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RESUMEN

Las enfermedades pridnicas o encefalopatias espongiformes transmisibles
son un grupo de patologias neurodegenerativas que afectan tanto a los
animales como al ser humano. Entre ellas, se encuentra el scrapie. Dicha
enfermedad afecta tanto a cabras como a ovejas y comprende la forma
clasica y la forma atipica. El scrapie es una de las encefalopatias
espongiformes transmisibles mas importantes y se utiliza como modelo de
otras enfermedades neurodegenerativas producidas por proteinas como son
el Alzheimer y el Parkinson. Las enfermedades pridnicas normalmente se
diagnostican en el estadio sintomatico, cuando el dafio neuronal ya es
extenso e irreversible. Por ello, es necesaria la busqueda de biomarcadores
que permitan la deteccidn de casos preclinicos. En el caso del scrapie, el
analisis de biopsias rectales permite la deteccion de algunos animales
preclinicos, lo cual lo hace un buen modelo de estudio. Por esto se decidid
analizar la acumulacién de dos marcadores que se ha sugerido que podrian
actuar como biomarcadores para las enfermedades neurodegenerativas
humanas (YKL-40 y al-antiquimotripsina) en encéfalos de ovejas infectadas

por scrapie mediante la técnica inmunohistoquimica.
ABSTRACT

Prion diseases or transmissible spongiform encephalopathies are a group of
neurodegenerative pathologies that affect both animals and humans. Among
them is scrapie. This disease affects both goats and sheep and includes the
classical form and the atypical form. Scrapie is one of the most important
transmissible spongiform encephalopathies and is used as a model for other
protein-mediated neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease
and Parkinson's disease. Prion diseases are usually diagnosed at the
symptomatic stage, when neuronal damage is already extensive and
irreversible. Therefore, it is necessary to search for biomarkers that allow the
detection of preclinical cases. In the case of scrapie, the analysis of rectal
biopsies allows the detection of some preclinical animals, which makes it a
good study model. For this reason, it was decided to analyze the accumulation

of two markers that have been suggested to act as biomarkers for human



neurodegenerative diseases (YKL-40 and Antichymotrypsin alpha-1) in the
brains of scrapie-infected sheep by immunohistochemistry.

1. INTRODUCCION

1.1 Encefalopatias espongiformes transmisibles

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) o enfermedades
pridnicas constituyen un grupo de patologias neurodegenerativas crénicas
con un largo periodo de incubacién y cuyo desenlace es fatal al no haber sido
descubierto aun ningun tipo de tratamiento eficaz. Se caracterizan por el

deterioro progresivo de tipo espongiforme del sistema nervioso central [1].
1.1.1. Etiologia de las EET

Hasta la fecha se conocen en torno a una veintena de EET con diferentes
origenes, hospedadores y etiologia: se pueden dividir en genéticas,
esporadicas e infecciosas. Estas ultimas son el resultado de la entrada del
agente causal en el organismo por diferentes vias, como puede ser la ingesta
de comida contaminada con la proteina prion, por transmisién vertical
durante la lactancia o el parto y por via iatrogénica durante el trasplante de
médula o tras alguna operacién quirurgica donde se ha empleado material

gue no ha sido esterilizado de manera adecuada, entre otras [2, 3].

Por lo que respecta a las EET humanas (Tabla 1), la gran parte son
esporadicas ya que el 85% de todos los casos detectados en humanos
corresponden a la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporddica (ECle),
afectando  principalmente a personas mayores de 55 afos
independientemente del sexo. Las EET hereditarias aparecen ligadas a
mutaciones del gen que codifica la proteina prion, denominado PRNP. Dicho
cambio se produce en la segunda mitad del gen debido a que es la seccidn
donde los motivos estructurales condicionan el cambio conformacional de
proteina normal a patoldgica. Representan en torno al 15% de los casos de
EET en humanos y comprenden el insomnio familiar fatal (IFF), el sindrome

de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) y la enfermedad de Creutzfeldt-



Jakob familiar (ECJf). Por ultimo, los humanos también pueden estar
expuestos a priones por distintas vias de exposicion y de este modo contraer
alguna EET infecciosa. Las distintas vias mas observadas son la iatrogénica
mediante transfusiones u hormonas (enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
iatrogénica o ECJi), ingesta de alimentos contaminados con el prion (variante
de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob o VECJ) y también por canibalismo al
comerse el cerebro de los difuntos como practicaban los nativos de la tribu

fore situados en Papua-Nueva Guinea (Kuru) [2,3,4].

En cuanto a las EET animales, tanto las genéticas como las esporadicas son
mucho menos frecuentes que en humanos, mencionando solo la encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) atipica o el scrapie atipico [5,6]. Por ello, las
formas infecciosas son las mas comunes dentro de las EET animales
transmitiéndose principalmente por via horizontal mediante la ingesta de
alimentos o pastos contaminados con priones debido al contacto directo con
animales infectados. También se han encontrado evidencias de transmisién
por via horizontal durante la gestacion o la lactancia. La via mas comun es la
oral, se produce al ingerir alimento contaminado, esto ha dado lugar a la
conocida epidemia que tuvo lugar en Reino Unido a finales de los anos 80 y
que fue provocada por alimentar a rumiantes con piensos comerciales
contaminados fabricados con harinas de carne y hueso animal. Esto provocé
la prohibicidon en 1988 de alimentar a rumiantes con harinas de carne y hueso
[2, 7, 8].

Tabla 1. Etiologia de las EET humanas [3, 4, 6, 9]

EET Humanas

Enfermedad Hospedador Etiologia Anfo
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica (ECJi) Humano Infecciosa 1974
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica (ECJe) Humano Esporadica 1920
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob familiar (ECIf) Humano Genética 1924
Insomnio esporadico fatal (IEF) Humano Esporadica 1999
Insomnio familiar fatal (IFF) Humano Genética 1986
Kuru Humano Infecciosa 1957
Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) Humano Genética 1936




Variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (VECJ) Humano Infecciosa 2008
Tabla 2. Etiologia de las EET animales [3, 4, 6, 9]

EET Animales

Enfermedad Hospedador Etiologia Anho
Scrapie clasico Ovino y caprino Infecciosa 1732
Scrapie atipico Ovino y caprino Esporadica 1998
Encefalopatia espongiforme bovina (EEB) clasica Bovino Infecciosa 1986
Encefalopatia espongiforme bovina (EEB) atipica H Esporadica o

y L Bovino genética 2003
Enfermedad crénica caquectizante (ECC) Cérvidos Infecciosa 1967
Encefalopatia espongiforme felina Felinos Infecciosa 1990
Encefalopatia transmisible del vison (ETV) Vison Infecciosa 1947

Orice, myala,

Encefalopatia de ungulados exéticos (EUE) gran kudu Infecciosa 1986
EET en primates Lemur y macaco Infecciosa 1996
Encefalopatia pridnica del camello (CPD) Dromedario Sin determinar 2018

1.1.2. Agente causal de las EET

Independientemente de su origen, las EET estan producidas por un agente
causal cuyas caracteristicas indican que carece de material genético debido a
la ausencia de acidos nucleicos. Esto dio pie a que surgieran diferentes
hipotesis tales como que el agente causal era un polisacarido replicante, un
fragmento de membrana o incluso que estaba formado por un acido nucleico
y proteina. Finalmente, la hipdtesis mas aceptada fue la propuesta por
Prusiner en 1982 afirmando que «sdélo es una proteina». Ademas, definid
estos agentes causales como “pequefias particulas proteicas infecciosas” y

las denominé priones [2, 9].

