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RESUMEN

El scrapie es una Encefalopatia Espongiforme Transmisible (EET) que afecta
al ganado ovino. Las EET estan causadas por una isoforma anétmala (PrPsc)
de una proteina celular normal (PrPc) llamada prion. La acumulacion de la
proteina prionica en el sistema nervioso central (SNC) es el sello de las EET.
En el scrapie la PrPsc también puede acumularse en otros 6rganos, como
los del sistema linfoide y el sistema nervioso periférico. El objetivo principal
del presente trabajo es el estudio de la participacion del ganglio del
trigémino (GT) en la evolucion de la enfermedad de scrapie. Para el estudio
se analizaron muestras de médula oblongada, ganglio retrofaringeo y GT
procedentes de 14 ovejas infectadas de forma natural con scrapie. Las
muestras se fijaron en formol y se procesaron para el examen
histopatol6gico e inmunohistoquimico. En todos los animales se detectd la
presencia de la PrPsc en todas las muestras analizadas. En el GT, la PrPsc
se acumul6 en las neuronas ganglionares (principalmente en las grandes de
tipo A) y en las células satélites, pero en ningln caso se observd en las
fibras nerviosas ni en el tejido conectivo del ganglio. Asimismo, se observo
una vacuolizacion intraneuronal en 4 de las 14 muestras del GT. Los
resultados del presente trabajo sugieren que en los animales afectados de
scrapie la PrPsc se disemina desde el SNC hacia el ganglio del GT, con
independencia del grado de diseminacion de esta proteina en el sistema
linfoide.

PALABRAS CLAVE

Encefalopatias espongiformes transmisibles (EET), pridon, scrapie, sistema
nervioso periférico, ganglio trigémino, ganglio retrofaringeo.

ABSTRACT

The scrapie is a transmissible spongiform encephalopathy (TSE) that affects
sheep and goat cattle. The TSE is caused by an abnormal isoform of a
normal cell protein (PrPc) named prion. The accumulation of the prionic
protein in the central nervous system (CNS) is the main trait of TSE.
In the scrapie’s case, the PrPsc can also form deposits in other organs aside
of the CNS, like the lymphoid system and the peripheral nervous system. The
goal of this paper is the study of the trigeminal ganglion (TG) participation
in the illness’evolution. In orden to pursue the study, we proceeded to do a
systematic analysis of tissue samples from obex, retropharyngeal lymph
node and TG from 14 naturally infected sheep. The samples were fixed in
formol and processed for histological and immunohistochemical study. In all
animals the PrPsc was detected in the samples. In the TG the PrPsc formed
deposits in ganglion neurons (specially in type A) and in a satellite cells, but
was never indentified in the nerve’s fibres neither the lymph’s connective
tissue. Also, an intraneuronal vacuolization was observed in 4 of the 14
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samples of the TG. The results of the present paper suggest that animals
affected by the scrapie disease, the PrPsc spreads from the CNS to the TG,
with no correlation of the spreading stage of this protein in the rest of the
lymphoid system.

KEYWORDS

Transmissible spongiform encephalopathy (TSE), prion, scrapie, peripheral
nervous system, trigeminal ganglion, retropharyngeal lymph node.



INTRODUCCION

ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES TRANSMISIBLES

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET) son un grupo de
enfermedades neurodegenerativas que afectan tanto al hombre como a
diversas especies animales. Este grupo de enfermedades estan causadas
por un agente patdbgeno transmisible llamado pridon.

1. Pribn: Proteinaceous infectious particles

El prion fue descubierto por el profesor de Neurologia y Bioguimica de la
Universidad de California Stanley B. Prusiner, razobn por la que obtuvo el
premio Nobel de Medicina en 1997. El prion es una isoforma an6mala
(PrPres) de una proteina celular normal denominada PrP celular (PrPc). La
proteina andtmala produce cambios en la conformacion de la PrPc
modificandola, perdiendo ésta su funcion habitual y transformandola en una
proteina patoldgica e infectiva que produce nuevas moléculas de PrPres. La
PrPres también se denomina PrPsc debido a que los primeros estudios se
hicieron sobre la enfermedad ovina de Scrapie [1].

La PrPc y la PrPres tienen una conformacion tridimensional diferente. Como
podemos observar en la imagen (Figura 1) la PrPc tiene una conformacion
tridimensional con un 40% de estructura de hélice alfa (aminoacidos del 23
al 121) y un 3% de hoja plegada beta (aminoacidos del 121 al 230).Ademas
la zona plegada consta de 3 hélices enroscadas en forma de tirabuzdn
unidas (verde) y una pequefia hoja plegable (azul). La PrPsc tiene un 30%
de hélice alfa y un 40 % de hoja plegada beta. Posee dos hélices
enroscadas (verde) y tres hojas plegables (azul). Estas diferencias en la
conformacion le confieren a la PrPsc unas propiedades diferentes: presenta
una gran resistencia a la inactivacion con luz ultravioleta, a la radiacion
ionizante, a desinfectantes quimicos y a tratamientos térmicos [2].

Asimismo, a diferencia de la PrPc, la PrPres Unicamente es parcialmente
digerida por proteasas (proteinasa K) dando lugar a un fragmento
denominado PrP27-30, porgue su tamafo es de 27-30 kD [3].



NORMAL INFECTIVA

Figura 1: Estructura tridimensional de la proteina priénica, PrPc vs PrPsc.
Adaptado de: Registro Nacional de Encefalopatias Espongiformes Transmisibles Humanas (RNEETH)
[4].

Ambas proteinas tienen la misma secuencia de aminoacidos,
aproximadamente 250 [2,3, 5, 6,7]. El gen que codifica para esta proteina
llamado PRNP (16.000-22.000 bases), se ha identificado en un gran numero
de especies de mamiferos y esta situado en el cromosoma 20, compuesto
por 1 introbn de 10 kb separando dos o tres exones dependiendo la especie
(uno de los cuales no se traduce) y una region codificante llamada ORF.

La PrPc en su mayor cantidad se encuentra situada en el sistema nervioso
central (SNC), aunque también se puede encontrar en mucha menor
cantidad en otros drganos como el corazon, y musculo esquelético, es decir,
en tejido no nervioso [3].

2. Clasificacion de las EET

Como hemos citado anteriormente, las EET pueden afectar tanto al hombre
como a diferentes especies animales. Existen aproximadamente nueve tipos
de EET humanas y siete tipos de EET animales, segln la especie de animal
afectada [3].

