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Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET) son un grupo de enfermedades
neurodegenerativas producidas por priones que afectan al ser humano y a diferentes especies
animales. Son de curso croénico, tienen manifestaciones neurolégicas y terminan
invariablemente con la muerte de los individuos afectados, careciéndose a la fecha de un
tratamiento. De todas las EET animales, scrapie o prurigo lumbar que afecta a ovinos y
caprinos, es la de mayor difusidn, reportandose el mayor nimero de casos nuevos por afio, y
genera barreras comerciales para pequefios rumiantes. En la Argentina no se han identificado
casos de scrapie ni de otras EET animales.

El diagndstico de las EET se basa en la deteccion postmortem de la proteina pridnica anémala
(PrP>¢) mediante inmunohistoquimica, Western blot o ELISA. En el caso de Scrapie es posible el
diagndstico antemortem de la enfermedad dada la particular acumulacién temprana de PrP>*
en tejido linfoide (TL). La PrP> se acumula en los foliculos linfoides de tonsilas, ganglios
linfaticos y organizaciones linfaticas presentes en mucosas. Por su facil acceso, se ha propuesto
la deteccion de PrP*¢ en el TL del tercer parpado, evaludndose también la deteccidon en biopsias
de mucosa rectal.

El objetivo de esta tesis fue determinar si existen variaciones en el tejido linfoide asociado a
mucosas de facil acceso de ovinos y caprinos en relacién a su edad, evaluar su composicién, y
obtener herramientas diagndsticas para scrapie. Para eso se evalué la aptitud diagndstica de
muestras de biopsia del tercer parpado y recto de ovinos y caprinos de las provincias de Buenos
Aires y Salta respectivamente y se caracterizaron sus componentes celulares. A su vez, se
desarrolld un anticuerpo anti PrP¢ y se optimizd una técnica de inmunohistoquimica (IHQ) para
reconocer esta proteina y PrP>¢en muestras de ovinos sanos y con scrapie, y bovinos con EEB.

Se tomaron postmortem muestras de mucosa del tercer parpado y mucosa rectal (simulando
una biopsia), y el parpado contralateral de 66 ovinos (30 mayores y 36 menores de 18 meses) y
54 caprinos. También se colectd la porcidn terminal del recto y el ano de 35 ovinos. Se fijaron
en formol al 10% y posteriormente se procesaron para su analisis histolégico. La bibliografia
considera muestras aptas para diagnostico aquellas que presenten un minimo 6 foliculos
linfoides. De acuerdo al mismo fueron aptas solo el 1,8% de las muestras conjuntivales y el
39,4% de las muestras rectales de los ovinos. En cuanto a los caprinos, el 5,4 y 61,1% de las
muestras de mucosas de tercer parpado y rectal respectivamente cumplieron el criterio de
aptitud para diagndstico de scrapie. En la evaluaciéon histolégica del parpado contralateral se
encontré tejido linfoide solo en el 16,7% de los ovinos y el 50% de los en caprinos. Por otro
lado, en el estudio de recto y ano se observé tejido linfoide inmediatamente posterior a la
unidn mucocutanea (23 muestras aptas para el diagndstico/35 total), el cual disminuiria su
presencia hacia craneal (6/35 de las muestras tomadas a 2 cm de la unidon fueron aptas). Estos
resultados sugieren que la biopsia de tercer parpado no seria de utilidad para el diagnéstico de
scrapie debido al escaso desarrollo del TL. Por otro lado, la biopsia de mucosa rectal seria de
utilidad, debiendo considerarse la presencia de tejido linfoide en cantidad suficiente al
momento del diagndstico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
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los dos grupos etarios evaluados (mayores y menores a 18 meses), por lo cual la edad no
tendria influencia en la aptitud de estas muestras.

La técnica de IHQ fue de utilidad para la caracterizacidén de poblaciones de células del sistema
inmune. Se detectaron células CD21+, CD3+ y L1+ en ambas especies, sin diferencias en los
patrones de inmunomarcacién respecto de la especie o edad. Se observaron células CD21+ en
el interior de los foliculos linfoides principalmente en los centros germinativos. Esto era de
esperarse ya que es un marcador de células dendriticas foliculares (CDF) y linfocitos B maduros,
los cuales tienen esa localizacion. Existieron diferencias significativas en la marcacién de CD21
entre las muestras rectales y de tercer parpado de ovinos, encontrando una proporcion de
foliculos linfoides densamente empaquetados con escasa o nula presencia de células CD21+ en
las muestras de tercer parpado. Debido a las diferencias encontradas y la importancia de la
presencia de CDF (CD21+) para la acumulacidn de PrP*¢ en el TL de los animales infectados,
deberia considerarse la presencia de centros germinativos en la determinaciéon de la aptitud
diagndstica de las muestras para el diagndstico de scrapie.

Las células CD3+ se observaron con una distribucidn perifolicular principalmente, coincidente
con la distribucién de linfocitos T. Sin embargo, también se observd marcacién en células de los
foliculos. Las células L1+ se encontraron en baja cantidad en regiones interfoliculares
coincidente con la distribucién de macroéfagos. Esto concuerda con lo descripto por otros
autores.

A partir de obtener una PrP® recombinante, se logré producir un anticuerpo IgY capaz de
detectar por IHQ PrP¢ ovina y PrP*¢ en tejidos de ovinos y bovinos con scrapie y EEB. El patrén
de inmunomarcacién observado en los tejidos fue similar al obtenido mediante el uso de
anticuerpos comerciales.

No se logré detectar PrP¢ en tejido linfoide fijado en formol 10% con el anticuerpo desarrollado
ni con los anticuerpos comerciales utilizados, en contrario a lo reportado por otros autores.
Esto tendria relacién con el fijador y/o procedimientos realizados, como con la menor
capacidad de deteccion de los anticuerpos utilizados en este trabajo.

Los resultados del presente trabajo indican que la presencia de tejido linfoide en las mucosas
evaluadas no estaria asociado a la edad de los ovinos. En la mucosa palpebral tendria un menor
desarrollo, siendo facilmente detectable en el recto, inmediatamente anterior a la unidn
mucocutdnea. Esta seria la muestra de eleccidn en caso de implementarse una estrategia de
diagndstico preclinico de scrapie. El anticuerpo desarrollado podria ser de utilidad en el futuro
en ensayos para diagndstico de EET animales. Para ello seran necesarios futuros estudios a fin
de caracterizar concentraciones de trabajo e insumos para revelado.
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Abstract



Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs) are a group of neurodegenerative diseases
produced by prions that affect humans and different animal species. They have a chronic
course, neurological manifestations and invariably end with the death of the affected
individuals, lacking treatment to date. Of all the animal TSEs, scrapie affects sheep and goats is
the most widespread animal TSE, reporting the highest number of new cases per year, and
creates trade barriers for small ruminants. In Argentina, no cases of scrapie or other animal
TSEs have been identified.