Los priones estan formados por lo que se conoce como proteina prionica
celular o PrP¢, una glicoproteina de membrana que es codificada por el gen
PRNP (prion protein gene) y que, a pesar de ser encontrado en la gran
mayoria de 6rganos de forma constitutiva, abunda principalmente en el
sistema nervioso central (SNC). Hasta la fecha, la funcion de la PrP¢ no es del
todo conocida, no obstante, existen estudios donde se indica que podria estar

implicada en el mantenimiento de la funcion sinaptica mediante la regulacién



de la transmision sindptica; conservacién de la vaina de mielina neuronal;
homeostasis y continuidad del suefio; proteccidon contra el estrés oxidativo

entre otras muchas funciones [10-12].

El cambio conformacional que tiene lugar debido a un mal plegamiento de la
PrPc provoca que la estructura secundaria de la proteina pase de ser rica en
hélices alfa (40% de hélices a y 3% de hoja plegada B) a una estructura rica
en hojas plegadas beta (casi en su totalidad). Esta transformacién provoca
que la PrP¢ de lugar a una isoforma anormal y patogénica denominada
“proteina pridnica patoldgica”, “prion” o PrP5¢ correspondiendo Sc a la palabra
scrapie. Estudios comparativos de ambas proteinas demuestran que dicho
cambio conformacional es postraduccional, provocando que difieran tanto en
las propiedades fisicas como en las quimicas de la PrP¢ respecto a las que
posee la PrP°c. Mientras que la primera es soluble en detergentes no
desnaturalizantes y ademdas puede ser completamente digerida por
proteasas, la isoforma patoldgica PrP>° es resistente a los detergentes,
tratamientos con formaldehido, a la radiacion ultravioleta e ionizante y
Unicamente es parcialmente digerida por proteasas, dando lugar a la isoforma
conocida como PrPs¢ 27-30 cuyo nombre es debido a ser un derivado de la
PrP5¢ y tener un tamafio de entre 27-30 kDa procedente del extremo C-
terminal. Ademas, la PrP>¢ tiene la capacidad de replicarse a si misma
induciendo la conversidon de PrP¢ en PrPs¢, lo cual sumado a su alta resistencia
a la degradacion facilitard la formacién y acumulacién de agregados y de

depdsitos de la isoforma patolégica con una alta toxicidad [15-18].

Por lo tanto, mientras se produce la propagacién por parte de los priones en
el cerebro y van induciendo la conversion de PrP¢ a PrPS¢, también se van
formando depdsitos en los distintos érganos, aunque principalmente en el
SNC. Tendra lugar la incubacion y desarrollo de la patologia, dando lugar a la
aparicion de patrones lesionales como la vacuolizacién del pericarion neuronal
y del neuropilo de la sustancia gris, degeneracién neuronal, gliosis vy
astrocitosis. Algunos de estos sintomas no podran ser observados o
detectados hasta la fase final de la enfermedad pues se trata de una patologia
que tiene periodos de incubacién muy largos (meses o incluso afnos) propios
de las EET.



1.2. Scrapie

El scrapie es una patologia pridnica que también se conoce con el nombre de
“tembladera” o “prurito lumbar” y ha servido como prototipo de las EET
puesto que es la que se conoce desde hace mas tiempo. Se trata de una
enfermedad endémica en muchos paises que afecta a ovejas y cabras .Como
el resto de enfermedades pridnicas tiene un caracter lento y progresivo y se
caracteriza por la aparicién de signos neuroldgicos a medida que se degenera
el sistema nervioso central. Actualmente se conocen dos tipos de scrapie: la

forma clasica y la forma atipica [4, 9, 14].

El scrapie clasico, afecta a ovejas y cabras adultas (2-5 afios) debido a su
largo periodo de incubacion y necesidad de acumularse para que se produzca
la enfermedad. Es independiente del sexo, asi como de la raza y aptitud.
Tiene un inicio insidioso con un desenlace fatal puesto que una vez detectados
los signos clinicos suele producirse la muerte del animal entre 1-6 meses
[13]. Desde el primer caso de scrapie reportado en 1732 en Reino Unido se
ha distribuido por gran parte del mundo, estando presente en Europa,
América, Africa y Asia. Unicamente ha sido erradicado en Australia y Nueva
Zelanda, por lo que se trata de una enfermedad endémica en numerosos

paises todavia.

Por otra parte, la forma atipica, que se considera esporadica, afecta
generalmente a cabras y ovejas mayores de 5 anos. La cepa pridnica de esta
forma se denomina Nor98 al haber sido descubierta en el afio 1998 en
Noruega a pesar de existir estudios que demuestran su existencia desde, al
menos, 1972. Por lo que respecta a la distribucién geografica del scrapie
atipico, difiere de la forma clasica en que se encuentra presente hasta en
paises considerados libres de scrapie clasico, siendo actualmente la

enfermedad pridnica animal mas extendida en el mundo [19, 20].
1.2.1. Transmision y patogenia

En cuanto a la transmisién y patogenia existen diferencias entre la forma
clasica y la atipica. Esta segunda se caracteriza por ser considerada

esporadica, es decir, aparece de forma espontdnea en casos aislados [21-



241, mientras que el scrapie clasico es una forma infecciosa tras demostrarse

que se puede transmitir tanto de forma vertical como horizontal.

Actualmente sigue habiendo ciertas dudas sobre las rutas por las que se
produce la infeccidon en el scrapie clasico. Al tener un periodo tan largo de
incubacién, se dificulta la relacion entre los casos clinicos y las fuentes
originales de infeccién. Los estudios epidemioldgicos sugieren la via
horizontal como principal via de transmision, pudiendo ser por contacto
directo entre animales o, indirectamente, a través de la contaminacion en el
ambiente al haber sido liberado los priones mediante excreciones como heces
u orina, secreciones como saliva o leche ademas de esperma y carcasas de
animales infectados [3, 25-27]. Una de las principales fuentes de
contaminacion ambiental del scrapie clasico son las placentas, ya que se trata
de un o6rgano donde se produce una gran acumulacion de priones. En el
momento que la placenta entra en contacto con el medio también se produce
una contaminacién de éste y su posterior manejo y desinfeccién se verd
dificultado debido a la alta resistencia de los priones frente a la degradacién,
asi como a los diferentes tratamientos de descontaminacién. [29]. Por otro
lado, los animales tienen un instinto de comer la placenta, de modo que la
infeccién se seguird propagando. Ademas, también hay casos descritos de
transmisién iatrogénica debido al uso de inyecciones, transfusiones o uso de
vacunas como ocurrié en 1946 con la vacuna de Looping ill o en 1998 con la

vacuna de Mycoplasma [25].

Experimentalmente se ha demostrado que el scrapie puede transmitirse por
via oral, intraperitoneal, intravenosa, intracerebral, intraocular y conjuntival
[3, 25, 30-33]. No obstante, en condiciones naturales, la principal via de
entrada al organismo es la via oral, penetrando el prion en el organismo
mediante su paso a través del tracto intestinal. Otra via de entrada también
podria ser a través de la tonsila palatina, siendo éste el primer punto de
multiplicacion de la PrP5c. Tras la ingesta del material contaminado con
priones (especialmente placentas de animales infectados), éstos llegaran al
tracto digestivo y atravesaran el epitelio intestinal gracias a la accion de
enzimas digestivas (fragmentan la PrP5¢ favoreciendo su asociacién con
proteinas que facilitan su transporte), células dendriticas (tienen como

funcion captar antigenos que se encuentren en el lumen intestinal), y las



células M, que son unas células epiteliales especializadas situadas en el tejido
linfoide asociado al intestino (GALT) de las placas de Peyer ileales y que
juegan un papel fundamental en la captacidn y transporte de antigenos desde
el lumen intestinal hasta el tejido linfoide subepitelial, donde son presentados
a macrofagos y células dendriticas foliculares del sistema linforreticular
(SLR). Esto dara lugar a la respuesta inmune ademas de la replicacidon y
acumulacion de PrP>c en dichas células durante un tiempo variable. A partir
de este punto comienza la neuroinvasion, de modo que se produce una
transferencia de los priones al sistema nervioso entérico, desde donde se
dirigirdn al SNC a través del sistema nervioso periférico o mediante via
hematogena [33]. Una vez los priones han alcanzado el SNC, la PrP>¢ se
disemina por el encéfalo y la médula espinal, asi como otros érganos y tejidos
periféricos. Se comienza a acumular la PrP> desencadenando una respuesta
neurotdxica caracterizada por signos clinicos como la neuroinflamacién,
alteraciones sinapticas, muerte neuronal, vacuolizacion del neuropilo o

degeneracién neuronal espongiforme.

