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La protefna prién es la responsable de un grupo de enfermedades neuro-
degenerativas letales, conocidas como Enfermedades priénicas o Encefalopatias
espongiformes transmisibles (EET), que afectan no solamente a humanos sino
también a diferentes especies de animales, tanto domésticos como salvajes (Prusi-
ner 1982; Prusiner 1986; Prusiner, 1998), siendo el Scrapie la enfermedad prototipo
y la que se conoce desde hace mas tiempo (descrita en 1732). Estas presentan una
serie de hechos comunes, aunque no tdnicos, entre los que destacan la formacién
de vacuolas en las células del sistema nervioso, pérdida de neuronas, hipertrofia
e hiperplasia de astrocitos, y acimulos de la proteina prion patolégica (PrPr
0 PrP=).

Estas enfermedades han sido descritas en animales y personas. Las enfer-
medades animales se propagan por medio de una transmisién entre individuos de
la misma o distinta especie, asumiendo como causa habitual la ingesta de alimento
contaminado. Aunque genéricamente se las considere como “infecciones” no lo son
en el sentido convencional, ya que el agente infectante no se reproduce a si mismo
en la célula huésped, sino que induce a que una proteina inocua (PrP°) normalmen-
te presente en las células se convierta en patégena. Asi, ambas proteinas, aunque
muy parecidas en su estructura quimica, no son la misma molécula, ya que ambas
proteinas tienes una diferente configuracién espacial.
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Especies animales afectadas y etiopatogenia

ENFERMEDAD ESPECIE ETIOPATOGENIA
EEB Bovino Infeccién

Scrapie Ovino y caprino Infeccién

CWD Cervidos Infeccién

ETV Visones Desconocida

EEF Felinos Infeccion

EEB = Encefalopatfa espongiforme bovina. CWD = Caquexia crénica del ciervo.

ETV = Encefalopatia transmisible del visén. EEF = Encefalopatia espongiforme felina

En lo que se refiere a las EET humanas, la etiologia es mds variada, ya que

pueden ser infecciosas, hereditarias y esporddicas. Las infecciosas, no s6lo son

ritualistas como el Kuru (los nativos de la tribu Fore de las tierras altas de Nueva

Guinea consumia, por costumbres rituales, el cerebro de sus difuntos), sino que

un porcentaje importante, dentro de la rareza de este tipo de patologias, puede

ser de origen Iatrogénico (tratamiento con hormonas de crecimiento, trasplante

de médula u otro tipo de operaciones quirtirgicas cuando el material no ha sido

esterilizado adecuadamente para eliminar el prién) o por ingesta de alimento

contaminado con proteina prién de origen animal. Las hereditarias, conllevan

modificaciones en el gen de la proteina y pueden ser inserciones y mutaciones.

Enfermedades humanas y etiopatogénia

ENFERMEDAD

ETIOPATOGENIA

Kuru

Infeccion. Canibalismo ritualista

Creutzfeldt-Jakob iatrogénico (i-ECJ)

Infeccién por contaminacién priones (hormona
del crecimiento)

Variante de Ceutzfeldt-Jakob (v-ECJ)

Infeccién por priones jbovinos?

Creutzfeldt-Jakob familiar (f-ECJ)

Hereditaria

Creutzfeldt-Jakob esporddico (s-ECJ)

Mutacién somdtica o ;Conversién de PrP¢ en
Prps<?

Gerstman-Straussler-Sheinker (GSS)

Hereditaria

Insomnio familiar fatal (FFI)

Hereditaria

Insomnio esporddico fatal (FSI)

Mutacién somdtica o jConversiéon de PrP¢ en
PrpP*®?
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EL AGENTE CAUSAL

Estas enfermedades estdn originadas por un agente transmisible de
propiedades singulares entre las que destacan los largos periodos de incubacién
(meses, afios e incluso décadas), la resistencia a altas temperaturas, a los rayos
ultravioletas y a las radiaciones ionizantes asi como a la inactivacién con diversos
productos quimicos. Estas propiedades son incompatibles con la presencia de
dcidos nucleicos, lo cual hizo sospechar que el agente causante de estas enferme-
dades transmisibles carecfa de material genético. Ello dio lugar a la especulaciéon
sobre sunaturaleza, y asi se propusieron inicialmente varias hipétesis sobre su
origen molecular, considerdndolo simplemente como un “polisacdrido replicante
(Alper et al., 1967), un dcido nucleico y una proteina (Weissmann, 1991) o sola-
mente por proteinas (Prusiner, 1982), o bien un virus lento, un viroide o un virino
(Dickinson and Outram, 1988). De todas las hipétesis planteadas sobre el origen
de la enfermedad, la tinica aceptada actualmente es la propuesta por Prusiner en
1982, (“solamente es una proteina”) que cuenta con gran nimero de evidencias
experimentales, aunque no obstante presenta aspectos controvertidos como que
todavia no se ha podido cristalizar, la existencia de diversas cepas del agente cau-
sal (Safar, 1998) o el hecho de que la infectividad no esté siempre asociada a la PrPs
(Lasmezas et al., 1997). Ello ha dado pié a que algunos autores argumenten que
ademds de la protefna debe existir algo mds, asi Aikenetal., 1989 y Manuelidis,
2007, entre otros, han mantenido durante largos afios que la proteina envuelve
un fragmento del DNA mitocondrial.

La hipétesis predominante de estar constituidos “solamente por una
proteina” fue inicialmente propuesta por Griffith en una publicacién en Na-
ture en el afio 1967 (Griffith, 1967). Pero no fue hasta 1982 cuando Stanley B.
Prusiner actualizé y enuncié de forma detallada esta teoria provocando con
ello un debate en la comunidad cientifica, al afirmar que el agente infeccioso
responsable de estas enfermedades degenerativas del sistema nervioso central en
animales y mds raramente en el hombre, era simplemente una proteina a la cual
le dio el nombre de prién “Proteinaceous infectious particle” (PrP), contraviniendo
con ello una creencia, hasta entonces admitida por la comunidad cientifica de que
todo agente responsable de enfermedades transmisibles necesita material genético
(DNA o RNA), imprescindible para que la enfermedad prevalezca en el huésped.
La conversién de la proteina PrPec (proteina celular normal) en PrP* (isoforma
anormal causante de la enfermedad), implica un cambio en la conformacién
de la primera, de forma que el contenido en o-hélice disminuye mientras
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que aumenta el contenido en hoja plegada f, aunque ambas proteinas tienen
la misma secuencia de aminodcidos. Existen abundantes apoyos experimenta-
les para asegurar que la proteina celular de membrana (PrP<) y la proteina
prién patoldégica (PrP=)tienen la misma estructura primaria (Prusiner, 1990).
Por lo tanto, se acepta que la estructura primaria de la PrP° puede adoptar dos
diferentes conformaciones que explican la existencia de PrP¢ y PrP* (Borchelt et
al., 1990; Pan et al., 1993). Cuando las dos estructuras secundarias se comparan por
técnicas espectroscépicas, FTIR (Fourier Transformer Infrared) y RMN (Resonancia
Magnética Nuclear; Pan et al., 1993; Zhang et al., 1995) muestran que la proteina
celular (PrP¢) tiene un 40% de estructura en oa—hélice, y apenas un 3% de hoja
plegada en f, mientras que la proteina isoforma patolégica (PrP*) tiene un 30%
de a-hélice, y un 40% de hoja plegada en f.

PrPec PrPsc

Estudios comparativos de ambas proteinas con marcadores metabdlicos
demuestran que el cambio de conformacién es un proceso post-traduccional que
conlleva un cambio drdstico en las propiedades de la proteina (Pan et al., 1993).
Asf, mientras que la proteinanormal celular es soluble en detergentes suaves
no desnaturalizantes y se digiere fdcilmente con proteasas (proteinasa K), la iso-
forma patoldgica es resistente a los detergentes y sé6lo es parcialmente digerida
por proteasas produciendo la isoforma conocida como PrPs 27-30, llamada asi
debido a que deriva de la PrP*y que su tamario es de 27-30 Kd (Prusiner et al., 1998).

El gen que codifica a la proteina celular PrP* se expresa de forma constitutiva
en tejidos neuronales y no neuronales de los animales adultos, pero se encuen-
tra bajo un control muy riguroso durante el desarrollo embrionario (Chesebro
et al., 1985; Oesch et al., 1985; Prusiner and Scott, 1997). Los niveles més altos de
mRNA y PrPe selocalizan en el tejido neuronal especialmente en el hipocampo,
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y mds especificamente en las sinapsis, mientras que existen niveles sensiblemente
mds bajos en otros tejidos y érganos como el corazén, musculo esquelético, higa-
do, adrenal o la gldndula mamaria. Los genes dela proteina PrP de humanosy
ratones estdn localizados en los cromosomas homdélogos 20 y 2 respectivamente,
se han identificado en méds de 15 especies de mamiferos y su secuencia genética
estd altamente conservada, con una homologia del 90%. En casi todos ellos,
el gen estd compuesto por dos exones, uno de los cuales no se traduce, que se
encuentran separados por un intrén de aproximadamente 10kb. Solamente
tiene un marco de lectura (ORF) que en humanos (Kretzschmar et al., 1986),
hamster (Lowenstein et al., 1990), ratén (Locht et al., 1986), rata (Liao et al., 1987) y
oveja (Goldman et al., 1988) ha sido secuenciado.La proteina que codifica tiene
aproximadamente 250 aminodcidos, y esta localizado a 10 nucleétidos del extre-
mo 3" del aceptor de splicing (corte y empalme) del exén 2. En ratones, ovejas y
ratas, el gen que codifica la PrP tiene 3 exones, siendo el exédn 3 muy semejante al
exén 2 de hdmster (Westaway et al., 1994). El promotor contiene regiones ricas en
GCy carece de caja TATA, por lo que la regién rica en G-C funciona como un
posible sitio de unién del factor de transcripciéon SP1 (McKnight y Tjian, 1986).

