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2. ENCEFALOPATIAS ESPONXIFORMES TRANS-
MISIBEIS (EET)

Enrique A. Gonzdlez Garcia

2.1. OS AXENTES CAUSANTES: OS PRIONS

Ainda que o axente causal, ao igual co scrapie das ovellas, é un pridon, non é
menos certo que alguns investigadores tefien postulado outros posibeis axentes
infecciosos menos probabeis. Entre eles foron implicados os seguintes: os virinos,
axentes infecciosos constituidos por un acido nucleico asociado estreitamente a pro-
teinas propias das células as que infectan; os virus filamentosos, que poderian estar
integrados nos cromosomas de alguns animais, expresandose baixo determinadas
condicions. Na actualidade sabemos que estas enfermidades (tdboa 2.1) estan cau-
sadas por un novo tipo de axente, de natureza exclusivamente proteica, ainda que
con restos azucrados que conducen a diferentes grados de glicosilacion, denomina-
do prién. A proteina pridnica PrP ¢ unha proteina normal asociada 4s membranas
celulares, que se amosa mais abundante nas células do tecido nervioso e que resul-
ta moi importante no desenvolvemento das encefalopatias esponxiformes transmi-

Téboa 2.1. Principais EET humanas e animais

HOSPEDADOR ENFERMIDADE ABIS{IEI\?g[I}I’{I}/IJgA
HUMANOS Kuru Kuru
Creutzfeldt-Jakob CJD - ECJ
Gerstman-Strausser-Sheinker GSS - GSS
Insomnio familiar fatal FFI - IFF
Insomnio fatal esporadico SFI - IFE
OVINO E CAPRINO Tembladeira, prurito lumbar ou scrapie SC-SC
BOVINO Encefalopatia esponxiforme bovina BSE - EEB
VISON Encefalopatia transmisible MTE - ETV
GATO Encefalopatia esponxiforme felina FSE — EEF
CERVOS E ALCES Debilidad cronica o caquexia cronica CWD — CCCA
UNGULADOS SALVAXES | Encefalopatia esponxiforme USE - EEU
FELINOS SALVAXES Encefalopatia esponxiforme felina FSE - EEF

Taboa 2.2. Transmisibilidade das EET humanas e animais

ENFERMIDADE TRASMISIBILIDADE CARACTERISTICAS
Kuru Infeccion Canibalismo
ECJ esporadica Mutacion somatica Hereditaria ou esporadica
ECJ familiar Mutaciéon xerminal Hereditaria
ECJ iatroxénica Infeccion Trasplantes, hormonas, etc.
ECJ variante Infeccion Carne contaminada
IFF Mutacion xerminal Hereditaria ou esporadica
IFE Esporédica Esporédica
SGSS Mutacion xerminal Hereditaria
SC Infeccion Placentas, pastos, etc.
EEB-BSE Infeccion Farifias animais con EEB
ETV Infeccion Pensos e feridas
EEF Infeccion Alimentos con EEB
EUE Infeccion Pensos con EEB
CCCA-CWD Infeccion Mal establecidas
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sibeis. As formas modificadas destas proteinas tefien capacidade infectiva, acu-
mulandose no cerebro dos animais enfermos, causando lesions e interferindo na
funcion das células nerviosas. Na taboa 2.2, indicanse os patrons de transmisibili-
dade e as caracteristicas do contaxio das encefalopatias esponxiformes transmisi-
beis (EETs) humanas e animais.

(Qué son os pridons?. Non pertencen a ningun dos tipos de microorganismos
cofiecidos: parasitos, mofos, bacterias, virus. Non poden considerarse "seres vivos"
nin portan compoiientes xenéticos localizados en acidos nucleicos. Son axentes
infectivos de natureza proteica que non desenvolven resposta inmune nos animais
enfermos. Tratase de proteinas de baixo peso molecular con capacidade de "multi-
plicarse" ao producir cambios noutras proteinas normais existentes nos organismos
0s que infectan, converténdoas en novos prions (figura 2.1). Os pridns resisten tra-
tamentos fisicos (temperatura), quimicos (acido, etc.) e encimaticos (proteasas) sen
perder infectividade (taboa 2.3). Causan encefalopatias esponxiformes, ao prolife-
rar ¢ acumularse na cortiza do encéfalo, onde producen lesions con vacuolizacion
do tecido cerebral, dandolle unha aparencia de esponxa. Os distintos tipos de prions
amosan diferencias na stia composicion aminoacidica, secuencia, grado de glicosi-
lacion e mobilidade electroforética. A figura 2.2 amosa unha representacion
esquematica da proteina prion non infectiva (PrPC) e infectiva (PrPSC), sinalando
as diferencias na sua conformacion respecto das rexions con hélices-alfa proteicas
e laminas-beta proteicas.

Taboa 2.3. Resistencia das formas PrP* infectivas de prion aos tratamentos fisicos,
quimicos e enzimaticos

TRATAMENTOS SOBRE OS PRIONS

EFECTO SOBRE A INFECTIVIDADE

Radiacions UV

Non se inactivan: Infectivos

Radiacions ionizantes

Non se inactivan: Infectivos

Aquecimento a 80°C/1 hora

Perden pouca infectividade: Infectivos

Aquecimento a 100°C/1 hora

Perden pouca infectividade: Infectivos

Aquecimento a 132°C/2 horas

Inactivanse: Non infectivos

Aquecimento a 133°C/3 atm./20 min

Inactivanse: Non infectivos (r.UE)

Aquecimento 121°C/30 min NaOH 2M

Inactivanse: Non infectivos (SC)

Formol al 3,7%/ 4 horas

Inactiva 0 90-95%: Infectivos

Urea, alcalis suaves e solventes

Perden infectividade: Infectivos

Detergentes non idnicos, SDS, etc.

