problema evidenciado de las EETs en la salud publica fue al establecerse el
nexo entre la nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ™) y el prién de la
EEB, debido a la exposicion de humanos a alimentos contaminados con el prion (Brown y
Mastrianni, 2010; Moda et al., 2013; Priola, 2013). En este caso, a pesar de la barrera
interespecie, el inicio de la EEB en los bovinos se ha atribuido originalmente a la
utilizacion de harinas carnicas con contenido de proteinas de ovinos infectadas de Scrapie
(Moda et al., 2013; Priola, 2013). Ademas, una vez que es superada la barrera interespecie,
la infectividad transcurre al ritmo normal de la nueva especie y también puede ser
provocado por la contaminacion de harinas carnicas de origen bovino (Rey-Gayo y Calbo,

2002; Priola, 2013).

En el caso del Scrapie atn no se ha evidenciado contagio humano por el consumo de
productos de las especies afectadas, pero debido a las nuevas investigaciones y las cepas
encontradas de PrP> no se descarta esta posibilidad, por lo que estas nuevas variantes si
pueden presentar un peligro para la salud humana (Vaccari ef al., 2009). En la medida que
se han mejorado las técnicas moleculares de diagnostico y caracterizacion de los priones,
han aparecido nuevas cepas de Scrapie, clasificandose 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; Farias, 2013; Cifuentes, 2014).

Se sugiere que los pequefios rumiantes actian como reservorio de PrP", sugiriendo el
posible rol de éstos como promotores de agentes de las EETs con la habilidad para

traspasar la barrera interespecie (Moda et al., 2013; Priola, 2013).

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; Tamgliney et al., 2009). Ademas, se demostrd que estirpes atipicas
de Scrapie pueden ser transmitidas oralmente entre ovinos (Jeffrey y Gonzalez, 2007; van
Keulen ef al., 2008). Interpretaciones mas sensibles de pruebas diagndsticas de rutina, han
indicado la presencia de PrP> en tejido presumiblemente no infectado como el higado

(Everest et al., 2011). Esto sugiere la presencia de proteinas pridnicas potencialmente
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patdgenas en la poblacion ovina y caprina que pueden llegar directamente a la cadena

alimenticia humana (Juste et al., 2012).

La transmision de los priones, como se ha descrito anteriormente, se realiza a través de la
ingestion de productos contaminados con la PrP*°, que alcanza una mayor concentracion en
los productos considerados como Material Especifico de Riesgo (MER) (EFSA, 2013). Por
esto, se considera como MER si proceden de animales originarios de un Estado miembro o

un tercer pais, o de una de sus regiones, con un riesgo controlado o indeterminado de EEB.
En bovinos, se consideran como MER:

1) el craneo, excluida la mandibula e incluidos el cerebro y los ojos, y la médula espinal de
los animales mayores de 12 meses,

i1) la columna vertebral, excluidas las vértebras de la cola, las apofisis espinosas y
transversas de las vértebras cervicales, toracicas y lumbares, la cresta sacra media y las alas
del sacro, pero incluidos los ganglios de la raiz dorsal, de los animales mayores de 30
meses, y

ii1) las amigdalas, los ultimos 4 metros del intestino delgado, el ciego y el mesenterio de los

animales de todas las edades;

En caprinos y ovinos:
1) el craneo, incluidos el cerebro y los ojos, las amigdalas y la médula espinal de los
animales de mas de 12 meses o en cuya encia haya hecho erupcion un incisivo definitivo, y

i1) el bazo y el ileon de los animales de todas las edades (EFSA, 2013).

Dentro de éstos no se encuentra la leche, ni el musculo. Sin embargo, se ha publicado que
existen en los comercios, leche homogeneizada y pasteurizada que contienen la proteina

pridnica patogena (Carrion, 2007; EFSA, 2013).

El analisis molecular, que incluye el perfil de bandas y el patron de glicosilacion; los
prolongados periodos de incubacidn, que en humanos puede superar los 50 afos; 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 utilizados a favor de la hipotesis y

que inducen a la cautela (Pastrana, 2008; Cifuentes, 2014).
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En todos los casos reportados de la ECJ", se detecté la presencia de la PrP® en los drganos
linfoides de los pacientes enfermos (Lasmezas, 2003; Collins et al., 2004). También se
encontrd la PrP> presente en otros érganos donde se detectaron menores concentraciones
como el recto, timo y glandulas adrenales en uno de los pacientes estudiados (Collins ef al.,
2004; Cifuentes, 2014). En el afio 2003, se presentd el primer caso de muerte de un
paciente con ECJ", por una transfusion de sangre desde un donador con esta enfermedad.
Esto plantea la posibilidad de transmision del prion por via sanguinea entre humanos

afectados con ECJ", aunque no hay estudios sobre esta posibilidad (Llewelyn et al., 2004).

5.2 Situacion Nacional

En el caso de Chile, para evitar el riesgo de ingreso de la enfermedad al pais, se adoptan las
medidas recomendadas por la Organizacién Internacional de Sanidad Animal (OIE) y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) (FAO, 2003; OIE, 2013a, 2016b;c; OMS, 2016). El
organismo regulador para Chile es el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) que en 1990,
prohibid la importacion al pais de animales, productos y subproductos bovinos, ovinos y
caprinos de riesgo de paises con EEB (Mencionados en el punto 5.1), donde 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 (Nufiez, 2004; Cifuentes, 2014).

La EEB y el Scrapie estan consideradas como enfermedades de notificacion obligatoria, por
lo que los médicos veterinarios privados deben notificar los cuadros clinicos compatibles al
SAG (Nunez, 2004; SAG, 2015). En el caso de los bovinos, se definid6 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 signologia neuroldgica progresiva y que resulte positivo
a las pruebas rapidas; y caso confirmado si se determina positivo a la técnica de THQ

realizada en 6bex (SAG, 2007).

En la busqueda de la presencia de la PrP*°, en el pais, se colectaron muestras entre 1996 y
1998, de cerebro de bovinos, ovinos y caprinos desde todo el pais, para realizar diagndstico

histopatologico de las EETs, de acuerdo a los procedimientos indicados por la OIE,
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resultando negativas a Scrapie y a EEB (Nunez, 2004; Cifuentes, 2014). El 2000, se
prohibid la formulacién, elaboracion, distribucion, venta y uso de alimentos y suplementos
que contengan proteinas de origen rumiante para la alimentacion de estos mismos (Nufiez,
2004; Cifuentes, 2014). El 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 bares. Ademads, se exige el mismo proceso de
elaboracion para la importacion de estas harinas de rumiantes (Nufiez, 2004; SAG, 2007;

Cifuentes, 2014).

