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Hasta la fecha, el
diagndstico de las
Encefalopatias
Espongiformes
Transmisibles (EET), tales
como la Enfermedad de las
“vacas locas” (EEB) o el
Scrapie o tembladera
ovina, se realiza post
mortem, y las medidas de
control pasan por
sacrificar a todos los
animales que posiblemente
puedan estar infectados.
Se hace obvia la necesidad
de disponer de métodos
que permitan diagnosticar
el proceso ante mortem, y
eliminar tan solo aquellos
animales verdaderamente
infectados. Las autoras
describen en este articulo
algunas de las técnicas
propuestas.
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mes Transmisibles son un gru-

po de enfermedades que causan
degeneracion progresiva en el Sistema
Nervioso Central (SNC) y cuyo agente
etioldgico es la proteina prion (PrP),
que altera la estructura terciaria de
unas proteinas celulares similares
(PrP¢) presentes en al menos los ver-
tebrados superiores, lesionando asi
el SNC y produciendo encefalopatia.
El cambio en la estructura conlleva
también un cambio en la sensibili-
dad a la enzima proteinasa K, por lo
que la proteina PrP°también se la
denomina PrP*", por ser sensible a
esta enzima, y la isoforma patbégena
PrP™ o resistente. Esta modificaciéon
en la sensibilidad se aprovecha para
el diagnostico.

Tres EET destacan por su importan-
cia en Salud Publica: la Enfermedad
de las “vacas locas” o Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) ha teni-
do gran repercusiéon mediatica dentro
de las EETs y esta sometida a muchas
medidas legislativas. Por otro lado, el
Scrapie o prurito lumbar enzodtico:
afecta a pequenos rumiantes; algunos

I as Encefalopatias Espongifor-

Diagnostico
de las EET

Hasta la fecha, el Gnico diag-
nostico que se realiza para
determinar la presencia de
la proteina prion patégena
es post mortem. Las mues-
tras que se analizan proce-
den del 6bex cerebral u otros
tejidos nerviosos, donde Pr-
P alcanza elevadas concen-
traciones.

La deteccidn se realiza me-
diante técnicas inmunocito-
quimicas o histopatoldgicas,
0, mas frecuentemente, me-
diante métodos seroldgicos,
aprovechando la resistencia
de la PrP patdgena a la pro-
teinasa K.

Al digerir el tejido con esta
enzima, se elimina la PrP=";
la PrP™ se detecta por anti-
cuerpos anti-PrP.



estudios consideran que es el origen
de las EEBs (Marsh, 1993). Y final-
mente, la Enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (ECJ): afecta a los seres huma-
nos. Se ha demostrado que una forma
de ECJ, denominada “nueva variante”
(nvECJ), se origina por la ingestiéon de
alimentos conteniendo PrP de las va-
cas locas (PrPBSE).

¢éEs posible el diagnostico
ante mortem?

El control de estas enfermedades se
beneficiaria mucho si se pudieran
diagnosticar ante mortem, detectan-
do aquellos animales en los que la en-
fermedad sea todavia asintomética y
sin necesidad de ser sacrificados. El

La deteccion de la proteina-
prién PrP™ en muestras de
biopsia de tejidos linfoides es
considerada como la prueba
mas fiable para diagnosticar
EETs en individuos vivos

desarrollo de métodos ante mortem
(precoces) estd también muy deman-
dado en Medicina Humana, ya que
permitiria analizar la sangre de do-
nantes, puesto que se han dado varios
casos de transmision de ECJ por
transfusiones (Hunter y col., 2002).

Los métodos precoces tienen como
objetivo detectar la proteina pri6n pa-
toégena en las localizaciones extraner-
viosas susceptibles de presentarla.
Tras su ingestion por via oral y tras lo-
calizarse temporalmente en las tonsi-
las, los priones van a estar en sangre
durante un tiempo (y por eso se pue-
den transmitir por transfusiones).

Posteriormente se diseminan a di-
versos tejidos linfoides, tales como el
bazo, las placas de Peyer o la mem-
brana nictitante o tercer parpado,
donde se puede producir cierta ampli-
ficacion que se vierte de nuevo a san-
gre (Sad y col., 2006b). Finalmente al-
canzan el cerebro, donde hay gran
cantidad de PrP celular, a la que sub-
vierten lentamente, hasta que las le-

peplues

La deteccion de PrP™ en muestras de biopsia de
tejidos linfoides es considerada por varios investi-
gadores como la prueba mas fiable para diagnosti-
car EETs en individuos vivos. Son varios los cientifi-
cos que proponen el analisis de las siguientes re-
giones por su accesibilidad para el diagnéstico de
los priones:

- Membrana nictitante: La membrana nictitante o ter-
cer parpado es un parpado accesorio que protege el
globo ocular, y que puede acumular proteina pridn.
0'Rourke y col. (2000]) compararon en ovejas mues-
tras del tercer parpado (obtenidas tras una simple
anestesia local) con las de tonsilas.