The diagnosis of TSEs is based on postmortem detection of abnormal prion protein (PrP>¢) by
immunohistochemistry, Western blotting, or ELISA. In the case of scrapie, antemortem
diagnosis of the disease is possible given the particular early accumulation of PrP%¢ in lymphoid
tissue (LT). PrP> accumulates in lymphoid follicles of tonsils, lymph nodes, and mucosal
lymphatic organizations. Due to its easy access, the detection of PrP*¢ in the LT of the third
eyelid has been proposed, also evaluating the detection in rectal mucosa biopsies.

The objective of this thesis was to determine if there are variations in the lymphoid tissue
associated with easily accessible mucosa of sheep and goats in relation to their age, to evaluate
their composition, and to obtain diagnostic tools for scrapie. For this, the diagnostic aptitude of
biopsy samples from the third eyelid and rectum of sheep and goats from the provinces of
Buenos Aires and Salta, respectively, was evaluated and their cellular components were
characterized. In turn, an anti-PrP¢ antibody was developed and an immunohistochemistry
(IHC) technique was optimized to recognize this protein and PrP> in samples from infected
sheep and cattle.

Postmortem mucosa samples were taken from the third eyelid and rectal mucosa (simulating a
biopsy), and the contralateral eyelid of 66 sheep (30 over and 36 under 18 months) and 54
goats. The terminal portion of the rectum and anus of 35 sheep were also collected. They were
fixed in 10% formalin and subsequently processed for histological analysis. The bibliography
considers samples suitable for diagnosis to be those that present a minimum of 6 lymphoid
follicles. According to it, only 1.8% of the conjunctival samples and 39.4% of the rectal samples
of sheep were suitable. Regarding goats, 5.4 and 61.1% of the third eyelid and rectal mucosa
samples respectively met the aptitude criteria for diagnosis of scrapie. In the histological
evaluation of the contralateral eyelid, lymphoid tissue was found only in 16.7% of the sheep
and 50% of the goats. On the other hand, in the study of the rectum and anus, lymphoid tissue
was observed immediately after the mucocutaneous junction (23 samples suitable for
diagnosis/35 total), which would decrease its presence towards the cranium (6/35 of the
samples taken at 2 cm of the union were suitable). These results suggest that biopsy of the
third eyelid would not be useful for the diagnosis of scrapie due to the scarce development of
LT. On the other hand, a biopsy of the rectal mucosa would be useful, considering the presence
of lymphoid tissue in sufficient quantity. No statistically significant differences were found
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between the two age groups evaluated (over and under 18 months), so age would not influence
the aptitude of these samples.

The IHC technique was useful for the characterization of cell populations of the immune
system. CD21+, CD3+ and L1+ cells were detected in both species, with no differences in
immunolabeling patterns with respect to species or age. CD21+ cells were observed inside the
lymphoid follicles mainly in the germinal centers. This was to be expected since it is a marker of
dendritic cells and mature B lymphocytes, which have this location. There were significant
differences in CD21 labeling between rectal and third eyelid samples from sheep, finding a
proportion of densely packed lymphoid follicles with scarce or no presence of CD21+ cells in
third eyelid samples. Due to the differences found and the importance of the presence of CDF
(CD21+) for the accumulation of PrP> in the LT of infected animals, the presence of germinal
centers should be considered in determining the diagnostic aptitude of the samples for the
diagnosis of scrapie.

CD3+ cells were observed with a mainly perifollicular distribution, consistent with the
distribution of T lymphocytes. However, labeling was also demonstrated in cells from the
follicles. L1+ cells were found in low numbers in interfollicular regions consistent with the
distribution of macrophages. This coincides with what has been described by other authors.

From a recombinant PrP¢, it was possible to produce an IgY antibody capable of detecting ovine
PrP¢ and PrP>¢ by IHC in ovine and bovine tissues with scrapie and BSE. The immunostaining
pattern observed in the tissues was similar to that obtained using commercial antibodies.

It was not possible to detect PrP¢ in lymphoid tissue fixed in 10% formalin with the antibody
developed or with the commercial antibodies used, contrary to what was reported by other
authors. This would be related to the fixative and/or procedures performed, as well as the
lower detection capacity of the antibodies used in this work.

The results of this work indicate that the presence of lymphoid tissue in the evaluated mucosa
would not be associated with the age of the sheep. In the palpebral mucosa it would have less
development, being easily detectable in the rectum, immediately before the mucocutaneous
junction. This would be the sample of choice in the event of implementing a scrapie preclinical
diagnosis strategy. The antibody developed could be useful in the future in assays for the
diagnosis of animal TSEs. For this, future studies will be necessary in order to characterize
concentrations of work and inputs for developing.
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Capitulo 1

Introduccion
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Enfermedades pridnicas

Las enfermedades pridnicas son un grupo de trastornos neurodegenerativos que afectan a los
seres humanos y varias especies animales. Estas enfermedades también se conocen como
encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) debido a los cambios microscépicos que
producen en el sistema nervioso central (SNC) y su capacidad de transmision entre individuos
susceptibles. Las enfermedades dentro de este grupo incluyen a la enfermedad de Creutzfeldt
Jakob (ECJ) en humanos, scrapie o prurigo lumbar en ovejas y cabras y la encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) entre otras. Todas ellas tienen un curso crénico con
manifestaciones neuroldgicas y culminan en la muerte de los individuos afectados ya que no
existe un tratamiento curativo para estas patologias.

La relevancia de estas enfermedades ha ido cambiando a lo largo de los afios. La EEB provoco
fuertes cambios en la produccion animal a fines del siglo XX, pero su importancia disminuyé con
la implementacién de medidas de control. Sin embargo, a pesar de estas medidas la EEB y otras
enfermedades pridnicas todavia son diagnosticadas en todo el mundo. Recientemente se
informé de un nuevo trastorno denominado enfermedad pridnica del camello (EPC) en
dromedarios de Argelia (Babelhadj et al., 2018). Este hallazgo indica que las enfermedades
pridnicas siguen siendo relevantes para la produccién animal y la salud publica.

Las enfermedades pridnicas animales se conocen desde 1732, cuando se describio el scrapie en
una oveja merina en Espafia y mas tarde en Gran Bretafia (Liberski, 2012). Durante la década de
1960, se describieron enfermedades similares en visones y ciervos en América del Norte,
enfermedades luego conocidas como encefalopatia transmisible del vison (ETV) y enfermedad
de desgaste crénico (EDC), respectivamente. Pero fue en 1986 cuando las enfermedades
pridnicas animales cobraron mayor relevancia. En ese afo, se realizd la primera descripcion de
una enfermedad similar a scrapie que afectaba al ganado bovino. Debido al aspecto
microscépico del encéfalo de los animales afectados y a su transmisibilidad se la denomino
encefalopatia espongiforme bovina (EEB) (Wells et al., 1987), cuyo impacto fue mayor que el de
otras enfermedades pridnicas debido a la importancia econdmica de esta especie. El interés por
estas patologias aumentd significativamente en 1996, cuando se relacion6 a la EEB con una
variante de la ECJ en humanos vy, por lo tanto, se considerd una zoonosis (Bruce et al., 1997;
Will et al., 1996). Debido a la gravedad de la enfermedad y el riesgo que representaba para los
animales y los humanos, se implementaron con éxito medidas estrictas para reducir la
transmisién de la EEB y el nimero de nuevos casos ha disminuido drasticamente en los ultimos
afos. En la actualidad la EDC se convirtié en la enfermedad pridnica animal mas preocupante
porque se ha demostrado que es capaz de mantenerse en poblaciones de animales silvestres y
se ha extendido por grandes areas. Inicialmente limitada a algunos estados de los Estados
Unidos (EE. UU.) y Canada, la EDC ha sido detectada recientemente en otras regiones de ambos
paises (Rivera et al., 2019) y también en Noruega, Suecia y Finlandia (Benestad et al., 2016;
Koutsoumanis et al., 2019). Ademds, se ha propuesto que la EDC podria representar una

19



enfermedad zoondtica y, por lo tanto, un riesgo potencial para la salud publica (Hannaoui et al.,
2017).