El SAG ha mantenido un Programa de Vigilancia Activa y Pasiva para las distintas EETs
por el aumento de paises con casos nativos de éstas en Europa, adoptando nuevas medidas
de prevencion (SAG, 2007). De este modo, el 2001, se establecio que sélo podran
internarse al pais bovinos y sus productos desde Argentina, Australia, Brasil, Estados
Unidos, Nueva Zelandia, Canadd, Paraguay y Uruguay y que no fue aplicable a: leche y sus
productos bovinos, semen, sebo libre de proteinas, pieles y cueros, gelatina y coladgeno.
Esta restriccion se vio modificada en tres ocasiones, dos el 2003 y una 2012, debido a la
notificacion de casos de EEB en Canada, EEUU y Brasil, respectivamente, por lo que se
suspendi6 la internacion de bovinos y productos de origen bovino desde estos paises. La
reapertura con Brasil fue el 2013 al asegurarse que fue un caso aislado y de presentacion
atipica (Cifuentes, 2014; SAG, 2014). El afio 2001 ademas de la utilizacion de las técnicas
de Histopatologia para la deteccion de EETs, se adicioné al diagndstico la técnica de

Inmunohistoquimica, para la vigilancia activa y pasiva anual (Nuiiez, 2004).

En el caso del Scrapie, en el pais, es una enfermedad de notificacion obligatoria (SAG,
2007; 2015). Debido a que nunca ha sido descrita la enfermedad, la vigilancia, previo al
afio 2015, para la enfermedad era pasiva en el caso de ovinos y caprinos, ademas, la
denuncia de los casos de sospecha estaban especificados en base a los descritos para la EEB

por la autoridad sanitaria pertinente (Nufiez, 2004; SAG, 2007; 2015).

Actualmente, si se comparan los planes anuales de vigilancia de enfermedades, en el caso
del Scrapie, entre los afos 2016 y 2017 se pueden evidenciar los esfuerzos por aumentar la
vigilancia para la enfermedad, los cambios que se pueden observar estan graficados en la

siguiente tabla (Tabla 3):
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Tabla 3: Comparacion entre el plan anual de vigilancia de enfermedades 2016 y 2017, del

SAG.

de animales suceptibles

Vigilancia basada en el riesgo

2016

2017

Vigilancia basada en riesgo de

carneros)

Objetivos animales susceptibles
Predios ovinos Regiones de Pred.los OVInOs ¥ caprinos de
Alcance ye Regiones de Aricay
O'Higgins a Magallanes ;
Parinacota a Magallanes
Especies Ovinos adultos (ovejas y Ovinos y Caprinos mayores

de 18 meses

Unidades Epidemolégicas

Cabaiias de ovinos

Cabaiias de ovinos

Marco de Muestreo

Cabanas de ovinos

Cabanas de ovinos

Tipo de Muestreo

Muestreo dirigido a todos
los ovinos con signos
clinicos compatibles con
Scrapie detectados en
predios, segun lo indicado
en orientaciones generales
del muestreo

Muestreo dirigido a todos los
ovinos y caprinos mayores de
18 meses, con signos clinicos
compatibles con Scrapie
detectados en predios, segiin
lo indicado en orientaciones
generales del muestreo

Unidad de Muestreo

Unidades epidemiologicas
definidas previamente

Ovinos y caprinos mayores de
18 meses dentro de los rebalis
animales a muestrear

Frecuencia de Muestro

No se puede determinar
debido a las caracteristicas
de los animales a muestrear

No se puede determinar
debido a las caracteristicas de
los animales a muestrear

Tamano de la Muestra

99 muestras

438 muestras

Nivel de Prevalencia

3%

2%

Nivel de Confianza

95%

95%

Error

5%

Muestras a Colectar

Encéfalo

Obex congelado para la
prueba rapida y Encéfalo que
incluye tronco encefalico (en
solucion de formalina 10%)
para histopatologia (tincién
H/E) e IHQ

Prueba de Laboratorio

ELISA

Tamiz: ELISA
Histopatologia en animales
con signos compatibles En
caso de sospechosos o
positivos a la prueba de tamiz
se realizard IHQ

(SAG, 2016; 2017)
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Al analizar las diferencias de los planes anuales de vigilancia, se puede desprender que el
SAG a aumentado la vigilancia principalmente en la especie ovina, pero también ha
incluido paulatinamente a la especie caprina, por lo tanto hoy en dia la vigilancia para la
especie ovina en el caso del Scrapie es pasiva y activa (SAG, 2016; 2017), pero aun sigue
siendo pasiva en el caso de los caprinos. Lo que ain mantiene con escaso conocimiento
respecto a la especie caprina, a diferencia de lo que ocurre con los ovinos, en la que es
levemente mayor por la relevancia econémica de exportacion que representa esta ultima

especie para Chile (Nuifiez, 2004; Cifuentes, 2014).

Cabe destacar que la masa ganadera caprina contabilizada segiin censo agropecuario, indico
aproximadamente 705.527 cabezas de ganado caprino en nuestro territorio nacional (INE,
2010). Tomando en cuenta que la mayor parte de la masa caprina del pais estd en manos del
sector socioecondmico mdas humilde, pequeiios productores; quienes comercializan
principalmente sus productos cérnicos y lacteos en el mercado informal (INE, 2010). Por lo
expuesto anteriormente, actualmente Chile no tiene un estatus sanitario declarado para el
Scrapie, si bien se han implementado variadas medidas para disminuir al maximo del riesgo

la introduccion de alguna EETs, aun es escasa la vigilancia para esta especie (SAG, 2014).

Actualmente Chile se encuentra categorizado por la Unién Europea como de riesgo
insignificante de presentar un caso de EEB. Estudios de evaluacion del riesgo geografico de
EEB en Chile, reconocidos por la Comisiéon Técnica de la Unidon Europea, determinaron
para nuestro pais el Nivel I, siendo altamente improbable la presencia del prion en el

territorio Nacional (SAG, 2014; OIE, 2016a).

Asi Chile se integra en un grupo de 46 paises que han alcanzado la categoria mas alta, en su
condicion sanitaria de la enfermedad, que la normativa internacional en sanidad animal
otorga a los paises miembros de la OIE (SAG, 2014). Si bien se han implementado variadas
medidas para disminuir al méximo el riesgo de introduccion de alguna EETs 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 lo descrito

anteriormente es que en esta memoria de titulo se plantearon los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Contribuir a la vigilancia de Scrapie clasico en Chile a través de la aplicacion de la técnica

de Inmunohistoquimica en 6bex de caprinos post mortem.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la aptitud de la muestra de tejido nervioso caprino a través de la tincion de

Hematoxilina Eosina (H/E).

2. Describir diferentes lesiones histopatologicas encontradas en las muestras procesadas

con la técnica de Hematoxilina Eosina (H/E).