Las EET pueden clasificarse en tres categorias en funcibn de su origen:
esporadicas, hereditarias e infecciosas/adquiridas (Tabla 1) [3,8].
— Las EET esporadicas se producen por la conversion espontanea de la
PrPc en PrPres, por causas desconocidas. En el hombre, las EET
esporadicas son las mas frecuentes.
En este grupo se encuentran la enfermedad de Cruetzfeldt—-Jacob
esporadica (eECJ) que supone el 85% de todas las EET humanas. La
eECJ es una enfermedad poco frecuente (se dan aproximadamente 1-2
casos por millon de habitantes y afio) y esta distribuida por todo el mundo.
La eECJ presenta un periodo largo de incubacion, una evolucion
subaguda y muy mal pronoéstico; se caracteriza por mioclonias,
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demencias, signos piramidales, extrapiramidales y atavicos, trastornos
oculomotores, visuales y de la motoneurona inferior [5,10].

— Las EET hereditarias estan asociadas a mutaciones en el gen PRNP que
codifica para la proteina del prion. Aproximadamente un 10-15% de las
EET humanas son hereditarias. En este grupo se encuentra el sindrome
de Gerstmann-Straussler—Scheinker (GSS) y el insomnio familiar fatal (IFF)
[4].

— Las EET infecciosas o adquiridas son aquellas que se producen por
consumo de alimentos o sustancias contaminadas por el prion y aguellas
de origen vyatrogénico (operaciones quirlrgicas, transfusiones,
trasplantes). En este grupo se incluyen algunas EET humanas, como la
variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (VECJ) y el kuru, y las
EET animales, como la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y el
scrapie ovino y caprino [3].

Debido a su importancia por la transmisiobn a los seres humanos,
explicaremos brevemente la EEB y la VECJ antes de centrarnos en el Scrapie.

La EEB es una EET que afecta al ganado bovino. Fue descrita por primera
vez en 1986 en Reino Unido y dio lugar en este pais a una epidemia durante
el periodo 1989-92 en la que unas 200.000 vacas (principalmente lecheras
adultas) murieron por la enfermedad y otras 4.500.000 asintomaticas fueron
sacrificadas como medida de prevencion epidemiol6gica. La enfermedad
sobrepas® los |imites geograficos del Reino Unido, se extendid por
diferentes paises de Europa y se convirti6 en una enfermedad a nivel
mundial, aungue no alcanz6 en ningun otro pais el grado de epidemia.
Durante la epidemia los estudios epidemiolbdgicos determinaron que la
enfermedad se transmitia entre los bovinos por la alimentacion con
desechos animales procesados de bovinos u ovinos infectados con priones
(alimentacion del ganado vacuno con suplementos nutricionales a base de
harinas obtenidas de desechos de carne y huesos de reses muertas y de
otros animales de cria), ya que el prion es resistente a los procedimientos
comerciales de desactivacion.

La EEB, al igual que todas las EET, tiene un periodo de incubacion largo y
una sintomatologia muy grave y de muy mal prondstico. Las
manifestaciones clinicas suelen aparecer entre los 5 0 6 aflos de edad y se
caracteriza por cambios en la postura y conducta del animal, trastornos de
sensibilidad y de la coordinacion. La lesidbn caracteristica de la EBB es la
vacuolizacion del pericarion neuronal y del neuropilo, localizada
principalmente en la médula oblongada (MO).



TABLA 1: Clasificacion de las EET.

EET animales
Enfermedad Huésped Etiologia Afo de Descripcion
Scrapie Oveja. Cabra Infeccion por priones de origen desconocido 1732
ETV Vison Infeccidn por priones de ovejas o ganado 1947
ECC Cérvido Infeccion por priones de origen desconocido 1967
EEB Ganado Infeccidn por priones de origen desconocido 1986
EUE Nyala. Kudu Infeccion por priones de origen EEB 1986
EEF Gato Infeccion por priones de origen EEB 1990
NHP Lémur Infeccion por priones de origen EEB 1996
EET humanas
Enfermedad Huésped Etiologia Afio de Descripcion
Kuru Humano Infeccidn por rituales de canibalismo 1900
SEC) Humano Conversidn espontanea o mutacidén somatica de PrPc a 1920
PrPsc
fEC) Humano Mutacion en PRNP 1924
GSS Humano Mutacion en PRNP 1936
iEC) Humano Infeccion por priones de cadaveres humanos mediante 1974
injertos corneales, hGH o duramadre
IFL Humano Haplotipo PRNP 178N-129M 1986
vEC) Humano Infeccion por priones de origen BSE 1996
sIFF Humano Conversién espontdnea o mutacién somdtica de PrPc a 1999
PrPsc
VPSPr Humano Conversidn espontdnea o mutacion somatica de PrPc a 2008
PrPsc

ETV ( Encefalopatia transmisible del visén), ECC (enfermedad crénica caquectizante), EEB (encefalopatia espongiforme bovina), EUE (encefalopatia espongiforme de ungulados
exoticos), EEF (encefalopatia espongiforme felina), NHP (encefalopatia espongiforme transmisible en primates no humanos ), eECJ (enfermedad esporadica de Cruetzfeldt-Jacob), fECJ
(enfermedad de Cruetzfeldt-Jacob familiar), iEC) (enfermedad de Cruetzfeldt-Jacob iatrogénica), VECJ (variante de la enfermedad de Cruetzfeldt-Jacob), GSS (sindrome de de
Gerstmann-Straussler-Scheinker), IFF (insomnio familiar fatal), elFl (insomnio familiar fatal esporadico), VPSPr (variante sensible de la proteasa pridnica). REF [1]



La transmision de esta enfermedad a los seres humanos origind la
enfermedad actualmente conocida como variante de la Enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob [10, 11,12]. La vECJ fue descrita en 1996 y rapidamente
se asoci6 al consumo de alimentos con priones bovinos. Esta enfermedad
es la expresion de la EEB en humanos donde se produjo un “salto de la
barrera inter—especie”. Se denomind variante de la ECJ porque presentaba
sintomas y neuropatologia algo diferentes a la ECJ esporéadica. Es una
enfermedad de inicio insidioso y de rapida evolucidon una vez aparecidos los
primeros sintomas. Predomina en pacientes jovenes y se caracteriza por
cambios de conducta y ataxia. En Espafia el control de esta enfermedad se
inicia en 1995 y fue regulada en 2001 por el Centro Nacional de
Epidemiologia integrandose en la Red de Vigilancia Epidemiologica.

SCRAPIE
1. Historia

El scrapie ovino y caprino es la primera EET conocida y se ha utilizado
frecuentemente como modelo de este grupo de enfermedades. La
enfermedad fue descrita por primera vez en 1732 en Gran Bretafla y
posteriormente en otros paises de Europa occidental.