Las muestras del tercer parpado de 41 de 42 ovejas
con sintomas clinicos y confirmadas de scrapie fue-
ron positivas, mientras que las de 174 de 175 de ove-
jas sin scrapie fueron negativas. En 36 de 41 (87,8%)
ovejas asintomaticas se diagnostico scrapie en la
membrana nictitante y en el cerebro, incluso 20 me-
ses antes de la aparicidn de los sintomas. Aunque
los resultados de esta técnica que permite diagnos-
ticar scrapie in vivo en animales asintomaticos son
esperanzadores, no han sido constatados por otros
autores, y ademas no gozan de la sensibilidad sufi-
ciente.

- Tonsilas: La funcidn de las tonsilas o amigdalas es
proteger al organismo de la entrada por via digestiva
o respiratoria de agentes extrafos. Las amigdalas
faringeas son las de mayor tamafo y se sitlan en la
cara interna de las ramas mandibulares en la cavi-
dad bucal. Mathiason y col. (2006) analizaron por in-
munohistoquimica las tonsilas de ciervos de una ex-
plotacidn para diagnosticar la enfermedad crénica
desgastante (CWD, una EET]).

Pudieron diagnosticar el proceso tan pronto como
tres meses después de la administracion (intracra-
neal u oral] de proteina prién extraida de cerebro,
cuando los animales permanecian asintomaticos. Si
se inoculaban los animales de estudio con muestras
con PrP™ pero no de tejido cerebral, la deteccion
podia demorarse hasta el mes 12 p.i. Ademas, pu-
dieron constatar que la saliva también tenia priones
infectivos, por lo que puede ser un vehiculo de la in-
feccion.

» Mucosa rectal: La mucosa rectal es un epitelio es-
tratificado no queratinizado que puede acumular Pr-
Pre; es facilmente accesible y su biopsia, de tan sélo
2 cm?, no requiere analgesia. El grupo de Espenesy
col. (2005]) infectaron corderos de dos meses de edad
con PrP* por via oral utilizando un tubo esofagico. A
los 10-24 meses p.i. se les tomd una biopsia rectal
sin analgesia y otra de tonsilas.

En cinco animales que no presentaron sintomas no
se detectd PrP* ni en tonsilas ni en recto, y en uno
asintomatico se detecté en ambos sitios. Sin embar-
go, hubo un animal que si que mostrd sintomas en
los que la biopsia de recto fue negativa. Por tanto,
este trabajo no demuestra que la biopsia de recto
pueda diagnosticar scrapie en animales asintomati-
cos o de forma precoz.

Todos estos estudios que detectan proteina pridn en
tejido linforreticular tienen también el inconveniente
de que los autores emplean inmunohistoquimica, ti-
nendo las biopsias con hematoxilina-eosina, com-
pletando la tincion con anticuerpos monoclonales
marcados. Estos métodos son tediosos y no estan
disponibles de forma automatizada para analizar un
elevado nimero de animales.
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Figura 1:

Esquema del método PMCA, en el que se produce la amplificaciéon
de PrP¢ in vitro, por efecto de PrP*. Los agregados que se forman
se disrumpen por sonicacion antes de anadir mas PrP° que sera a

su vez transformada en PrPs.

siones son tan grandes que se produce
la sintomatologia. Se eliminan por he-
ces y por orina.

Hasta la fecha no se ha aprobado
ninguna técnica para diagnosticar la
enfermedad que utilice muestras pro-
cedentes de animales vivos. Las razo-
nes por las que las pruebas actuales
no se consideran apropiadas en segu-
ridad alimentaria es porque no hay
suficiente informacioén sobre la dosis
infectiva para el desarrollo de las
EETs naturales en los animales y el
hombre, la distribucién tisular de la
PrP™, y la fase en el periodo de incu-
bacion en la que las pruebas diagnos-
ticas actuales pueden detectar la in-
feccion natural. Otro inconveniente es
la baja concentracion, ya que la con-
centracion en sangre es 100 a 1.000
veces inferior que en cerebro (Gavier-
Widén y col., 2005).