3. Aplicar el método de inmunohistoquimica en 6bex de caprinos post mortem, para

detectar proteinas prionicas.
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MATERIALES Y METODOS
Obtencion de muestras

Se utilizaron 50 muestras de 6bex caprino, obtenidas de animales sacrificados en mataderos
de la IV Region ubicados en la Zona Norte-Centro del pais, provenientes de 50 animales

mayores de 2 afios de edad sin importar raza ni sexo.

Las muestras se obtuvieron a través del procedimiento para la extraccion de encéfalo, el
que se realizd separando la cabeza del cuerpo mediante un corte a través de la articulacién
atlanto-occipital. Luego se realizd una incision en la piel para exponer el craneo, 6rbitas y
parte posterior de la nariz, removiendo los musculos y la grasa del area para facilitar los
cortes posteriores. Con una sierra se cortd transversalmente la cabeza (huesos frontales) a
nivel de la parte posterior de cada oOrbita. Se efectuaron tres cortes: uno transverso entre los
surcos supraorbitarios y otro a cada lado del craneo en el hueso frontal desde el foramen
magno, en un angulo aproximadamente 45 grados respecto al eje vertical (Figura 4a).
Luego se extrajo lentamente la calota, teniendo la precaucion de evitar desgarros en los
anexos o fijaciones (meninges). Asi se visualizd la duramadre la cual se corto

longitudinalmente y se rechazo para visualizar la masa encefalica (SAG, 2005; OIE, 2012).

Figura 4: a) Esquema de un corte transversal del craneo para la extraccion de cerebro bovino
(similar al proceso de extraccidon en los caprinos). b) Esquema que sefiala la médula oblongada,
zona que contiene el 6bex (recuadro) (SAG, 2005).
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Una vez obtenidos los encéfalos se removio el cerebelo, para luego depositarlos en una
solucion tamponada de formalina al 10%, para su fijacion. La muestra utilizada se obtuvo
realizando un corte transversal, de aproximadamente 4 mm de grosor, en el sitio anatdmico
de interés, que corresponde al obex (Figura 4b; 5). El 6bex es una estructura impar y
transversal situada en el extremo caudal del techo del cuarto ventriculo y que cierra el surco
mediano de la médula oblongada (Figura 4b) (Schaller, 1996; SAG, 2005; OIE, 2012), este
lugar es seleccionado debido a que contiene los niicleos nerviosos donde se depositan los

priones (Figura 5) (SAG, 2005; OIE, 2012).

Figura 5: Vista dorsal del tronco encefélico, mostrando el corte a nivel de 6bex (circulo) (SAG,
2005).

Las muestras de obex 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 (SAG). Este laboratorio cuenta con un nivel de bioseguridad
2 (BSL-2), o nivel basico 2. Las practicas, los equipos, el disefio y la construccién de
instalaciones del Nivel de Bioseguridad 2 son aplicables a laboratorios educativos, de
diagnéstico, clinicos u otros laboratorios, donde se trabaja con un amplio espectro de
agentes de riesgo moderado que se encuentran presentes en la comunidad y que estan

asociados con enfermedad humana de variada gravedad (SAG, 2005; OIE, 2016d).

Las muestras fueron depositadas en cassetes histoldgicos para su procesamiento (Anexo 1)

y su inclusion en bloques de parafina utilizando un centro de inclusion (Leica EG1160). En
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este centro se sometieron a deshidratacion y aclaramiento en un procesador de tejidos
automaticos, que sumerge las muestras en alcoholes de graduacion ascendentes, xilol, y
luego parafina secuencialmente demorando 16 horas en completar su operacion. De cada
bloque se obtuvieron cortes seriados de Sum de espesor utilizando un micrétomo (Leica
RM2145), los que fueron montados en dos portaobjetos: uno destinado para la tincioén de
Hematoxilina-Eosina (H/E) para el analisis histopatologico y el otro, para realizar la técnica

de IHQ (SAG, 2005; Cifuentes, 2014).
Hematoxilina - Eosina (H/E)

El fundamento de la tincidon de hematoxilina-eosina (H/E) consiste en la tincion del nucleo
celular por parte de la hematoxilina y del citoplasma por parte de la eosina, posterior a la
rehidratacion de los tejidos (Anexo 2), para el estudio histopatoldgico de las muestras, la
cual se realiz6 en un equipo automatico (Leica Autostainer XL) (Anexo 3)(Gavier-Widen et
al., 2005; SAG, 2005). Con esta técnica se pudo comprobar la aptitud de la muestra
evaluada (Anexo 4) a partir de la observacion de la integridad de los siguientes nucleos
nerviosos de presentacion bilateral: el del tracto solitario, el parasimpatico del nervio vago,
el del tracto espinal del nervio trigémino y el motor del hipogloso (Schaller, 1996; SAG,
2005), al observar estos nucleos la muestra fue clasificada como apta. Por otra parte, se
realizd un estudio histopatologico de las muestras para describir diferentes lesiones
histopatologicas, como por ejemplo inflamatorias, hemorragicas, pigmentarias, vacuolares,
que fueran sugerentes de otras patologias diferenciales (Gavier-Widen et al., 2005; SAG,

2005).
Inmunohistoquimica (IHQ)

Para realizar la prueba de THQ las laminas seleccionadas como aptas fueron montadas en un
portaobjeto Probe On Plus. Se desparafinaron y rehidrataron (Anexo 5) sometiéndolas a
bafios en xilol y alcoholes de graduacion descendentes. Después, se inhibio la actividad
endogena de la Peroxidasa presente en el tejido. Para ello, las muestras se mantuvieron en
una solucién de agua oxigenada al 3% en metanol absoluto durante 10 min. Luego, se
sumergieron en agua bidestilada y fueron incubadas en é4cido férmico al 98% durante 5
min. a temperatura ambiente, se lavaron y neutralizaron en una solucion tampoén Tris-HCl,

0,1 M, pH 7,6 por 2 min., esto se repitid tres veces. Posteriormente, fueron transferidas a
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una solucion recuperadora de antigenos pH 7,6 (Target Retrieval Solution®), e incubadas
en un autoclave durante 20 min. a 120°C. El enfriamiento se realizé en la misma solucién a
temperatura ambiente y luego incubadas en una solucion de Tampon Tris Salino-Tween 20
(TBST) pH 7,6 por 10 min (Manning et al., 2008; Cifuentes, 2014).