En 1936, diversas observaciones llevaron a los veterinarios franceses Cuillé
y Chelle a concluir que el scrapie era una enfermedad infecciosa e
inoculable, con un largo periodo de incubacidn y causada por un virus del
SNC. Posteriormente, Pattinson (1965) demostrd que el agente causal del
scrapie era resistente a agentes fisicos que solian inactivar los virus, como
las altas temperaturas y el formaldehido, reconociendo la naturaleza atipica
del patébgeno y dando origen a una gran diversidad de hipotesis con el fin
de explicar sus caracteristicas y poniendo en duda la existencia de un acido
nucleico especifico del patbgeno. Finalmente, en 1982 Prusiner propuso la
hipotesis del pribn como una particula proteica originaria del scrapie [1, 3,
10].

2. Resistencia genética

El gen PRNP ovino localizado en el cromosoma 13, esta formado por 20.000
pb y codifica una proteina de 256 aminoacidos. Diversos poliformismos del
gen PRNP ovino se han asociados con la susceptibilidad o resistencia al
scrapie. El gen ancestral codifica los aminoacidos alanina (A), arginina (R)
y glutamina (Q) en los codones 136, 154 y 171 (haplotipo ARQ). Los
polimorfismos en los codones 136 (sustitucion de A por valina (V)), 154 (R
por histidina (H)) y 171 (sustitucion de Q por R o H) son los mas frecuentes.
Esta variabilidad da lugar a cinco haplotipos (ARQ, VRQ, AHQ, ARR y ARH)
que se combinan entre si para dar 15 genotipos. Estos genotipos se pueden
clasificar en cinco grupos (R1- R5) de acuerdo con la susceptibilidad que
confieren a la enfermedad [1,3, 15] (Tabla 2).



TABLA 2: Clasificacion de los grupos de riesgo de susceptibilidad genética
al Scrapie.

Genotipo Categoria de Riesgo
ARR/ARR RIESGO 1

ARR/AHQ RIESGO 2
AHQ/AHQ
ARR/ARQ
Resistencia ARR/ARH RIESGO 3 Susceptibilidad
Genética ARQ/AHQ Geneética
AHQ/ARH
ARH/ARH
ARQ/ARH
ARQ/ARQ RIESGO 4
ARR/VRQ
AHQ/VRQ
ARQ/VRQ -
ARH/VRQ RIESGO 5
VRQ/VRQ

Clasificacion de los cinco grupos de riesgo (Riesgo 1-5) segun la susceptibilidad en funcion de los
diferentes tipos de genotipos. Representando con una flecha ascendente el nivel de resistencia
genética y con una descendente la susceptibilidad a la enfermedad.

El haplotipo ARR confiere resistencia frente a la enfermad mientras que el
VRQ es el mas susceptible, por lo tanto, los genotipos VRQ / VRQ, VRQ /
ARQ, VRQ / ARH y VRQ / AHQ (riesgo 5), son los mas propensos a
desarrollar la enfermedad. El haplotipo ARQ, el mas comun en las razas
ovinas espafolas, tienen una susceptibilidad media al Scrapie [1, 3].

Recientes estudios han demostrado la existencia de un Scrapie llamado
“atipico”, con caracteristicas diferentes a las citadas anteriormente (clinica,
genética, patogenia) como consecuencia de aparicibn de nuevas cepas
diferentes a las ya conocidas [3].

3. Patogenia

La principal via de entrada del pribn es la digestiva, a través de la ingesta
de alimentos o sustancias contaminadas. Los estudios han demostrado que
el pribn se asocia al sistema nervioso entérico y al tejido linfoide intestinal
(GALT), concretamente a la zona del ilebn y del yeyuno caudal, situandose
en las placas de Peyer, donde se pone en contacto con las células
foliculares dendriticas (CFD) para acumularse vy replicarse. Actualmente no
se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales los priones del
intestino pasan a invadir el SNC. Diversos estudios han revelado que los
priones tienen dos vias de diseminacion hacia el SNC (neuro—invasion):
- Una via directa a través del sistema nervioso periférico (SNP). En esta
via, se han demostrado dos circuitos de neuroinvasion de los priones: el
circuito del nervio esplacnico (el complejo mesentérico—ganglio celiaco,
nlacleo intermediolateral de la sustancia gris de la médula espinal toracica
y ganglios de la raiz dorsal) y el circuito del nervio vago (nucleo motor
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dorsal del vago, nucleo del tracto solitario y ganglios nodosos). Asi, la
propagacion al SNC se produce en direccion ascendente (centrifuga) a
lo largo de las fibras nerviosas del nervio vago y los nervios esplacnicos
inervando respectivamente el nucleo dorsal motor del nervio vago vy la
sustancia gris de la médula espinal toracica (Figura 2).

- Una via indirecta formada por el sistema linforreticular (SLR) junto al
SNP. En este caso, el pribn pasa desde las placas de Peyer a los ganglios
linfaticos mesentéricos y posteriormente a otros &organos linfoides
incluyendo al bazo y los ganglios linfaticos submaxilares y retrofaringeos
[2,3,7,8, 10,16, 17].

Una vez en el SNC, a nivel de la médula espinal toracica y la MO del SNC,
la infeccion se puede propagar por la sustancia gris de la médula espinal y
el encéfalo en todas las direcciones.

Circuito del nervio Circuito del nervio Vago
Esplanico

Médula espinal Médula Oblongada

Tordcica

CMGC
Parasimpatico
Direccion de la Slmpa‘tllclu
propagacion Sensoria
inicial Interneurona

Plexo mientérico
Plexo submucosa

Sistema Nervioso Entérico

Figura 2: Representacién de los dos circuitos de infeccioén de los priones.

CMGC (complejo mesentérico—ganglio celiaco), DMNV, (nucleo dorsal motor del nervio vago),
DRG( ganglio de la raiz dorsal), IML (columna o nucleo intermediolateral), NG (ganglio nodoso) ,SN
(ntcleo del tracto solitario). Representacion de los dos circuitos, el circuito del nervio esplacnico y
el circuito del nervio vago del SNP. Tomando como origen el sistema nervioso entérico, el prion
accede al SNC por las fibras simpaticas hacia la médula espinal toracica y por las fibras
parasimpaticas hacia la medula oblongada [12].



4. Lesiones

Las lesiones de las EET son siempre microscopicas y solo se han descrito
en el SNC. La lesion caracteristica es la vacuolizacion del neuropilo de la
sustancia gris (cambio espongiforme) y del pericarion neuronal (una unica
vacuola o multiples, bien delimitadas, que pueden dilatar el soma neuronal).