Non se inactivan: Infectivos

Hidroxilamina, Zn, quelantes

Non se inactivan: Infectivos

NaOH (1 a 2 Molar)

Inactivanse: Non infectivos

Hipoclorito soédico (0,5%)

Inactivanse: Non infectivos (EEB)

SDS con mercaptoetanol/100°C

Inactivanse: Non infectivos

Proteasas, Proteinasa K

Non se inactivan: Infectivos

Nucleasas (DNAsa, RNAsa)

Non se inactivan: Infectivos

Prion normal

*PrP¢
*Soluble
*Funcional
*Captura Cu
*Transporta Cu
*Proteccion oxidacion
*Sensible a proteasas

*NON INFECTIVO
A

CONVERSION

Prion danino

*Prpsc
*Insoluble
*Placas amiloides
*Fibrillas SAF
*Non funcional
*Non protec. Oxidativa

*Resiste a proteasas
INFECTIVO

REVERTE 90-95% INFECTIVIDADE

Figura 2.1. Proceso de "conversion'" entre priéns.
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Pridn normal

Prién infectivo ———

Fola
beta

Figura 2.2. Representacion da conformacién normal (PrP-) e infectiva (PrP=) da proteina
prién (PrP).

2.2. PATOXENESE DAS EET: EVOLUCION DA INFECCION
E TRANSMISIBILIDADE

Realizaronse experimentos con tenreiras inoculadas intracerebralmente con 100 gr
de cerebro de vacas con EEB, estimandose que supon entre 10 e 100 veces mais ind-
culo co adquirido a través do penso contaminado. As mostras de 40 tipos de tecidos,
obtidos das tenreiras despois do seu sacrificio, ensaiaronse en ratos para detectar infec-
tividade. As ultimas mostras foron ensaiadas despois de 40 meses de realizada a ino-
culacion, estando clinicamente afectadas de EEB. Dende os 18 meses da infeccion,
amosouse infectividade en mostras de intestino (ileo distal), cerebro, medula espifial,
nervios dorsais e ganglios trixeminais, existindo tamén unha moderada infectividade
na medula dsea. A infectividade nalgunhas das mostras de tecidos comezou a obser-
varse 0s 6 meses da inoculacion. Os signos clinicos empezaron a detectarse pronto, 0s
35 meses trala infeccion, en comparacion coa media duns 60 meses en que se detectan
sintomas en animais que contraen a enfermidade de xeito non experimental.

Levaronse a cabo experimentos de desafio en tenreiras, destinados a verifica-la
dose necesaria de axente infeccioso (cerebro de EEB) para reproduci-la infeccion por
via alimenticia. As tenreiras alimentaronse con doses de 300 gr, 100 gr, 10 gre 1 gr de
extracto de cerebro positivo para EEB. Mantivéronse controladas e sen sometelas a
tension tipica das ganderias de leite. Nos catro grupos de animais rexistraronse mortes
por EEB. Todalas tenreiras alimentadas con 300 gr e 100 gr do extracto, morreron de
EEB. Duas das tenreiras inoculadas con 10 gr ¢ tres das inoculadas con 1 gr, non
morreron de EEB, mantidas en observacion ata os 26 meses trala inoculacion. As doses
entre 1 gre 10 gr foron as que reproduciron a EEB cun periodo de incubacion e desen-
volvemento da enfermidade mais semellante 6s casos de infeccion natural.

O bioensaio en rato, inoculando diversos tecidos de vacas afectadas de EEB, non
amosou a mesma sensibilidade que a previamente determinada ao estudia-lo scrapie.
Para ensaios rutineiros de infectividade, € necesario probar animais de experimenta-
cion que poidan substitui-lo uso de tenreiras. Pero o traspaso da barreira especifica, no
caso da EEB poderia invalida-lo ensaio en ratos como modelo de estudio desta EET.
Xa que logo o extracto de cerebro de vacas con EEB matou de xeito mais eficiente 0s
ratos que calquera das cepas cofiecidas de scrapie, caberia esperar que o mesmo
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poderia acontecer con outros tecidos periféricos e fluidos das vacas enfermas. Non foi
asi, a pesares de que no scrapie o bioensaio resultou 1til para determinala presencia de
infectividade en varios tecidos. Este fallo pode ser debido 4 falta de doses de PrPEEB
noutros tecidos do gando distintos ao sistema nervioso central, xa que ao procesar e tin-
guir estes tecidos non houbo ningin dato positivo de presencia de proteina anormal.
Ao inocular intracerebralmente a ratos, comprobouse que estes eran unhas 1000 veces
menos sensibeis ao axente causante da EEB do que tifian amosado se-las propias vacas.

Podese analiza-la transmisibilidade da EEB nos tres patrons posibeis: Transmision
horizontal, que implicaria o paso da infeccion dun animal enfermo a outro san por
alglin mecanismo de relacion directa entre eles. Transmision vertical de tipo xenético,
que ocasionaria o paso da infeccion dun animal (pai ou nai) enfermo 4 stia descenden-
cia, seguindo algin patron hereditario especifico. Transmision paternal-maternal, na
que unha vaca ou un touro enfermo poderian transmiti-la doenza as crias, xa sexa polo
seme do pai, na concepcion, ou durante a xestacion, ou tralo nacemento, por parte da
nai. Anticipemos que non se dispon de probas definitivas que evidencien ou impliquen
de xeito significativo a ningin destes patrons, senon, pola contra, de datos que aparen-
temente os descartan como probabeis.

Alimento
(placentas)

:** Sistema gastrointestinal

Intestino delgado
(placas de Peyer)

Células foliculares
dendriticas (Bazo)
REPLICACION

........................... Bazo
Timo 47 \ Sange

Sistema nervioso Linfocitos B

Noédulos linfaticos
mesentéricos

autonomo intestinal

Nervio
Vago

Médula espiial
(Imm/dia) ..’
4 & Manifestaciéon Clinica
CEREBRO —» SCRAPIE

Figura 2.3. Desenvolvemento do scrapie en ovellas.

Ganglios dorsais

4= | SONV € V SASHIN 81 | =

DIRECTAS:
Periodo de incubacion curto, Intracerebral
sen participacion relevante ( Intramedular
do sistema reticulo endotelial,
*Intraocular

sange e tecidos linfoides.