La aplicacion de los reactivos se efectudé mediante el uso de capilaridad. Los portaobjetos
fueron montados en un sostenedor de portaobjetos (Slide Holder), siguiendo el protocolo
del kit Pullman (Monoclonal F99/97.6.1). Para esto, se agregaron en los pocillos de un
dosificador (Isolon®), 150 ul de solucién de proteinasa K para las muestras contenidas en
el Slide Holder y se incubaron por 90 seg. a temperatura ambiente, seguidos de tres lavados
con TBST pH 7,6. Posteriormente, se agregaron 150 ul del anticuerpo primario monoclonal
F99/97.6.1 en una dilucion 1:1000, incubando las muestras por 20 min. a 37°C, seguida de
tres lavados con TBST pH 7,6. Luego, se incubaron con 150 ul del anticuerpo secundario
policlonal anti-raton biotinilado por 15 min. a 37°C; acto seguido se adicionaron 150 ul de

la Streptavidina — horseradish peroxidase (HRP) y se dejo incubar por 10 min (Manning et

al., 2008; Cifuentes, 2014).

Se aplico el revelador de la reaccion inmunoldgica mediante la incubacion protegida de la
luz directa con 150 wl de 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) durante 5 min. Para poder
visualizar mejor la reaccion, las muestras se sometieron a tincion con Hematoxilina de
Mayer por 10 min para contrastar con el tejido adyacente. Finalmente, cada muestra se
compar6 con los controles, positivos y negativos, aportados por el laboratorio de referencia
canadiense (Nacional Reference Laboratory for Scrapie and CWD, Animal Research

Institute, Canadian Food Inspection Agency).
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RESULTADOS
Se presentaran de acuerdo a la obtencion de los objetivos planteados:

Evaluar la aptitud de la muestra de tejido nervioso caprino a través de la tincion de

Hematoxilina Eosina (H/E).

Evaluacion de aptitud de las muestras

La totalidad de las muestras de 6bex de caprinos obtenidas de mataderos de la IV Region
del pais, para este estudio, se analizaron mediante la técnica de H/E permitiendo su
confirmacion como aptas o no aptas. Para esto fue necesaria la observacion de estructuras
pares, bilaterales a nivel de 6bex en los cortes seleccionados. Una vez procesados y tefiidos,
los cortes con la tinciéon de H/E fueron observados en un microscopio optico (Nikon Hfx-
Dx), para examinar las estructuras presentes de acuerdo al esquema descrito en la Figura
6a, en la cual a manera de ejemplo se presenta ademds una microfotografia de las muestras

clasificadas como aptas en la Figura 6b.

Figura 6: a) Esquema anatémico: de 6bex y principales nucleos que deberian ser observados en
una muestra apta. b) Microfotografia (10x): Seccion transversal a nivel del 6bex, de una muestra
apta, donde se identifican los sitios claves para el diagnostico por histopatologia e
inmunohistoquimica. (Flechas) 1. Nucleo del tracto solitario. 2. Nucleo del tracto espinal del nervio
trigémino. 3. Nucleo parasimpatico del nervio vago (SAG, 2005; OIE, 2012).
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Cada una de las muestras de Obex de los 50 animales estudiados, de los cuales se
obtuvieron un total de 50 cortes que fueron analizados histologicamente, fueron
considerados como aptos para realizar el analisis histopatologico y el posterior diagndstico

realizado con el protocolo de THQ.

Describir diferentes lesiones histopatolégicas, encontradas en las muestras procesadas

con la técnica de Hematoxilina Eosina (H/E).

Analisis histopatoldgico de las muestras de 0bex en caprinos (H/E):

Para el analisis histopatologico de los cortes de dbex se utilizé la tincion H/E modificada
para EETs, donde las muestras aptas fueron observadas en un microscopio 6ptico lo que
permitié visualizar algunas lesiones histopatoldgicas, las que se describieron en algunos de
los cortes de obex estudiados, los cuales fueron comparados con los controles positivos y

negativos.

Las principales alteraciones histopatologicas que se pudieron observar en las muestras
correspondieron a: hemorragia focal, infiltrado perivascular y pigmentos, pero no se
encontraron lesiones sugerentes o compatibles a las producidas por priones, como la

vacuolizacion del neuropilo y del pericarion.

En las siguientes microfotografias se presentan las principales alteraciones histopatoldgicas
observadas en este estudio. En la Figura 7 se puede observar un corte de médula oblongada
a nivel de obex, en el cual se aprecia la presencia de hemorragia focal que se encontraron

en 30 (60%) muestras del total de las 50 cortes estudiados.
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Figura 7: Microfotgraﬁa de un orte a nivel de 6bex en la cual se observa la presencia de
hemorragias focales (circulos) (H/E 400x).

En la Figura 8 se muestra un corte de ébex de caprino en el cual se observa infiltrado
perivascular formado por células inflamatorias, en su mayoria células linfocitarias, lesion

que fue encontrada en seis (12%) muestras del total de los 50 cortes estudiados.

Ezed. = i Fo o=
Figura 8: Microfotografia de un corte a nivel de 6bex en la cual se observa la presencia de
infiltrado perivascular de células inflamatorias (flecha) (H/E 400x).

En la Figura 9 se muestra un corte de 6bex en el cual se observan depositos de pigmentos,
lo que corresponde a una lesion histopatologica pigmentaria que fue encontrada en dos

(4%) muestras del total de los 50 cortes estudiados.
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Figura 9: Microfotografia de un corte a nivel de obex en la cual se observa la presencia de células
pigmentarias, melanocitos (circulos) (H/E 400x).

Las 50 muestras analizadas de 6bex de caprino fueron comparadas con los controles para
Scrapie clasico otorgados por el centro de referencia canadiense. En la Figura 10 se muestra
un control negativo de corte a nivel de dbex en el cual se observa una morfologia normal

del tejido nervioso.

Figura 10: Microfotografia de un control negativo de 6bex (H/E 400x). En la cual se observa una
morfologia normal del tejido nervioso, tejido de sostén o neuroglias (flechas) y neuronas (circulos).
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En la Figura 11 se muestra un control positivo de corte a nivel de dbex en el cual se observa

la vacuolizaciéon o espongiosis del tejido nervioso, que es producida por la accion de

priones en el SNC, de acuerdo a lo descrito por literatura.

Figura 11:.Microfotografia de un control positivo de dbex (H/E 400x). En la cual se observa
espongiosis del tejido nervioso, a nivel de pericarion (flecha) y del neuropilo (circulo).

El resumen del anélisis histopatologico del estudio de todas las muestras procesadas con la

tincion H/E, permitié describir y clasificar los hallazgos encontrados como: hemorragia

focal, infiltrado perivascular, pigmentos y muestras sin alteraciones histopatologicas, las

que se resumen en la siguiente tabla (Tabla 4):

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos a partir del analisis histopatoldgico de
muestras de débex caprino con la tincion H/E.