Figura 3: Tincién HyE de la médula oblongada. Vacuolizacion del neuropilo del ntcleo dorsal del vago
de una oveja afectada por scrapie.

En el scrapie, el cambio espongiforme se inicia (y es mas intenso) en la MO,
concretamente en el nucleo dorsal del vago, el tracto solitario, el nucleo del
hipogloso, la formacion reticular y el tracto espinal del trigémino. Otras
localizaciones que frecuentemente se ven afectadas son la médula espinal,
el cerebelo, en la el mesencéfalo, ciertos nucleos del talamo y el nucleo
accumbens del area frontal. En los casos avanzados de la enfermedad, los
cambios espongiformes se pueden detectar en practicamente todas las
areas del SNC. Otras lesiones que se pueden observar en el scrapie son
degeneracion y pérdida neuronal, astrocitosis (en las zonas en las que se
observa la vacuolizacion) y amiloidosis [7, 16].

5. Clinica

La sintomatologia del scrapie se presenta en animales adultos de 2 a 5 afios
de edad. Los sintomas dependen de la regidbn cerebral afectada.
Generalmente se inicia con cambios en el comportamiento. Otros signos
gue se pueden observar cuando la enfermedad progresa son la pérdida de
coordinacion (ataxia cerebelar), un rascado violento, la excesiva ingesta de
liquido (polidipsia), la pérdida de vision, pérdida de peso e irregularidades
en el movimiento junto a temblores (tremor) y convulsiones. La enfermedad
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tiene un desarrollo lento, las ovejas pueden vivir entre 1 y 6 meses tras la
aparicion de los primeros sintomas clinicos pero la muerte es inevitable [1,
3, 10].

6. Diagnostico

El diagndstico del scrapie se basa en el examen histopatoldégico de SNC,
para la observacion de las lesiones caracteristicas asociadas a la
enfermedad, y en la deteccidon de la proteina patoldgica PrPsc, mediante
diversas técnicas como la inmunohistoquimica (IHQ).

En cuanto la histopatologia, el diagnostico positivo se basa en la
observacion de la vacuolizacidon del pericarion neuronal y del neuropilo de
la sustancia gris en nucleos diana (cambio espongiforme, con una
distribucion generalmente simétrica y bilateral). El diagnostico negativo se
basa en la ausencia de vacuolizacion en nudcleos diana aunque pueden
existir diagnoésticos errbneos o no concluyentes cuando el material no
presenta las condiciones adecuadas (autolisis, congelacion y vacuolizacion
insuficiente del neuropilo de las neuronas).

La técnica IHQ para la deteccién de la PrPsc se basa en la deteccion de la
PrP en cortes histolégicos mediante la utilizacion de anticuerpos frente a la
proteina patoldgica. Esta técnica permite observar su localizacion
topografica, el tipo de depdsito y su relacidon con las lesiones histologicas.
El diagn6stico positivo se basa en la observacion de los cumulos de
laproteina siguiendo un patron caracteristico de inmunotincion. En el SNC
se han descrito los siguientes patrones de inmunotincidn: intraneuronal,
perineuronal, axonal, tincion del neuropilo, glial, perivascular, subependimal
y placas de amiloide.

En el scrapie, se pude detectar la PrPsc en diversos tejidos, principalmente
en los del sistema linforeticular, donde la tincidn se restringe al interior de
los foliculos, localizandose depoésitos de PrPsc en macréfagos y en células
dendriticas foliculares. También puede observarse una inmunotincion
inespecifica que no sigue el patron caracteristico de la PrPsc, por autolisis
de la muestra, “efecto borde” o reaccion cruzada del anticuerpo con otros
antigenos. El diagndstico negativo se basa en la ausencia de inmunotincion
especifica en la muestra [18].
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NERVIO Y GANGLIO DEL TRIGEMINO

1. Nervio Trigémino

El nervio trigémino también conocido como el quinto par craneal o V par, es
el mas grande de los nervios craneales. El nervio corresponde al primer arco
branquial y es un nervio craneal mixto, ya que es responsable de la
sensacion en la cara y de algunas funciones motoras tales como morder y
masticar.

El nombre deriva del hecho de que ambos nervios trigéminos, uno a cada
lado de la protuberancia, tienen tres ramas principales: el nervio oftalmico,
el nervio maxilar, y el nervio mandibular (Figura 4). Los nervios oftalmicos y
maxilares son puramente sensoriales y el nervio mandibular es mixto, tiene
dos funciones la sensorial y la motora. La divisibn del motor del nervio
trigémino deriva de la placa basal de |la protuberancia embrionaria, mientras
que la divisidn sensorial se origina a partir de la cresta neural craneal.
— El nervio Oftalmico, acompafado en todo su recorrido por las fibras
parasimpaticas que inervan la glandula del lagrimal, inerva el globo ocular,
la piel del parpado superior, la frente, el dorso de la nariz y las mucosas
de las cavidades nasales y senos paranasales.
— En nervio Maxilar inerva la piel de la regiébn temporal anterior y de los
poémulos, asi como la piel bajo el globo ocular. Sensitivamente inerva el
paladar, los dientes superiores y sus encias, asi como la mucosa del seno
maxilar.
— El nervio Mandibular contiene fibras parasimpaticas para las glandulas
salivales mayores vy fibras gustativas para la lengua. Inerva los musculos
masticadores, el musculo milohioideo, y parte del musculo digastrico, as
i como el musculo tensor del velo del paladar y tensor del timpano [19].

K. oftémico (V1) ~

. / Nn. aiveolarns eup.
7 7 Nomaxilar (VJ2) ’

N. trigéerine (Vi ~

Canglo del n. tigémino ~ |

N.mandbuar (Vi3] |
T M. infradebitano

N. fingust

1. siveolar int. ~

~
Flaxo dentario nf.

Figura 4: Nervio Trigémino y ramas. Vision lateral del Ganglio y del nervio Trigémino (V) y sus ramas
el nervio oftalmico (V/1), el n.maxilar (V/2), y el n.mandibular (V/3) [19].

2. Nucleo del trigémino

El nucleo del trigémino se extiende a lo largo de todo el tronco cerebral,
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desde el cerebro medio a la médula, y continta en la médula cervical, donde
se combina con las células del asta dorsal de la médula espinal. El nucleo
se divide anatobmicamente en cuatro partes: el nucleo mesenceféalico del
nervio trigémino (somatosensitivo), el ntcleo pontino del nervio trigémino
(sensitivo principal), el nucleo espinal del nervio trigémino (aferente
somatico general, ASG) y el nucleo motor del nervio trigémino (eferente
visceral especial, EVE) [20].