Ante la incertidumbre causada por la dualidad conformacional de la
proteina prién se han tratado de buscar, tanto en los genes humanos como
en los ovinos, otros motivos genéticos que expliquen esta doble conformacién,
pero hasta la fecha no se han encontrado ni posibles exones, ni otros marcos
de lectura (ORF) que permitan splicing alternativo, ni otros motivos genéticos
que expliquen la existencia de estas dos proteinas de propiedades tan diferentes.

La sintesis de la protefina PrP*se realiza en el reticulo endoplasmatico rugoso,
en forma de una pre-proteina que consta de 254 aminodcidos (segun la especie
animal) y en la que se pueden destacar las siguientes caracteristicas estructurales:

1. En el extremo amino-terminal, una secuencia senal de 22 aminodcidos
(péptido sefial).

2. Desde el aminodcido 51 al 91, cinco repeticiones de un octapéptido.

3. Un ntcleo hidrofébico de unos 30 aminodcidos (112 al 145) muy conser-
vados en todas las especies de mamiferos.

4. Cuatro segmentos separados que, por estudios de prediccién de
modelos estructurales por ordenador, son candidatos para formar es-
tructuras secundarias.
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5. Tres aminodcidos susceptibles de glucosilarse: Asn 181, Asn 197 y Ser 232.

6. Dos Cys (179 y 214) que forman un puente di-sulfuro que estabiliza la
molécula.

7. Una region hidrofébica de 22-23 aminodcidos en el extremo carboxi-
terminal.

Una vez terminada la sintesis, la proteina sufre un proceso de maduracién
complejo, antes de convertirse en la proteina celular normal. El proceso de madu-
racién empieza en el reticulo endoplasmatico rugoso y termina de completarse
en el aparato de Golgi con el proceso de glicosilacién.

El descubrimiento de la protefna prién supuso un gran avance para caracterizar
la etiologfa de las EET al proporcionar un marcador molecular especifico de dichas
enfermedades. As{, aceptando como vdlida la teorfa de Prusiner, por la que la PrP* es
una variante conformacional de la PrP, los diferentes estudios de conversiéon postulan
un modelo de propagacién del prién que involucra una interaccién proteina-proteina,
entre la PrP¢ del huésped y la PrP* externa, que acttia promoviendo la conversién de
PrPc a PrP* en un proceso autocatalitico, que a su vez procede muy eficientemente al
interaccionar proteinas con la misma estructura primaria (Weber et al., 2002). Sin em-
bargo, el mecanismo concreto de formacién de la PrP* todavia se desconoce. Algunos
estudios especulan que esta proteina tiene una capacidad inherente para promover
su propio cambio conformacional, mientras otros piensan que es necesaria una aso-
ciacién de esta protefna con un agente infeccioso (protefna X) para su propagacion
(Prusiner, 1998; Lasmezas, 2003).

Aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento del papel de la proteina prién
en las EET, la funcién bioldgica de la PrP° no es del todo conocida. Sin embargo, se ha
sugerido que debe jugar un importante papel en el mantenimiento y /o regulacién de
las funciones neuronales (Herms et al., 1999). La mayoria de las funciones de la PrPe
que se proponen se han deducido de datos referentes a su localizacién, interacciones
moleculares o efectos observados en su ausencia (Lasmezas, 2003). Segun estudios
recientes las funciones importantes de la PrP*se relacionarfan con la supervivencia
celular (proteccién contra el estrés oxidativo y la apoptosis) y la adhesién celular
(Cazaubon et al., 2007). En relacién con la supervivencia neuronal, se conocen las
funciones pro o anti-apoptosis y de protecciéon contra el estrés oxidativo, debido a
la capacidad de la PrP¢ para unirse al cobre, asi como funciones en la transmisiéon
sindptica, mediante la regulacién de la concentracién del cobre presindptico (Kovacs
and Budka, 2008; Westergard et al., 2007). En cuanto a la adhesién celular, se han
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identificado diversas funciones segtn el tipo celular, participando en la diferenciacién
neuronal, laintegridad de la barrera epitelial y endotelial, la migracién transendotelial
de monocitos y la activacién de células T (Cazaubon et al., 2007; Steele et al., 2006).
El papel de la PrPc puede ser especialmente relevante en el estrés celular, tanto en
inflamaciones como en infecciones. Ademds, se ha propuesto la participacién de la
PrP¢ en la neurogénesis y neuritogénesis, sinaptogénesis, desarrollo axonal y en el
mantenimiento de la sustancia blanca (Aguzzi et al., 2008).

La homologia de la PrP< (hasta del 90%) tanto en su estructura primaria como
tridimensional entre diferentes especies de mamiferos, explica en gran medida la
facilidad de transmisién interespecifica (barrera de especie) de las cepas de priones (Be-
ringue et al., 2008). La presencia de la PrP* en las células es necesaria para el desarrollo
de las enfermedades pridnicas y su nivel de expresién es inversamente proporcional
al periodo de incubacion y a la progresién de la enfermedad (Brandner et al., 1996;
Bueler et al., 1993; Prusiner et al., 1993). Es abundante en el sistema nervioso (tanto
en su fase de desarrollo como en su madurez), especialmente en las neuronas y las
células de la glia (Brown, 2001; Campbell et al., 2001; Weissmann ef al., 1998), a nivel
de la sinapsis, el soma, las dendritas y los axones (Aguzzi and Heikenwalder, 2006;
Flechsig and Weissmann, 2004). Ademds del SNC, la PrP* presenta altos niveles de
expresion en el sistema linforeticular (SLR), principalmente en linfocitos y en células
dendriticas foliculares (Aguzzi and Heikenwalder, 2006). El hecho de que la PrP* sea
muy abundante en el SNCy el SLR, revela el importante papel de éstos, como sistemas
diana en este tipo de enfermedades. Aunque mediante métodos inmunoquimicos se
ha detectado la proteina PrP< en diversos 6rganos, en la mayoria de ellos no se han
identificado las células que expresan dicha proteina. En ovinos se ha descrito una am-
plia distribucién de la PrP¢por todo el organismo, detectdndose cantidades variables
en distintos tejidos (Horiuchi et al., 1995; Moudjou et al., 2001). Moudjou et al., (2001)
determinaron que el encéfalo es el tejido con mayor cantidad de PrP¢, detectandose
en él de 20 a 50 veces mds cantidad que en el resto de los tejidos analizados.

Le siguen de mayor a menor contenido en PrP¢ el pulmén, misculo esquelético,
corazén, ttero, timo, lengua y pdncreas. El contenido de PrP* de estos tejidos parece
ser similar entre diferentes ovejas, a diferencia de lo que ocurre con otros tejidos con
bajos niveles de PrP¢, como por ejemplo el tracto gastrointestinal, en el que los niveles
de PrP¢ difieren de un animal a otro. Por el contrario, en rilén e higado se encontraron
niveles muy bajos de PrP<, siendo el contenido de ésta en el higado entre 564 a 16.000
veces menor que en el encéfalo. Sin embargo, que los tejidos cuya infecciosidad es alta
(amigdala, timo, intestino y bazo) no presentan mds PrP° que tejidos considerados
con escasa infecciosidad como el musculo esquelético y el corazén (Danner, 1993;
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Hadlow et al., 1982). Ademds de en los tejidos anteriores, se ha detectado PrPcen
glandulas salivares (Herrmann et al., 2000), glindula mamaria y adrenal (Horiuchi
et al., 1995), asi como en una amplia variedad de tejidos reproductivos que incluyen
endometrio, miometrio, oviducto, ovario, liquido alantoideo y placenta (Evoniuk et
al., 2008). En esta tltima, parece que la expresién de la proteina PrP¢estd sobreregu-
lada en el epitelio caruncular (Tuo et al., 2001) durante la gestacién ovina. Por otro
lado, cada tejido presenta una proporcion diferente de las 3 formas de la PrP¢ (bi-,
mono- y a-glicosilada), variando segtin el tejido o célula de que se trate, e incluso se
sabe que para una misma forma puede existir una diferente movilidad electroforética
dependiendo del tejido (Lawson et al., 2005; Moudjou et al., 2001). La existencia de
PrPeen todos estos tejidos indica que el agente del scrapie puede ser potencialmente
capaz de replicarse en ellos (Horiuchi et al., 1995).