. Vacuollzac.lon Infiltrado | Hemorragia | . S“‘ Total de
Lesiones |del neuropilo y . Pigmentos | lesiones
. Perivascular Focal muestras
de pericarion aparentes
Nimero de 0 6 30 2 12 50
muestras
Porcentaje
del total de 0% 12% 60% 4% 24% 100%
Muestras
Analizadas
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Del analisis histopatoldgico de las muestras de 6bex de caprino se puede concluir que en el
24% de las muestras no se encontraron lesiones histopatologicas, mientras que en el 76%
restante se observaron alteraciones de tipo hemorragica focal (Figura 7), infiltrado
perivascular de tipo inflamatorio (Figura 8) y células pigmentarias (Figura 9), que no estan

relacionadas con lesiones producidas por priones.

Luego del analisis histopatologico de las muestras, los cortes homologos de cada una de

ellas se sometieron a la realizacion de la técnica de inmunohistoquimica.

Aplicar el método de inmunohistoquimica en Obex de caprinos post mortem, para

detectar proteinas prionicas.
Analisis inmunohistoquimico de las muestras de o0bex en caprinos (IHQ)

Del total de los cortes de 0bex caprinos obtenidos de mataderos de la IV region del pais,
fueron analizados por esta técnica a partir de las 50 muestras aptas obtenidas en el andlisis
histologico. A continuacion se presentan las mas importantes y representativas comparadas
siempre con los controles positivos y negativos aportados por el centro de referencia

canadiense.

Las muestras fueron clasificadas como positivas cuando se observaba la inmunotincion
caracterizada por un precipitado granular de color rojo presente en el tejido nervioso. Se
analizaron mas detalladamente en el sitio anatémico de los siguientes nicleos nerviosos:
nucleo del tracto solitario, nucleo parasimpatico del nervio vago y nticleo del tracto espinal
del nervio trigémino (Schaller, 1996; SAG, 2005; OIE, 2012). Asi se considerd negativa
toda muestra que no presentara un precipitado granular caracteristico de color rojo en el
tejido nervioso. En el caso de una muestra sospechosa se realizO nuevamente el
procedimiento diagndstico con IHQ. Todas las muestras se compararon con los controles
positivos y negativos aportados por el laboratorio de referencia, que fueron sometidos a la

misma técnica.

En la Figura 12 se presentan los controles caprino (12a) y ovino positivos (12b), a nivel de
6bex, a la tincion especifica para la PrP®, las cuales fueron sometidas a la técnica de THQ

en paralelo con las muestras de 6bex caprino en estudio. En estos cortes se observa la
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presencia de vacuolas en conjunto con el inmunoprecipitado granular rojo producto de la
utilizacion del cromogeno AEC. Este resultado concuerda con lo descrito anteriormente
para muestras positivas de acuerdo con la pauta de andlisis de las muestras otorgadas por el
laboratorio de referencia canadiense e indicaria la positividad a la presencia del prion, por

lo cual se validardn como patron de comparacion y analisis para las muestras de 6bex en

estudio.

Figura 12: a) Microfotografia de un control positivo de 6bex de caprino (IHQ 400x). b)
Microfotografia de un control positivo de 6bex de ovino (IHQ 400x). En ambas se observa la
presencia de numerosas vacuolas o espongiosis del tejido nervioso, a nivel de pericarion y del
neuropilo (circulos), y la inmunotincién de precipitado granular rojo (flechas).

En la Figura 13 se presentan controles negativos de caprino (13a) y ovino (13b), que
corresponde a un corte de médula oblongada a nivel de débex analizados con la técnica de
IHQ utilizada para este estudio. En estas muestras se observa el tejido nervioso, en el cual
no existen vacuolas asi como tampoco el precipitado granular caracteristico, lo cual
indicaria la ausencia del prion y, por el contrario, solo se evidencia tejido nervioso con su

morfologia normal, por lo cual se validaron como controles negativos.
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Figura 13: a) Microfotografia de un control negativo de obex de caprino (IHQ 400x). b)
Microfotografia de un control negativo de 6bex de ovino (IHQ 200x). En las que se observa una
estructura normal del tejido nervioso (circulo) y somas neuronales (flechas) y no se observa la
presencia de vacuolas o espongiosis del tejido nervioso, ni la inmunotincion de precipitado granular
rojo.

En la Figura 14 se observa una de las muestras en estudio de los encéfalos caprinos
provenientes de la IV region, las cuales fueron analizadas por la técnica de IHQ. En este
corte, como en las demas muestras de este estudio se observa la estructura histologica
normal del tejido nervioso a nivel de 6bex, tanto en las neuroglias como en las neuronas, de
las cuales ninguna presentd lesiones vacuolares de tipo espongiforme, ni el precipitado
granular rojo, esto indica la ausencia de la PrP* por lo cual todas las muestras de obex de
caprinos estudiadas se clasificaron de acuerdo a los pardmetros del Veterinary Laboratory

Agency (Manning et al., 2008) como negativas a Scrapie.
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Figura 14: Microfotografia de dbex de caprino (IHQ 400x). Correspondiente a una muestra en
estudio en la que se observa una morfologia normal del tejido nervioso (circulo) y somas neuronales
(flechas). Donde no se observa la presencia de vacuolas, ni la presencia de la inmunotincién de
precipitado granular rojo.

El analisis de los controles positivos caprinos (2), entregados por el centro de referencia
canadiense, a los cuales se les realiz6 la técnica de IHQ, permitido evidenciar
satisfactoriamente la inmunoreaccion de color rojo en el tejido nervioso, asi como también
la ausencia de la inmunoreaccién en las muestras en estudio (50) y los controles negativos

caprinos (2).

Las observaciones de todas las muestras de obex de caprinos (50) de este estudio que
fueron analizadas por la técnica de inmunohistoquimica, se resumen en la en la Tabla 5,
incluidos los controles positivos y negativos caprinos sometidos a la técnica de IHQ que
fueron evaluados de acuerdo a los patrones internacionales del Veterinary Laboratory

Agency (Manning et al., 2008):
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Tabla 5: Resumen de los resultados obtenidos a partir del analisis Inmunohistoquimico de
muestras y controles en dbex caprino.

Porcentaje del
THQ Muestras Controles Numero de total de
muestras muestras
analizadas
Negativos 50 2 52 96,3%
Positivos 0 2 2 3,7%
Sospechosos 0 0 0 0%
Total de
muestras 50 4 54 100%
analizadas

Los resultados obtenidos con la técnica de IHQ, permiten sefialar que la totalidad de los
cuatro (4) controles positivos (caprinos y ovinos), presentaron siempre la inmunotincién
observada como precipitado granular de color rojo dado por el cromogeno AEC lo que
concuerda con lo descrito. Esto indicaria la presencia del PrP*® (Figura 12). A diferencia de
los cuatro (4) controles negativos (caprinos y ovinos) y de todas las muestras en estudio de
los 6bex de los caprinos provenientes de mataderos de la IV Region, en los que no se

observd inmunotincidn asi como tampoco vacuolas espongiformes (Figuras 13 y 14).