Periodo de incubacion mais

INDIRECTAS: prolongado, con multiplicacion

*Intestinal do prion no tecido linfatico
-Intraven.osa (células dendriticas do bazo),
*Intraperitoneal antes de acceder ao SNC.
*Subcutinea

Figura 2.4. Caracteristicas de desenvolvemento do scrapie experimental en ovellas,
sundo as vias de inoculacién.
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Transmision horizontal da EEB

O feito de que dentro dun rabafio, a taxa de infeccion fose de soamente un 2'7% dos
animais, nun periodo de estudio de 11 afios (Hoinville et al., 1995. Veterinary Record,
136: 312-318), ¢ un bo indicador de que a transmision de animal a animal non ¢ un fac-
tor significativo. Se tivera lugar esta transmision, os animais lactantes serian os de
maior risco e as ganderias extensivas, con lactacion xeneralizada dos animais de cria,
presentarian maiores incidencias. No scrapie amosouse que a enfermidade transmitia-
se entre as ovellas ao alimentalas con placentas de ovellas enfermas. En estudios con-
trolados, analizando a frecuencia coa que se daban casos positivos en tenreiros nados
de vacas con EEB e en ambientes onde o contacto coa EEB era frecuente, non se obti-
veron datos que implicaran a esta modalidade de transmision. Ademais, alimentouse a
tenreiros con pensos a base de placentas de casos confirmados de EEB, que foron sacri-
ficados ao cabo de dous anos, e analizados, non tendo sido detectado nos mesmos
ningln signo de enfermidade, infeccion ou presencia de lesions cerebrais.

Transmision xenética da EEB

Ao realizar estudios epidemioléxicos en lotes de cria de touros sans e lotes de cria
de touros que resultaron positivos & EEB (Wilesmith, 1994. New Zealand Veterinary
Journal, 42: 1-8), non se puido establecer relacion algunha entre a incidencia e a orixe
do seme. A andlise da incidencia en rabafios inseminados artificialmente con seme de
touros positivos e negativos para a EEB, non estableceu relacion algunha da enfermi-
dade co seme comercial. Tentouse transmitir experimentalmente a infeccion, empre-
gando seme, vesiculas seminais e prostata de touros confirmados como positivos para
EEB, non conseguindo reproducila. Por outra banda, tanto os datos epidemioloxicos
como experimentais, obtidos durante os estudios levados a cabo no Reino Unido, tifian
sinalado que non existia evidencia algunha dunha implicacion xenética na transmision
da infeccion. Neste caso, tampouco os compofientes seminais resultaron implicados.
En experiencias sobre scrapie, con animais xeneticamente ben caracterizados (roedo-
res) detectouse maior ou menor sensibilidade segundo parametros xenéticos dos ani-
mais, concretamente en base ao polimorfismo que pode presentar o xene da proteina
prion.

Transmision maternal da EEB

Os resultados baseados tanto nos estudios epidemioldxicos de incidencia nos ten-
reiros nados de nai san e enferma, como en estudios especificos de investigacion sobre
a enfermidade, levados a cabo con vacas prefiadas positivas para EEB, non tefien
implicado significativamente este tipo de transmision. No 1997, tras segui-la epidemia
e con controles dende facia sete anos, observouse que o gando mostreado en matadoi-
ro, procedente de lotes de cria de gando clinicamente enfermo, tifia un 9'6% mais de
positividade co procedente de gando clinicamente libre de EEB. Parece existir una
maior sensibilidade a sufri-la infeccion neses animais. Ainda que non se puido demos-
trar definitivamente a transmision da EEB das vacas enfermas as suas crias, confir-
mando ademais que non habia positividade nas crias de menos de dous anos de idade,
os datos epidemioldxicos suxeriron a posibilidade da existencia dalgiin factor non
reconecido, de tipo maternal, como posibel causa da transmision da enfermidade, ainda
que en baixas porcentaxes.

Na figura 2.3 esquematizase o proceso de desenvolvemento dunha encefalopatia
esponxiforme transmisibel, tomando como patron o scrapie ovino, con indicacion das
principais vias de diseminacion no animal durante o desenvolvemento da enfermidade
ata o0 seu acceso ao sistema nervioso central. As conclusions xerais sobre o tipo de pro-
ceso desenvolvido segundo as vias iniciais de inoculacién do prion resimense na figu-
ra2.4.
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2.3. INFECTIVIDADE DOS PRIONS NOUTRAS ESPECIES
ANIMAIS: CONCEPTO DE BARREIRA DE ESPECIE

Con independencia da menor sensibilidade dos ensaios en rato para determina-
la infectividade da EEB, comparada coa mostrada para o scrapie, € un bioensaio
valido e o tnico aplicabel a grandes cantidades de mostras. O test tense mellorado
coa incorporacion de ratos transxénicos, que portan xenes de proteinas PrP huma-
nas ou bovinas, facéndoo moito mais rapido e sensibel. Dende 1988 quedou esta-
blecida a transmisibilidade da EEB a ratos, mediante inoculacion de tecido cerebral
de vacas enfermas. Inicialmente, s6 se determinou infectividade en cerebro, medu-
la espifal e retina dos animais clinicamente enfermos. A inoculacion por via intra-
cerebral a ratos, de sangue dos animais enfermos, non amosou infectividade.

Resulta interesante compara-las diferencias en infectividade, dos tecidos ani-
mais no caso de EEB e de scrapie, obtidos mediante ensaio en rato ¢ agrupados por
categorias de risco segundo determina a Organizacion Mundial da Saude (OMS).
Os tecidos de bovino con EEB ensaiados e probada a sua falta de infectividade en
ensaio en rato son: Sangue (periférica, coagulada, fetal e soro), fluido cerebrospi-
nal, tecido graxo, tecido gastrointestinal (abomaso, colon distal e proximal, esofa-
go, intestino delgado distal e proximal, recto, reticulo e rume), corazon, ril, figado,
pulmoén, nédulos linfaticos (mesentéricos, prefemorais, retrofarinxeos), musculo,
nervios (caudais e periféricos), pancreas, tecidos reproductivos de femias (leite,
ovarios, placenta, fluido amniético, fluido alantoico, mamario, uterino), pel, paxa-
rela, traquea e tonsilas. A figura 2.5 indica os principais 6rganos linfoides do bovi-
no, de posibel implicacion durante o desenvolvemento da enfermidade.