A diferencia de la forma cldsica, en lo que respecta a la transmision vy
patogenia del scrapie atipico, éste no ha sido tan evidenciado. La hipétesis
que mas se sigue es que la acumulacién y distribucién de la PrP>¢ esta limitado
al SNC, lo que respalda su etiologia esporadica [19]. Sin embargo, se ha
demostrado la posible infectividad en el tejido linfoide, nervios y musculos de
individuos con scrapie atipico natural o experimental incluso si la PrP>¢ no se
ha detectado. Esto, sumado a la posibilidad de transmitir experimentalmente
por via oral esta patologia ha provocado que se replantee la etiologia de la
enfermedad [34].

1.2.2. Factores genéticos

En ambas variantes del scrapie, clasico y atipico, se ha identificado una
influencia significativa del gen PRNP en la resistencia y susceptibilidad de
cabras y ovejas a esta patologia. Se han descrito varios polimorfismos que
pueden facilitar o dificultar la conversién de PrP® a PrPS¢ al modificar ciertos
aminoacidos o dominios criticos de la proteina, lo que afectaria al desarrollo
de la enfermedad [35,36].



El gen PRNP ovino se encuentra localizado en el cromosoma 13, para el cual
se han descrito un gran nimero de polimorfismos, aunque la mayoria son
poco frecuentes o no se encuentran asociados a ningun fenotipo. Se ha
observado que existe una clara influencia del genotipo en cuando a la
susceptibilidad o resistencia genética frente al scrapie clasico. Los codones
clave son el 136,154 y 171 y en concreto los polimorfismos A136V (alanina
— valina), R154H (arginina — histidina) y Q171R o Q171H (glutamina -
arginina o histidina). Existen doce posibles alelos (ARQ, ARR, ARH, AHQ, AHR,
AHH, VRQ, VRR, VRH, VHQ, VHR, VHH), no obstante, hay cinco de ellos que
aparecen con mayor frecuencia (ARR, ARQ, ARH, AHQ, VRQ). De estos cinco
alelos el ARR y AHQ estan asociados con una mayor resistencia a la patologia
mientras que el alelo VRQ presenta una mayor susceptibilidad al scrapie
clasico. Teniendo en cuenta todas las combinaciones haplotipicas de los
genotipos resultantes se puede hacer una clasificacion con cinco categorias
en funcion del nivel de susceptibilidad o resistencia al scrapie clasico; el
genotipo ARR/ARR se encuentra asociado con una mayor resistencia al
scrapie clasico, mientras que el VRQ/VRQ estd asociado con una mayor
susceptibilidad [9, 14, 37]. No obstante, esta clasificacién no es valida para
el scrapie atipico y su susceptibilidad ya que ademas de estar asociado con
los polimorfismos de los codones 136 y 154 también tiene relacion con el
polimorfismo L141F (leucina — fenilalanina). La caracteristica del scrapie
atipico en cuanto a su genotipado es que se ha descrito su presencia en ovejas
con genotipo resistente al scrapie clasico, de modo que los genotipos AHQ,
AHQ/ARQ y ARR, junto con homocigosidad para fenilalanina en codon 141,
son aquellos que presentan una mayor susceptibilidad; mientras que aquellos
que tengan el alelo VRQ serdan mas resistentes y rara vez padeceran la
enfermedad [38, 39].

1.2.3. Diagndstico

Para llevar a cabo el diagndstico de scrapie se suele emplear una combinacion
de métodos de diagndstico clinico con una posterior confirmacién laboratorial,
puesto que seria insuficiente para un diagndstico definitivo basarse solo en la
clinica, ya que los signos clinicos de esta patologia son muy inespecificos y

puede ser confundidos con otras enfermedades (como listeriosis cerebral,
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dermatitis o ectoparasitismo). Los signos clinicos del scrapie clasico se suelen
observar en animales de entre 2 a 5 afos, teniendo un comienzo de manera
insidiosa al empezar con cambios en el estado mental, actividad vy
comportamiento que conllevaran a otros signos neuroldgicos mas notorios
como pueden ser el prurito (caracteristico de esta patologia), temblores
musculares, ataxia y descoordinacién de la marcha. Por otro lado, los signos
del scrapie atipico normalmente se manifiestan en animales mayores de 5
afnos, siendo la ataxia el principal sigho observable en ausencia de prurito,
ademas se pueden percibir otros signos como cambios en el comportamiento,

postura y pérdida de la condicion corporal [40-42].

En cuanto al diagndstico laboratorial, aquellos métodos reconocidos
oficialmente se realizan en muestras procedentes de tejido del SNC post
mortem. Dado que en el caso del scrapie clasico también se produce una
distribuciéon de la PrP> por el sistema linfoide, es posible realizar un
diagnéstico in vivo a partir de muestras de tejido linfoide obtenidos de
biopsias del tercer parpado, tonsilas palatinas y mucosa rectal [43-44]. Sin
embargo, esto Ultimo no seria viable para el scrapie atipico ya que la

acumulacion del PrPS¢ se produce unicamente en el SNC [19].

Generalmente, la gran mayoria de las técnicas de diagndstico que se emplean
hoy en dia se basan en la deteccion de PrP>¢ en muestras de tejido
(especialmente del SNC). De las técnicas de diagnodstico utilizadas es
necesario apuntar dos gold standard como son el Western Blot y la
inmunohistoquimica (IHQ); ambas técnicas se basan en detectar el
fragmento resistente a la proteinasa K (PrP™) de la PrP5¢ utilizando
anticuerpos especificos [45]. Ademas, cada una de estas dos técnicas tiene

distintas utilidades.

Por un lado, el Western Blot permite ademas de la deteccién de la PrPs¢, la
caracterizacién de las cepas pridnicas implicadas y de este modo poder
diferenciar entre el scrapie clasico del atipico en funcion del patrén
electroforético de la PrP, que varian por sus diferentes grados de
glicosilacién [22,46]. Por otra parte, la IHQ también es bastante (util,
diferenciando entre el scrapie clasico y atipico puesto que permite la

deteccion in situ de depodsitos de PrPS¢ asi como su localizacion celular,
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distribucidn tisular y caracteristicas morfoldgicas pues varian en funcién de la
cepa pridnica y el genotipo del portador [9, 45]; mientras que para el scrapie
clasico la inmunotincién observable es normalmente Dbilateral vy
principalmente localizable en tronco encefdlico con diferentes patrones
morfoldgicos de depdsito, para el scrapie atipico la inmunotincion ocurre
principalmente en las cortezas cerebelosa y cerebral con una menor
diversidad de patrones morfolégicos de depdsito [21]. Ademads, la IHQ
permite la deteccion de PrPS¢ en muestras de tejido linfoide obtenidas del

tercer parpado, tonsilas palatinas y mucosa rectal [43, 44].

Otros métodos de diagndstico distintos a estas técnicas que también se basan
en la inmunodeteccion de PrPS¢, son los conocidos “test rapidos”. Dentro de
estas técnicas encontramos la ELISA o “enzyme-linked immunosorbent
assay”, la observacidn de fibrillas asociadas al scrapie, bioensayo en roedores
o las técnicas ultrasensitivas (como Protein Misfolding Cyclic Amplification y
Real-Time Quaking-Induced Conversion). Estas ultimas permiten amplificar
bajas concentraciones de PrP>¢ no detectables por técnicas convencionales de
diagndstico y, para la deteccién del scrapie, soélo se utilizan a nivel
experimental [43, 44, 47].