Esto nos confirma que el 100% las muestras analizadas son realmente negativas a Scrapie

clasico mediante la técnica de inmunohistoquimica.

Con los resultados descritos anteriormente y en base a lo descrito por diferentes autores es

que en este trabajo se discuten los siguientes contenidos:
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DISCUSION

El Scrapie, que afecta a ovinos, caprinos y muflones, como todas las enfermedades
causadas por priones, es neurodegenerativa y eventualmente fatal, de progresion lenta, sin
respuesta inflamatoria y tampoco inmune frente a su replicacion en el huésped, lo que
disminuye las posibilidades de deteccion temprana en los animales afectados (Fast y
Groschup, 2013). El agente causal corresponde al prién (PrP>), isoforma alterada de una
proteina celular constitutiva de membrana, presente en la mayoria de los mamiferos y

también en aves y reptiles (Prusiner, 1998; Westergard et al., 2007; Soto, 2011).

La estructura de la PrP> y su variante proteolitica truncada, PrP 27-30, han disminuido su
determinacion experimental debido a su insolubilidad y su propension de formar agregados
(Zou, 2013). Para llenar este vacio y predecir sus estructuras se ha utilizado el
modelamiento molecular, pero con esto se han generado modelos significantemente
diferentes, lo que revela las limitaciones del método (Requena y Wille, 2014). En la
ausencia de una estructura tridimensional se han usado distintas técnicas para poder
acercarse a la estructura de esta isoforma, de importancia en las areas biologica, médica y

agropecuaria (Requena y Wille, 2014).

La importancia de las EETs se genera a partir de su caracteristica zoonoticas que se ha
detectado en cepas que afectan a animales de ganaderia, especificamente a los bovinos. La
EEB representa un problema de importancia tanto a nivel econémico como para la salud
publica. Sin embargo, de acuerdo al “Atlas Mundial de Enfermedades del Ganado 2011~
(World Bank, 2011), el Scrapie esta en el octavo puesto del ranking mundial de las causas
de pérdida de ovinos y caprinos, de un total de 676 enfermedades en estudio (World Bank,

2011).

A pesar de la denominada barrera interespecie esta no es infranqueable. De hecho, el inicio
de la EEB en ganado bovino se ha atribuido originalmente a la utilizacién de harinas
carnicas con contenido de proteinas de ovejas infectadas de Scrapie (Priola, 2013;
Cifuentes, 2014). En el caso de la ECJ", las diferencias entre las secuencias de la PrP del
humano y los bovinos, es de algo mas de 30 aminoacidos (Moda et al., 2013; Priola, 2013).
Aun asi, los casos detectados de la ECJ" podrian indicar, al confirmarse su origen en el

consumo de productos carnicos de origen bovino contaminados con PrP*, que también esta
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barrera de especie puede superarse (Cohen y Prusiner, 1998; Moda et al., 2013; Priola,
2013). 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; Tamgiiney et al., 2009).

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 (World Bank,
2011; Cifuentes, 2014). Sin embargo, no existe evidencia de que el prién del Scrapie que
afecta a ovinos y a caprinos, sea capaz de atravesar directamente la barrera interespecie y
provocar algin cuadro de ECJ en el humano (Vaccari et al, 2009). Lo que si se ha
demostrado es la transmision de la EEB a los ovinos, convirtiendo al Scrapie en una
potencial amenaza para la salud humana (Detwiler y Baylis, 2003). La alerta respecto a los
priones que afectan a los pequefios rumiantes se basa en la existencia de estirpes diferentes
a la clasica, cuyo comportamiento se mantiene impredecible y sus caracterizaciones aiin no
son bien entendidas, por lo que deben ser detectadas y analizadas para su posterior

evaluacion de riesgo (Vaccari et al., 2009).

Usando casos subclinicos de Scrapie y ganado ovino infectado con EEB, un estudio
reciente revelo la presencia de priones en tejidos que supuestamente no son de riesgo, como
el higado, estos fueron detectados por medio de una prueba de rutina en la que se
incremento la sensibilidad de la interpretacion (Everest ef al., 2011; Cifuentes, 2014). Estos
estudios experimentales llevan a asumir la potencial emergencia de las PrP patoldgicas de
ovinos y caprinos, por la posibilidad de ingreso de productos alimenticios contaminados al

consumo humano.

Un punto de discusion importante se refiere a la posibilidad de transmision del Scrapie
hacia el humano, situacion que es manifiesta y ha sido descrita con la aparicion de la ECJY
del humano a partir de la EEB, a través del consumo de productos carneos contaminados
(van Keulen et al., 2008; Wadsworth et al., 2011). A esto se suma la identificacion por la
European Food Safety Authority (EFSA), de dos variantes diferentes al Scrapie clésico,
debido a que se han mejorado las técnicas moleculares de diagndstico y caracterizacion de
los priones, clasificindose hoy como clasicas, atipicas y tipo-EEB, de las cuales se

desconoce el potencial peligro por presentar una patogenia diferente a la cepa clésica, lo
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que no permite asegurar que no se comporten como la zoonosis que pudieran representar al
ingresar a los alimentos (Vaccari et al., 2009; Juste et al., 2012; Farias, 2013; Cifuentes,

2014).

Puesto que la EEB es zoonoética y ya que su origen tuvo relacion 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 condicion 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 (Cifuentes, 2014; OMS,

2016).

El Scrapie es endémico en Europa y Norteamérica, lo cual llevd a la instauracion de
programas de vigilancia activa en el afio 2002 en Europa y el desarrollo de programas
acelerados de erradicacion el afio 2000 por Estados Unidos (SAG, 2007; OIE, 2016a). En
Chile, debido a que nunca ha sido diagnosticada la enfermedad, los programas de vigilancia
que se realizan son sélo de tipo pasivo e incluso no son especificados ante la autoridad
sanitaria pertinente (Nufiez, 2004). Sin embargo, al estudiar la realidad del Scrapie, que de
acuerdo a lo descrito origind la epidemia de EEB en Europa, queda de manifiesto la
importancia de establecer nuevas medidas de vigilancia para la enfermedad en el pais,
puesto que en este continente el Scrapie fue diagnosticado en Brasil el afio 2007, por lo que
Argentina y Ecuador ya realizan programas activos de vigilancia (Nufiez, 2004; SAG,

2007; Cifuentes, 2014).