Etiologia y susceptibilidad genética

Aunque las EET se conocen desde hace siglos, el agente etioldgico se caracterizé a finales del
siglo XX cuando se postuld la hipdtesis del prion (Prusiner, 1982). Se propuso que scrapie es
causada por una isoforma mal plegada de la proteina pridnica celular normal (PrP¢), que se
encuentra constitutivamente en las células nucleadas de todas las especies superiores con una
concentracion mas alta en el SNC. La forma mal plegada se denominé originalmente proteina
pridnica resistente a proteasas (PrP™) o proteina pridnica de scrapie (PrP>). La conversion de
PrP¢en PrP"™s es un proceso postraduccional que aun no se ha dilucidado por completo.

La estructura primaria de PrP¢ consiste en 256 aminoacidos en ovejas, que varia ligeramente
entre especies animales. La estructura secundaria de la PrP¢ es principalmente helicoidal (40%
de hélice a y 3% de lamina B) cuando se solubiliza en detergentes en ausencia de cationes. La
formacion de PrP™* conduce a una modificacion de estructuras secundarias (30% hélice ay 45%
ldmina B) que modifican sus caracteristicas bioquimicas (Pan et al., 1993). Mientras que PrP‘ es
completamente degradada por proteasas, PrP™ es parcialmente resistente. Por esta razon,
PrP™s se acumula en neuronas y células gliales, provocando la vacuolizacién de la sustancia gris
con el cambio microscdpico "espongiforme" que caracteriza a las enfermedades pridnicas.

Al igual que otros agentes infecciosos, los priones presentan variedades de cepas que pueden
causar diferentes periodos de incubacidn, signos clinicos, lesiones vy diferentes
comportamientos bioquimicos. Aunque no se ajuste totalmente al concepto clasico de “cepa”
utilizado en microbiologia (ya que este agente no posee acidos nucleicos), es un término
utilizado desde 1968 en las investigaciones referidas a enfermedades pridnicas (Dickinson et al.,
1968; Zink, 2021). De esta manera pueden diferenciarse cepas de PrP™ provenientes de
diferentes origenes. Principalmente se utilizan los siguientes parametros para caracterizar
cepas de priones:

¢ Propiedades bioldgicas: basadas en periodos de incubacién, signos clinicos, lesiones
histopatoldgicas, distribucidn de PrP™* y especies susceptibles.

¢ Propiedades bioquimicas: estabilidad frente a agentes desnaturalizantes, patrones de
glicosilacion, movilidad electroforética después de la digestion con proteinasa K (PK) y
resistencia a la degradacion proteolitica.

La PrP¢ estd codificada en el gen PRNP y se expresa en niveles elevados en el SNC, asociada
principalmente a neuronas y astrocitos con niveles mas bajos presentes en oligodendrocitos y
microglia. También se puede encontrar en otros tejidos como musculo, sistema nervioso
periférico (SNP) o tejido linfoide (TL), pero en menor cantidad que en el SNC (Watts et al.,
2018). Aunque se desconoce la funcién de la PrP¢, se ha demostrado que su ausencia en
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ratones knockout vuelve al animal resistente a las enfermedades pridnicas (Weissmann &
Flechsig, 2003). Por tanto, la expresion de esta proteina en las células de individuos
susceptibles es una condicién necesaria para el desarrollo de estas enfermedades.

A diferencia de otras EET, se ha descripto una asociacién entre el riesgo de infeccidn por scrapie
y algunos genotipos de ovejas. Esta susceptibilidad genética a la enfermedad viene dada por el
polimorfismo del gen PRNP y principalmente a variaciones en los aminodcidos codificados en
tres codones: 136, 154 y 171. De estas combinaciones surgen 5 alelos (VRQ, ARQ, AHQ, ARH y
ARR) con 15 posibles genotipos (Goldmann, 2008). Entre estos, el genotipo VRQ/VRQ confiere
alta susceptibilidad a scrapie, mientras que ARR/ARR se asocian con baja susceptibilidad (Baylis
et al., 2004). De esta forma, la infeccidon depende de la exposicion al agente infeccioso y de la
susceptibilidad genética del individuo. Estos hallazgos llevaron al desarrollo de programas de
control en Europa con el objetivo de eliminar aquellos individuos con genotipos susceptibles a
scrapie (Melchior et al., 2010).

En cabras, se han descripto alrededor de 50 polimorfismos del gen PRNP. Sin embargo, no se ha
determinado con la misma precisiéon que en las ovejas si existe una correlacién directa entre los
genotipos caprinos y la susceptibilidad de contraer scrapie (Greenlee, 2019).

En otras EET no se ha demostrado predisposicién genética. Algunos estudios en bovinos
revelaron que algunas regiones fuera de la regién codificante del gen PRNP estan asociadas con
variaciones en la susceptibilidad a EEB (Vernerova et al., 2014). A pesar de eso, la genética no
es un aspecto considerado en los programas actuales de prevencidn de la EEB. En el caso de la
EDC, afecta a varias especies de cérvidos, por lo que la susceptibilidad o resistencia genética
dependerd de cada una de ellas. Se han realizado estudios en algunas especies, pero no se han
observado resultados sustanciales (Mead et al., 2019).

Tipos de EET

Las EET animales hasta aqui mencionadas son denominadas Clasicas debido a que respetan
aspectos clinicos, patoldgicos y moleculares descriptas en la bibliografia. En 1998, se notificaron
en Noruega algunos casos de scrapie que no respondian a la distribucién tipica de lesiones
espongiformes (Benestad et al., 2003). Esta nueva forma de enfermedad se llamé originalmente
Nor98 y actualmente se conoce como scrapie atipico. La distribucién de PrP*¢ difiere en ambas
formas de enfermedad, con una acumulacién minima de priones en el tronco encefalico y una
mayor distribucion en el cerebelo y la corteza cerebral en la forma atipica (Benestad et al.,
2008; Moore et al., 2008; Nentwig et al., 2007). Ademas de las diferencias en la distribucidon de
los depdsitos de priones y los signos clinicos, estas formas también varian en las caracteristicas
bioquimicas como los sitios de glicosilacidn y clivaje. Por ejemplo, se ha demostrado un patrén
diferencial de bandas en ensayos electroforéticos (Benestad et al., 2008). En cuanto a la
susceptibilidad genética, el scrapie atipico puede afectar a ovejas con genotipos resistentes a la
forma clasica (Buschmann et al., 2004; De Bosschere et al.,, 2007). Sin embargo, los
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polimorfismos en los codones 141 (fenilalanina) y 154 (histidina) se han asociado en gran
medida con casos de scrapie atipico en ovejas (Moum et al., 2005).