A pesar de que hasta el momento las condiciones en que se produce la conver-
sién de PrPc a PrP*aun no se han aclarado, se sabe que es un proceso de naturaleza
postraduccional que supone la adopcién de una estructura mayoritariamente exten-
dida (rica en ldminas beta), frente a la estructura original principalmente helicoidal
(rica en hélices alfa). Otro hecho indiscutible es la presencia necesaria de PrP para la
replicacién de la PrPs, puesto que se ha demostrado que al infectar ratones knock-out
para PrPc el proceso de conversién no se produce, es decir, no desarrollan la enferme-
dad (Bueler et al., 1993). Se han descrito dos modelos para explicar el mecanismo de
propagacion de los priones. El primero, llamado “modelo de conversién asistida por
molde”, segtin el cual coexisten dos tipos de proteina PrP°en equilibrio, una normal y
otra mutada. La mutada es mds susceptible al cambio de conformacién y se transfor-
maria en presencia de la PrP*. Es decir, la PrP**que acttia como molde se asociaria a la
molécula de PrP¢ normal o mutada y le imprimirfa su misma conformacién anormal,
para producir un heterodimero PrP*-PrP* el cual se transformaria en dos moléculas
de PrP*. Segtin este modelo, la formacion de PrP*se realizaria de forma autocatali-
tica con propagacién exponencial. Esto favoreceria que la PrP*exdgena iniciase una
cascada de conversion de PrPc a PrP*de manera gradual y sucesiva. En este modelo
la PrPscserfa muy similar a la PrP° mutada ya que serfa capaz de convertirla espon-
tdneamente (Prusiner,1991). El otro modelo llamado”nucleacién-polimerizacién”, se
basa en que hay un equilibrio termodindmico entre ambas conformaciones la PrP*y la
PrPe, pero esta tltima estd favorecida. La formacién de un nticleo o semilla (agregado
de PrP*) tras una fase de latencia y la posterior fase de crecimiento exponencial del
polimero al que se le agregan mdas moléculas de PrP*, dan lugar a la formacién de
agregados tipo amilode. Estos grandes polimeros son capaces de inducir un cambio
masivo sobre las moléculas normales, convirtiéndolas en moléculas de conformacién
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anémala. Los grandes polimeros altamente insolubles que se acumularfan podrian
llegar a fragmentarse y asi formar nuevos nticleos que aceleran el proceso de repli-
cacién (Caughey, 2001; Come et al., 1993). Ambos modelos pueden explicar las tres
variantes patolégicas de las enfermedades producidas por priones. Las patologias
infecciosas serfan el resultado de la presencia de una PrP* exégena, catalizadora de
la formacién del ntcleo; las patologias hereditarias consistirian en una desestabili-
zacion de la estructura de la PrP°o bien en una estabilizacién de la estructura de la
PrPsfavoreciendo la aparicién del estado patoldgico. Por tltimo, las enfermedades
esporddicas surgirian por mutaciones somaéticas en el gen de la PrP que facilitaran
la formacién de la PrPs.

PATOGENIA Y TRANSMISION

La puerta de entrada mds habitual del agente etiolégico en los casos de EEB y
Scrapie es la via oral. Asi, se acepta que se produce a través del consumo de pien-
sos o leches maternizadas contaminados con la proteina prién (Wells y Wilesmith,
1995). En la enfermedad del Scrapie, otro de los procedimientos mds importantes de
acceso del agente es la ingesta de la placenta. Tambien se contemplan otras vias en
el caso de la enfermedad de Scrapie (la presencia de pequerias heridas en la piel, por
ejemplo), que también podrian contribuir a la entrada de la PrP* en animales de las
especies ovina y caprina cuando estdn en contacto con otros animales infectados o
simplemente por la contaminacién presente en el medio en rebafios afectados de la
enfermedad (Foster et al., 1996; Van Keulen et al., 2002).

En la infeccion natural, el agente causal penetra en el organismo por via oral a
través del tracto intestinal. Sin embargo, en los estudios experimentales se han des-
crito otras vias efectivas, como la intracerebral, la intraperitoneal, la intravenosa, la
intraocular y conjuntival y a través de escarificaciones en la piel (Foster et al., 1996;
Taylor et al., 1996; Maignien et al., 1999; Detwiler y Baylis, 2003; Mohan et al., 2004).
Los puntos de entrada del agente tras la ingestion de material contaminado pueden
ser distintos, aunque siempre implican al sistema inmunitario (Mabbott y Bruce, 2001).
Tanto en la EEB como en el Scrapie, la PrP* entra en el organismo principalmente a
través del tejido linfoide asociado al intestino (GALT) sobre todo a la altura del fleon,
ya que éste alberga la placa de Peyer ileal, que acttia como tejido linfoide primario e
involuciona con la edad. En consecuencia, parece que existe mayor susceptibilidad
a contraer la enfermedad a edades tempranas (St Rose et al., 2006). En el mecanismo
de incorporacién desempefian un papel importante las células M, que se localizan
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adyacentes a las placas de Peyer, intercaladas en el epitelio de recubrimiento intesti-
nal. Las células M son enterocitos modificados (presentan linfocitos B subyacentes)
capaces de captar proteinas sin su posterior degradacién a fin de presentarlas como
antigenos al sistema linforreticular. Asf, la PrP* pasa al sistema linforreticular, donde
se acumula y se replica en células macrofagicas y en células dendriticas foliculares
(Mabbott y Bruce, 2001). Estos tipos celulares, junto con los linfocitos B, son cruciales
en la patogenia de las EET. Estudios efectuados en ratones transgénicos demostraron
que, en ausencia de linfocitos B, los ratones eran resistentes a la infeccién por PrP.
Maés tarde se demostré que la ausencia de linfocitos B impedia que maduraran las
células dendriticas foliculares, evitando asi que éstas acumularan la protefna prién
(Klein et al., 1997). Asimismo, otros autores sostienen que la expresién de PrP< en
linfocitos B no es necesaria para que se produzca neuroinvasion (Aguzzi y Heiken-
walder, 2006). Los foliculos linfoides, estructuras en las que se encuentran las células
dendriticas foliculares, son muy eficaces para la replicacién de la PrP*. De hecho, se
ha demostrado que la presencia de estas estructuras en localizaciones no habituales,
como sucede en casos de inflamacion crénica, permite la acumulacién de PrP*. Eso
hace que, por ejemplo, en las mamitis crénicas que cursan con la formacién de foli-
culos linfoides, pueda excretarse PrP* a través de la leche (por ejemplo, co-infeccién
con lentivirus de los pequefios rumiantes) o, en el caso de nefritis crénicas, por la
orina (Ligios et al., 2005; Seeger et al., 2005; Aguzzi, 2006). En resumen, las células M
captan la PrP y la incorporan al tejido linfoide subepitelial (Mabbott y Bruce, 2001),
donde son procesados por las células dendriticas foliculares.

La tonsila palatina se considera otro punto de entrada del agente; desde el punto
de vista histol6gico, en este punto el tejido linfoide se caracteriza por intercalarse con
epitelio escamoso del paladar. El objetivo del tejido linfoide en esta localizacién y en
condiciones normales es la identificacién de antigenos que penetren en el organismo
por via oral. Tras un tiempo de permanencia variable en dicho tejido, el agente se
dirige al sistema nervioso central por dos rutas principales: una directa a través del
sistema nervioso periférico y otra indirecta que implica la participacién del sistema
linforreticular (n6dulos linféticos, bazo, amigdalas) y del sistema nervioso periférico
(Beekes y McBride, 2000; Mabbott y Bruce, 2001). En el caso del Scrapie se ha obser-
vado una amplia participacién del sistema linforreticular (Van Keulen et al., 2002),
mientras que en la EEB esa participacién es minima (Van Keulen et al., 2000). En el
sistema linforreticular, la participacién mds relevante es la del bazo, aunque depende
de la via de inoculacién (Maignien ef al., 1999; Hill y Collinge, 2003). Una vez que
la PrP estd presente en el bazo, su concentracién aumenta hasta estabilizarse, pre-
viamente a la neuroinvasién del sistema nervioso central (Hill y Collinge, 2003). De
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hecho, en la enfermedad del Scrapie algunos autores sefialan que el diagnéstico de
la enfermedad tomando como muestras objeto de estudio tanto la médula oblongada
como el sistema linforreticular (nédulo retrofaringeo, tonsila palatina, biopsia de
tercer parpado, por el tejido linfoide asociado a la membrana nictitante, o de mucosa
rectal) permitiria diagnosticar también gran parte de los casos preclinicos, debido a
la temprana distribucién de la proteina prién en el tejido linforreticular (Monleén et
al., 2005; Langeveld et al., 2006; Vargas et al., 2006; Gonzadlez et al., 2008; Dennis et al.,
2009). No obstante, la replicacién de la proteina prién en el sistema linforreticular no
es requisito indispensable en todos los casos (Aguzzi, 2001; Ersdal et al., 2005). De
hecho, la participacion del citado sistema puede verse influida por factores end6genos
o0 exdgenos (por ejemplo, dosis infectivas elevadas) al individuo (Fraser, 1996; Andreo-
letti et al., 2000). Asi, en animales de experimentacién se ha descrito neuroinvasién
de prién en ausencia de sistema linforreticular (Jeffrey et al., 2002), realizdndose el
proceso directamente por transporte axonal (Race et al., 2000).