En Chile, se mantiene el plan de vigilancia activa y pasiva para la EEB (Nufiez, 2004;
SAG, 2016). Con respecto al Scrapie el Servicio Agricola y Ganadero solo realiza
vigilancia activa y pasiva para ovinos, 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 (Nufiez,
2004). Previo al afio 2017, no se habian estandarizado las pruebas necesarias para la
prevencion y control de esta encefalopatia que afecta a ovinos y caprinos. Este cambio se
realizo con el propdsito de demostrar al mercado internacional que el pais esta libre de esta
enfermedad que afecta a los pequefios rumiantes, en este punto radica la importancia del

estudio de esta memoria de titulo, que busca aportar informacion del estatus sanitario de un
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grupo de animales del pais (SAG, 2016; 2017).

Chile forma parte de un grupo de 46 paises que han acreditado su condicion libre de EEB,
desde el afio 2009 (OIE, 2016d). Esta certificacion abre los 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 detectd un caso el afio
2007. Asi mismo, el 2012 y 2014, se diagnosticaron casos en bovinos afectados con EEB
de la forma atipica, lo que puso en alerta y estimuld la instauraciéon de programas de
vigilancia de la region, como lo hicieron Ecuador y Argentina (Farias, 2013; Cifuentes,

2014).

Sin embargo, aun se desconoce la verdadera situacion de la enfermedad en muchos paises,
debido a que usualmente existe un inadecuado sistema de vigilancia pasiva para detectar a

los animales afectados.

Esta memoria de titulo es un aporte en la aplicacion de la técnica de IHQ a nivel pais. Es
casi imposible establecer el estado de libertad de la infeccion sin antes establecer un
sistema de vigilancia activo, que incluye la examinacion de todos los animales que han
muerto en el rebafio y que han sido eutanasiados por emergencia (Detwiler y Baylis, 2003;
OIE, 2013a;b; Cifuentes, 2014). Esto se ejemplifica por la introduccion de un programa de
vigilancia activo en toda la UE el afio 2003, establecido para Scrapie en ovinos y caprinos.
En el contexto del programa, se examinaron para EETs todos los animales mayores a 18
meses de edad (muertos, eutanasiados de emergencia, como también animales sanos

eutanasiados) (Detwiler y Baylis, 2003).

Resumiendo, la prevalencia de las enfermedades causadas por EETs en pequeiios rumiantes
a nivel mundial, es una tarea muy dificil de realizar debido a: su largo periodo de
incubacion, la falta de un método de deteccion practico ante mortem (el cual
preventivamente detecta animales infectados subclinicamente), los signos clinicos variables
(que pueden presentar animales no identificados), los potencialmente no reconocidos
componentes genéticos codificados en los hospederos (lo cual influye en el riesgo de
infeccion y el periodo de incubaciéon) y la ain no completamente entendidas rutas de

transmision (Benestad et al., 2003; Detwiler y Baylis, 2003; Ulvund, 2008).

Asi, la habilidad de una deteccion temprana y segura es vital para que el diagnostico del
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Scrapie tenga un valor real, particularmente en animales destinados al consumo humano,
como lo son los caprinos. Estos animales tienen una exigencia adicional para determinar la
presencia del prion en tejidos de animales de matadero de apariencia saludable y
clinicamente asintomaticos, que son destinados a consumo humano (Nufiez, 2004; Farias,
2013; Cifuentes, 2014). Por estos antecedentes es que este estudio se realizd con animales

de matadero.

Un dato relevante en la enfermedad clésica del caprino es que la proteina pridnica se
acumula primero en el tejido linfoide y luego en el SNC, tanto en el Scrapie, ECJ' 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 (Ulvund, 2008).

En términos de las directrices dictaminadas por la OIE (2012), respecto al diagnoéstico, se
mantiene como estructura anatdmica referencial al o6bex en el tronco encefélico.
Actualmente para el diagnostico del Scrapie ovino y caprino en el pais se utilizan muestras
post mortem del SNC, examinadas por histopatologia en conjunto con la técnica de IHQ

(Farias, 2013).

Pese al mayor tiempo demandado para su realizacién, en comparacion a las pruebas
denominadas “rapidas” como el ELISA y el Western Blot (Farias, 2013), la IHQ presenta
importantes ventajas, ya que puede ser realizada con otros tejidos distintos al SNC
alcanzando muy buenos resultados. De acuerdo a esto se ha planteado que algunas pruebas
rapidas pueden no detectar la PrP* de origen ovino en muestras de tejido nervioso, se
puede afirmar que la inmunohistoquimica es la prueba mas confiable, segura y
confirmatoria para el diagnostico del Scrapie en relacion a otras técnicas de
inmunodiagndstico, como son las pruebas rapidas: Western Blot y/o el ELISA, tal y como

lo reconoce la OIE desde el afio 2000 (Farias, 2013; Cifuentes, 2014).

En este trabajo se utilizaron solamente animales sobre los 2 afios de edad, animales que
llegaron a matadero en un total de 50 animales (50 6bex). Se realizaron dos cortes seriados
a nivel de dbex, obteniendo asi un total de 100 cortes. 50 de ellos fueron utilizados para la
técnica de H/E, con ésta se analizaron las muestras con técnicas histopatologicas, donde fue
posible detectar los nlicleos necesarios para el diagnostico, los cuales son el nucleo del

tracto solitario, nucleo del tracto espinal del nervio trigémino y nucleo parasimpatico del

54



nervio vago. Obteniendo una eficiencia en que el 100% de los cortes presentaron la aptitud
establecida para ser sometidas a la técnica de IHQ (SAG, 2005; OIE, 2012; Cifuentes,
2014). Al estudiar los cortes histopatologicamente, se evidenciaron algunas lesiones
histopatologicas, las cuales fueron: hemorragia focal, infiltrado perivascular y pigmentario,
no siendo lesiones similares a las producidas por priones, como la vacuolizacion del
neuropilo y del pericarion. Estas lesiones histopatoldgicas se asocian a distintos causas, en
el caso de la hemorragia focal se establecid que son debido al tipo de eutanasia de los
animales de matadero; el infiltrado perivascular se asocia a procesos inflamatorios (causas
desconocidas), los cuales no se presentan en el Scrapie clasico y los pigmentos se pueden

asociar a melanina o neuromelanina.

En cuanto a la prueba de IHQ realizada en este estudio se pudo corroborar la utilidad
diagnéstica del kit Pullman Monoclonal (F99/97.6.1), que contiene el anticuerpo especifico
para detectar a la PrP> por IHQ y el cromodgeno AEC, para revelar la reaccion. Este kit ha
sido utilizado por otros autores en tejido de mucosa rectal de la especie ovina y caprina de
nuestro pais (Farias, 2013). Se valido la utilidad del kif al obtener el inmunomarcaje
esperado en los controles positivos aportados por el centro de referencia canadiense. 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), Farias (2013) y Cifuentes (2014), obtenidos en la especie ovina, desde la
IV y XII regiones. Sin embargo, cabe agregar que este estudio involucrd una seleccion
aleatoria de animales con un tamafio muestral muy reducido (50 caprinos), siendo que la
masa ganadera caprina contabilizada segun censo agropecuario (INE, 2010), indico
aproximadamente 705.527 cabezas de ganado caprino en nuestro territorio nacional (INE,
2010). Cabe destacar que la mayor parte de la masa caprina del pais estd en manos del
sector socioecondmico mdas humilde, pequeiios productores; quienes comercializan

principalmente sus productos carnicos y lacteos en el mercado informal (INE, 2010).