Cadea de ganglios dorsais
Intestinal trunk

Medial retropharyngeal Inn Chyle cistern Lumbar trunk Sacral Inn

Subiliac Inn

tercostal Inn Lumbar aotJnn Gluteal Inn

Lateral retropharyngeal Inn Thoracic duct Spleen

Parotid In

Medial iliac Inn

Lateral iliac Inn
(internal iliac)

Epigastric In

Mandibulgr In
Cranial deep pervical fin Fopitaatin
Lt tracheal trunk

fadle deep cervical Inn D - { Supericial inguinal Inr

Caudal cervical Inn (supramammary Inn)

Thymus in calf
Superficial cervical |

Tracheobronchi;
Tonsilas e Sk o i

ganglios W Ganglios

retrofarinxeos \ mesentéric

Figura 2.5. Organos linfaticos de posible implicacién no desenvolvemento
da EEB no gando bovino.

Pola contra, a infectividade en tecidos de ovinos con scrapie, segundo clasifica
a Organizacion Mundial da Satde (OMS) son: CATEGORIA 1, de alta infectivida-
de: miolos e medula espifial. CATEGORIA II de infectividade media: ileo, nédulos
linfaticos, colon proximal, paxarela, tonsilas, duramater, glandula pineal, placenta,
fluido cerebrospinal, pituitaria, glandula adrenal. CATEGORIA 111, de infectivida-
de baixa: Colon distal, mucosa nasal, nervios periféricos, medula 6sea, figado,
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pulmoén, pancreas, timo. CATEGORIA 1V, a infectividade da cal non foi detectada:
Sangue periférica, feces, corazon, ril, glandula mamaria, leite, ovarios, cuspe, glan-
dulas da saliva, vesiculas seminais, soro, musculo esquelético, testiculos, tiroide,
utero, tecidos fetais, bile, 0so, cartilaxe, tecido conectivo, pelo, ourifios.

Tentouse transmiti-la EEB a outras especies animais con dous obxectivos: 1)
Identifica-los animais sensibeis alternativos, cubrindo distintas especies, para expe-
rimentar en laboratorio, no caso de que non se puidese utiliza-lo gando bovino.
Entre estes, incluironse tamén as cepas de ratos que tifian servido para estudios
sobre o scrapie, ben cofiecidos e que tan bos resultados tifian ofertado nas investi-
gacions sobre esta EET. 2) Analiza-la posibilidade de que a epidemia do gando
bovino puidera estenderse a outros animais, avaliando dito perigo en funcion da
sensibilidade doutras especies de produccion e domesticacion a contraela enfermi-
dade. A maioria dos animais foron inoculados por via parenteral (intracerebral,
intravenosa e/ou intraperitoneal), ademais de facelo por via oral. A infeccion paren-
teral acadouse en rato, tenreira, ovella, cabuxos, porcos, visons, monos (marmosets,
arafia ¢ macaco); a infeccion oral en ratos, vacas, ovellas, cabuxos, visons ¢ lému-
res. Non resultaron sensibeis por esta Gltima via nin os hamsters (que si eran sensi-
beis tras un pase previo en rato), nin as pitas, nin 0s porcos.

Tense amosado a existencia do efecto denominado de barreira de especie nas
EETs, ao tratar de transmitir estas enfermidades a animais de distinta especie daque-
la da que se obtifia o inoculo. Ao inocular un prion nunha nova especie susceptibel,
o tempo de incubacion ¢ moito mais longo que cando se infecta cun prién obtido
doutro animal da mesma especie. No caso da encefalopatia esponxiforme trans-
misibel do vison (ETV) por inoculacion intracerebral, o paso de vison a vison tivo
un periodo de incubacion de 130 a 230 dias, mentres que o paso de visén a hams-
ter demostrou un periodo de incubacion de aproximadamente 600 dias. No traspa-
so da barreira de especie débense ter en conta catro factores que amosan ter unha
grande transcendencia: 1) Cantidade relativa de cadanstia cepa de prion no indculo.
2) Interaccion de cepas co tecido do novo hospedador. 3) Patoxenicidade relativa de
cada cepa para o hospedador. 4) Competicion entre cepas ao interactuar coas célu-
las do novo hospedador. Comprobouse que a barreira de especie queda eliminada
ao te-la mesma secuencia o prioén ¢ a PrP do hospedador. No caso especifico da
EEB, o recofiecemento de que se trata dunha tUnica cepa de prion a causante da
enfermidade, tanto no bovino como en felinos e en humanos, parece amosar unha
grande capacidade de acceso e¢ adaptacion para causa-la encefalopatia en novas
especies (figura 2.6).

Non
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HUMANO
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EEB - EEF - nvECJ causadas polo mesmo axente

Figura 2.6. Salto da barreira de especie na EEB.

| e

CADERNOS



22 ENCEFALOPATIAS ESPONXIFORMES TRANSMISIBEIS (EET)

CADERNOS

A transmision iatroxénica, ¢ dicir, por intervencion veterinaria ou médica, sos-
peitase que tivo lugar nos casos de scrapie, mediante a utilizacion de vacinas con-
taminadas contra "louping-hill" e contra a agalactia ovina. Esta via de transmision
quedou claramente establecida en diversos casos da enfermidade de Creutzfeldt-
Jakob (ECJ): En 1960, por diversas intervencidns cirtrxicas; en 1974, por trans-
plantes de cornea, en 1977, por reutilizacion de electrodos intracraniais, que tifian
sido esterilizados polo sistema de eleccion para este tipo de instrumental; en 1978
por tratamentos con hemoderivados; en 1986, por tratamentos con hormona de cre-
cemento que tifia sido obtida de caddveres entre os que se demostraria habia algtins
con ECJ; en 1998, por transplantes de duramater procedentes dun donante que
padecera ECJ.