1.2.4. Sistemas de control y prevencion

Dado que todavia no existe ningun tipo de tratamiento o vacuna que haga
frente al scrapie, las medidas de control y prevencion para esta patologia se
basan principalmente en los programas de vigilancia activa y pasiva. Por un
lado, la vigilancia activa esta destinada a buscar activamente la enfermedad,
realizando un muestreo aleatorio a un nimero determinado de animales que
se agrupan en “subpoblaciones” y que han de ser representativos. Se centran
en el analisis post mortem mediante pruebas de diagndstico rapido de
muestras procedentes del SNC obtenidos de animales mayores de 18 meses
que han sido sacrificados para consumo humano, encontrados muertos o
sacrificados fuera de un contexto de epidemia. En caso de que los resultados
obtenidos de las pruebas rapidas sean positivo o dudoso, se tendran que
confirmar mediante un analisis histopatoldgico, IHQ, Western Blot u
observacién de las fibrillas caracteristicas por microscopia electrdnica.

Cuando se obtenga un positivo de alguna de estas pruebas, el animal sera
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considerado como positivo en scrapie y serd necesaria la realizacion de
pruebas de discriminacién entre scrapie clasico o atipico, asi como un

genotipado del gen PRNP.

Por otro lado, la vigilancia pasiva consiste en la deteccién de animales
positivos por parte de los ganaderos y veterinarios responsables de los
animales basandose en la sintomatologia cinica compatible con el scrapie. Por
lo tanto, se someteran a un analisis histopatoldgico, asi como IHQ y Western
Blot en animales vivos, sacrificados o muertos que hayan presentado o
presenten anomalias neuroldgicas, de comportamiento o trastorno del SNC.
En el caso de obtener algun positivo o no concluyente se seguiran los mismos

pasos que se toman en la vigilancia activa ya mencionados [48].

Otra medida de control adoptada fue la exclusion de la cadena alimentaria de
aquellos materiales y tejidos procedentes de ovejas o cabras infectadas y
que, por lo tanto, tienen una mayor probabilidad de presentar una mayor
infectividad. A estos materiales se les conoce como MER (materiales
especificos de riesgo) y entre ellos encontramos tanto el cerebro, médula

espinal, ojos y amigdalas de animales mayores de 12 meses [50, 81].

Para finalizar, se estan llevando a cabo distintos programas como pueden ser
el uso del genotipado y los programas de cria basados en la seleccion genética
de reproductores resistentes al scrapie. Consiste en conseguir en rebafos
ovinos un aumento del alelo ARR, que estd asociado con una mayor
resistencia al scrapie clasico y minimizar la prevalencia de alelos como el VRQ

y otros que estén asociados con una mayor susceptibilidad [38, 49].
1.3. Biomarcadores en enfermedades prionicas

Los biomarcadores utilizados para las encefalopatias espongiformes se
pueden clasificar en tres grupos. En primer lugar, encontramos las proteinas
pridnicas y sus derivados, las cuales estan directamente involucradas en la
patogenia. Por otro lado, se encuentran los denominados marcadores
sustitutos, que son liberados al sistema ventricular, sangre u otros fluidos a
causa de la neurodegeneracién y muerte neuronal. Por ultimo, se sigue

investigando sobre la posibilidad y viabilidad de utilizar biomarcadores
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genéticos en el diagndstico de las encefalopatias espongiformes, mas en

concreto el uso de microARN.

El primer grupo de biomarcadores, las proteinas pridnicas y sus derivados, se
utiliza tanto para el analisis total de PrP¢ en el liquido cefalorraquideo (LCR)
como para la deteccién directa el agente causal, es decir, el prion. En cuanto
al analisis total de PrP¢ en el LCR se ha descrito que pacientes con ECJe tienen
niveles mas bajos de lo normal. La causa para que esto ocurra es todavia
desconocida, pero se piensa que la disminucién de los niveles de PrP¢ en el
LCR es consecuencia de haber una mayor acumulacién y depdsito en el tejido
nervioso del cerebro [51-53]. Por otro lado, la deteccién del prion en el LCR
a veces puede ser complicada debido a que se encuentra en niveles muy
bajos, por lo que es necesario utilizar técnicas de amplificacién para que asi

puedan alcanzarse niveles detectables.

En las enfermedades neurodegenerativas se desarrollan procesos como la
degeneracién sinaptica [54]. Por ello, una de las estrategias mas utilizadas y
de las mas estudiadas en el diagndstico de encefalopatias espongiformes es
la busqueda y uso de biomarcadores que estén relacionados con este proceso.
Dentro de este grupo podemos encontrar biomarcadores como la tau total,
YKL-40, al-antiquimotripsina (ACT) o neurofilamentos de cadena ligera

(NfL), que son marcadores de dafio neuronal [55, 56].

Por ultimo, se han desarrollado diferentes herramientas gendmicas en los
ultimos afos como el uso de micromatrices o la secuenciacion en masa del
transcriptoma [57, 58]. Estas herramientas lo que permiten es realizar
comparaciones gendmicas entre muestras de individuos sanos y enfermos o
en diferentes fases de la enfermedad y asi poder identificar aquellos genes
envueltos en la patogénesis del prion que puedan servir tanto como
biomarcadores en el diagndstico de la patologia o como diana en estrategias
terapéuticas [59]. Teniendo en cuenta diferentes estudios gendmicos que se
han llevado a cabo en muestras del SNC procedentes, tanto de individuos
infectados por patologias naturales como el scrapie como de modelos murinos
adaptados a EET, se han identificado un gran nimero de genes expresados

diferencialmente.
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1.3.1. YKL-40

La activacion de células microgliales y astrocitos es un punto destacado de
numerosas enfermedades neurodegenerativas. No se tiene claro todavia si el
hecho de que estos mecanismos se activen contribuye de algin modo al
proceso neurodegenerativo o si, por otro lado, aparece como consecuencia
de la patogenia de estas enfermedades [60]. Al ser la neuroinflamacion un
proceso que tiene lugar en la mayoria de estas patologias, aquellos
biomarcadores de este proceso y de otros como la activacion la activacion de
la microglia destaca por su posible uso como futuros marcadores[61]. Dentro
de los biomarcadores de procesos como la neuroinflamacion y activacién de
la microglia estudiados, es la glicoproteina YKL-40 aquella que mas destaca
y estd siendo investigada. Esta proteina también conocida como quitinasa-3-
similar-1 (Chitinase-3-like protein en inglés o CHI3L1) es una glicoproteina
perteneciente al grupo de la familia de proteinas similares a quitinasas en
mamiferos. Es expresada y secretada por distintos tipos de células como
macrofagos, condrocitos y células del musculo liso vascular [62-64]. Se ha
observado que los niveles de YKL-40 en el LCR aumentan en la enfermedad

de ECJe en comparacion a otras enfermedades neurodegenerativas [65].
1.3.2. Antiquimotripsina (a1- ACT)

La al-antiquimotripsina (ACT) es una proteina inhibidora de serina proteasa
que se encuentra relacionada con la enfermedad de Alzheimer. Se han
encontrado elevados niveles de ACT en el LCR de pacientes con Alzheimer,
ya que se ha demostrado su presencia en depdsitos amiloides caracteristicos
de dicha enfermedad [69, 70]. Esta proteina no se ha estudiado en casos
naturales de scrapie, no obstante, se ha detectado un incremento en la
expresion del gen que codifica ACT en cerebros de ratones infectados con
scrapie en fases preclinicas [72]. Ademas, en otro estudio observaron que,
en cerebro de ratones infectados con tres cepas de scrapie, 263K-, 139A y
ME7, los niveles de ACT aumentaban y que incrementaban conforme la
enfermedad avanzaba [71]. Esto se encuentra correlacionado con el
incremento que se produce de esta proteina en los depdsitos de amiloide. Por

otro lado, pese a no haber un gran nimero de articulos que relacionen la ACT
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con las enfermedades pridnicas, se ha demostrado que sus niveles aumentan
de manera considerable en la orina de pacientes con ECle y que ademas
incrementa conforme avanza la enfermedad [72]. A raiz de todas estas
evidencias la ACT se ha sefialado como un posible e importante biomarcador
de scrapie y otras enfermedades pridnicas, sobre todo si se analiza en la

orina.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La hipdtesis de la que se parte en este Trabajo Fin de Master (TFM) es de la
similitud existente entre enfermedades neurodegenerativas humanas vy
aquellas producidas en animales. Se conoce la etiologia y patogenia de las
EET que afectan a animales como el scrapie en ovejas y cabras o la
encefalopatia espongiforme bovina. Por otro lado, se conocen también
diferentes EET humanas como la ECJe o el Kuru. Son un amplio nUmero de
enfermedades para las cuales no existe ningun tipo de cura o tratamiento vy,
el diagndstico clinico que se suele llevar a cabo en fases avanzadas de la
enfermedad no es util en fases preclinicas. Por ello, la importancia de usar
biomarcadores y de este modo poder detectar aquellas moléculas alteradas
en animales infectados y asi poder detectar las enfermedades en estadios

preclinicos.