3. Ganglio del trigémino o de Gasser

El nervio trigémino, como una raiz sensitiva grande y una raiz motora
pequefia, sale del puente y discurre a través del borde superior de la porcion
petrosa del temporal hacia la caverna trigeminal o caverna de Meckle donde
se encuentra ganglio semilunar del trigémino llamado ganglio de Gasser.

El ganglio de Gasser situado en la cara anterior del pefiasco es la zona de
division del nervio en sus tres ramos principales, oftalmico V1, maxilar V2 y
mandibular V3. Esta compuesto por neuronas pseudomonopolares que
conducen sensibilidades protopaticas y epicritica a los nucleos pontino y
espinal del nervio trigémino.

Histologia del ganglio del trigémino

Las poblaciones celulares del ganglio son las neuronas ganglionares con
sus fibras nerviosas, las células satélites, las células de Schwann y los
fibroblastos,

El ganglio de Gasser esta rodeado por una capsula de tejido conectivo que
se continla con el perineuro y el epineuro de los nervios periféricos
adyacentes. Esta capsula emite trabéculas hacia el interior del ganglio y
forma una estroma muy vascularizado que junto a haces de fibras nerviosas
divide los cuerpos celulares nerviosos en grupos de distintos tamafos. Los
fibroblastos producen las fibras de colagena y la matriz extracelular del
tejido conjuntivo ganglionar.

Cada neurona ganglionar se encuentra rodeada por una capa de células
gliales aplanadas llamadas células satélite, las cuales estan separadas del
tejildo conectivo circundante por una lamina externa. Estas células estan
muy relacionadas con las células de Schwann, ya que en ciertas
condiciones pueden adquirir su morfologia y realizar las mismas funciones.
Las células de Schwann son la glia del sistema nervioso periférico,
envuelven a varios axones con su citoplasma, en el caso de fibras no
mielinicas, y a un solo axon en el caso de fibras mielinicas [20, 21, 22].
Las neuronas del ganglio del trigémino son de tipo aferente sensitivas
(pseudomonopolares) es decir, transmiten la informacion desde la periferia
al SNC, y se encuentran divididas en varios grupos en funcidn de su
morfologia, su funcidbn y sus caracteristicas bioguimicas. Segun su
13



morfologia encontramos dos tipos de neuronas, las neuronas tipo A
(grandes y claras) y las neuronas tipo B (pequefias y oscuras; Figura 5). La
diferencia entre ambas se basa en la apariencia de la sustancia de Nissl|
(SN), compuesta por cumulos del reticulo endoplasmatico rugoso. En las
tipo A los cumulos de SN se encuentran en la periferia del pericarion
separados por neuroplasma, y en las de tipo B se encuentran compactos y
sin separaciones citoplasmaticas. Otra diferencia es que las neuronas tipo
A, tiene fibras nerviosas mielinicas y las pequefias tipo B fibras amielinicas.
Diferentes estudios comentan la existencia de un tercer grupo de neuronas
tipo C, compuesto por las neuronas mas pequefias que componen el
ganglio. Junto con las intermedias componen la poblacién mayoritaria del
ganglio debido a que las neuronas Tipo A (grandes) detienen su desarrollo
antes. Por lo tanto, morfol6bgicamente existen 3 tipos de neuronas (A, B, C)
grandes, intermedias y pequefias en proporciones variables segun la
especie y la edad y condiciones del estudio.

N e S \'\
Figura 5: Tinciébn HyE de las neuronas que componen el
y neuronas tipo B (pequefias).

b’

ganglio trigémino. Neuronas tipo A (grandes)

En el ganglio de Gasser se encuentran fibras nerviosas mielinicas y
amielinicas. Las fibras nerviosas sensitivas se dividen en cuatro grupos en
funcion del diametro de la fibra y la velocidad de la conduccion. Las fibras
de los grupos I, Il y lll son las mas grandes, presentan una mayor velocidad
de conduccion y son fibras mielinicas. Las fibras del grupo IV son las mas
pequefias, presentan una menor velocidad de conduccidon y son fibras
amielinicas. Hay una relacion entre la modalidad sensorial y el tipo de fibra
que la conduce. Los grupos Il y IV se encargan de la nocicepcion y
termorrecepcion (dolor y temperatura). Las sensaciones mecéanicas
(mecanorrecepcion ) se conduce a su vez por los grupos Il 'y IV y de los
estimulos propioceptivos se encargan los grupos |y Il. Asimismo, el tamafo
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de las fibras nerviosas y la velocidad de conduccion del impulso nervioso
estan relacionados con el tamafio de la neurona. Las neuronas de tipo A
tienen una mayor velocidad (fibras mielinicas) y las C (amielinicas) menor.

En cuanto a su composicidon bioguimica también se descrito diferencias.
Las tipo A tienen grandes cumulos de neurotransmisores de glutamina vy
anhidrasa carbonica (AC), neuropéptido Y (NPY), péptido 19 (PEP 19) y
menos cantidad de calbindina D-28k (CB) que en los demas grupos. Las
tipo B menor glutamina y AC y las neuronas tipo C gran afinidad por la
glutamina y actividad de fosfatasa acida, asi como mayor cantidad de
sustancia P y somatoestatina [22, 23, 24].

OBJETIVO DEL TRABAJO

El objetivo principal del presente trabajo es el estudio de la participacion del
ganglio del trigémino en la evolucion de la enfermedad de scrapie. Para ello
se establecieron los siguientes objetivos concretos:
— Estudio de la presencia de la PrPsc en el ganglio del trigémino de
animales afectados por la enfermedad de scrapie.
— Estudio de la relacion entre la diseminacion de la PrPsc en el SNC, el
SLR y el SNP en la enfermedad de scrapie.
— Estudio de la posible existencia de lesiones histopatoldgicas en el SNP
en la enfermedad de scrapie.

MATERIAL Y METODOS

MUESTRAS

En el presente estudio se analizaron muestras del SNC, SNP y SLR
procedentes de ovejas afectadas de la enfermedad de scrapie. Las
muestras analizadas fueron médula oblongada a nivel del obex, ganglio
retrofaringeo y ganglio del nervio trigémino o de Glasser. Las muestras
fueron cedidas por el Centro de Encefalopatias Espongiformes vy
Enfermedades Emergentes de la Universidad de Zaragoza.