En 2004, se detectaron casos de vacas con caracteristicas diferentes a los informados anteriores
de EEB en Italia (Casalone et al., 2004) y Francia (Biacabe et al., 2004). Ademas, los priones
aislados eran diferentes entre si. Basicamente, mostraron fragmentos de péptidos con
diferente tamano molecular después de la digestion con proteasas. El prion con fragmentos
mas grandes que los casos tipicos de EEB se denomind H-BSE; el otro con un fragmento de
menor masa molecular se denominé L-BSE. Entonces, la forma tipica de enfermedad comenzé a
denominarse EEB cldsica (C-BSE) y la H y L-BSE se reconocen como “formas atipicas de EEB”.
Debido a su baja prevalencia, es dificil investigar casos atipicos de EEB en su estado natural,
pero la enfermedad se ha reproducido experimentalmente. En estos estudios se observd que la
regién del dbex en el tallo cerebral no es la regién con mayor acumulacién de PrP*,
distribuyéndose de manera mas uniforme por todo el encéfalo (Priemer et al., 2013).

El scrapie atipico y la EEB atipica ocurren generalmente en animales de edad avanzada y tienen
una distribucién esporadica y baja prevalencia, a diferencia de las formas cldsicas de estas
enfermedades (P. Brown et al., 2006; Fediaevsky et al., 2008; Sala et al., 2012). Ademads, se han
notificado casos atipicos en paises o regiones donde las formas cldsicas son enfermedades
exoticas como los casos de H-BSE en Noruega, Suecia y Brasil (Organizacién Mundial de Sanidad
Animal, 2020) o casos de scrapie atipico en Nueva Zelanda (Kittelberger et al., 2010), Australia
(Cook et al., 2016) y las Islas Malvinas (Epstein et al., 2005). Estos hallazgos sugieren que el
origen de la forma atipica de estas enfermedades es completamente diferente al origen de la
forma clasica.

Aunque el primer caso notificado de scrapie atipico fue en 1998, estudios retrospectivos
mostraron que han existido casos atipicos desde al menos 1987 (Webb et al., 2009). La
transmisibilidad potencial del scrapie atipico se verificd experimentalmente por via intracraneal
y oral en ovejas (Simmons et al., 2007, 2011) y ratones transgénicos ovinizados (que expresan
PrP¢ ovino) (Le Dur et al., 2005). Sin embargo, no hay evidencia de que el scrapie atipico se
transmita en condiciones naturales. La ausencia de transmisién horizontal podria estar
relacionada con la falta de distribucién y acumulacién de PrP> en los tejidos periféricos de los
animales afectados (Benestad et al., 2003; Buschmann et al., 2004; Nentwig et al., 2007). Sin
embargo, un estudio demostré que, en casos naturales y experimentales de scrapie atipico en
ovejas, los tejidos periféricos pudieron ser infecciosos para ratones transgénicos, aunque la
PrP no se detectdé mediante técnicas cldsicas como inmunohistoquimica, ELISA o
inmunotransferencia (Andréoletti et al., 2011). De esta manera, la PrP> podria estar presente
en pequenas cantidades probablemente por debajo de la sensibilidad analitica de esas técnicas,
siendo infectivos los tejidos a pesar de no detectarse el agente.

En el caso de la EEB atipica, la infectividad tanto del tipo H como del tipo L pudo demostrarse
en ratones transgénicos con sobreexpresion de PrP¢ bovina (Buschmann et al., 2006), y luego
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por via intracraneal en ganado bovino (Balkema-Buschmann et al., 2011; Lombardi et al., 2008).
También se ha demostrado la infectividad del tejido nervioso periférico y el musculo
esquelético en bovinos infectados experimentalmente con L-BSE y H-BSE (Sawada et al., 2019).
Sin embargo, la via oral no seria una via de transmisién eficiente segun los resultados en
bovinos desafiados con L-BSE (Okada et al., 2017). Solo 1 de 16 terneros inoculados por via oral
desarrollé signos clinicos leves después de 88 meses de incubacion, y ese individuo habia sido
inoculada con una dosis alta de homogeneizado de cerebro infectado con L-BSE.

En base a estos resultados ya los datos epidemiolégicos, se cree que las formas atipicas de las
enfermedades pridnicas tienen un origen espontaneo y su transmisién puede ser muy baja o
nula en condiciones naturales.

Scrapie

Considerando las enfermedades pridnicas de los animales, scrapie es la mas conocida. Ha sido
el prototipo para el estudio de las enfermedades pridnicas y es la mas extendida, con el mayor
numero de casos nuevos notificados (EFSA, 2021). Ademads, aunque no ha habido evidencia de
transmisién de scrapie a humanos, se ha postulado un riesgo potencial ya que se ha transmitido
a primates y también a ratones transgénicos que sobreexpresan PrP¢ humana nativa (Cassard
et al., 2014; Comoy et al., 2015).

El scrapie afecta a ovejas, cabras y muflones en condiciones naturales pero la infeccion se ha
logrado experimentalmente en ratas (Chandler & Fisher, 1963), ratones (Chandler, 1961),
hamsteres (Zlotnik & Rennie, 1965), diferentes tipos de monos (Baker et al., 1993; Comoy et al.,
2015; Gibbs et al., 1980) y otras especies. Asi, mas alld de su riesgo hipotético para otras
especies, la propagacion de scrapie entre los pequefios rumiantes crea barreras comerciales
para las ovejas y las cabras y sus productos derivados.

Patogenia

La ruta natural de infeccidn es incierta, pero es ampliamente aceptado que existe transmisidn
horizontal, siendo la via oral la mas probable (Greig, 1940). En condiciones experimentales,
siguiendo la via oral se observd que luego de ingresar la PrP> se deposita en tejido linfoide,
como tonsilas, placas de Peyer, linfonddulos mesentéricos y tejido linfoide asociado al intestino
(TLAI) (Andreoletti et al., 2000). Desde alli, el agente se propaga al sistema nervioso entérico
(SNE), que forma parte del SNP (Heggebg et al., 2003; McBride et al., 2001).