Por ello , el objetivo general de este TFM es analizar la acumulacién de dos
marcadores relacionados con las enfermedades neurodegenerativas humanas
en muestras de encéfalo de ovejas infectadas por scrapie clinicas, pre-clinicas
y controles sanos. Para alcanzar dicho objetivo, se establecen los siguientes

objetivos especificos:

e Estudiar la posibilidad de utilizar biomarcadores como YKL-40 y ACT
en ovejas para el diagndstico de scrapie y confirmar que la patogenia
de esta enfermedad es similar a la de otras enfermedades

neurodegenerativas humanas.

e Incluir los resultados obtenidos dentro de un marco One Health y su

importancia dentro de la salud global.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Aspectos éticos

Todos los procedimientos de este trabajo se han llevado a cabo bajo el
proyecto con referencia PI17/21, aprobado por la Comisidn Etica Asesora para
la Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza. El cuidado y uso
de los animales se realizaron de acuerdo con el Real Decreto 53/2013, que
cumple con la Directiva 2010/63 de la Unién Europea sobre la proteccion de

animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos.
3.2. Animales seleccionados para el estudio

La coleccion de muestras y los detalles demograficos de los animales
seleccionados fueron descritos en un estudio anterior [80]. Para la realizacién
de este trabajo se han seleccionado 9 ovejas hembra de raza Rasa Aragonesa
y de genotipo ARQ/ARQ para el gen PRNP. 3 de ellas estaban en fase clinica
de la enfermedad, 3 en fase preclinica, es decir, antes de que mostrasen
signos clinicos, y 3 eran controles negativos, ovejas sanas procedentes de un

rebafio donde nunca se han detectado casos de scrapie.

3.3. Muestras

Las muestras obtenidas para este trabajo se obtuvieron de la sala de
necropsias. El sacrificio de los animales se realizé mediante una inyeccion
intravenosa de pentobarbital sédico. Se tomaron muestras del SNC, en
concreto de la corteza frontal, ganglios basales, corteza parietal, hipocampo,
tdlamo, hipotdlamo, mesencéfalo, ébex y médula espinal cervical en

formaldehido al 10%, para su posterior analisis.

Las muestras de los tejidos mencionados se fijaron en formol vy
posteriormente se colocaron en cassettes para incluirse en parafina
(HistoCore PEARL de Leika). A continuacion, se realizaron 4 secciones de cada
uno cortadas a 4 micras con un microtomo, se montaron en un portaobjetos
de vidrio y se dejaron secar en una estufa a 56°C. Estas muestras se
utilizaron para la deteccion inmunohistoquimica de la PrPS¢, YKL-40 y ACT vy

para la tincién de hematoxilina-eosina.
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3.4. Seleccion de anticuerpos y puesta a punto

Para la seleccién de anticuerpos que se han usado en este trabajo, se realizd
una busqueda de anticuerpos disponibles de diferentes casas comerciales,
prestando especial atencidn a aquellas especies para las que esta disefiado el
anticuerpo, la especie huésped en la que se desarrollan y su aplicacién para

inmunohistoquimica con muestras incluidas en parafina.

Puesto que la mayoria de los anticuerpos encontrados estaban disenados para
su uso en humanos, se buscé la similitud entre las secuencias de aminoacidos
entre las dos proteinas en humano y en oveja y determinar si este anticuerpo

es susceptible de unirse a la proteina ovina.

Para poner a punto los anticuerpos, se usdé una muestra de encéfalo ovino de
diferentes areas, y se realizaron pruebas con concentraciones diferentes. Tras
realizar las pruebas, se selecciond la dilucién 1:150 tanto para YKL-40 como
para ACT.

3.5. Inmunohistoquimica para YKL-40 y ACT

Tras esto, se realiza el desparafinado de las muestras. Para ello, se colocan
las muestras en una cestilla y se sumergen en xilol durante 5 minutos,
repitiendo esto dos veces. A continuacion, se introducen en etanol al 99% y
se vuelve a sumergir dos veces durante 5 minutos, después en etanol al 96%
durante 3 minutos y etanol al 70% otros 3 minutos. Para finalizar, se dejan

las preparaciones en agua destilada durante 5 minutos.

Tras haber realizado el desparafinado, se procede a realizar el
desenmascaramiento de epitopos o recuperacidn antigénica mediante un
tratamiento térmico con PT-Link. Para esto, se pasan las muestras a unos
soportes y se incuban en un PT-Link (Dako) con buffer citrato de pH 6 (Target
retrieval Solution low pH, EnVision FLEX, Dako) a 96°C durante 30 minutos.
A continuacion, se pasan las muestras a una solucion de lavado (Wash buffer,
EnVision FLEX, Dako) y se dejan durante 20 minutos para que se atemperen,
posteriormente las muestras se montan en un soporte adecuado para la

realizacién de la técnica de inmunohistoquimica manual.
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Posterior al montaje, se vuelve a realizar un lavado con Wash buffer (Tris-
Buffered Saline + 1% Tween) y se realiza el bloqueo de la peroxidasa
enddgena, para lo que se tiene que anadir 200 pl de solucidon de bloqueo
(Peroxidase - Blocking Solution, Dako) en cada muestra y dejar actuar
durante 5 minutos. Para finalizar, se realizan 3 lavados con Wash buffer de 5

minutos cada uno.

A continuacion, se incuba 200 pl de anticuerpo primario en el diluyente
comercial (Dako Flex Antibody Diluent), a una concentracién de 1:150 tanto
para YKL-40 como para ACT, posteriormente se tapa con parafilm para evitar

cualquier posible evaporacion y se deja actuar overnight.

Al dia siguiente, se saca el rack y se realizan 3 lavados con Wash buffer de 5

minutos cada uno.

Se incuba el anticuerpo secundario, afiadiendo de nuevo 200 pl de producto
(Dako EnVision+ System- HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit) a cada muestra
y dejandolo actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado este

tiempo se vuelven a realizar 3 lavados con Wash buffer de 5 minutos.

Para el revelado con DAB Plus (Liquid DAB + Substrate Chromogen System,
Dako), se ha de afiadir 1 gota de cromdgeno por cada mililitro de buffer. Se
echa 200 ul de DAB a cada muestra sobre el tejido. Se deja incubar durante

10 minutos y se lava con agua destilada.

Se pasan las muestras a una cestilla con agua destilada y se comienza la
tincion. Para ello, las preparaciones se pasan a una cubeta con hematoxilina
durante 5 minutos y posteriormente a otra cubeta con agua destilada. Se

dejan debajo del grifo hasta eliminar el exceso de hematoxilina.