Las muestras procedian de 14 ovejas afectadas por la enfermedad scrapie
detectadas en el programa de vigilancia de las EET de Aragbn. Todos los
animales presentaban signos clinicos compatibles con scrapie; los animales
se dividieron en 2 grupos segun la fase clinica de la enfermedad en que se
encontraban en el momento del sacrificio, fase clinica y fase terminal. La
enfermedad fue confirmada post mortem mediante la técnica IHQ para la
deteccion de la proteina PrPsc en el SNC (en la médula oblongada a nivel
del obex). Todas las ovejas eran adultas, entre 2 y 8 afios de edad, de sexo
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hembra y de raza Rasa Aragonesa a excepcion de un cruce (n® 1627). De
los 14 animales, 10 presentaban el genotipo ARQ/ARQ, 2 ARH/ARH vy 2
ARQ/ARH. Los datos individuales de los animales incluidos en el estudio se
detallan en la Tabla 3.

TABLA 3: Caracteristicas de las ovejas afectadas por scrapie utilizadas en el estudio

ID Genotipo Fase clinica Edad
1550 | ARQ/ARQ Clinica 2 afnos
1552 | ARQ/ARQ Clinica 2 afnos
1553 | ARQ/ARQ Clinica 2 anos
1604 | ARQ/ARQ Clinica 3 afios
1606 | ARQ/ARH Clinica 6 afnos
1608 | ARQ/ARQ Clinica 6 afnos
1610 | ARQ/ARQ Clinica 7 afos
1627 | ARH/ARH Clinica 2 aflos

1631 | ARQ/ARH Terminal 5 afios
1636 | ARQ/ARQ Clinica 5 afios
1637 | ARQ/ARQ Clinica 3 afios
1639 | ARQ/ARQ Terminal 4 afos
1646 | ARH/ARH Clinica 8 afios

1681 | ARQ/ARQ Terminal 2 aflos
I.D. (identificacion), De cada animal se incluye el numero de identificacion, el genotipo, la fase
cinica de la enfermedad y edad en el momento del sacrificio.

Los animales fueron sacrificados mediante una inyeccion intravenosa de
barbittrico (pentobarbital de sodio) y tras su exsanguinacion se les realiz6d
la necropsia y se obtuvieron las muestras incluidas en el presente estudio.

INMUNOHISTOQUIMICA

Las muestras se fijaron en formol, se incluyeron en parafinay se procesaron
de acuerdo a los procedimientos estandar para su estudio histopatolégico
e inmunohistoqguimico. De cada muestra se realizaron cortes histoldgicos
de 4 um, se montaron en portas y se desparafinaron en xylol y etanol.

Para el estudio inmunohistoquimico, a cada corte se le aplico los siguientes
pretratamientos con el objetivo de desenmascarar epitopos: 1) inmersion en
acido formico al 98% durante 15 minutos; 2) tratamiento con proteinasa K
(F. Hoffmann La Roche Ltd, 211 Suiza) con 4 mg / ml de proteinasa K en
bufer de digestion (50 mmol de TrisHCI, 1 mmol de EDTA, 0.1% de Tween
20, pH 8.3) durante 15 min a 38 2C; 3) autoclavado hidratado en bufer citrato
durante 15 minutos a 121 °C. Posteriormente las secciones se
inmunutifieron, utilizando un inmunotefiidor automatico. En el procesado,
se realizaron los siguientes pasos intercalados por lavados con TBS: 1)
blogueo de la peroxidasa endbgena mediante la aplicacion de la soluciéon
de bloqueo durante 5 min; 2) incubacion con el anticuerpo antiPrP L42
(0,046 mg / ml: R Biopharm Ltd., Alemania) durante 30 minutos; 3)
incubacion con el sistema de visualizacion EnVision durante 30 minutos; 4)

aplicacion del crombégeno diaminobencidina durante 10 minutos. Los cortes
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se lavaron con agua destilada y se tifieron con hematoxilina durante 5 min.
Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. A menos que
se indigue lo contrario, todos los productos se obtuvieron de Dako
(Dinamarca).

EVALUACION DEL TEJIDO

La presencia / ausencia de depoésitos de PrPsc en el tejido y sus
caracteristicas fueron evaluadas en secciones de médula oblongada,
ganglio retrofaringeo y ganglio trigémino.

En la seccion de médula oblongada la PrPsc marcada por inmunotincion se
evalu6 en tres grados de tincion:
— Grado 1, caracterizado por la acumulacion de PrPsc en el nucleo dorsal
del nervio vago.
— Grado 2, caracterizado por la acumulacion de PrPsc en el ntcleo dorsal
del nervio vago, el tracto solitario y el nucleo hipogloso.
— Grado 3, caracterizado por depdsitos de PrPsc extendidos en toda la
sustancia gris, incluyendo el ntcleo de la oliva y la formacion reticular.

En el ganglio retrofaringeo la PrPsc marcada por inmunotincion se evalu6 en
tres grados de tincion:
— Grado 1: presencia de PrPsc en aproximadamente un 25% de los
foliculos linfoides presentes en el corte.
— Grado 2: presencia de PrPsc en aproximadamente un 50 % de los
foliculos linfoides.
— Grado 3: presencia de PrPsc en aproximadamente un 75% o superior
de los foliculos linfoides.

Respecto al ganglio del trigémino, objetivo principal del estudio, en cada
muestra se estudio;
— La vacuolizacibn neuronal: positiva o negativa en caso de su existencia
0 no en las muestras estudiadas.
- La localizacion del depdsito de PrPsc: se estudio la presencia/ausencia
de PrPsc en las neuronas, células satélites, fibras nerviosas y tejido
conectivo del ganglio.

Para evaluar los parametros gue se exponen a continuacion, cada muestra
de ganglio trigémino se dividi6 en 2 partes, de las cuales se visualizaron
con el objetivo de 40x dos campos diferentes escogidos al azar.

— Tipo de depssito en las neuronas: se evalud si los depdsitos de PrPsc
se encontraban intraneuronales o perineuronales. Debido a que en
muchas muestras se encontraron ambos tipos de depoésito, éstas se
clasificaron en intraneuronales / perineuronales o perineuronales /
intraneuronales, en funcion del tipo de depodsito mayoritario en el campo
muestral.
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— NUmero v tipo de neuronas que presentaban depoésitos de PrPsc. Para
ello se analizaron los dos campos elegidos al azar de cada muestra y se
sumaron sus resultados. Para cada muestra se analiz6:
* N2 de neuronas totales que componen los campos de la muestra
estudiados,y de éstas el n? de neuronas inmunotefiidas con depdsitos
de PrPsc, representandolas en tanto por ciento. A partir del tanto por
ciento obtenido se obtuvo el grado de inmutincion del campo total
afectado clasificado en 4 grupos en funcion del nimero de neuronas
que presentaban depoésitos de PrPsc.
Grado 1: < 25% de las neuronas con depoésitos de PrPsc.
Grado 2: 25-50 % de las neuronas con depdsitos de PrPsc.
Grado 3: 50-75% de las neuronas con depoésitos de PrPsc.
Grado 4: > 75% de las neuronas con depoésitos de PrPsc.
* N de neuronas grandes o Tipo A que componen el campo, y de
éstas el n? de afectadas con depdsitos de PrPsc.
* N2 de neuronas pequerias o Tipo B que componen el campo, y de
éstas n? de afectadas con depdésitos de PrPsc. Debido a la dificultad
en la observacion de la preparacion por el corte de la muestra, se han
tomado como células pequefias (tipo B) aguellas de pequefio tamafio
tanto cuando se observaba el nicleo como cuando no.