2.4. CARACTERISTICAS XENETICAS E SUSCEPTIBILIDA
DE DOS ANIMAIS AS EET

No caso do prurito lumbar ovino ou scrapie, tense visto que o periodo de incu-
bacion da enfermidade estd regulado por un xene chamado sinc (xenes homologos,
PrP e sip). O xene sinc cofiécese dende 1968 e regula o periodo de incubacion do
scrapie. Nos estudios levados a cabo en ovellas e ratos viuse que o periodo de incu-
bacion era de 100 a 690 dias segundo a raza das ovellas. Nos ratos, o periodo de
incubacion resultaba de 140 a 280 dias segundo cepas de scrapie € 0s propios ratos
que se empregaban. O xene sinc ten 2 alelos: s7 ¢ p7. Para a cepa de scrapic ME7,
o periodo de incubacion esta regulado do seguinte xeito: os animais homocigotos s7
s7, presentan un periodo de incubacién corta; os homocigotos p7 p7, unha incuba-
cion larga; os heterocigotos s7 p7 y p7 s7, unha incubacion intermedia. Na figura
2.7 indicanse as variacions (polimorfismo) de aminoacidos de determinadas posi-
cions na proteina do pridn ovino, € como este polimorfismo repercute sobre a resis-
tencia do ovino a contrae-la infeccion, asi como sobre o periodo de incubacion da
enfermidade (taboa 2.4).

Os condicionantes xenéticos da enfermidade Creutzfeldt-Jakob nos seres huma-
nos son tamén parcialmente cofiecidos. O xene do priéon humano (PRPN), de 16.000
bases, esta localizado no cromosoma 20. A proteina normal PrPc est4 codificada en

Polimorfismo nos codons n° 136, 154 e 171 do xene sinc

CODON FENOTIPO DO ANIMAL
136 154 171
A\ Q R 3»Ovella pouco resistente ao SC
A R R @Ovella resistente ao SC
A R Q 3> Ovella resistente ao SC

A = Alania Q= Glutamina V =Valina R = Arxinina

Figura 2.7. Polimorfismo xenético en ovellas Suffolk e susceptibilidade a contrae-lo scrapie.
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Taboa 2.4. Polimorfismo de xenes que codifican para PrP e modulan o scrapie causado pola
cepa SSBP/1 en ovellas Cheviot.

Combinaciéon De xenes Bioensaio en Rato: infectividade
CODON 136 CODON 171 Incubacion media Periodo de incubacion
(dias) (dias)
V/V Q/Q 170 70 — 230
V/A Q/Q 270 160-340
V/A Q/R 364 280 — 540
A/A Q/Q > 998 Indeterminado
A/A Q/R > 828 Indeterminado
A/A R/R > 1149 Indeterminado
V= valina; A= alanina; Q= glutamina; R= arxinina

s6 759 bases dese xene e o polipéptido traducido constitlieno s6 253 aminoacidos.
Conécense mutacions puntuais, que cambian a conformacion da PrPc nun tnico
aminodcido, dando lugar & PrPSC. Conécense 25 formas polimérficas do PRPN que
non conducen 4 aparicion de PrPSC. As mutacions en PRPN poden ter lugar en
células da lina xerminal (esperma, 6vulos) ou en células da lifia somatica, dando
lugar 6s patrons de transmision de tipo hereditario ou & aparicion ocasional da
enfermidade. O polimorfismo xenético do PRPN no home, determina a susceptibi-
lidade do individuo a sufri-la enfermidade, a cal pode ser distinta incluso segundo
as razas humanas e o predomino de determinados polimorfismos entre os seus
membros.

2.5. PROBAS DE DETECCION E DIAGNOSTICO DA EEB

Comecemos precisando que ningun dos tests desenvolvidos ata a data poden dar
resultados definitivos sobre se o animal ou a stia canal esta libre de prion da EEB,
xa que so serven para verificar cando é positivo para a presencia de encefalopatia
esponxiforme desenvolvida no animal. O periodo medio de incubacion da EEB en
vacas ¢ de 5 anos, polo que non caberia agardar presencia do pridon no sistema ner-
vioso central, como para dar resultados positivos, ata aproximadamente uns 30
meses trala infeccion. Isto pode ocorrer na aplicacion dos tests as vacas sacrificadas
en matadoiro entre os 18 e os 24 meses de idade, que loxicamente daran resultados
negativos. O resultado do test pode ser "falso negativo" e confundir, non dando
seguridade de que o animal non estea infectado (baixa sensibilidade), ainda que
todolos tests homologados dan un 100% de correlacidon coa presencia de lesions
cerebrais tipicas da EEB. As mostras de animal necesarias para aplica-los tests na
EEB, tefien que ser de tecido cerebral, que ¢ de onde resultan efectivas para deter-
mina-la presencia de proteinas anormais do prion. Non resultan utiles, como no
scrapie, outros tecidos do tipo de ganglios linfaticos, tonsilas ou paxarela, dos que
poder obter mostras por biopsia previa ao sacrificio. Ademais, no caso da EEB,
estes tecidos interfiren co desenvolvemento dos tests, invalidando os resultados.

A proba definitiva de diagnostico para a EEB ¢ a analise histopatoloxica do teci-
do cerebral dos animais sacrificados. Calquera outra proba que se aplique debera
constatarse con esta, para a determinacion de lesions esponxiformes no animal posi-
tivo, segundo as normas de diagndstico do manual da Union Europea para o control
da EEB.

Outras probas recomendadas e homologadas para a sua utilizacién pola Union
Europea son: o test de Western-blot (Prionics), que € a aplicacion ao diagnostico da
electroforese en xel, para determinar bandas de dixerido de proteinas. A proba de
SAF (scrapie associated fibrils), que consiste nunha proba especifica de micros-
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copia electronica para determina-la presencia de fibrilas de deposicion do prion. O
test ICC (inmunocitoquimico), realizado sobre cortes de tecido cerebral, con reac-
tivos especificos para determina-la presencia de depdsitos amilaceos ocasionados
pola acumulacién do prion. O cadro 2.1 recolle unha descricion destes tests.

Ata a data non se tefien desenvolvido probas de laboratorios que resulten utiles
para a andlise do gando san coa finalidade de detecta-la presencia da enfermidade
antes do sacrificio. Algins dos tests deste tipo, ainda en desenvolvemento, estan en
etapas previas 4 sua autorizacion como métodos de control da EEB, debendo ainda
amosa-la sua fiabilidade e sensibilidade nos estudios de campo con animais sans e
enfermos en distintos periodos do desenvolvemento da encefalopatia.