Para deshidratar las muestras hay que realizar 3 inmersiones en alcohol al
70%, al 96% al 100% durante 2 veces, posteriormente xilol y por ultimo en
una cubeta con xilol se deja durante un minimo de 5 minutos. Para finalizar,
se montan las muestras colocando una gota de pegamento y un cubre sobre

el tejido.
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3.6. Inmunohistoquimica para PrP*

El protocolo aplicado para la IHQ de la PrP>¢ fue idéntico al empleado para
YKL-40 y ACT. La unica variacién fue que, previo al tratamiento térmico con
PT-Link, durante el desenmascaramiento de epitopos, es necesario realizar
un pretratamiento y una digestion con PK. Para esto, primero se introducen
las muestras en acido formico al 98% durante 15 minutos. Una vez pasado
este tiempo se lavan con agua del grifo durante 10 minutos. A continuacién,
se lleva a cabo la digestion con proteasa K (PK) a 4ug/ml durante 15 minutos
a 37°C. Pasado este tiempo se sacan las muestras y se pasan a una nueva
cubeta con agua destilada para limpiarlas. Como anticuerpo primario se
utilizé el L42 a una dilucién de 1:500.

El resto del protocolo se siguié del mismo modo que para YKL-40 y ACT.

3.7. Tincion Hematoxilina-Eosina

Se realizd la tincion de hematoxilina-eosina para de este modo poder

observar la vacuolizacidon en las distintas areas del encéfalo estudiadas.

Con las muestras colocadas en una cestilla se introducen durante 4 minutos
en una cubeta con xilol y luego se pasan a otra distinta con xilol otros 4
minutos. Pasado este tiempo, se pasan dos veces por alcohol al 100% 1
minuto cada una. Seguidamente se sumergen en alcohol al 96% durante 1
minuto, luego alcohol al 70% otro minuto y después se dejan bajo agua del
grifo durante 1 minuto. Tras esto, se tifien con hematoxilina durante 5
minutos y se vuelve a dejar debajo de agua del grifo durante 1 minuto en un
recipiente nuevo. Posteriormente se introduce en alcohol acido al 0,5%
durante 2 minutos y por eosina otros 2 minutos. Pasado este tiempo las
muestras se introducen en alcohol al 100% dos veces durante 1 minuto . A
continuacién, se deja otro minuto en xilol para luego dejar con xilol durante
minimo 5 minutos. Para finalizar, se montan las muestras colocando una gota

de pegamento y un cubre sobre el tejido.
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3.8. Valoracion microscoépica

Una vez realizada la deteccién inmunohistoquimica de las proteinas se llevo
a cabo una valoracién semicuantitativa al microscopio (Zeiss Axioskop 40)
tanto de la intensidad del depdsito de YKL-40, ACT, PrPs¢ como de la

vacuolizacion de 0 a 5 en las areas estudiadas.

Para valorar las muestras, se establecid una escala previamente del 0 al 5 de
modo que se les asigné a las muestras una puntuacién de 0 si no habia
presencia de tincidén en el tejido; puntuacion de 1 si se veian pocas células
tefiidas y con poca intensidad; puntuacion de 2 cuando se observaban en la
muestra bastantes células tefiidas, pero con poca intensidad o pocas células
tefiidas intensamente; puntuacion de 3 para aquellas muestras en las que se
veian la mitad de las células tefnidas y la otra mitad sin tefir; puntuacién de
4 cuando se observaban muchas células tefiidas con gran intensidad; y una
puntuacién de 5 cuando todas las células presentes en el area estudiada

estaban tefidas intensamente.

Esta valoracién se realizé en las distintas areas del encéfalo estudiadas para
posteriormente analizar la cantidad de depdsito en cada una de ellas y poder

extraer conclusiones.
3.9. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism version
10.2.3. Los datos se establecieron en una tabla agrupada por estadios de
enfermedad y areas. Se obtuvo la media y desviacidn estandar de cada area
y cada grupo y se valordé la normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk

(normal, p>0.05), por el que se obtuvo la normalidad de la distribucion.

Tras haber hecho esto, se utilizé el test estadistico two-way ANOVA (en
espafiol, ANOVA o analisis de varianza de dos factores), seguido por el test
de comparaciones multiples de Tukey. Este ultimo indicé aquellos valores que
mostraban diferencias significas mediante una comparacion entre los 3

grupos de ovejas: clinicas, preclinicas y negativas.
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3.10. Toma de fotografias

Se observaron al microscopio (Zeiss Axioskop 40. Cadmara integrada AxioCam
MRc 5 Zeiss) las muestras para hacer las fotos incluidas en este trabajo

(Software: AxioVision versidon 4.6.3.).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3. Depodsito y acumulacion de YKL-40 en las distintas areas del encéfalo

La glicoproteina YKL-40 se encuentra en posicion de ser un buen biomarcador
para las enfermedades pridnicas. La hipdtesis mas respaldada es el papel que
tiene en el proceso de inflamacion al intervenir en la diferenciacion y
maduracion de macréfagos. Es por esto por lo que se considera su capacidad
como biomarcador de la neuroinflamacién, fendmeno que aparece durante la
patogenia de las enfermedades pridnicas. Tras realizar la inmunotincidn para
la deteccién de YKL-40 se observd un marcaje principalmente intraneuronal
y, en algunas areas como el ébex y la médula espinal cervical, también se
detectd en el neuropilo. En general, tanto la intensidad de la tincion como el
numero de células inmunopositivas fue mayor en el grupo de ovejas clinicas
(Figura 1).

Clinicas Preclinicas Negativas

Corteza frontal

Hipocampo
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Obex

Médula Espinal
Cervical

Figura 1. Imagenes representativas de los depdsitos y acumulacién de YKL-
40 en la corteza frontal, hipocampo, 6bex y médula espinal cervical de ovejas

infectadas por scrapie (clinicas y preclinicas) y ovejas sanas.

En cuanto a las muestras de los ganglios basales, corteza parietal, hipocampo
y tdlamo no hubo ningun tipo de depdsito o acumulacién de YKL-40 en el
grupo de las ovejas negativas (Figura 2B). Asimismo, no se determind
presencia de la proteina ni en la corteza parietal ni en tdlamo de ovejas
preclinicas (Figura 2C). Por otro lado, ni en la corteza frontal ni en el cerebelo
hubo depdsito de la proteina en las ovejas clinicas (Figura 2D). Fueron la
corteza frontal y corteza parietal aquellas areas en las que se encontré un
menor depdsito de YKL-40. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los depdsitos de YKL-40 encontrados en ganglios basales,
hipocampo y talamo entre ovejas clinicas y negativas (*p<0,05). Ademas,
también hubo diferencias significativas en los ganglios basales e hipocampo

entre las ovejas preclinicas y negativas (*p<0,05) (Figura 2A).
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Figura 2. Andlisis de acumulacion de YKL-40 en el encéfalo de ovejas clinicas,
preclinicas y negativas. A) Comparaciéon del depdsito de YKL-40 en 3 ovejas
clinicas, 3 ovejas preclinicas y 3 ovejas negativas, mediante valoracion
semicuantitativa, siguiendo una puntuacion del 0 (ausencia de depdsito) al 5
(depdsito muy intenso) en 8 areas distintas del encéfalo: corteza frontal (CF),

ganglios basales (GB), corteza parietal (CP), hipocampo (Hc), tdlamo (Tal),
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cerebelo (Cblo), dbex (Ob), y médula espinal cervical (MEC). Se observaron
diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio en 3 areas
diferentes: ganglios basales, hipocampo y talamo (* p<0,05; test ANOVA de
dos factores con test de comparaciones multiples Tukey). Los mayores
depdsitos de YKL-40 se encontraron en ganglios basales y médula espinal
cervical de ovejas clinicas y en el 6bex tanto de ovejas clinicas como
preclinicas. B) Representacion del depdsito de YKL-40 para el grupo de ovejas
negativas. C) Representacion del depdsito de YKL-40 para el grupo de ovejas
preclinicas. D) Representacion del depdsito de YKL-40 para el grupo de

ovejas clinicas.