Después de la infeccion oral, la PrP> debe atravesar el epitelio del tracto gastrointestinal para
llegar al tejido linfoide donde puede ser encontrada en las primeras etapas de la enfermedad.
Se han propuesto varios mecanismos, y el mas aceptado incluye la transcitosis por células M
(Heppner et al., 2001; Miyazawa et al., 2010) y posiblemente la captura y transporte por células
dendriticas migratorias (Huang et al., 2002; Huang & MacPherson, 2004).
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A nivel celular, las células dendriticas foliculares (CDF) parecen jugar un papel importante en la
patogénesis del scrapie. Estas células estan presentes en los foliculos linfoides (FL) y expresan
cantidad moderada de PrP¢ en condiciones normales (McBride et al., 1992). Se ha demostrado
que la presencia de CDF es esencial para el desarrollo de la enfermedad ya que la infeccién de
scrapie fue ineficaz en ratones con deficiencia de CDF (K. F. D. Brown et al., 1999; Mabbott et
al., 2000). Los linfocitos B también son importantes, pero probablemente porque son
necesarios en la maduracion y el mantenimiento de las CDF (Bruce et al., 2000; Prinz et al.,
2003). Igualmente pueden estar involucrados en la primera etapa de diseminacién desde los
sitios de acumulaciéon mas tempranos hasta organos linfoides secundarios como el bazo a
través de la sangre y la linfa (J. C. Edwards et al., 2010; Mok et al., 2012). Los macréfagos son
otras células donde pueden encontrarse acumulaciones tempranas de PrP>¢, especialmente en
los denominados tingible body macrophages (TBM). Estas células estdn presentes en los
centros germinales de los foliculos linfoides y su funcién es fagocitar linfocitos apoptéticos que
se observan al microscopio como “cuerpos tefiibles” (de ahi su nombre en inglés). Algo similar
ocurriria con los priones acumulados y fagocitados (Heggebg et al., 2002; Herrmann et al.,
2003). Todos estos mecanismos estan representados en la figura 1.
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Figura 1. Representacion grafica de la posible diseminacion de PrP™ desde la luz del intestino. TBM: tingible body
macrophages; CDF: células dendriticas foliculares; OLS: drganos linfoides secundarios; SNP: sistema nervioso
periférico; SNC: sistema nervioso central.

El SNE seria el sitio inicial de neuroinvasién de PrP*¢ (Chiocchetti et al., 2008). Después de que la
PrP5¢ invade el SNE, es diseminada de forma retrdgrada a través de fibras nerviosas simpaticas y
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parasimpaticas eferentes que inervan el intestino, al nicleo motor dorsal del nervio vago
(NDNV) en el bulbo raquideo y la regidn toracica de la médula espinal (Van Keulen et al., 2002).

En cuanto a sistema inmune de los individuos afectados, en los animales con scrapie, la PrP*¢ no
estimula una respuesta humoral apreciable probablemente debido a que su secuencia de
aminodcidos es idéntica a la de PrP¢ (Porter et al., 1973). Tampoco se suelen observar cambios
inflamatorios en los tejidos lesionados (Jeffrey & Gonzalez, 2004).

Transmision

La principal fuente de infeccion de PrP>¢ serian las hembras prefiadas infectadas, las cuales al
momento del parto eliminarian gran cantidad de PrP* en sus placentas. Los animales
susceptibles se infectarian al ingerir al agente durante o posterior al parto (Andréoletti et al.,
2002; Garza et al., 2017; Lacroux et al., 2007; Tuo et al., 2002).

Al igual que con otras enfermedades transmisibles, las fuentes de contaminacién ambiental
estdn involucradas en la propagacion de scrapie. Las secreciones y excreciones de los individuos
afectados pueden contribuir a la transmision horizontal. Se detecté PrP*¢ en heces y orina de
ovejas naturalmente infectadas con scrapie (Rubenstein et al., 2011; Terry et al.,, 2011) y
también en saliva (Maddison et al., 2010; Tamgliney et al., 2012).

La transmisidon vertical parece ser otra forma importante de mantener el scrapie en rebafos de
cabras y ovejas. Existe una mayor incidencia de scrapie en las crias de ovejas afectadas
naturalmente (Hoinville et al., 2010), aunque esto podria deberse a varias formas de
transmisién. Una posible explicacidn a esta alta incidencia podria ser la transmisidn a través de
la leche o el calostro que ha sido demostrada en ovejas y cabras (Konold et al., 2008, 2013,
2016; Zhuang et al., 2018) y también ha sido demostrada la transmisién in utero en ovejas con
un genotipo susceptible (Foster et al., 2013).

Ya en la década de 1970, la transmisidn de scrapie a las ovejas se habia demostrado mediante
la administracidon oral de membranas fetales (Pattison et al., 1972, 1974), incluso antes de que
se conociera el agente causal. Estudios posteriores evidenciaron que la acumulacién de Prp>
depende del genotipo del gen PRNP en el feto. Las ovejas infectadas con scrapie pueden
acumular grandes cantidades de PrP> en placentomas solo si el feto posee un genotipo
susceptible de contraer la enfermedad (Andréoletti et al., 2002; Garza et al., 2017; Lacroux et
al., 2007; Tuo et al., 2002). Este descubrimiento fue fundamental para el desarrollo de
programas de control de cria que se implementaron en diferentes paises. En el caso de las
cabras con scrapie adquirida naturalmente, la acumulacién de PrP>¢ en los tejidos placentarios
es baja (O’Rourke et al., 2011). A pesar de la pequefia cantidad de PrP*¢, los tejidos placentarios
de las cabras mantienen su potencial infeccioso y ha sido posible transmitir scrapie a corderos y
cabritos al administrar placenta infectada por via oral (Schneider et al., 2015). Estos estudios
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revelaron que los tejidos placentarios son una fuente importante de infeccion que podria
contaminar el medio ambiente durante la temporada de partos.

También se ha indicado que la acumulacién de PrP> aumenta en presencia de inflamacidn
crénica en determinados tejidos. Considerando la transmisidén, este hecho cobra relevancia
cuando se produce una inflamacién crénica en d6rganos relacionados con la excrecidon o
secrecién. Por ejemplo, la transmision de scrapie a través de la leche puede verse potenciada
por la mastitis crénica en ovejas y cabras con coinfeccidn lentiviral (Lacroux et al., 2008; Ligios
et al., 2011). Esta potenciacién probablemente se deba a la accién de los lentivirus de pequefos
rumiantes (LvPR) que producen una reaccidn inflamatoria que favorece la acumulacién de PrP
en el sitio de la inflamacién (Gonzdlez et al., 2010; Salazar et al., 2010; Zhuang et al., 2018). Este
hallazgo es importante ya que las infecciones por LvPR son altamente prevalentes y endémicas
a nivel mundial, y podrian actuar como potenciadores en la transmisién y perpetuacion del
scrapie en rebafios de ovejas y cabras.

Fuentes de infeccion Métodos de deteccion Referencias

Andréoletti et al., 2002; Lacroux et al.,
2007; O’Rourke et al., 2011; Onodera et
al., 1993; Pattison et al., 1972, 1974; R.
E. Race et al., 1998; Tuo et al., 2002

Transmisidn a ovejas, cabras y
ratones; deteccidn de PrP* por
inmunotransferencia, IHQ y ELISA

Tejidos placentarios

Leche y calostro

Materia fecal

Orina

Saliva

Semen

Sangre
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Transmisidn a ovejas, cabras y ratones
transgénicos ovinizados; deteccién de
PrP* por PMCA

Deteccién de PrP> por PMCA

Deteccién de PrP>¢ por PMCA

Transmisién a ratones transgénicos
ovinizados; deteccién de PrP*¢ por
PMCA

Transmision a ratones transgénicos
ovinizados; deteccién de PrP* por
PMCA

Transmisidn a ovejas y deteccion de
PrPS¢ por PMCA

Konold et al., 2008, 2013, 2016;
Lacroux et al., 2008; Maddison et al.,
2009; Zhuang et al., 2018

Terry et al., 2011

Rubenstein et al., 2011

Gough et al., 2012; Maddison, et al.,
2010; Tamglney et al., 2012

Rubenstein et al., 2012

Houston et al., 2008; Thorne & Terry,
2008



Tabla 1. Resumen de posibles fuentes de infeccion de scrapie en ovinos y caprinos. (IHQ): inmunohistoquimica;
(ELISA): inmunoensayo enzimatico; (PMCA): amplificacion ciclica de malplegamiento de proteinas.