En el caso de los pequefios rumiantes, la ruta de neuroinvasién de la proteina
prién vara sustancialmente dependiendo del agente infeccioso implicado, de la especie
del huésped y de la susceptibilidad genética propia del individuo (Beekes y McBride,
2000; Glatzel y Aguzzi, 2000; Van Keulen et al., 2002; Heggebo et al., 2003). Asi, factores
como el genotipo del huésped pueden hacerla variar considerabemente. En ovinos
que portan los genotipos mds resistentes al codén 136 del gen PRNP (por ejemplo,
ARR), la implicacién del sistema linforreticular en la replicacién de la proteina prién
es muy pequefia, y la neuroinvasién se produce sin que el sistema linforreticular
acumule PrP= (Jeffrey et al., 2002).

En la EEB, la replicacién del prién se restringe al sistema nervioso central
(Buschmann y Groschup, 2005), siendo minima la replicacién del prién en el tejido
linforreticular. Es importante destacar que el tejido linfoide intestinal se extiende
proximal y distalmente a lo largo del tracto gastrointestinal. En el sistema linforreti-
cular la PrP* se distribuye por su extensién (sobre todo en la especie ovina, depen-
diendo también de genotipos especificos) y se transfiere al sistema nervioso entérico
(Beekes y McBride, 2000), que se considera el punto de entrada del agente causal
del Scrapie en el sistema nervioso, ya que se ha detectado PrP* en dicho sistema
durante las primeras fases de la infeccién. No se conoce con precisién el mecanismo
de transferencia del agente causal desde el sistema linforreticular al sistema nervioso
central, pero diversos estudios sugieren que se produce desde las células dendriticas
foliculares hasta las fibras nerviosas que inervan los foliculos linfoides, siendo mayor
la velocidad de neuroinvasién cuanto menor es la distancia topogréfica entre estas
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células y las terminaciones nerviosas (Heggebo et al., 2003; Prinz et al., 2003). La difu-
sién del agente puede ser pasiva, desde las células degeneradas que lo liberan hasta
las terminaciones nerviosas, o mediante el transporte de células méviles, como los
macréfagos o las células dendriticas (Aguzzi, 2001). Inicialmente se pueden observar
depésitos de PrP* en los ganglios de los plexos que se encuentran en el ileon, que se
van distribuyendo progresivamente a lo largo de todo el sistema nervioso entérico,
presentando un patrén de diseminacién similar al del sistema linforreticular (Van
Keulen et al., 1999; Heggebo et al., 2003). Desde el sistema nervioso entérico, utilizan-
do estructuras nerviosas del sistema nervioso auténomo, y en concreto del sistema
parasimpadtico, la PrP* podria llegar al sistema nervioso central por dos puntos: a
través de la médula espinal a nivel tordcico (columna intermediolateral, segmentos
T5-L1) mediante el nervio espldcnico y los ganglios mesentéricos craneal y celiaco o
a través de la médula oblongada, en el nicleo motor dorsal del nervio vago. Estos
hallazgos han sido descritos en trabajos realizados sobre la distribucién tisular de la
PrPres mediante técnicas inmunohistoquimicas en modelos experimentales murinos
(Beekes et al., 1998; Beekes y McBride, 2000).

No obstante, los primeros lugares del sistema nervioso central donde se acumu-
la la PrP*, tanto en casos naturales del Scrapie y de EEB como en diversos modelos
experimentales, son la médula oblongada y la médula espinal tordcica (Baldauf et al.,
1997; Jeffrey et al., 2001). Una vez alcanzado el sistema nervioso central, el agente se
disemina de forma ascendente y descendente a través del mismo (Kimberlin y Walker,
1980). Asimismo, desde la descripcién de los primeros casos de Scrapie atipico, se sabe
que en animales que presentan esta variante de la enfermedad, el depésito de PrP*no
se realiza principalmente en la médula oblongada, sino que su mayor concentracién
de se localiza en el cerebelo (Benestad et al., 2003).

Sin embargo, no se puede descartar que el proceso de neuroinvasién ocurra
en parte por la fracciéon de PrP* que circula por la sangre, y que el agente acceda al
encéfalo a través de este fluido (Maignien ef al., 1999; Aguzzi y Heikenwalder, 2006).
En 2002 se publicaron trabajos que describen la transmisién del Scrapie mediante
transfusiones sanguineas (Hunter et al., 2002), lo que reforzé la teoria de que la dise-
minacién de esta proteina se produjese también por la via hematégena. Por ello, esta
via de distribucién del prién puede representar una ruta alternativa de neuroinvasién
a la del sistema nervioso entérico/sistema nervioso auténomo, que se apoya en la la
descripcién de la presencia de depdsitos de PrP* en los érganos circunventriculares
del cerebro, en los que la barrera hematoencefélica no existe (Siso et al., 2009).
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Otra via de diseminacién descrita ha sido la linfética, ya que se ha detectado
PrPs en los senos subcapsulares de los ganglios linfaticos (Ersdal et al., 2005).

Actualmente todavia no se conocen por completo las rutas naturales de trans-
misién de las EET. Se acepta que la transmisién horizontal se produce sobre todo
mediante la excrecién alimentaria y la ingestién oral, pero los largos periodos de
incubacién que caracterizan a estas enfermedades hacen que sea muy dificil relacionar
los casos clinicos con sus fuentes de infeccién originales.

Los estudios epidemiolégicos sugieren que la transmisién natural del Scrapie
cldsico ocurre principalmente por via horizontal, ya sea por contacto directo entre
animales o, indirectamente, mediante la contaminacién del ambiente (Hoinville, 1996).
Se ha observado que este tipo de transmision se produce de forma natural cuando
ovejas sanas sin ninguna exposicién previa se ponen en contacto con ovejas infectadas
de Scrapie (Ryder ef al., 2004). En consecuencia, se asume que la PrP* se elimina a
través de excreciones (heces y orina) o secreciones (leche y saliva; Wrathall et al., 2008).

Se estima que las principales fuentes de contaminacién ambiental en la enfer-
medad de Scrapie son la placenta (Andreoletti et al., 2002; Tuo et al., 2002), las heces
(Maignien et al., 1999) y las canales de animales infectados (Miller et al., 2004). En
el Scrapie ovino se acepta la transmisién materna en condiciones naturales, aunque
resulta dificil de evaluar, dado el posible contagio lateral entre animales de todas
las edades. Existe una relativa incertidumbre respecto a la via de infeccién de una
oveja afectada de Scrapie hacia su descendencia y si la infeccién ocurre in utero, en
el periodo post-natal o en ambos momentos. La transmisién vertical «pura», aquella
que se produce in utero, nunca ha sido demostrada (Aitken, 2007). La presencia de
PrP* e infectividad en la placenta, incluso en estados preclinicos de la enferme-
dad (Race et al., 1998), sugiere que la transmisién tendria lugar desde las madres
infectadas de Scrapie a su descendencia y a otros animales durante el periodo de
parto a través de la placenta. Se ha observado que no todos los animales infectados
acumulan PrP* en la placenta y que el mismo animal no acumula PrP* en todas las
gestaciones (Race et al., 1998). Dicha acumulacién parece depender del genotipo del
feto (Andreoletti et al., 2002; Tuo et al., 2002; Alverson et al., 2006), ya que no se han
detectado depésitos de PrP* en placentas de ovejas infectadas de Scrapie cuyo feto
presenta genotipo resistente al Scrapie cldsico. En las ovejas ARR/VRQ con Scrapie
no se acumula PrP= en sus placentas, incluso cuando el genotipo fetal es VRQ/VRQ
(considerado susceptible). Esto podria estar asociado a la falta de PrP* en el tejido
linfoide en animales infectados con genotipo ARR/VRQ, y en consecuencia a una
ineficiente diseminacién de PrP= en la placenta (Lacroux ef al., 2007). Sin embargo,
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la acumulacién de PrP* en la placenta no sélo depende del genotipo de la madre y
del genotipo del feto, sino también de la posicion del feto en el ttero. La proteina
patolégica puede estar presente en cotiledones de fetos con genotipos resistentes a
Scrapie cuando se produce un parto multiple, en que los fetos (con genotipo resistente
y susceptible) estdn compartiendo el mismo cuerno uterino. Esto se podria explicar
por la existencia de anastomosis sanguineas entre cotiledones de los diferentes fetos
(Alverson et al., 2006). La duracién de la exposicién de los corderos a las placentas
tras la época de partos afecta a la transmisién a la descendencia. Asi, los corderos que
se separan inmediatamente después del parto de sus madres infectadas de Scrapie y
del rebafio presentan menos incidencia de Scrapie en la edad adulta que aquéllos que
se separan mds tarde o que los que no son segregados (Aitken, 2007). La progenie de
ovejas que desarrollan Scrapie presenta mds probabilidad de contraer la enfermedad
que la procedente de ovejas aparentemente sin Scrapie, debido tanto a la influencia
de la genética como a la transmisién de la enfermedad. No obstante, aunque de forma
excepcional, existen animales nacidos de ambos padres infectados de Scrapie que no
desarrollan la enfermedad. Cuando sélo uno de los padres estd afectado, sobre todo
si es el macho, el riesgo para la descendencia se reduce. En consecuencia, se acepta
que la transmisién materna es mucho mds importante que la paterna, aunque esta
diferencia es menor si la progenie es separada tras el parto, protegiéndose de este
modo de una posterior infeccién horizontal (Hoinville, 1996).