Por otra parte, al analizar los resultados de la inmunoreaccion que se presentaron con la

IHQ, éstos coincidieron con los encontrados con muestras de bovinos (Manning et al.,
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2008), por lo que se concluyd que; como en la totalidad de las muestras no se observo
inmunotincion especifica, asi como tampoco lesiones vacuolares en las zonas anatdmicas
especificas del obex, todas las muestras fueron negativas a Scrapie con la técnica de
inmunohistoquimica. En este caso, el método inmunohistoquimico se realizd bajo las
condiciones del laboratorio oficial de diagnostico de las EETs en Chile (Laboratorio de
Patologia Pecuaria Lo Aguirre, perteneciente al SAG), el cual presentd6 un 100% de
sensibilidad y de especificidad para Scrapie (Tabla 5), lo cual concuerda con Manning et al.

(2008).

En el caso de las muestras utilizados como controles para la IHQ, dos (2) ovinos y dos (2)
caprinos, mostraron que en la totalidad de los cortes de la médula oblongada a nivel de
obex, todos los positivos siempre presentaron el precipitado granular rojo indicativo de la
inmunoreaccion del anticuerpo con la PrP*. Lo que indica su localizacién en los niicleos
nerviosos afectados y la visualizacion de vacuolas en el nticleo del tracto solitario los que

nunca se observaron en los 6bex de los controles negativos.

De acuerdo a lo sefialado anteriormente y con el andlisis de los resultados obtenidos, se

pueden afirmar las siguientes conclusiones:
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CONCLUSION

1. La tinciéon de H/E permiti6 la observacion de lesiones no atribuibles a priones y la
evaluacion de aptitud de la muestra, presentando todos los nicleos nerviosos necesarios

para el diagndstico.

2. Todas las muestras de 0bex evaluadas mediante la técnica de IHQ fueron negativas a
Scrapie clasico, asi como también los controles ovinos y caprinos negativos, no

presentando la inmunotincion.

3. Los controles positivos de ovino y caprino utilizados siempre presentaron la

Inmunotincion.

4. Los resultados obtenidos en esta memoria de titulo validan la aplicacion de la técnica de

IHQ a nivel de 6bex, como método de diagnostico de Scrapie clasico caprino en el pais.

5. Las condiciones de trabajo existentes en el laboratorio de la unidad de patologia del SAG

fueron Optimas para la utilizacion del kit diagnostico para la enfermedad.

6. Actualmente existe una baja vigilancia de Scrapie clasico en la especie caprina por parte
de los programas sanitarios de Chile, lo que ha imposibilitado comprobar el estatus
sanitario para la enfermedad. Es recomendable seguir estudiando a esta especie debido a

que actia como reservorio de Scrapie clasico.
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ANEXOS

Anexo 1: Programa de procesamiento aplicado a muestras de 6bex de caprinos para su

posterior inclusion con parafina.

ESTACION REACTIVO TEMPERATURA DURACION (min)
1 Alcohol 70° Ambiente 120
2 Alcohol 90° Ambiente-VAC 90
3 Alcohol 95° 1 Ambiente-VAC 60
4 Alcohol 95° 11 Ambiente-VAC 60
5 Alcohol 100° 1 Ambiente-VAC 60
6 Alcohol 100° 11 Ambiente-VAC 60
7 Alcohol 100° III Ambiente-VAC 60
8 Xilol I Ambiente-VAC 60
9 Xilol IT Ambiente-VAC 60
10 Xilol IIT Ambiente-VAC 90
11 Parafina | 56-58° C 120
12 Parafina II 56-58° C 120

Anexo 2: Rehidratacion de las muestras de 6bex de caprinos para la tincion de Hematoxilina

Eosina.

SOLVENTE

TIEMPO DE INCUBACION (min)

Xilol I

3

Xilol IT

Xilol 11T

Alcohol 100° 1

Alcohol 100° I1

Alcohol 95° 1

Alcohol 95° 11

Alcohol 70°

Agua Corriente

O (W [|W [W|W (W W (W

\9)
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Anexo 3: Protocolo de Tincion 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 I 2
Xilol 11 2
Xilol 11T 2

Anexo 4: Clasificacion de cortes histologicos como aptos o no aptos segun tincion
de H/E y cortes histologicos seleccionados para la técnica de IHQ.

MUESTRA APTITUD SELECCIONADOS
1 APTO Seleccionado
2 APTO Seleccionado
3 APTO Seleccionado
4 APTO Seleccionado
5 APTO Seleccionado
6 APTO Seleccionado
7 APTO Seleccionado
8 APTO Seleccionado
9 APTO Seleccionado
10 APTO Seleccionado
11 APTO Seleccionado
12 APTO Seleccionado
13 APTO Seleccionado
14 APTO Seleccionado
15 APTO Seleccionado

16 APTO Seleccionado
17 APTO Seleccionado
18 APTO Seleccionado
19 APTO Seleccionado
20 APTO Seleccionado
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21 APTO Seleccionado
22 APTO Seleccionado
23 APTO Seleccionado
24 APTO Seleccionado
25 APTO Seleccionado
26 APTO Seleccionado
27 APTO Seleccionado
28 APTO Seleccionado
29 APTO Seleccionado
30 APTO Seleccionado
31 APTO Seleccionado
32 APTO Seleccionado
33 APTO Seleccionado
34 APTO Seleccionado
35 APTO Seleccionado
36 APTO Seleccionado
37 APTO Seleccionado
38 APTO Seleccionado
39 APTO Seleccionado
40 APTO Seleccionado
41 APTO Seleccionado
42 APTO Seleccionado
43 APTO Seleccionado
44 APTO Seleccionado
45 APTO Seleccionado
46 APTO Seleccionado
47 APTO Seleccionado
48 APTO Seleccionado
49 APTO Seleccionado
50 APTO Seleccionado

Anexo 5: Procedimiento aplicado para la rehidratacion de las muestras de dbex de
caprinos para la técnica de Inmunohistoquimica.

SOLVENTE TIEMPO INCUBACION (min)

Xilol I

Xilol II

Alcohol 100° 1

Alcohol 100° 11

Alcohol 95°

WIWIAk|R~[Ww

Alcohol 80°