En algunas areas cerebrales se observa un aumento del depdsito vy
acumulacion de YKL-40 en el grupo de ovejas clinicas respecto a las
negativas. Esto sugiere que puede existir una asociacién entre la cantidad de
proteina depositada con la progresion de la enfermedad. De manera similar,
se ha observado en un estudio con modelos murinos de scrapie un incremento
de los niveles de RNAmM YKL-40 en el cerebro de animales infectados en las
fases preclinicas y clinicas de la enfermedad [73], lo que concuerda con los
resultados obtenidos. En otro estudio sobre la esclerosis lateral amiotrofica,
se observd también un incremento en los niveles de YKL-40 en aquellos
pacientes que padecian dicha enfermedad al compararse con los controles
sanos [66]. Existen estudios en los que se observé un aumento de los niveles
de YKL-40 en el LCR de pacientes afectados por enfermedades
neurodegenerativas como ECle, IFF y Alzheimer. En uno de dichos estudios
[73] detectaron depodsitos de YKL-40 en el tdlamo solo en el estadio preclinico
de la enfermedad, mientras que en el estudio presente solo se encontraron
niveles de YKL-40 en esta area cerebral en la etapa clinica. Esto puede estar
relacionado con la hipétesis de que las areas en las que ocurre el depdsito
dependen de la enfermedad que se esté estudiando ya que, se ha observado
una sobreexpresidén de YKL-40 en el cerebelo de ratones infectados con ECle
mientras que en modelos murinos de Alzheimer no se detecta esta proteina
en el cerebelo [73]. Por otro lado, las areas en las que se observa depdsito o
acumulacion de YKL-40 en las fases preclinicas o en ovejas negativas pero
que luego se encuentran ausentes en el estado clinico de la enfermedad,

como la corteza frontal, hipocampo, ganglios basales y cerebelo, pueden



25

deberse a la subsiguiente neurodegeneracion y a su desplazamiento vy

presencia en el LCR.

4.4. Deposito y acumulacion de al-Antiquimotripsina en las distintas areas del

encéfalo

La al-antiquimotripsina (ACT) es una proteina que se encuentra relacionada
con la respuesta inflamatoria y, ademas se localiza en las placas de amiloide
presentes en pacientes de Alzheimer [74]. No se tiene clara aun la relacion
que puede haber entre el scrapie y la presencia de ACT debido a la falta de
estudios al respecto, pero si que se ha observado en algunas investigaciones
el aumento de esta proteina en el suero de pacientes con demencia senil del

tipo Alzheimer conforme va avanzando la enfermedad [75].

Tras realizar la inmunotincion se observd un marcaje intranuclear,
fundamentalmente localizado en células gliales. La tincion es mucho mas
intensa de manera generalizada en todas las areas encefalicas del grupo de

ovejas negativas en comparacion a las infectadas. (Figura 3).

Clinicas Preclinicas Negativas

Corteza frontal

Ganglios basales
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Obex Téalamo Hipocampo

Médula Espinal
Cervical

Figura 3. Imagenes representativas de los depdsitos y acumulaciéon de ACT
en la corteza frontal, ganglios basales, hipocampo, tdlamo, 6bex y médula
espinal cervical de ovejas infectadas por scrapie (clinicas y preclinicas) y

ovejas sanas.

Las areas que se valoraron con un mayor depodsito y acumulacién de ACT
fueron la corteza frontal, ganglios basales, hipocampo y tadlamo de ovejas
negativas (Figura 4B). Por otro lado, la corteza parietal y médula espinal
cervical presentan la valoracion mas baja en ovejas clinicas y ésta segunda

area también en el grupo de ovejas preclinicas (Figura 4C). En general, se
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observa que es el grupo de ovejas negativas el que presenta una mayor
acumulacion de ACT en casi todas las muestras analizadas y, que conforme
avanza la enfermedad, dichos depdsitos disminuyen encontrandose una

menor acumulacién en el grupo de ovejas clinicas (Figura 4D).
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Figura 4. Andlisis de acumulacion de ACT en el encéfalo de ovejas clinicas,

preclinicas y negativas. A) Comparacion del depdsito de YKL-40 en 3 ovejas
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clinicas, 3 ovejas preclinicas y 3 ovejas negativas, mediante valoracion
semicuantitativa, siguiendo una puntuacion del 0 (ausencia de depdsito) al 5
(depdsito muy intenso) en 8 areas distintas del encéfalo: corteza frontal (CF),
ganglios basales (GB), corteza parietal (CP), hipocampo (Hc), tdlamo (Tal),
cerebelo (Cblo), ébex (Ob), y médula espinal cervical (MEC). Se observaron
diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio en 5 areas
diferentes: corteza frontal, ganglios basales, hipocampo, tdlamo y débex(*
p<0,05; test ANOVA de dos factores con test de comparaciones multiples
Tukey). Los mayores depdsitos de YKL-40 se encontraron en ganglios basales
y médula espinal cervical de ovejas clinicas y en el ébex tanto de ovejas
clinicas como preclinicas. B) Representacion del depédsito de ACT para el
grupo de ovejas negativas. C) Representacion del depdsito de ACT para el
grupo de ovejas preclinicas. D) Representacion del depdsito de ACT para el

grupo de ovejas clinicas.

Hasta la fecha no existen investigaciones que relacionen de manera directa
la ACT vy el scrapie, la mayoria de los estudios se han realizado enfocadas en
otras enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o la ECJe. Este
biomarcador se suele localizar en los depdsitos de placas amiloides que se
encuentran en pacientes con Alzheimer, enfermedad que también se
encuentra asociada con una respuesta neuroinflamatoria. Es por esto por lo
gue existen numerosas investigaciones en las que se relacionan los niveles
de ACT tanto en el LCR [75, 76] como en suero [77,78] de pacientes con
Alzheimer. En un estudio mas reciente en la que se corroboré que los
pacientes con Alzheimer tienen unos niveles mas elevados de ACT en el LCR
se llegé también a la conclusiéon de que el uso de este biomarcador podria
tener mayor utilidad en el monitoreo del avance de la enfermedad mas que
en su uso como método diagndstico [79]. También se ha investigado sobre
esta proteina en otros fluidos corporales. En un estudio realizado en 2008
donde analizaron la orina de pacientes que sufrian ECJe observaron que los
niveles de ACT aumentaban conforme avanzaba la enfermedad. El estudio de
técnicas que permitan diagnosticar la enfermedad a partir de este tipo de
fluidos bioldgicos permitiria el desarrollo de métodos diagndsticos menos

invasivos e incluso mas sensibles [72].
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Todos los resultados mencionados pueden explicar los obtenidos en el
presente estudio ya que los mayores depdsitos de ACT en el encéfalo se
encuentran en el grupo de ovejas negativas y conforme avanza la enfermedad
los niveles son menores, ya que a medida que se produce la
neurodegeneracion, la proteina al LCR, encontrando los valores mas bajos en

las muestras encefélicas de ovejas clinicas.
4.1. Depdsito y acumulacidn de PrP* en las distintas areas del encéfalo

Con la finalidad de evaluar la acumulacién y el depdsito de PrPS¢ en distintas
areas del encéfalo de ovejas clinicas, preclinicas y negativas y determinar si
existen diferencias significativas entre ellos, se llevd a cabo un anélisis

estadistico tras realizar una valoracién semicuantitativa (Figura 5A).

No se observd ningun tipo de depdsito o acumulacion en el grupo de ovejas
negativas (Figura 5B). En cuanto a la distribucién de la PrP>¢ en el encéfalo
de las ovejas infectadas (tanto clinicas como preclinicas) es el 6bex el area
que presenta un depdsito mas intenso en comparacion al resto en el que las
valoraciones fueron muy bajas (Figura 5C). En las ovejas clinicas también se

observaron depdsitos abundantes de PrP>¢ en el tdlamo (Figura 5D).