En el ganado vacuno, todas las evidencias indican que en condiciones naturales
el agente de la EEB no se propaga horizontalmente en el entorno mediante excreciones
y/ o secreciones, ni verticalmente a través de transmisién materna (Curnow y Hau,
1996; Wrathall et al., 2002). Asi, se acepta que la epidemia de la EEB fue debida a la
intervencién humana, al utilizarse canales de animales infectados con priones para
la produccién de harinas de carne y hueso como fuente de alimentacién del ganado
vacuno. La retirada de estas harinas para la alimentacién animal ha tenido un claro
efecto sobre la incidencia de la EEB, que se ha reducido de forma drdstica.

La transmisién materna y/o vertical en la EEB, desde la madre al ternero, pa-
rece ser muy rara o incluso inexistente en estadios tempranos de incubacién de la
enfermedad, pero el riesgo aumenta dependiendo del periodo transcurrido entre
el nacimiento del ternero y el comienzo de los signos clinicos en la madre. Asf, se
considera que, en una vaca afectada de EEB que tenga el parto hasta seis meses antes
o después de la aparicién de los signos clinicos, la probabilidad de que su ternero
adquiera la enfermedad aumenta considerablemente (Wilesmith et al.,1997; Donnelly,
1999). Sin embargo, no se sabe si la transmisién puede ocurrir por via transplacentaria
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durante la gestaciéon o tempranamente en el periodo posnatal a través de secreciones
o excreciones maternas (Wrathall et al., 2008).

Se han sugerido otras posibles vias de entrada de la PrP*, como la mucosa ol-
fatoria en humanos (Zanusso et al., 2003) o las heridas en la lengua en un modelo de
enfermedad transmisible del visén (ETV) en hdmsters (Bartz et al., 2003).

FACTORES GENETICOS

Los factores genéticos que influyen en la susceptibilidad y el desarrollo de una
EET animal contintian en estudio. Es una cuestion relevante, ya que el descubrimiento
de un gen directamente implicado en el desarrollo de este grupo de enfermedades ha
permitido la aplicacién de un sistema de control mediante la seleccién de animales
resistentes, lo que se ha llevado a cabo en la especie ovina en la Unién Europea.

El gen de la proteina prién (PRNP) tiene una longitud variable, entre 16.000 y
22.000 bases, y estd formado por 2 o 3 exones (dependiendo de la especie), si bien
toda la regi6n codificante (ORF) se encuentra en un tinico exén. Este gen codifica una
glicoproteina de membrana, la PrP¢, que posee entre 230 y 255 aminodcidos, y cuya
secuencia estd altamente conservada entre especies. Este gen se ha identificado en
un gran nimero de especies, tanto domésticas como salvajes. La homologia entre las
distintas especies es muy elevada; asi se sabe que un 94% de la secuencia nucleotidica
de las especies bovina y ovina es idéntica y estas especies muestran una homologia con
el gen humano del 66,7 y el 65,4%, respectivamente. En relacién con él se ha descrito
un gran nimero de polimorfismos o variantes genéticas en distintas especies bien
por mutaciones puntuales o por inserciones y deleciones.

El desarrollo de una EET de forma natural estd muy influido por las alteracio-
nes en el gen del hospedador que codifica para la proteina PrP (Hunter, 1997). Estos
polimorfismos pueden influir en la conversién de PrP< en la isoforma PrP* (Bossers
et al., 1997). Los mecanismos por los que una variante alélica individual conduce a
una susceptibilidad alterada o a un cambio en el periodo de incubacién no han sido
bien definidos. Se ha propuesto que, en humanos, los polimorfismos del gen PRNP
pueden presentarse en sitios criticos implicados en la transicién de conformacién de
PrPe a PrPs (Glockshuber et al., 1999).

El gen de la proteina PrP<humana se localiza en el cromosoma 20, tiene una lon-
gitud de 16.000 bases y codifica una proteina de 253 aminodacidos. Ciertas mutaciones
dan lugar a un cambio aminoacidico que, al provocar una modificacién conformacional
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del plegamiento de la proteina prién, origina una EET. Se han observado mutaciones
en las formas familiares de la EC]J, en el sindrome de Gerstmann-Striussler-Scheinker
(GSS) y en el insomnio familiar letal. En la actualidad se han descrito 25 mutaciones
en el gen PRNP humano, pero no todas ellas ligadas al desarrollo de la enfermedad.
La causa mds frecuente de ECJ familiar es la mutacién puntual en el codén 20, que
aparece en mds del 70% de las familias con ECJ hereditaria en todo el mundo.

La predisposicién genética tiene su influencia en todos los tipos de ECJ (fami-
liar, yatrogénica y esporddica). El codén 129 parece ser el que estd implicado en esta
predisposicién. Asi, los casos iatrogénicos resultantes del uso de la hormona del
crecimiento estdn asociados con el genotipo homocigoto valina en este codén. Por
otro lado, los casos de la v-ECJ han aparecido en individuos homocigotos metionina.

El gen que codifica para la proteina prién bovina tiene un tamafio de 20-22.000
bases y se encuentra en el cromosoma 13 (13q17). La secuencia aminoacidica de la
proteina codificada difiere de la ovina en 7 u 8 posiciones. Como consecuencia de la
epidemia de EEB sufrida en el Reino Unido, se han llevado a cabo diversos trabajos
con el fin de detectar la base genética de esta enfermedad en la especie bovina, ya que
la epidemiologfa de esta enfermedad hace pensar que, al igual que ocurre en otras
especies (humanos u ovinos), existe un componente genético.

Se han descrito algunos polimorfismos en el gen PRNP de esta especie (W84R,
G100S, K113R, V115M, H143R, S146N y N1775), pero la demostracién de su relevancia
respecto a la susceptibilidad frente a la EEB estd todavia en fase de estudio (Heaton
et al., 2003; Zhang et al., 2004). Recientemente, se ha demostrado la asociacién entre
la susceptibilidad a EEB y la i insercién/ delecién de 12 y 23 pares de bases (pb) en la
region promotora del gen PRNP (Juling et al., 2006; Haase et al., 2007). El mayor efecto
lo produce la delecién en homocigosis, tanto de las 12 como de las 23 pb.

Las primeras investigaciones destinadas a la identificaciéon de una base genética
que pudiera explicar la diferencia en cuanto a la susceptibilidad y al desarrollo de una
EET se llevaron a cabo en la especie ovina. De hecho, la influencia de la genética del
hospedador en esta especie es una de las mejor conocidas, incluso se han llegado a
establecer relaciones entre algunos polimorfismos del gen PRNP y la susceptibilidad
al Scrapie.

La revisién realizada por Kimberlin, en 1979, resume los conocimientos de la
época respecto a la susceptibilidad o la resistencia genética frente la enfermedad,
tanto experimental como natural. En esta revision se hacia referencia a dos hechos
fundamentales que ayudaron a comprender la complejidad de la enfermedad. Uno
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de ellos consistia en proponer que los animales podian mostrar resistencia a la en-
fermedad, pero tal vez no a la infeccién, de forma que podrian existir animales que
tuvieran un periodo de incubacién mds largo que su propia vida, pero no por ello
dejar de transmitir el agente causal. Otro era la posibilidad de que los animales fue-
ran resistentes a la tinica cepa utilizada en todos los experimentos realizados hasta el
momento (SSBP-1), pero que no lo fueran para otras nuevas cepas de Scrapie todavia
no caracterizadas.

El descubrimiento de un gen celular que codificaba la proteina PrP fue una de
las aportaciones mds importantes que revolucioné la genética del Scrapie (Oesch et
al., 1985). A partir de ese momento, todos los estudios de susceptibilidad genética a la
enfermedad giraron en torno a diferentes polimorfismos descritos en el gen PRNP. A
partir de esta informacién, se comprobd la existencia de un polimorfismo en el codén
171 que codificaba dos aminodcidos (glutamina/arginina) (Goldmann et al., 1990).
Pese a que en aquel momento se desconocia la importancia de este descubrimiento,
el polimorfismo del codén 171 ha sido uno de los mds importantes en el control del
Scrapie, y estd asociado, como se referird més adelante, a la susceptibilidad o la re-
sistencia a la enfermedad.