Outros tests analizados pola Comision da Union Europea para a sua aplicacion
ao control da EEB son: Test CEA, tratase dun inmunoensaio de sandwich, do tipo
do ELISA. E util para aplicar en mostras de cerebro. Estase experimentando para
determinar proteinas pridnicas en parede intestinal, cerebro e medula espifial de ani-
mais infectados, xa que € un test de grande sensibilidade. Poderia servir para detec-
ta-la infeccion en etapas mais temperas. Este test ten sido avaliado positivamente e
recomendado. Test de Wallac-EG & G. Wallace, denominado como DELFIA, que
resulta moi sensibel pero extremadamente complicado para aplicalo de rutina en
laboratorios de control veterinario. Este test foi avaliado negativamente pola Unidn
Europea, xa que non ofrecia un 100% de seguridade no diagnostico, como fixeron
os outros autorizados. Outra proba na que ainda se estd a traballar na sia posta a
punto, xa en fase de probas de campo, ¢ a Inmunoelectroforese capilar (ICE), que é
un test excelente para o scrapie, con grande sensibilidade, pero non validado para
aplicalo & EEB, de momento. Outras alternativas no estudio son os tests baseados
na deteccion de marcadores fisioloxicos derivados da existencia do prion, a partir
de mostras de ourifios; os tests baseados na analise do incremento de determinadas
proteinas especificas na medula espifal, derivadas do estado de enfermidade.
Tamén se estan a realizar probas analiticas de metabolitos no sangue do animal, que
manifesten especificamente un estado de enfermidade causado pola EEB.

&8 EEB (bovinos) & (ovinos) ‘s

Figura 2.8. Cortes histopatoléxicos de cerebro con lesiéns e vacuolizacion debida a
encefalopatias esponxiformes (EETs) humanas e animais.
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Cadro 2.1

Proba Histopatoloxica

E unha proba post-mortem. Require material cerebral da vaca sospeitosa, que
debe ser tratado e preservado en formalina. Tinguense os cortes de tecido cere-
bral e obsérvanse ao microscopio optico para detecta-la presencia de lesions
tisulares caracteristicas da EEB. A vacuolizacion da cortiza cerebral, detectada
nos cortes histoloxicos, revela a presencia de encefalopatia esponxiforme (figu-
ra 2.8). Calquera grado de deterioro da mostra de cerebro, previa ao exame his-
topatoloxico, invalida os resultados da observacion microscopica.

Proba de SAF (fibrilas asociadas ao scrapie)

E unha proba post-mortem. SAF (scrapie associated fibrils) é un test deriva-
do das investigacions do scrapie nas ovellas, no que se busca a presencia dunhas
"fibrilas" moi caracteristicas no caso de que a enfermidade estea presente. Estas
fibrilas non son mais que acumulacions de prions que adquiren dita estructura
fibrilar ao acumularse nas células cerebrais. Require mostras de tecido cerebral
do animal sospeitoso, que deben ser preparadas para observacion ao microsco-
pio electronico. Utilizase tecido fresco, non fixado previamente (non serven as
mesmas mostras fixadas con formalina, empregadas para a proba histopatoloxi-
ca clésica). A proba funciona ben, mesmo no caso de que as mostras de tecido
cerebral amosen algun signo de deterioro ou descomposicion.

Test Prionics

Consiste nunha proba de Western-blot que se realiza sobre tecido cerebral, do
que se extraen as proteinas e se establece o seu patron electroforético en xeles
de acrilamida (figura 2.9). Tardase unhas 24 horas (6 horas para o desenvolve-
mento do test), na practica, para obter o resultado. Este test esta recomendado
para analiza-las mostras de tecido cerebral de animais sospeitosos que morren
nas explotacions, asi como os sacrificados para consumo, como un test comple-
mentario da histopatoloxia. E unha proba destinada especificamente 4 deteccion
do prion PrPSC, comparando esta proteina coa sua forma normal non infectiva
PrPC. O test incliie unha electroforese das proteinas extraidas do tecido cerebral
das vacas sospeitosas e a sua posterior transferencia a un soporte (papel ou sinté-
tico) para o seu tinguido. A deteccion lévase a cabo mediante un anticorpo
especifico, unha vez transferidas as bandas de proteina obtidas da electroforese
ao soporte de papel. Este test poderia aplicarse a mostras doutros tecidos, pero
as unicas recomendadas para a deteccion de EEB son as de cerebro, para as que
o test ten sido totalmente validado. Outras mostras posibeis dan interferencias co
test ou este non resulta suficientemente sensibel e especifico, non sendo de fiar
os resultados obtidos.

Test de Enfer Scientific

Este laboratorio ten desenvolvido unha proba de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), empregando anticorpos doutra firma comercial
(Proteus). E moi sensibel, rapido e mais sinxelo de realizar co Western-blot,
ofrecendo resultados en menos de 24 horas. Ademais, a sua aplicacién a un gran-
de numero de mostras admite a automatizacion. Estudiouse a efectividade con
mostras de medula espifial de animais sacrificados para consumo humano, asi
como os sacrificados nas campafias de erradicacion de EEB en Irlanda.

Proba inmunocitoquimica

E outra proba post-mortem. Realizase con cortes de tecido cerebral, previa-
mente tratado con formol. Lévase a cabo directamente sobre os cortes de tecido
cerebral, non necesitando pasos de purificacion das proteinas da mostra. Utiliza
anticorpos especificos para PrPSC, detectando a sua presencia directamente
sobre os cortes histoloxicos ao observalos a0 microscopio. A proba inmunocito-
quimica pode ser aplicada sobre outros tipos de mostras, que no caso das ovellas
ofreceu bos resultados (tonsilas, ganglios linféticos ...). Non obstante, sabese que
algunhas ovellas deron resultados falsos positivos xa que as stias proteinas nor-
mais interferian no ensaio e eran detectadas como posibeis prions.
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2.6. CONCLUSIONS SOBRE O CONECEMENTO ACTUAL
DAS EET

No cadro 2.2 resumimos alguns dos aspectos a lembrar sobre a EEB. Tendo en
conta o cofiecemento acumulado sobre o scrapie ovino, sobre as EETs humanas e,
dende 1986, os datos revelados pola epidemia de EEB en Gran Bretafia, podemos
extraer algunhas conclusions importantes, a grandes lifias, sobre as encefalopatias
esponxiformes transmisibeis, as silas peculiaridades como enfermidades de nova
acuflacion e os seus condicionantes de cara & transmisibilidade entre especies. Estas
conclusions, que trataremos nas seguintes lifias, tefien sido coidadosamente expos-
tas no volume 2 "Science" do informe denominado "BSE Inquiry", encargado polo
goberno inglés 6s expertos no tema, para analiza-lo periodo 1986-2000 da epidemia
de EEB e os cofiecementos acumulados durante o0 mesmo.