Otras EET animales
Encefalopatia espongiforme bovina (EEB)

El primer caso de EEB clasica se notificé en 1986 (Wells et al., 1987), y dos afos después se
pudo comprobar su transmisibilidad mediante la inoculacién en ratones (Fraser et al., 1988).
Aunque el origen del brote sigue siendo incierto, la transmisién de la EEB ha sido bien estudiada
en los afos posteriores debido al riesgo de transmision a humanos. Se realizaron muchos
estudios epidemioldgicos para comprender esta nueva enfermedad y se encontré que la
incidencia de la EEB era mayor en los rodeos lecheros que en los de carne, y esto podria
haberse debido a las diferencias en los modos de alimentacion de ambos sistemas de
produccién (Bradley, 1991; Wilesmith et al., 1992). En base a estos datos epidemioldgicos y la
ausencia de transmisién horizontal directa, se establecié que la principal fuente de infeccion de
la EEB eran los alimentos que contenian harina de carne y huesos con los que se alimentaba al
ganado (Anderson et al., 1996). Este hecho llevé a la prohibicién de alimentar al ganado con
proteinas de rumiantes en varios paises.

La patogenia de la EEB, siguiendo la via oral, es similar a la de scrapie en las primeras etapas. La
PrPEEB se deposita inicialmente en las placas de Peyer, TLAG y tonsilas, y luego se distribuye al
SNC a través del SNP (Hoffmann et al., 2007, 2011; Terry et al., 2003; Wells et al., 2005). La
principal diferencia con scrapie es que los individuos afectados con EEB presentan una escasa o
nula distribucion de priones en el tejido linfoide, a excepcidn de los ya mencionados (Birkett et
al., 1997; Espinosa et al., 2007; Wells et al., 1998).

Debido a nuevos casos de EEB en animales nacidos después de la prohibicidn de alimentacion
en el Reino Unido, algunos investigadores sospecharon que también era posible la transmisidon
vertical (Curnow & Hau, 1996; Lacey & Dealler, 1994). Algunos estudios de cohortes indicaron
un mayor riesgo de desarrollar EEB en terneros nacidos de madres que ya habian desarrollado
signos clinicos de EEB (Donnelly et al., 1997; Wilesmith et al., 1997). Sin embargo, no hay
evidencia clara de transmisidn vertical en el ganado. Ademas, se demostré que los embriones
no serian infecciosos incluso si se recolectaran de madres en la etapa clinica final de la EEB
(Wrathall et al., 2002). De hecho, varios autores propusieron que la causa de los nuevos casos
de EEB en animales nacidos tras la prohibicion de alimentar a rumiantes con proteinas de
origen animal era la contaminacién cruzada con alimento para otros animales de produccion
como cerdos o aves, que legalmente podian contener harina de carne y huesos (Abrial et al.,
2004; Allepuz et al., 2007; Jarrige et al., 2007; Paul et al., 2007; Pottgiesser et al., 2006;
Schwermer et al., 2007; Stevenson et al., 2005).
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Se investigd a la leche como fuente de PrPEt® porque podria ser una ruta de transmision entre la
madre y el ternero, pero principalmente por el riesgo para los humanos relacionado con el
consumo de productos lacteos. Se han realizado muchos estudios sobre este tema, pero hasta
la fecha no hay evidencia de que la EEB pueda transmitirse a través de la leche o el calostro
(Domingo, 2002; Everest et al., 2006; Vetrugno, 2004).

En cuanto a otras secreciones, se ha detectado PrPEf® en muestras concentradas de saliva de
bovinos afectados de EEB (Okada et al., 2012), aunque no se ha establecido su infectividad. Se
necesitarian mas estudios para ampliar el conocimiento sobre la infectividad potencial en las
secreciones o excreciones de animales infectados con EEB, pero la baja incidencia actual de la
enfermedad podria sugerir que la saliva no es una fuente esencial para la infeccion.

EEB en pequefios rumiantes

Como se ha descripto, las investigaciones sobre la EEB indicaron que la alimentacidn era la
principal via de transmisidn de la enfermedad. Los pequefios rumiantes estuvieron expuestos al
mismo alimento que el ganado bovino durante la década de 1980. Y es por esto que se llevaron
a cabo algunas investigaciones para discernir la transmisibilidad de la EEB en pequefios
rumiantes y determinar el riesgo de propagacion. Se demostré que las ovejas y las cabras son
susceptibles a la EEB por via oral o intracraneal y también que los signos clinicos producidos por
la EEB son indistinguibles de scrapie (Foster et al., 1993; Van Keulen et al., 2008). Por tanto, la
posibilidad de que la PrPtt® se haya transmitido a ovinos y caprinos constituiria otro riesgo
potencial para la salud publica. La distribucion de PrPEt® en los tejidos de ovejas infectadas
experimentalmente fue similar a la observada en scrapie con una amplia distribucion en el
tejido linfoide (Bellworthy et al., 2005; Jeffrey et al., 2001). Seria dificil de controlar si la EEB en
los pequenos rumiantes se transmitiera por las mismas vias por las que se propaga scrapie.
Ademas, los genotipos resistentes scrapie son susceptibles de contraer EEB. Por lo tanto, los
programas seleccién genética aplicados en algunos paises no ayudarian a prevenir la
propagacion de la EEB en los rebanos de ovejas (Foster et al., 1993; Jeffrey et al., 2001).

A pesar de toda esta preocupacién, solo se han detectado dos casos en cabras con una
enfermedad pridnica natural indistinguible de la EEB en cabras infectadas experimentalmente
(Eloit et al., 2005; Jeffrey et al., 2006). Por otro lado, no se ha notificado ningln caso de EEB en
ovejas.

La transmisidn vertical de la EEB en pequefos rumiantes se demostré en el 18 % de los
corderos nacidos de ovejas infectadas experimentalmente (Jeffrey et al., 2015). La transmisién
horizontal también se observo en el 0,5% de los casos, aunque este valor es inferior al esperado
con scrapie. Esta transmisién deficiente probablemente se deba a la baja presencia de PrPt® en
los tejidos placentarios (Jeffrey et al., 2015). A pesar de estos hallazgos, la baja transmisién
observada tanto vertical como horizontalmente sugiere que es poco probable que la EEB pueda
mantenerse dentro de un rebafio de ovejas.
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Enfermedad desgastante cronica (EDC)

Como se menciond anteriormente, la EDC de los cérvidos se considera una preocupacion
porque es capaz de mantenerse en poblaciones de animales silvestres y se ha extendido por
grandes areas.