Aunque existen diferencias en la frecuencia de los haplotipos entre las razas
ovinas y en los haplotipos asociados a la enfermedad, se han observado algunas ca-
racteristicas comunes entre ellas. Por ejemplo, el haplotipo VRQ estd asociado a una
alta incidencia de Scrapie y el haplotipo ARR a una incidencia baja; este dltimo tiene
un efecto dominante, ya que tanto los animales homocigotos como los heterocigotos
presentan un menor riesgo de padecer la enfermedad. Respecto a los haplotipos
AHQ, ARQ y ARH, su asociacién con la enfermedad depende en gran medida de la
raza (Dawson et al., 1998).

En la especie ovina, el gen PRNP tiene un tamafio de 20.000 pb y codifica para
una proteina de 256 aminodcidos. Este gen ha sido localizado en el cromosoma 13.
El gen presenta un alto grado de polimorfismo, y hasta la fecha se han descrito 40
mutaciones que suponen un cambio aminoacidico en 27 codones distintos (Goldmann,
2008). La mayoria son raros y no se han asociado a ningtin fenotipo de la enfermedad,
ni en la infeccién natural ni en la experimental. Sin embargo, las variantes genéticas
de los codones 136, 154 y 171 parecen tener influencia en la susceptibilidad a la en-
fermedad. Del conjunto total de posibles alelos (2x2x3), s6lo cinco se detectan con
una frecuencia relativamente alta. La forma original del gen parece ser la variante
ARQ), habiéndose originado el resto de alelos mediante mutaciones puntuales. La
frecuencia y la distribucién de las distintas combinaciones varian segtn la raza. En
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los ultimos afios se han publicado numerosos trabajos en los que se determina la
distribucién de estos alelos en otras razas europeas. Concretamente, parece ser que
los alelos predominantes en las poblaciones ovinas espafiolas son ARQ, ARR, ARH
(Acin et al., 2004a) y ARQ en las poblaciones ovinas afectadas por la enfermedad
(Acin et al., 2004b). Resultados similares se han obtenido en la raza sarda italiana y
en razas portuguesas. Segin los datos obtenidos principalmente de razas britdnicas
y francesas, existe una clara influencia del genotipo de PRNP para los codones 136,
154 y 171 en la susceptibilidad del animal a presentar el Scrapie clédsico. El genotipo
de PRNP se muestra como el principal factor asociado a la incidencia de esta enfer-
medad si se tiene contacto con el agente causal.

En la actualidad se considera que el alelo VRQ es el mds estrechamente relacio-
nado con la susceptibilidad al Scrapie. Los animales homocigotos para este alelo son
los que presentan mayor riesgo. Los heterocigotos con el alelo resistente (ARR y AHQ)
tienen menor riesgo.La forma original ARQ también se ha asociado a la susceptibi-
lidad a presentar esta enfermedad, aunque con un menor riesgo o una penetrancia
menor que el VRQ. Los alelos ARR y AHQ se han asociado a la resistencia a esta EET.

El grupo nacional de informacién de Scrapie establecido en el Reino Unido de-
sarrollé una «guia universal para clasificar los 15 posibles genotipos del gen PRNP
en niveles de riesgo”. Con este objetivo, se establecieron distintas clasificaciones de
genotipos teniendo en cuenta los alelos predominantes en las distintas razas. Los
genotipos se agrupan en funcién del nivel de riesgo del animal y del de su posible
progenie. Dawson ef al. (1998) proporcionan las tablas de riesgos resaltando que las
interpretaciones de esta clasificacion estdn basadas en probabilidades y no en certe-
zas. Las tablas se revisan de forma periddica y pueden estar sujetas a modificaciones.
Las distintas agrupaciones de los genotipos se basan en el riesgo al desarrollo de la
enfermedad (R) y han sido valoradas de R1 a R5. El riesgo R1, indica un riesgo muy
bajo de desarrollar la enfermedad en el individuo y un riesgo muy bajo en la progenie
de primera generacién, el R2 expresa un riesgo bajo del individuo y de la progenie,
el R3 un riesgo bajo individual, pero que el de la progenie puede aumentar en fun-
cién del genotipo del otro parental, el R4 indica que la enfermedad puede ocurrir de
forma ocasional y que la progenie tiene mayor riesgo que la del grupo anterior y el
R5 implica el mayor riesgo de desarrollar Scrapie.

En los dltimos afios, como se ha adelantado, se han descrito casos de Scrapie
cuyas caracteristicas clinicas, patolégicas, inmunoquimicas y estructurales difieren en
gran medida de la enfermedad cldsica. En la actualidad, se considera que estos casos
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se han producido como consecuencia de la aparicién de cepas atipicas de Scrapie
diferentes de las descritas hasta ahora, denominadas genéricamente cepas cldsicas.

La primera descripcién de la presencia de cepas atipicas de Scrapie en Europa
se realiz6 en Noruega con la que fue denominada como cepa Nor98. Una de las ca-
racterfsticas mds importantes del Scrapie atipico es estar asociado a animales con un
genotipo resistente al Scrapie clasico, incluidos los ARR homocigotos. Ademds, pocos
casos de Scrapie atipico estdn asociados al haplotipo sensible (VRQ). Del mismo modo,
se ha observado una relacién entre el polimorfismo 141 leucina (L) / fenilalanina (F)
y la susceptibilidad a las cepas atipicas (Moum et al., 2005).

Ante la imposibilidad de disponer de un método fiable para el diagnédstico in vivo
de las EET, su control se debe realizar mediante la ejecucién de una vigilancia activa
y pasiva y como como complemento, el genotipado se utiliza como una herramienta
para pronosticar el riesgo de padecer la enfermedad. Los programas de vigilancia
basados en el genotipo de los animales se estdan aplicando en diversos paises y estdn
dando resultados alentadores en el control del Scrapie cldsico.

METODOS DE DIAGNOSTICO

Las técnicas de diagndstico de este grupo de enfermedades, se basan en la
observacién de las lesiones caracteristicas de este grupo de enfermedades y en la
deteccién de la PrP* en el sistema nervioso central, principalmente mediante técnicas
inmunoquimicas (OIE, 2008). Al contrario que otras enfermedades, las enfermedades
causadas por la protefna prién no se pueden diagnosticar mediante la mayorfa de
los métodos convencionales. Dado que el agente causal de las EET carece de dcidos
nucleicos no se pueden utilizar técnicas como la PCR que se basan en la detecciéon
del genoma. Asimismo, los individuos infectados no reconocen como “extrafia” la
proteina PrP*, por lo que no se produce una respuesta inmunolégica especifica y
no son aplicables técnicas seroldgicas. Tampoco existen técnicas in vitro para aislar
el agente causal, por lo que el método utilizado para demostrar la infectividad del
agente es la inoculacién en animales de experimentacién.

Los métodos laboratoriales de diagndstico de las EET reconocidos oficialmente
se realizan post mortem en muestras de tejido del sistema nervioso central (OIE, 2008).
Actualmente no existe ningtin test de diagnoéstico de la EEB que se pueda aplicar en
animales vivos. En el caso del Scrapie, dado que la PrP* se distribuye por el sistema
linforreticular, la detecciéon de esta proteina en tejido linfoide obtenido mediante
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biopsias es el tinico método fiable de diagndstico in vivo (Gavier-Widen ef al., 2005),
aunque su sensibilidad no es del 100%.

Tradicionalmente, el diagndstico de las EET se ha basado en la observacién de
las lesiones caracteristicas de estas enfermedades mediante microscopia 6ptica. Estas
lesiones se localizan exclusivamente en el sistema nervioso central (Wells y Wiles-
mith, 1995) y se caracterizan por una neurodegeneracién espongiforme, acompafiada
generalmente de gliosis, degeneracién y pérdida neuronal y, en determinados casos,
amiloidosis cerebral (Wells y McGill, 1992). La lesién caracteristica es la vacuoliza-
cién, generalmente bilateral y simétrica, del pericarion neuronal y del neuropilo de la
sustancia gris (espongiosis) (Figs. 1A'y 1B ) localizada en regiones neuroanatémicas
concretas (Wells y McGill, 1992; OIE, 2008; Ligios et al., 2002). Entre éstas las principa-
les son las astas dorsales en la médula espinal, el nticleo del tracto solitario, el niicleo
dorsal del nervio vago, el nticleo del tracto espinal del nervio trigémino, los nticleos
vestibulares y la formacion reticular en la médula oblongada, la sustancia gris central
en el mesencéfalo, el drea paraventricular en el hipotdlamo y el tdlamo y el drea septal.
Con menor frecuencia e intensidad se pueden observar también vacuolizadas otras
areas del sistema nervioso central como el hipocampo, corteza cerebelar o cerebral y
los nticleos basales (Wells et al., 1991; Wells y Wilesmith, 1995).