Ditas conclusions podemos resumilas nos seguintes puntos:

* Esta implicado o sistema reticuloendotelial, onde se leva a cabo a replica
cion inicial do prién cando a via de entrada é non-neuronal.

* O prion multiplicase especificamente nas células dendriticas da paxarela,
téndose localizado tamén nos linfocitos B que sé transportan o prion entre os
nddulos e organos linfaticos. Por inoculacion oral de tecido infectado de
EEB, detectouse infectividade s 45 dias nas placas de Peyer do intestino, ¢
0s 75 dias en diversos drganos do sistema reticuloendotelial.

* Os prions da EEB penetran polas placas de Peyer e espallase via linfatica 6s
nddulos linfaticos mesentéricos, dende onde pode estenderse por via sangui
nea a outros lugares de replicacion no sistema reticuloendotelial.

* O prion do scrapie en rato, tras replicarse na paxarela, diseminase polo sis
tema nervioso autonomo ata os ganglios prevertebrais (dorsais), desde os
que accede 4 medula espifial.

* Outra alternativa observada no scrapie natural en ovellas, é que o prion acce
da directamente ao cerebro a través do nervio vago, ao que chegaria dende
as fibras nerviosas dos ganglios mesentéricos, sen necesidade de entrar na
medula espifial.

* Unha alternativa valida nas EETs é que o prion chegue ao cerebro dende o
bazo ou outros o6rganos linfoides, transportado polos linfocitos B.

* A predisposicion xenética (polimorfismo) a contrae-la enfermidade, tense
visto que é moi importante nas EETs, particularmente nas humanas, sexan
hereditarias, esporadicas ou iatroxénicas, tendo sido tamén amosada no scra
pie ovino.

* As propias caracteristicas xenéticas do individuo parece ser que determinan
a predisposicion a sufri-la EET, no caso de entrar en contacto co prion. Na
EEB ainda non se sabe como pode estar regulado este factor de predisposi
cion a desenvolve-la doenza.

* Para rematar, o xene doppel, identificado en humanos e en rato, ligado ao
PRPN, ¢ similar para todalas proteinas prioén conecidas, podendo se-lo
modulador da enfermidade dependendo do polimorfismo do hospedador.
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Cadro 2.2
Alguns aspectos a lembrar da EEB

Orixe, Transmisibilidade e Deteccion

Orixe da EEB: En 1986 na Gran Bretafia

Axente causal: Prion (do vactn ou adaptado do scrapie)
Vehiculo: Farinas de carne e 0so (pensos)
Transmisibilidade: Si, ¢ unha encefalopatia transmisibel
Animais afectados: Bovinos, felinos e ungulados de zooloxico
Afeccion no home: Responséabel da nvEC]

Animais susceptibeis: Segundo aspectos xenéticos do hospedador
Deteccion in vivo: Sintomatoloxia clinica en etapas avanzadas
Deteccion in vitro: Test post-mortem in vitro con tecido cerebral
Confirmacion da EEB: Analise histopatoloxica do cerebro

Transmision a Humanos

Por inxestion de materiais de risco de bovinos enfermos: miolos, medula
espifial, tonsilas, ganglios retrofarinxeos, intestino, canle medular do espinazo,
paxarela ou timo. Estes materiais poderian ser ampliados no futuro.

Materiais especificados de risco (MER)

As autoridades sanitarias espafolas, en cumprimento das disposicions da
Unioén Europea para o control da EEB, tefien declarado como materias de risco
os seguintes 6rganos e tecidos do gando bovino (B.O.E. n° 283, de 25 de novem-
bro de 2000):

* O cranio, incluidos o encéfalo e os ollos, as amigdalas, a medula espifial
e o ileo dos bovinos de mais de doce meses de idade.

* O cranio, incluidos o encéfalo e os ollos, as amigdalas, a medula espifial
e o ileo dos ovinos e caprinos de mais de doce meses de idade, nos que
na enxiva tefia feito erupcion un incisivo definitivo, asi como a paxarela
dos ovinos e caprinos de todalas idades.

* Os cadaveres dos bovinos de mais de doce meses € 0s 0vinos e caprinos
de calquera idade.
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* Orde do 22 de novembro de 2000 pola que se declara oficialmente a exis-
tencia da enfermidade encefalopatia esponxiforme bovina. D.O.G. n° 228, de
24 de novembro de 2000.

* Real Decreto 1910/2000, de 24 de noviembre, por el que se crea la Comision
Interministerial de Seguridad Alimentaria. B.O.E. n® 283, de 25 de novem-
bro de 2000.

* Real Decreto 1911/2000, de 24 de noviembre, por el que se regula la des-
truccion de los materiales especificados de riesgo en relacion con las ence-
falopatias espongiformes transmisibles. B.O.E. n° 283, de 25 de novembro
de 2000.

* Orde do 27 de novembro de 2000 pola que se establecen as indemnizacions
por sacrificio obrigatorio dos animais como consecuencia da declaracion ofi-
cial da existencia da enfermidade encefalopatia esponxiforme bovina.
D.O.G. n° 231, de 29 de novembro de 2000.

* Resolucion de 1 de diciembre de 2000, de la Subsecretaria, por la que se dis
pone la publicacion del Acuerdo del Consejo de Ministros de 1 de diciem-
bre de 2000, por el que se determinan los criterios generales para la nego-
ciacion y suscripcion de Convenios de colaboracion especificos con las
Comunidades Auténomas, y otras medidas, para instrumentar las acciones
de lucha contra la encefalopatia espongiforme bovina. B.O.E. n° 289, de 2
de decembro de 2000.