La EDC se conoce desde finales de la década de 1960 como una enfermedad que afectaba al
venado bura (Odocoileus hemionus hemionus) y al venado de cola negra (Odocoileus hemionus
columbianus) en cautiverio. En 1980, la EDC se caracterizé clinica y patolégicamente como una
encefalopatia espongiforme (Williams & Young, 1980). A lo largo de los afios, la EDC también se
describié en otras especies de cérvidos en cautiverio y en libertad, como el alce de las
Montafias Rocosas (Cervus elaphus nelsoni), el venado de cola blanca (Odocoileus virginianus),
el alce (Alces alces), el ciervo canadiense (Cervus canadensis), el ciervo rojo (Cervus elaphus
elaphus), el ciervo sika (Cervus nippon) y el reno (Rangifer tarandus) (Benestad et al., 2016;
Schwabenlander et al., 2013).

En base al conocimiento de otras enfermedades pridnicas animales, se supone que la principal
via de entrada de la PrPEPC es |a oral. La patogenia a través de la ingestidn y distribucidn tisular
de PrPEP¢ parece ser similar a la descripta en ovejas infectadas con scrapie. Hay una distribucién
temprana en el tejido linfoide, seguida de diseminacion al SNC, SNP y otros 6rganos (Fox et al.,
2006; Sigurdson et al., 1999, 2001, 2002). Pero a diferencia de lo observado en ovejas
infectadas con scrapie, la acumulacion de PrPEP¢ es mayor en los ganglios linfaticos
retrofaringeos que en las placas de Peyer de ciervos infectados con EDC (Fox et al., 2006;
Sigurdson et al., 1999).

De manera similar a lo que sucede scrapie, se ha observado transmisién horizontal directa o
indirecta en la EDC (Miller & Williams, 2003), lo que indica que el tejido linfoide cumple un
papel en la transmisibilidad de la enfermedad. En un estudio que comparé los niveles de PrPEP¢
entre ciervos y alces afectados por EDC, la distribucién de priones en los tejidos extraneurales
fue menor en los alces (Race et al.,, 2007). Los autores sugieren que esta baja distribucion
periférica extraneural de PrPtP¢ podria explicar dos situaciones: primero, la baja incidencia de
EDC en alces; y segundo, transmision horizontal insuficiente de EDC en alces en comparacion
con ciervos.

Se han estudiado la saliva, la orina y las heces como posibles fuentes de infeccién natural de
EDC. La infectividad de la saliva de animales infectados se confirmd mediante su administracion
oral a ciervos sanos que desarrollaron EDC después de la exposicion (Mathiason et al., 2006,
2009). Aflos mas tarde, se detecté PrPEP¢ en saliva, orina y heces de animales afectados, y se
demostré su infectividad en el modelo ratdn (Haley et al., 2009; Pulford et al., 2012). Ademas,
la PrPEPC podria incluso detectarse en la saliva (Henderson et al., 2013), la orina (John et al.,
2013) y la materia fecal (Tamgliney et al., 2009) de animales asintomaticos. Estos hallazgos
sugieren que los animales infectados pero sanos podrian ser una fuente de infeccidn para otros
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animales. Por otro lado, la deteccién de PrPEPC en saliva, orina y heces podria utilizarse como un
diagndstico alternativo, no invasivo y preclinico de animales.

Debido a las numerosas similitudes entre la EDC y scrapie, se realizaron varios estudios para
investigar la posibilidad de transmision vertical en la EDC. La primera evidencia de
transmisibilidad entre cervatillos y ciervas infectadas se realizd en el ciervo muntiaco de
Reeves, una especie experimentalmente susceptible a la enfermedad, pero sin informes de
transmisién natural hasta la fecha (Nalls et al., 2013). Este estudio demostrd la presencia de
PrPECC en tejidos fetales recolectados de ciervas prefiadas enfermas. En una investigacion
posterior que utilizé el mismo modelo de cérvido, se detectaron priones infecciosos en
placentomas y liquido amnidtico (Nalls et al., 2017). La acumulacién de PrPEP¢ también podria
evidenciarse en el tracto reproductivo y los tejidos fetales de alces silvestres expuestos de
forma natural (Selariu et al., 2015). Todos estos hallazgos sugieren que la transmision de EDC
en el Utero es posible y que los fluidos y tejidos placentarios podrian ser otra fuente de
contaminacién ambiental.

Otras enfermedades pridnicas animales

Ademas de las especies antes mencionadas, se han informado enfermedades pridnicas en
visones, félidos, varias especies de antilopes y primates no humanos (Bons et al., 1996, 1999;
DEFRA, 2019; Hartsough & Burger, 1965). Se cree que estos reportes son el resultado de la
ingestion de alimentos contaminados con priones de rumiantes. ETV se asocié con scrapie vy,
mas recientemente, con L-BSE (Comoy et al., 2013; Hanson et al.,, 1971). Los reportes de
enfermedades pridnicas en félidos, primates no humanos y antilopes aparecieron a partir de
1990, principalmente en el Reino Unido durante el brote de EEB, y fueron asociados con el
consumo de PrPEEB (Baron et al., 1999; Eiden et al., 2010; Jeffrey et al., 1992; Kirkwood &
Cunningham, 1994). De hecho, luego de que se tomaran medidas para controlar la EEB, no se
reportaron mas casos de enfermedades pridnicas en las especies mencionadas.

Recientemente se informd una nueva enfermedad priénica en dromedarios (Camelus
dromedarius) de Argelia, designada como enfermedad pridnica del camello (EPC) (Babelhadj et
al.,, 2018). Tres animales afectados mostraron signos neuroldgicos durante una inspeccién
antemortem de rutina en un matadero. Luego, se detecté la presencia de PrPEP¢ en tejidos
nerviosos mediante inmunohistoquimica e inmunotransferencia junto con las lesiones
espongiformes caracteristicas de las enfermedades pridnicas. También se detectdé PrPEPC¢ en los
linfonédulos periféricos de uno de los animales afectados. Esto es importante ya que la
distribucién de priones en el tejido linfoide periférico estd asociada con la transmision
horizontal en scrapie y en la EDC.
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Diagndstico de scrapie
1. Diagndstico clinico

Las manifestaciones clinicas del scrapie clasico ocurren en promedio entre los 2 y los 5 afios de
edad de los animales afectados. Ademds de los signos clinicos producidos por cambios
degenerativos en el SNC (cambios en la conducta, ataxia, posiciones anormales, temblores
involuntarios), los animales afectados desarrollan prurito intenso con pérdida de lana,
dermatitis por rascado y perdida de la condicidn corporal que culmina en la muerte del animal
(EU TSE Reference Laboratory, 2013). Por esto, entre los diagndsticos diferenciales deben
descartarse parasitosis externas y otras enfermedades del SNC como la Enfermedad de
Aujeszky.

En el scrapie atipico la enfermedad clinica es detectada en animales mayores a 5 afios y los
principales signos clinicos notificados son ataxia, cambios de comportamiento y pérdida de
peso. El prurito no aparece como un signo recurrente, a diferencia de los casos de scrapie
clasico (Fediaevsky et al., 2008; Konold et al., 2007).

SI bien la aparicién de animales con alteraciones neuroldgicas y prurito son indicadores de la
enfermedad, la confirmacion requiere de pruebas de laboratorio que permitan detectar al
agente en tejidos de los animales afectados.