Fig. 1A: Vacuolizacién del pericarion Fig. 1B: Vacuolizacién del neuropilo de
neuronal de una oveja afectada de una oveja afectada de Scrapie
Scrapie

Un estudio realizado al inicio de la epidemia de EEB en Reino Unido demuestra
que mediante el examen histopatolégico de una tinica seccién de la médula oblongada
anivel del obex (Figs.2A y 2B), valorando el nticleo del tracto solitario y el nicleo
del tracto espinal del nervio trigémino, se pueden detectar el 99,6% de los casos que
presentan lesiones (Wells et al., 1989). En el Scrapie ovino la vacuolizacién es mds
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destacada en la médula espinal, tronco del encéfalo y tdlamo pero, a diferencia de
la EEB, existe una gran variacion en la distribucién topogrdéfica de las lesiones entre
los individuos (Detwiler, 1992; Wood et al., 1997; OIE, 2008). La vacuolizacién puede
afectar a la sustancia gris de diversas dreas del encéfalo, observandose en un alto
porcentaje de los casos en la corteza cerebral y cerebelar (Wood et al., 1997). Entre
los factores que pueden influir en el perfil lesional se han descrito: la cepa del agente
causal del Scrapie, el genotipo del gen PRNP, la via de infeccién, la edad del hospeda-
dor en el momento de la infeccién y la duracién de la fase clinica (Begara-McGorum
et al., 2002; Ligios et al., 2002). A pesar de la variabilidad existente, el drea que con
mayor frecuencia e intensidad estd afectada es la médula oblongada al nivel del obex,
siendo generalmente el niicleo dorsal del nervio vago la primera localizacién de la
vacuolizacién. Otras localizaciones que frecuentemente se encuentran afectadas en
las primeras fases de la enfermedad son el nticleo del tracto solitario, el rafe medio, el
ntcleo del tracto espinal del nervio trigémino y el nticleo de la oliva (Begara-McGorum
et al., 2000; Hamir et al., 2001).

Fig.2 A Extraccion del tronco del encéfalo. Fig.2B: Médula oblongada en el tronco
Ovino afectado de Scrapie del encéfalo (punta del bisturi). Ovino afec-
tado de Scrapie.

En el Scrapie atfpico no se observa vacuolizacién en la médula oblongada al nivel
del obex, siendo las dreas mds afectadas la corteza cerebelar y cerebral y, en menor
medida, el mesencéfalo. Este perfil lesional atipico se acomparia de una distribucién
de la PrP* y un patrén de glicosilacion diferente a otros casos de Scrapie, se presenta
en ovejas con al menos un haplotipo AHQ y se ha asociado a una nueva cepa de
Scrapie, posiblemente de origen espontdneo (Benestad et al., 2003; Liithken et al., 2007).

A pesar de la uniformidad en el perfil lesional presente en la EEB y en menor
medida en el Scrapie, el examen histopatolégico del encéfalo no garantiza la confir-
macién del diagndstico de todos los casos clinicos de estas enfermedades. Las lesio-
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nes vacuolares varian en intensidad y en determinados casos pueden ser minimas o
insuficientes para confirmar el diagnéstico, dando lugar a resultados no concluyentes
(Wells et al., 1989; Begara-McGorum et al., 2000).

Por otro lado, una vacuolizacion del tejido nervioso puede ser atribuido a otras
causas. Asi, en bovinos con signos neuroldgicos, y también en animales sanos, se ha
observado una vacuolizacién del pericarion neuronal en diversas regiones neuroana-
témicas cuya causa se desconoce; se presenta frecuentemente en el nticleo rojo y en
el nticleo habenular y ocasionalmente en otras dreas como la formacion reticular, la
sustancia gris intermedia de la médula espinal, el nticleo parasimpdtico y el niicleo
motor del nervio facial, el nidcleo motor del nervio oculomotor, el nicleo gracilis y el
nticleo cuneado lateral (McGill y Wells, 1993; Gavier-Widen et al., 2001). En el caso
del ovino también se puede detectar vacuolizaciéon en neuronas y en el neuropilo en
diferentes localizaciones en animales no afectados por una EET, entre las que se en-
cuentra el nicleo dorsal del nervio vago (Schreuder et al., 1997; OIE, 2008). Asimismo,
diversas causas debidas a la toma o procesado defectuosos de la muestra pueden
producir artefactos que se asemejan a las lesiones producidas por una EET (Wells et
al., 1989; Wells y Wells, 1989; Jeffrey, 1992).

Finalmente, destacar que el término encefalopatia espogiforme es un término
descriptivo que en neuropatologia alude a cualquier enfermedad en la que la espon-
giosis o vacuolizacidn es la lesién predominante (Wells, 2003). La espongiosis puede
afectar tanto a la sustancia gris como a la blanca, siendo las enfermedades priénicas
el principal ejemplo de enfermedades que cursan con vacuolizacién de la sustancia
gris. La necrosis cerebrocortical o la intoxicaciéon por plomo produce una espongiosis
laminar en el neuropilo de la corteza cerebral (Summers et al., 1995). La espongiosis
de la sustancia blanca es caracteristica de diversas alteraciones téxicas y metabélicas,
como la encefalopatia hepdtica o la encefalopatia renal (McGill y Wells, 1993).

Respecto a la gliosis, consiste en una respuesta comtn e inespecifica de las células
de la glia frente a diferentes estimulos y que también estd presente frecuentemente
en las enfermedades pridnicas (Summers et al., 1995). En este grupo de enfermeda-
des puede observarse una astrogliosis hipertréfica y una activacién de la microglia,
generalmente asociadas a los depésitos de PrP*, la vacuolizacién y la degeneraciéon
neuronal (Wells et al., 1991; Lazarini et al., 1994; Rezaie y Lantos, 2001; Titeux et al.,
2002). Los astrocitos como la microglia pueden acumular PrP* tanto en casos naturales
como experimentales de EET (Ye ef al., 1998; Andréoletti et al., 2002).
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Otra lesién caracteristica de las EET es la degeneracién y pérdida neuronal,
estudiada principalmente en animales de experimentacién inoculados con el agente
causal. En casos de infeccién natural de EEB y Scrapie se han observado ademds de
la vacuolizacién, otras formas de degeneracién neuronal como neuronas necréticas
diseminadas acompafiadas en ocasiones por neuronofagia, neuritas distréficas y
neuronas contraidas y basofilicas (Wells y Wilesmith, 1995; Wood et al., 1997). En la
EEB se observa un despoblamiento neuronal en determinados nticleos del sistema
nervioso central, llegando a producirse una reduccién de hasta el 50% de las neuronas
en los nucleos vestibulares (Jeffrey et al., 1992; Jeffrey y Halliday, 1994) y en el nticleo
de la oliva (Breslin et al., 2003). Entre los ntcleos en los que no se ha detectado una
pérdida significativa de neuronas se encuentran el dorsal del nervio vago, el hipo-
gloso, el caudado y el rojo (Jeffrey y Halliday, 1994; Breslin et al., 2003). En el Scrapie
se han detectado alteraciones intensas, con una apariencia laminar, en las neuronas
piramidales de la ldmina V de la corteza cerebral frontal (Wood et al., 1997).

En diversas EET humanas y animales se ha observado la presencia de placas
densas de amiloide en el sistema nervioso central coincidentes con un inmunomarcaje
frente a la PrP* (McBride et al., 1988; Wells et al., 1991; Wells y McGill, 1992; Jeffrey et
al., 1998; Glatzel y Aguzzi, 2001). Estas placas son abundantes en determinadas EET
humanas. Concretamente en el kuru, las denominadas placas de “tipo kuru” pue-
den observarse junto con finas espiculas radiales, mientras que en la v-EC]J reciben
el nombre de placas floridas al encontrarse rodeadas de vacuolas (Ferrer, 2002). La
amiloidosis cerebral es también frecuente en el Scrapie ovino y, en menor medida, en
el caprino. Se localiza en el cerebelo y en dreas rostrales del encéfalo, principalmente
en la corteza cerebral. Se presentan como placas generalmente con forma estrellada,
rodeadas por dreas de vacuolizacién del neuropilo y una marcada astrocitosis; también
son frecuentes las placas con disposicién perivascular (Wood y Done, 1992; Wood
et al., 1997; Jeffrey et al., 1998). La presencia de este tipo de placas en la EEB es muy
escasa (Wells y Wilesmith, 1995).

Por otro lado, puesto que una caracteristica comtin y especifica de las EET es
la acumulacién en el sistema nervioso central de la proteina PrP= (Fig. 3), éste se
considera el inico marcador molecular identificado asociado a estas enfermedades
(Prusiner, 1998). La acumulacién de PrP* en el tejido nervioso es previa a la neurode-
generacién espongiforme (DeArmond y Prusiner, 1993; Wells et al., 1998; Jeffrey et al.,
2001), por lo que la utilizacién de métodos sensibles de deteccion de la PrPs permite
el diagndstico de los animales infectados en los que las lesiones son minimas o no
estdn presentes. Ademds, dada la alta resistencia de los priones a la degradacién y
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a diversos agentes fisicoquimicos (Taylor, 2000), estas técnicas se pueden aplicar en
tejidos autoliticos o congelados en los que la falta de integridad del tejido impide el

diagnéstico histopatolégico.

Fig. 3: Actmulos de PrP en el tejido Fig. 4: Bandas especificas de PrPsc en una muestra de la
nervioso de la médula oblongada. Vaca médula oblongada de una vaca afectada de EEB.
afectada de EEB

La mayoria de los métodos de diagnéstico actuales se basan en la deteccién del
fragmento resistente a la proteinasa K (PrPres) de la PrP* mediante el uso de anti-
cuerpos especificos. Los anticuerpos que se utilizan en el diagnéstico de las EET no
discriminan entre ambas isoformas de la proteina, por lo que previamente a la detec-
cién de la PrPres es necesario degradar la PrP¢, generalmente con proteinasa K (PK).