* Decreto 286/2000, do 1 de decembro, polo que se crea o Consello Galego
de Seguridade Alimentaria. D.O.G. n°® 236, de 5 de decembro de 2000

* Resolucion do 10 de novembro de 2000 pola que se acorda publica-la estra-
texia galega de xestion de residuos. D.O.G. n° 236, de 5 de decembro de
2000.

* Orde do 7 de decembro de 2000 pola que se establecen as compensacions
complementarias como consecuencia da declaracion oficial da existencia da
enfermidade encefalopatia esponxiforme bovina. D.O.G. n°® 238, de 11 de
decembro de 2000.

* Orden de 15 de diciembre de 2000 por la que se establecen los baremos de
indemnizacién por sacrificio obligatorio de los animales sospechosos o afec-
tados de encefalopatias espongiformes transmisibles. B.O.E. n° 303, de 19
de decembro de 2000.

* Orden de 20 de diciembre de 2000 por la que se regulan las subvenciones a
la retirada del mercado nacional de harinas animales. B.O.E. n°® 305, de 21
de decembro de 2000.

* Real Decreto 3454/2000, de 22 de diciembre, por el que se establece y regu-
la el Programa Integral coordinado de vigilancia y control de las encefalo-
patias espongiformes transmisibles a los animales. B.O.E. n° 307, de 23 de
decembro de 2000.

* Orden de 28 de diciembre de 2000 por la que se establece el plan de adqui-
sicion de bovinos de mas de treinta meses a los que no se les haya practica-
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do la prueba de deteccion de la EEB. B.O.E. n° 313, de 30 de decembro de
2000.

* Decreto 296/2000, do 7 de decembro, polo que se aproba o Regulamento da
Inspeccion de Consumo. D.O.G. n° 3, de 4 de xaneiro de 2001.

* Orde do 26 de decembro de 2000 pola que se regula o réxime de autoriza-
cion como xestor de residuos das actividades transformadoras de desperdi-
cios de orixe animal e animais mortos. D.O.G. n° 3, de 4 de xaneiro de 2001.

* Decreto 298/2000, do 7 de decembro, polo que se regula a autorizacion e

notificacion de productor e xestor de residuos de Galicia e se crea o Rexistro

Xeral de Productores e Xestores de Residuos de Galicia. D.O.G. n° 4, de 5
de xaneiro de 2001.- Correccidn de erros. Decreto 298/2000, do 7 de decem-
bro, polo que se regula a autorizacion e a notificacion de productor e xestor

de residuos de Galicia e se crea o Rexistro Xeral de Productores e Xestores
de Residuos de Galicia. D.O.G. n° 17, de 24 de xaneiro de 2001.

* Orden de 26 de diciembre de 2000 por la que se crea la Mesa de
Coordinacion de las Ayudas Ganaderas en los sectores de la carne de vacu-
no y de ovino y caprino. B.O.E. n° 5, de 5 de xaneiro de 2001.

* Instruccidon do 5 de xaneiro de 2001 para a aplicacion do artigo 10.1° do Real
decreto 3454/2000, polo que se establece e regula o programa integral coor-
dinado de vixilancia e control das encefalopatias esponxiformes transmisi-
bles 6s animais. D.O.G. n° 6, de 9 de xaneiro de 2001.

* Orde do 8 de xaneiro de 2001 pola que se establecen as indemnizacions por
sacrificio obrigatorio dos animais como consecuencia da declaracion oficial
da existencia da enfermidade encefalopatia esponxiforme bovina. D.O.G. n°
6, de 9 de xaneiro de 2001.

* Orden de 12 de enero de 2001 por la que se desarrolla el anexo XI del Real
Decreto 3454/2000, de 22 de diciembre, por el que se establece y regula el
Programa Integral Coordinado de vigilancia y control de las encefalopatias
espongiformes transmisibles de los animales. B.O.E. n° 12, de 13 de xanei-
ro de 2001.

* Real Decreto 3478/2000, de 29 de diciembre, por el que se modifica el Real
Decreto 2611/1996, de 20 de diciembre, por el que se regulan los programas
nacionales de erradicacion de enfermedades de los animales. B.O.E. n° 17,
de 19 de xaneiro de 2001.

* Instruccions para a aplicacion da Orde do 12 de xaneiro de 2001, pola que
se desenvolve o anexo XI do Real decreto 3454/2000. D.O.G. n° 15, de 22
de xaneiro de 2001.

* Orden de 31 de enero de 2001 por la que se complementa la Orden de 28 de
diciembre de 2000 por la que se establece el plan de adquisicion de bovinos
de mas de treinta meses a los que no se les haya practicado la prueba de
deteccion de la EEB. B.O.E. n° 28, de 1 de febreiro de 2001.

* Real Decreto-Ley 4/2001, de 16 de febrero, sobre el régimen de intervencion
administrativa aplicable a la valorizacion energética de harinas de origen
animal procedentes de la transformacion de despojos y cadaveres de anima-
les. B.O.E. n° 42, de 17 de febreiro de 2001.

* Orden de 21 de febrero de 2001 por la que se suprime el requisito del aval
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previsto en la Orden de 28 de diciembre de 2000, por la que se establece el
plan de adquisicion de bovinos de mas de treinta meses a los que no se les
haya practicado la prueba de deteccion de la EEB. B.O.E. n® 47, de 23 de
febreiro de 2001.

* Orden de 22 de febrero de 2001 por la que se determinan con caracter tran-
sitorio los supuestos excepcionales de inhumacion previstos en la disposi-
cion final tercera del Real Decreto 3453/2000, de 22 de diciembre, por el que
se establece y regula el programa integral coordinado de vigilancia y control
de las encefalopatias espongiformes transmisibles a los animales. B.O.E. n°
48, de 24 de febreiro de 2001.

* Orden de 22 de febrero de 2001 por la que se determinan los supuestos
excepcionales de incineracion previstos en la disposicion final tercera del
Real Decreto 3454/2000, de 22 de diciembre, por el que se establece y regu-
la el programa integral coordinado de vigilancia y control de las encefalo-
patias espongiformes transmisibles a los animales. B.O.E. n°® 48, de 24 de
febreiro de 2001.
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