RESULTADOS

Todos los animales incluidos en el estudio presentaban depositos de PrPsc
en el SNC, el SNP vy el SLR. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 4.

En todos los casos se observd una amplia diseminacion de la PrPsc en el
SNC. Con una excepcion (n® 1636), todas las muestras de la médula
oblongada presentaron un grado de inmunotincion 3 (depositos de PrPsc
extendidos en toda la seccion; Figura 6a). En el SLR se observo una mayor
variacion en el ganglio retrofaringeo, 4 muestras presentaron un grado 3 de
inmunotincion (Figura 6b), otras 4 muestras un grado 2 y 6 muestras un
grado 1 (menos del 25% de los foliculos linfoides positivos).

rofaringeo (b)
de una oveja afectada por scrapie. Ténica IHQ.
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Deteccidtn de PrPsc en el ganglio del trigémino

En todas las muestras procedentes del ganglio de trigémino se detectaron
depobsitos de PrPsc. La inmunotinciobn se detectd en las neuronas
ganglionares y en las células satélites, pero en ningun caso en las fibras
nerviosas ni en el tejido conectivo del ganglio (Figura 7).

F|gura 7. Detecmén |nmunoh|stoqulm|ca de PrPsc en el gangl|o del tr|gém|no de una oveja afectada
por scrapie. Depositos de PrPsc en los somas neuronales y células satélites (a). Detalle del deposito
en neuronales y células satélites.

De las 14 muestras estudiadas, 5 de ellas presentaban vacuolizacion
intraneuronal positiva, aunque so6lo se observaron 1 o 2 neuronas
vacuolizadas por muestra (Figura 8). De estas 5 muestras, 4 de ellas
presentaban un tipo de deposito de PrPsc intraneuronal/perineuronal.

eurona con

Figura 8: Vacuol|zaC|on neuronal del gangl|o trlgemmo de una oveja afectada por scrame
1 vacuola (a) y con 2 vacuolas (b) Tinciobn HyE.

Todas las muestras del estudio presentaban depoésitos de PrPsc en las
neuronas ganglionares. En méas de la mitad de las muestras (9 de 14), el
campo total afectado era de grado 2, es decir, entre el 25-50% de las
neuronas contenian depositos de PrPsc. Las 5 muestras restantes estaban
afectadas por un grado 1, con menos del 25% de neuronas positivas. En
ninguna de las muestras se observaron mas del 50% de las neuronas con
presencia de depositos PrPsc (grado 3 o0 4).

Respecto al tipo de deposito de PrPsc, 7 de las 14 muestras presentaban
un deposito excepcionalmente intraneuronal en los campos estudiados,

frente a las otras 7 que presentaban ambos tipos de depodsitos
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(intraneuronal y perineuronal; Figura 9a). En ninguna de las muestras se
encontrd exclusivamente un deposito de tipo perineuronal.

De las 14 muestras estudiadas, 12 presentaron depoésitos de PrPsc en
células satélite. Las 2 muestras restantes, no presentaron PrPsc en las
células satélite de los campos estudiados, aunque al observar al
microscopio las muestras completas si se detect6 la presencia de PrPsc en
células satélite de otras zonas de la muestra.

Respecto al tipo de neuronas, en todas las muestras se observaron
depodsitos de PrPsc en neuronas grandes (tipo A) y pequefias (tipo B; Figura
9b). El numero de células tipo B fue mayor en todas las muestras, excepto
en un caso (n? 1631), Sin embargo, en todas las muestras se observo una
mayor proporcion de células grandes (tipo A) con deposito de PrPsc que
de pequenas (tipo B).

& ol SR i L o T

,". 100 pm 50 um
Figura 9: Tincién intraneuronal (*) e intraneuronal y perineuronal (x) en neuronas del ganglio trigémino
de una oveja afectada por scrapie (a). Inmunotincion en neuronas grandes (tipo A) y pequefias (tipo

B) del ganglio trigémino de una oveja afectada por scrapie. Técnica IHQ.
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TABLA 2: Resultados de los depoésitos de PsPsc en las diferentes muestras de ovejas.

ID- edad Grado de Inmunotincion Ganglio Trigémino
afos

Médula Ganglio Tipo de depdsito Células Vacuolizacion | N2 Neuronas Campo N2 Neuronas A N2 Neuronas B

Oblongada Retrofaringeo satélites positivas / N2 total Total positivas / N2 total | positivas / N2 total

de neuronas de neuronas A de neuronas B

1550 - 2 3 2 Intraneuronal + - 17 /41 (41,4%) 2 11/16 (68,7%) 6/25 (24%)
1552- 2 3 1 Perineuronal® + + 16/31 (51,6%) 2 7/11 (63,6%) 9/21 (42,8%)
1553- 2 3 3 Intraneuronal’ + - 12/49 (24,4%) 1 5/13 (38,4%) 7/36 (19,5%)
1604 - 3 3 1 Intraneuronal - - 8/26 (30,7%) 2 4/7 (57,1%) 4/18 (22,2%)
1606 — 6 3 3 Intraneuronal + - 16/30 (53,3%) 2 7/10 (70%) 9/20 (45%)
1608 - 6 3 2 Intraneuronal’ + - 22/51 (23,1%) 1 15/19 (78,9%) 7/32 (21,8%)
1610 -7 3 1 Intraneuronal + + 33/73 (45,2%) 2 11/13 (84,6%) 22/60 (36,7%)
1627 - 2 3 2 Intraneuronal’ + + 23/85 (27,0%) 2 9/15 (60%) 14/70 (20%)
1631 -5 3 3 Intraneuronal +3 - 7/37 (18,9%) 1 5/23 (21,7%) 2/14 (14,2%)
1636 — 5 2 2 Intraneuronal - - 8/58 (13,7%) 1 3/7 (42,8%) 5/51 (9,8%)
1637 - 3 3 3 Intraneuronal + - 7/42 (16,7%) 1 3/15 (20%) 4/27 (14,8%)
1639 -4 3 1 Intraneuronal’ + + 11/34 (32,3%) 2 7/15 (46,7%) 4/19 (21%)
1646 — 8 3 1 Perineuronal* + - 11/42 (26,2%) 2 5/13 (38,4%) 6/29(20,6%)
1681 - 2 3 1 Intraneuronal’ + + 19/56 (33,9%) 2 8/17 (47%) 11/37 (29,7%)