La inmunohistoquimica detecta la PrP* in situ, lo que permite determinar tanto
la presencia de la PrP* como su distribucién en el tejido, su localizacién celular y las
caracteristicas morfoldgicas de la acumulacién (Gonzélez et al., 2003). Diversos trabajos
demuestran la capacidad de la inmunohistoquimica para detectar la PrP*= en tejidos
en los que no es posible realizar un diagnéstico histopatolégico ya que han perdido su
morfologia por la autolisis o por la congelacion (Miller et al., 1993; Foster et al., 1996;
Monleén et al., 2003). Los depésitos de PrP* pueden observarse tanto asociados a las
lesiones histopatolégicas como en dreas donde no se presenta vacuolizacion o ésta
es minima (Foster et al., 1996; Hardt et al., 2000). La inmunotincién suele ser bilateral
(Ryder et al., 2001) y se localiza principalmente en el tronco del encéfalo, aunque en
el caso del Scrapie con frecuencia se distribuye por todo el sistema nervioso central
(Haritani et al., 1994; Gonzdlez et al., 2003).

El diagnéstico de las EET por inmunohistoquimica debe realizarse mediante la
identificacién del patrén caracteristico de inmunotincidn, a través de su distribucién
topografica y una localizacién celular especifica (Wells y Wilesmith 1995; Ryder et al.,
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2001). Los diferentes tipos de inmunotincién especificos del depdsito de PrP= en el
Scrapie (Miller et al., 1993; O Rourke et al., 1998; Hardt et al., 2000; Ryder et al., 2001)
han sido descritos detalladamente por Gonzélez et al. (2002; 2003).

La especificidad y sensibilidad de la técnica inmunohistoquimica depende en
gran medida de la metodologia y los anticuerpos utilizados (Haritani et al., 1994; Bell
etal., 1997; Hardt et al., 2000; Monledn et al., 2004). Como se ha descrito anteriormente,
los anticuerpos utilizados para la deteccion de la PrP* reconocen las dos isoformas de
la protefna prion y tanto el proceso de fijacién como la acumulacién y formacién de
agregados de la PrP* ocultan los epitopos necesarios para la reaccién con el anticuer-
po. Ello implica la necesidad de utilizar una metodologia que permita la supresiéon
de la PrP¢, asf como una recuperacién e incremento de la exposicién de los epitopos
ocultos de la PrPs (Hardt et al., 2000). Para ello, diversos pre-tratamientos han sido
aplicados previamente a la inmunotincién para desenmascarar epitopos, potenciando
la inmunotincién especifica y minimizando la inespecifica.

Al contrario que en la EEB, en el Scrapie se produce una amplia distribucién de la
PrP* en el organismo, principalmente en el sistema linforreticular (Jeffrey y Gonzalez,
2007). Enla actualidad, la demostracién de la presencia de la PrP* en el tejido linfoide
estd utilizdndose cada vez mds para el diagndstico del Scrapie tanto in vivo como post
mortem (Schreuder et al., 1998; O'Rourke et al., 2002; Monleén et al., 2005; Langeveld et
al., 2006; Gonzdlez et al., 2008). La aplicacién de técnicas inmunohistoquimicas sobre
muestras de tejido linfoide obtenido mediante biopsia, principalmente de tonsilas
palatinas (Schreuder et al., 1998), tercer parpado (ORourke et al., 2002) y mucosa
rectal (Gonzélez et al., 2005; Espeneset al., 2006) permite diagnosticar la enfermedad
incluso en fases preclinicas de la misma. En animales con genotipos susceptibles se
ha descrito una sensibilidad del test realizado en biopsia de tejido linfoide asociado
al tercer parpado y a la mucosa rectal del 85-90% (O Rourke ef al., 2002; Dennis et al.,
2009). Sin embargo, esta técnica presenta algunas limitaciones, debido a que algunos
animales inicamente presentan depdsitos de PrP* en el sistema nervioso central.

La técnica de Western blot para la deteccion de la PrP* es un método de diagnéstico
de las EET de una alta sensibilidad con el que se obtienen resultados cualitativos que
permiten confirmar la especificidad de la sefial (Deslys et al., 2001). Puesto que como
se ha mencionado anteriormente, tanto la PrP¢ como la PrP* tienen un peso molecular
(Pm) de 33 - 35 kDa (Meyer et al., 1986; Prusiner, 1998), si ambas proteinas se someten
a un proceso de digestién con PK, la PrPc se degrada completamente mientras que en
la PrP* se elimina el extremo N-terminal quedando una fraccién de la misma resistente
ala PK de un Pm de 27 - 30 kD, denominada PrP 27 - 30 o PrPres (Oesch et al., 1985).
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La técnica de Western blot permite la deteccién del fragmento PrPres de la PrP* me-
diante la reaccién especifica con anticuerpos (Fig. 4). La metodologia basica consiste
en la extraccion del fragmento resistente de la PrP** mediante una digestién con PK,
la separacion de las proteinas en un gel de poliacrilamida mediante una electroforesis
y su transferencia a una membrana de nitrocelulosa. En este protocolo general, la OIE
recomienda incluir una extracciéon con detergentes (N-laurilsarcosina) y varios pasos
de ultracentrifugacién, lo que permite obtener una mayor concentracién de proteina
y por lo tanto, una mayor sensibilidad de la técnica (Bradley, 1994). La sensibilidad
de esta técnica depende también de otros factores como el proceso de extraccién o
los anticuerpos utilizados (Madec et al., 1998).

La deteccion de la PrPres mediante la técnica de Western blot se utiliza frecuente-
mente en el diagndstico de la EEB y del Scrapie, especialmente para confirmar aquellos
casos en los que las lesiones neuropatolégicas son minimas o no estdn presentes o
el tejido no es adecuado para el examen histopatolégico por autolisis, congelacién o
destruccién de las 4reas de localizacion de las lesiones (Mohri et al., 1992; Katz et al.,
1992; Race et al., 1994; Cooley et al., 1999; Madec et al., 2000; Manousis et al., 2000). La
deteccién de la PrPres en animales preclinicos que no presentan lesiones en el siste-
ma nervioso central indica una mayor sensibilidad de la técnica respecto al examen
histopatolégico (Race et al., 1992; Hamir et al., 2001). También se ha demostrado una
mayor sensibilidad de la técnica de Western blot con respecto a la demostracién de
las SAF (Scrapie asociated fibrils; Cooley et al., 1998). Ademds, en animales afectados
por EEB se han detectado depésitos de PrPres en dreas del sistema nervioso central
donde las lesiones histopatolégicas no suelen presentarse, como en el cerebelo o la
corteza cerebral, aunque las sefiales méds intensas se obtienen en la médula oblongada
y el mesencéfalo (Katz et al., 1992; Madec et al., 2000).

Las fibrillas asociadas a Scrapie (SAF), observables mediante microscopia elec-
trénica, son marcadores ultraestructurales especificos de las EET (Stack et al., 1997)
cuyo constituyente principal es la PrP* (Hope et al., 1988). Se observaron inicialmente
en ratones y hdmsters infectados experimentalmente con el agente causal del Scrapie
(Merz et al., 1981), y més tarde en el Scrapie ovino (Stack et al., 1993) y caprino (Perrin
etal., 1991). Su deteccién en los primeros casos de EEB en Reino Unido constituy6 una
evidencia adicional al cuadro clinico y lesional para incluir a esta nueva enfermedad
dentro del grupo de las EET (Wells et al., 1987).

Estas fibrillas se pueden observar mediante microscopia electrénica utilizando
técnicas de tincion negativa en fracciones subcelulares de tejido nervioso de ani-
males afectados por la EEB y el Scrapie y se pueden identificar por su morfologia
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caracteristica. La metodologfa consiste bdsicamente en el tratamiento de fracciones
subcelulares del tejido nervioso con detergentes que solubilizan la PrP mientras que la
PrPs se agrega en forma de varillas o fibrillas que posteriormente se pueden separar
mediante ultracentrifugacion y visualizar en el microscopio electrénico (Meyer et al.,
1986; Stack et al., 1993).

Las SAF miden entre 100 - 500 nm de longitud, presentan una disposicién lineal
y estdn compuestas de 2 6 4 filamentos de 4 - 6 nm de ancho. En funcién de su mor-
fologia se pueden identificar principalmente dos tipos, tipo I y II, aunque también
se han observado fibrillas que tienen propiedades de ambos tipos (Merz et al., 1981).

La alta especificidad de la técnica y su eficacia en tejidos autoliticos o congelados
(Scott et al., 1992; Stack et al., 1993; Wells et al., 1994), dio lugar a que se utilizara en el
diagnostico del Scrapie y la EBB como un criterio de diagndstico independiente y de
apoyo a las técnicas histopatoldgicas en el programa de vigilancia de estas enferme-
dades en Reino Unido (Wells y Wilesmith, 1995; Stack et al., 1996).
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