[ La sangre, la orinay su
valor diagnéstico

La deteccion de priones en sangre
implica dos problemas. En primer lu-
gar la baja concentracién que alcanza
en este fluido, y en segundo, el perio-
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do en el que se puede encontrar en el
mismo. Para superar el primer pro-
blema, el grupo liderado por Soto ha
ideado un sistema, con un principio
similar al de la reaccién en cadena de
la polimerasa o PCR que amplifica la
cantidad de PrP™ presente en una
muestra (Saborio y col., 2001; Casti-
llay col., 2006).

El método consiste en combinar la
muestra sospechosa con un homoge-
nizado de cerebro normal, donde hay
PrP". La PrP™ cambia la conforma-
cién de la PrP*, transformandola en
PrP™, que forma agregados. Estos
son disgregados por sonicacion, y se
anaden a mas homogeneizado de ce-
rebro, transformando la PrP* del
mismo a su vez, y asi sucesivamente
durante un nimero elevado de ciclos
(han estimado que el 6ptimo es 140-
144 ciclos) (Figura 1), siendo maés
sensible si se repite el proceso hasta
siete veces con el producto amplifi-
cado en cada ronda, diluido 1/10.
Han denominado a este método PM-
CA (protein-misfolding cyclic am-
plification).

La proteina amplificada posee las
mismas propiedades bioquimicas,

biolbgicas y estructurales que la Pr-
P de cerebro, e incluso es infecciosa
para animales, produciendo una en-
fermedad idéntica a la natural (Saay
col., 2006a).

El método ofrece la posibilidad de
amplificar la cantidad de PrP™ en
una muestra, haciendo su deteccion
por los métodos seroldgicos mas fa-
cil. Por lo tanto, la amplificacion de
priones in vitro combinada con mé-
todos de deteccidén altamente sensi-
bles permitiria el diagnostico precoz
de EETs (Soto y col., 2002). Se ha
aplicado para detectar PrP™ en la
sangre de himsteres, tanto en su pe-
riodo sintomatico (Castilla y col.,
2005), como asintomatico (Saay
col., 2006b).

Surgen dos preguntas principales,
que hacen que el procedimiento no
sea tan esperanzador como cabria es-
perar: a) los investigadores s6lo han
realizado PMCA con hamsteres, y
aunque mantienen que sera extrapo-
lable a otras especies, lo cierto es que
hasta el momento no se ha demos-
trado, y ademas, parece ser que hay
ciertos impedimentos técnicos; y b)
en su estudio seriado a lo largo del
tiempo, sacrificando hamsteres in-
fectados cada 10 dias, han hallado

que la presencia de PrP™ en sangre no
es constante (Saé y col., 2006b).
Chang y col. (2007) han propuesto
una técnica similar al PMCA, que han
denominado Am-A-FACTT, para de-
tectar priones en sangre. La técnica
utiliza la estreptavidina como puente



entre moléculas de biotina conjuga-
das a anticuerpos y unidas a ADN,
siguiendo los pasos descritos en la
Figura 2. Estos investigadores han
empleado la técnica para detectar
PrP™ en sangre de ratones (a los que
habian inoculado PrP* por via peri-
toneal) y de cérvidos (afectados na-
tural y experimentalmente por prio-
nes). Sostienen que en las fases tar-
dias aunque asintomaéticas del pro-
ceso, la técnica tiene una sensibili-
dad del 100%, mientras que en fases
tempranas (dia 35 p.i.) es del 50%,
manteniendo una especificidad del
100%. En cérvidos parece tener una
sensibilidad similar (Chan y col.,
2007).

Aunque esta técnica parece muy
prometedora porque se ha emplea-
do para detectar la proteina prién en
animales silvestres, tiene los mis-
mos inconvenientes que la PMCA,
en el sentido de que no se ha aplica-
do para la deteccion de las EETs mas
problematicas (scrapie, EEBy ECJ) y
habria que determinar la capacidad
de diagnostico en distintas fases de la
infeccion.