ID (Identificacion de las muestras),
"Deposito Intraneuronal/perineuronal en uno de los campos. 2Deposito Perineuronal/intraneuronal en uno de los campos. *Depésito Intraneuronal en uno de sus campos.
3Células satélites negativas en uno de los campos.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que en fases avanzadas de la
enfermedad scrapie la PrPsc se deposita, ademas de en el SNC, en el
ganglio del trigémino. Todos los casos incluidos en el estudio presentaban
signos clinicos y una gran cantidad de PrPsc en el SNC (médula oblongada).
Asimismo, todos los animales presentaban depo6sitos de PrPsc en el ganglio
del trigémino, aunque en una menor cantidad que en el SNC, ya gue ningun
animal tenia mas del 50% de las neuronas ganglionares afectadas. Se ha
demostrado gue en el scrapie la PrPsc asciende desde el intestino hasta el
encéfalo a través de las fibras del nervio vago, y a la médula espinal toracica,
a través de las fibras del circuito esplanico. Una vez llega al SNC, el pridn
se disemina caudal y cranealmente por todo el sistema [25].
Experimentalmente se ha demostrado que desde el SNC el pribn se
transporta centrifugamente hacia otros 6rganos a través del SNP [26]. De
acuerdo con este estudio experimental, nuestros resultados sugieren que el
prion se disemina desde el SNC hacia el ganglio del trigémino, ya que se
observo un elevado grado de inmunotincidon en la médula oblongada frente
al grado mucho menor del ganglio del trigémino. Asimismo, las neuronas
del ganglio trigémino estan relacionadas con los nucleos localizados en el
tronco del encéfalo y la médula oblongada, la zona del SNC donde mas
tempranamente se deposita la PrPsc y donde se acumula con una mayor
intensidad. Esta relacion anatomica facilitaria la diseminacion de la PrPsc
desde el SNC hacia el ganglio del trigémino.

En el ganglio del trigémino la PrPsc se localizd en los somas neuronales,
pero no se observd en las fibras nerviosas del ganglio. Aunqgue la
implicacion del SNP en la patogénesis del scrapie se ha demostrado [25],
en pocos trabajos se describe una inmunotinciobn en fibras nerviosas
periféricas [22] posiblemente debido a la escasa cantidad de PrPsc
presente en cada fibra. La utilizacibn de técnicas mas sensibles de
deteccion de la PrPsc podria permitir su deteccion en las fibras nerviosas
del ganglio.

Ademas de en los somas de las neuronas ganglionares, la PrPsc se localizd
en las células satélite. Estas células son células gliales que rodean
completamente los somas neuronales. Aunque el mecanismo por el cual las
células satélite adquieren la PrPsc no se conoce, el estrecho contacto
existente entre estos dos tipos celulares podria facilitar la diseminacion de
la PrPsc desde el soma neuronal hacia las células satélite.

En relacion al tipo de neuronas que componen el ganglio trigémino, se
observa una mayor cantidad de células grandes (tipo A) con depositos de
PrPsc, lo que sugiere que el pridn tiene una afinidad diferente entre las
subpolaciones neuronales del ganglio. Se han descrito diferencias en la
composicion bioquimica de los distintos tipos neuronales [17, 18, 19] que
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podrian explicar estas diferencias de afinidad. Sin embargo, serian
necesarios futuros estudios para analizar la relacion entre el prion y los
diferentes tipos de neuronas.

El grado de implicacion del tejido linfoide en la patogénesis del scrapie
depende en gran medida del genotipo del animal [7,27]. Todos los animales
del estudio presentaban un genotipo incluido en la clasificacion de riesgo 3
(susceptibilidad moderada a la enfermedad) y presentaron depositos de
PrPsc en el ganglio retrofaringeo. Sin embargo, no se observd una relacion
entre la cantidad de depdsitos de PrPsc en el ganglio retrofaringeo y la del
trigémino, ya que los animales con un mayor grado de inmunotincion en el
retrofaringeo (grado 3) no tenfan un mayor porcentaje de neuronas
ganglionares positivas. Estos resultados sugieren gue la diseminacion del
pribn en el SLR es independiente de la diseminacion en el SNP. Por otro
lado, la influencia del genotipo en la diseminacion de la PrPsc en el SNP no
se ha podido detallar. Para ello, sera necesario la elaboracion de un estudio
con mayor cantidad muestral genotipica ya que en este estudio sdlo se han
podido disponer de 14 muestras, 11 de las cuales tenian el mismo genotipo
(ARQ/ARQ) y 3 con genotipo distinto (ARQ/ARH, ARH/ARH) (Tabla 1).

En las EET, las lesiones histopatoldgicas se localizan exclusivamente en el
SNC. La vacuolizacion intraneuronal y del neuropilo de la sustancia gris es
la lesion caracteristica de las EET. En el presente estudio, se observé una
vacuolizacion intraneuronal en 5 muestras de ganglio del trigémino. La
vacuolizacion del tejido nervioso puede producirse en animales no
afectados por una EET debido a diferentes causas relacionadas
principalmente con latomay el procesado de la muestra o con alteraciones
toxicas y metabdlicas. Asi, la autolisis del tejido produce una vacuolizacion
generalmente perineuronal y con una distribucion uniforme en toda la
muestra, y la congelacion produce numerosas vacuolas alargadas u ovoides
con disposicion regular y lineal. En las alteraciones toxicas y metabdlicas
se suele observar una vacuolizacibn en la sustancia blanca [3]. Los
animales incluidos en el presente estudio fueron sacrificados y las muestras
se tomaron inmediatamente tras el sacrificio fijandose en formol, por lo que
no estaban autoliticas ni congeladas. Ademas, las vacuolas intraneuronales
del ganglio del trigémino fueron similares a las que se observan en nucleos
del SNC en el scrapie: de gran tamafio, 1 o 2 vacuolas por neurona y pocas
neuronas vacuolizadas. Hasta lo que nosotros conocemos, esta es la
primera descripcidon de una vacuolizacion intraneuronal asociada a una EET
en el SNP.
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