Como se ha mencionado anteriormente, el depdsito y acumulacién de la
proteina patoldgica es el mecanismo patogénico principal de las
enfermedades pridnicas. En las ovejas estudiadas las areas encefalicas que
presentan una mayor acumulacion de PrPS¢ son el ébex y el talamo (Figura
5A). Existen estudios donde se ha analizado el depdsito en el cerebelo
llegando a la conclusién que los elevados niveles de la proteina patoldgica en
esta region se deben a la accion de las células gliales y al desarrollo de la
neuroinflamacion [68]. Estas variaciones estan condicionadas y justificadas
con las diferentes cepas pridnicas, razas y genotipos de los animales en los
que se analizan las muestras, ya que la susceptibilidad es distinta y

condiciona dichos resultados [67, 82].
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Figura 5 Andlisis de acumulacién de PrPS¢ en el encéfalo de ovejas clinicas,

preclinicas y negativas. A) Comparacion del depdsito de PrPS¢ en 3 ovejas
clinicas, 3 ovejas preclinicas y 3 ovejas negativas, mediante valoracion
semicuantitativa, siguiendo una puntuacion del 0 (ausencia de depdsito) al 5
(depdsito muy intenso) en 8 areas distintas del encéfalo: corteza frontal (CF),

ganglios basales (GB), corteza parietal (CP), hipocampo (Hc), tadlamo (Tal),
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cerebelo (Cblo), débex (Ob), y médula espinal cervical (MEC). B)
Representacion del depdsito de PrPS¢ para el grupo de ovejas negativas. C)
Representacion del deposito de PrPS¢ para el grupo de ovejas preclinicas. D)

Representacion del depdsito de PrPS¢ para el grupo de ovejas clinicas.

Si se comparan las areas en las que ha habido una mayor acumulacion de
YKL-40 y ACT con aquellas en las cuales se ha encontrado un depdsito mas
elevado de PrP>¢, no se observa ningun patrén o coincidencia que destaque.
Es cierto que hay un depdsito generalizado de PrPS¢, asi como de ambos
biomarcadores en las zonas de corteza parietal, ganglios basales, hipocampo,
talamo y ébex, pero no se ven similitudes a nivel de intensidad del depdsito.
El dbex es la Unica area en la que se observa una intensa acumulacién tanto
para la PrP5¢ como ambos marcadores, siendo un poco menos intenso en el
caso de ACT.

4.2. Vacuolizacion presente en las distintas areas del encéfalo

La vacuolizacién es un proceso caracteristico de las encefalopatias
espongiformes que le proporciona al tejido nervioso un aspecto
espongiforme. Ademas, la vacuolizacién es un proceso que comienza al final
de la fase preclinica y se desarrolla durante el estado clinico de la enfermedad
[68, 67]. Para hacer posible la deteccidn y el analisis de dicho proceso en las
muestras de ovejas se llevd a cabo la tincion de hematoxilina-eosina ya que
permite colorear los nucleos y citoplasma de las células y permite detectar

asi facilmente la vacuolizacion.

Del mismo modo que ha ocurrido en la determinacion de depdsito vy
acumulacion de PrP>¢, no se ha observado ningun tipo de vacuolizacién en el
grupo de ovejas negativas (Figura 6B). En cuanto al grupo de ovejas
preclinicas se observé una mayor vacuolizacién en el ébex y, de manera
similar también en el mesencéfalo, talamo, ganglios basales y corteza parietal
(Figura 6C). Aunque los niveles fueron parecidos entre el grupo clinico y
preclinico (Figura 6A), éste primero siempre presentaba unos valores mas

elevados siendo el 6bex el area cuya valoracion fue la mas alta (Figura 6D).
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Figura 6. Analisis de la vacuolizacion presente en el encéfalo de ovejas
clinicas, preclinicas y negativas. A) Comparacion del depdsito de PrP>c en 3
ovejas clinicas, 3 ovejas preclinicas y 3 ovejas negativas, mediante valoracion
semicuantitativa, siguiendo una puntuacion del 0 (ausencia de depdsito) al 5
(depdsito muy intenso) en 8 areas distintas del encéfalo: corteza frontal (CF),
ganglios basales (GB), corteza parietal (CP), hipocampo (Hc), tadlamo (Tal),
cerebelo (Cblo), débex (Ob), y médula espinal cervical (MEC). B)

Representacion de la vacuolizacidon para el grupo de ovejas negativas. C)
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Representacion de la vacuolizacién para el grupo de ovejas preclinicas. D)

Representacion de la vacuolizacion para el grupo de ovejas clinicas.

De nuevo, no se encuentra ningun tipo de patréon a primera vista si se
compara la vacuolizacion observada en las distintas areas del encéfalo y los
niveles de YKL-40 y ACT detectados. No obstante, si se comparan los
resultados obtenidos para la vacuolizacidn de ovejas clinicas con la valoracién
en el depdsito de ACT en el grupo de ovejas negativas (que es el grupo donde
se ha visto un mayor depdsito para este biomarcador), a excepcion del
hipocampo, el resto de las dreas comparten una distribucién e intensidad
similar. Este patréon encontrado podria ser de utilidad para facilitar el
diagndstico del scrapie, asi como su comprension y, ademas ser una posible

futura via de investigacion.
4.5. Futuras vias de investigacion en un marco One Health

Como se ha podido observar a lo largo de este estudio, existe una estrecha
relacién en cuanto a la patogenia entre las enfermedades pridnicas que se
dan en humanos y las que padecen los animales. La principal caracteristica
es la presencia de la PrP¢ con su posterior transformacién en la isoforma

patolégica, acompafiada de la reaccién de neuroinflamacién.

El estudio en modelos animales sobre el scrapie o las encefalopatias
espongiformes pueden ayudar a entender mejor las enfermedades
neurodegenerativas humanas como el Alzheimer o el Parkinson. Se ha
mencionado en cuanto a la ACT la falta de estudios en el scrapie, pero
destacan las investigaciones que se han llevado a cabo en distintos fluidos
humanos y esta es una de las futuras vias de investigacion que se puede
tener en cuenta. Asi pues, este representa un estudio piloto en muestras de
encéfalo que deberia ser complementado con la determinacién de YKL-40 vy
ACT en fluidos, como el LCR, de ovejas en distintos estadios de la enfermedad

con el fin de conocer su valor diagnéstico.

Este estudio ha servido para poner a punto la prueba inmunohistoquimica de
dos biomarcadores como son YKL-40 y ACT al observarse depdsitos en
distintas areas del encéfalo de ovejas clinicas, preclinicas y negativas.

También se ha conseguido representar graficamente aquellas areas donde se
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produce una mayor o menor intensidad de la acumulacién de estos
marcadores, algo que hasta la fecha no se habia realizado en ovino con
scrapie. Esto a su vez, puede sentar las bases para seguir por esta via en la
bisqueda de nuevos biomarcadores que faciliten la deteccion de
enfermedades pridnicas como puede ser el scrapie y, ademas de un modo no

tan invasivo.

5. CONCLUSIONES

Partiendo del andlisis de los resultados obtenidos a lo largo de los distintos
experimentos realizados en este TFM, es posible extraer las siguientes

conclusiones:

e La puesta a punto de los protocolos para aplicar la técnica
inmunohistoquimica para los marcadores YKL-40 y ACT ha sido
favorable, ya que se ha logrado la deteccién de ambas proteinas en

encéfalos ovinos y se ha podido realizar su valoracién semicuantitativa

e Se ha corroborado la similitud entre la patogenia del scrapie con la de
otras enfermedades neurodegenerativas humanas mencionadas como
pueden ser el Alzheimer o Parkinson al encontrar semejanzas en los
resultados obtenidos sobre los depdsitos de las distintas proteinas y en

el encéfalo.

e Es importante continuar con esta via de investigacion y realizar mas
estudios sobre la distribucién de estos biomarcadores utilizando un
mayor numero de muestras. Asimismo, es necesario continuar este
estudio determinando estos marcadores en biofluidos de ovejas en

distintos estadios clinicos.
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