En la orina de animales y personas
con EETs también parece haber una
isoforma resistente a las proteasas de
la proteina prion. Shaked y col. (2001)
proponen detectarla concentrandola
por centrifugacién y eliminando las
sales inhibitorias presentes en el sedi-
mento mediante diélisis, para proce-
der a eliminar PrP° por la digestion
con proteinasa K. Detectaron esta

Figura 2:

Presencia de PrP* en distintas muestras de hamsteres inoculados
experimentalmente (adaptado de Murayama y col., 2007).

proteina (UPrP*) mediante WB en
muestras de orina concentrada de
hamsteres a los 17 dias de la infeccién
experimental por via intracraneal,
aunque hasta el dia 35 p.i. no volvie-
ron a obtener resultados positivos, no
volviendo de nuevo a desaparecer.
Estos investigadores opinan que la
técnica tiene una especificidad del
100%, y una alta sensibilidad en ani-
males y personas con sintomas. Mura-
yama y col. (2007) inocularon PrP%a
hémsteres por via oral o por via intra-
craneal, aplicando PMCA para la de-
teccion. Pudieron detectar UPrP*en la
orina a los 4 dias p.i. (posiblemente
por la sobredosis que se suele admi-
nistrar a los animales para que se in-
fecten) y en las fases finales de la in-
feccion, a partir del dia 147 p.i., pero
no en los dias entre medias (Figura 2).
Narang y col. (2005) detectaron
PrP¢, concentrada por un kit comer-
cial con una resina de captura de io-
nes, en la orina de personas sanas. La
técnica seria igualmente aplicable a la
deteccion en la orina de PrP™, puesto
que obtuvieron resultados positivos
cuando ahadian pri6n antes de proce-
der a la concentracion. Al igual que
Chang y col. (2007) y Mathiason y
col. (2006) opinan que el priéon debe
experimentar cambios en su paso por
los rifiones, pues no todos los anti-
cuerpos monoclonales reconocen a la
molécula en la orina. Ademaés, a dife-
rencia de la proteina prién obtenida
por amplificacién de priones de san-

gre, UPrP* no induce EET al inocular-
la en animales de experimentacion.

Otra forma de diagnosticar las EETs
es indirectamente, a partir de algin
compuesto que se asocie a la presen-
cia de priones. Esto es lo que propo-
nen Halimi y col. (2006), quienes han
observado que en la orina de las per-
sonas con ECJ hay una gran concen-
tracion de una isoforma resistente a la
proteasa de la cadena ligera de la IgG,
que se puede detectar con rojo congo.
Parece tener una buena correlacion
en pacientes sintomaticos. Desgracia-
damente, en ECJ es muy dificil consi-
derar la sensibilidad en pacientes
asintomaticos, pero este tipo de prue-
bas se podria hacer en animales, en
los que la inoculacién experimental es
éticamente aceptable. En el mismo
sentido, Miele y col. (2001) proponen
utilizar un “marcador molecular” de
la infecci6n. Sostienen que en las
EETs hay una disminucién marcada
de la expresion del Factor Relaciona-
do con la Diferenciaciéon Eritroide
(EDRF). Aplicaron este criterio para
diagnosticar scrapie en ovejas con
sintomatologia.

[ Conclusion

Son muchos los estudios iniciados
para diagnosticar las EETs en anima-
les vivos, pero hasta la fecha no existe
ningan método no invasivo que per-
mita hacer un diagnostico certero, en
parte porque la informacion es re-

[pepiues]
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Figura 3:

Esquema de la técnica Am-A-FACTT (Chang y col., 2007). Tras amplificar la
cantidad de PrP* por una técnica similar a PMCA (Am), se centrifuga. En la
fase de “ELISA de agregacion especifica” (A), el sedimento, que es donde se
concentra la proteina priéon amplificada, se afiade a los pocillos de una placa,
donde se han fijado anticuerpos monoclonales especificos frente a priones. Se
anaden secuencialmente anticuerpos monoclonales marcados con biotina, y
estreptavidina, que tiene afinidad por la biotina con la que reacciona. En la alti-
ma fase (Fluorescent Amplification Catalyzed by T7 RNA polymerase
Technique, FACTT) se afiade una molécula pequeiia de ADN, unida a biotina
(para que se combine con el sistema anterior a través de la estreptavidina), que
sera polimerizada por la polimerasa obtenida del fago T7. Finalmente, se visua-
liza anadiendo una sustancia fluorescente que se intercala entre las dos hebras
de ADN y mareca si se ha producido amplificacion.

ciente y no ha sido contrastada ade-
cuadamente. La mayoria de las técni-
cas propuestas no se han puesto en
practica en casos naturales de EEB,
Scrapie o nvECJ, y se basan en resul-
tados obtenidos con animales de ex-
perimentaciéon (hamsteres).
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