2. Diagndstico de laboratorio

La PrP™s puede ser detectada mediante varios procedimientos. La inmunotransferencia, ELISA 'y
la IHQ son los métodos mas utilizados en investigacién y diagndstico (Gavier-Widén et al., 2005)
pero en los ultimos afios se han desarrollado nuevas técnicas, como la amplificacién ciclica de
malplegamiento de proteinas (PMCA por su nombre en inglés protein misfolding cyclic
amplification) y la conversién inducida por agitacion en tiempo real (RT-QuIC por su nombre en
inglés real time-quaking induced conversion). Estas técnicas consisten en reproducir la
conversion de PrP¢ a PrP™s in vitro, utilizando la PrP™ presente en muestras infectadas. La
PMCA y RT-QuIC permitieron un avance en el conocimiento de las enfermedades pridnicas ya
gue tienen una mayor sensibilidad que otros métodos (Erafia et al., 2020) pero no son
utilizados como técnicas diagndsticas de rutina.

El diagndstico de esta enfermedad se basa en la deteccién postmortem de la PrP>¢ en tejido del
SNC. Las técnicas aprobadas por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA) son la
inmunohistoquimica, la inmunotransferencia o Western blot (WB), y las pruebas rédpidas
(OMSA, 2022). La histopatologia fue la prueba diagndstica utilizada desde la descripcion de la
enfermedad, sin embargo, fue perdiendo relevancia en el siglo XXI debido al desarrollo de
técnicas mas sensibles y especificas.
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En el caso de scrapie, debido a la acumulacién temprana de PrP> en drganos linfoides, pueden
implementarse pruebas antemortem incluso preclinicas. Para esto se utilizan muestras de
tejido linfoide de facil acceso. Los mas utilizados son el tejido linfoide asociado a mucosas del
recto (Espenes et al., 2006) y el tercer parpado (O’Rourke et al., 2000) pero también pueden
utilizarse las tonsilas (Schleuder et al., 1998). Estas técnicas son implementadas por algunos
paises como Estados Unidos o Canadd en sus programas de control y erradicacidon de la
enfermedad (Animal and Plant Health Inspection Service, 2022; Canadian Food Inspection
Agency, 2023a).

Muestras para pruebas postmortem

Una muestra del bulbo raquideo a nivel del ébex es la mas apropiada para el diagndstico del
scrapie cldsico ya que es el primer sitio en el que se observan alteraciones morfoldgicas (OMSA,
2022). En cuanto al scrapie atipico la distribucion es diferente, siendo el cerebelo, el talamo,
sustancia nigra y los ganglios basales las zonas mds afectadas (Moore et al., 2008). Por lo tanto,
para cubrir el diagnéstico de las dos formas conocidas de la enfermedad, la OMSA establece
que el bulbo raquideo y el cerebelo son las principales zonas que deben muestrearse (OMSA,
2022).

La toma de muestra puede realizarse a través del foramen magno con la ayuda de cucharas
especiales disefadas para este fin o a través de la apertura del craneo. En el caso de la
vigilancia epidemioldgica con estas dos muestras alcanzan, pero si el animal fuera sospechoso
de estar infectado seria necesario el analisis del encéfalo completo (OMSA, 2022).

Histopatologia

Utilizada para diagndstico de EETs durante largo tiempo mediante la deteccidon del cambio
espongiforme del SNC, la histopatologia no es recomendada actualmente para el diagndstico de
estas enfermedades (OMSA, 2022). La utilizacion de técnicas que utilizan anticuerpos
especificos para la deteccidn de PrP™ aumentd la sensibilidad del diagndstico. Esto se debe a
que la acumulacién de PrP™s en los tejidos ocurre antes de la aparicién de lesiones y signos
clinicos (Jeffrey & Gonzalez, 2004) por lo que hace que esta técnica no sea adecuada para
demostrar la ausencia de infecciéon en una poblacién (OMSA, 2022).
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Figura 2. Vacuolizacidn del neuropilo en el NDVD, SNC de un ovino afectado con scrapie, hematoxilina y eosina,
10X.

La tipica lesidn histopatoldgica de las EETs es la degeneracion espongiforme de la sustancia gris
sin cambios inflamatorios. Esta lesién consiste en la vacuolizacion bilateral y simétrica de las
neuronas y del neuropilo circundante acompafiada de una gliosis variable (figura 2). Si bien en
casos avanzados la afeccién del encéfalo es generalizada, la regién inicialmente afectada es el
tronco encefdlico, especialmente los sitios blanco. La vacuolizacién en un solo sitio blanco es
suficiente para una confirmacion histopatoldgica (APHA, 2019), sin embargo, la ausencia de
lesion en caso de sospecha clinica no podria descartar la infeccion. Los sitios blanco comunes en
ovinos con scrapie y los bovinos con EEB son el nucleo del tracto solitario, el NDNV y el nucleo
del tracto trigeminal. En los casos de scrapie atipico la vacuolizacidn, si es que la hay, se limita a
la corteza cerebelar, la corteza cerebral y los ganglios basales (Benestad et al., 2008).

Deteccion de PrP™s mediante IHQ

La técnica de IHQ puede detectar la PrP™s in situ a través de anticuerpos especificos revelados
por un sistema cromogénico. Por lo general la inmunomarcacion ocurre en las mismas regiones
descriptas para las lesiones histopatoldgicas, aunque, como ya se menciond, puede haber
inmunomarcacion sin asociacién a lesion (Jeffrey & Gonzalez, 2004).

Esta técnica se basa en una reaccidn antigeno-anticuerpo en donde el antigeno se encuentra en
secciones de tejido fijadas en formol al 10%, una solucidn fijadora que produce enlaces
cruzados. Este entrecruzamiento entre los antigenos y otras proteinas puede reducir o bloquear
la inmunoreactividad ya que se modifica la estructura tridimensional (estructuras terciaria y
cuaternaria de las proteinas) (Ramos-Vara & Miller, 2014). Es por esto que es necesario un
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proceso de recuperacion antigénica cuando las muestras fueron fijadas en formol, de manera
de revertir sus efectos. Este proceso puede ser fisico (calor, ultrasonido) o quimico (digestion
enzimatica, desnaturalizantes) siendo los métodos mds utilizados aquellos que utilizan enzimas
(PK, tripsina, etc.) y aquellos que utilizan calor hiumedo (autoclave, microondas, etc.). En el caso
del diagndstico de scrapie se utiliza la combinacién de acido férmico como agente
desnaturalizante y calor humedo.

Para el reconocimiento de la PrP> se utilizan anticuerpos monoclonales que luego son
reconocidos por un sistema de revelado. Estos sistemas se basan en la identificacion del
anticuerpo primario a través de una reaccidon cromdgena. Suelen utilizarse anticuerpos que
reconocen epitopes de la fraccidon constante del anticuerpo primario utilizado (anti-ratén, anti-
conejo, etc.). Estos anticuerpos secundarios estan conjugados con moléculas que permiten la
visualizacién de la reaccién antigeno-anticuerpo. Las moléculas mds comunes son enzimas
como la peroxidasa del rabano (HRP del inglés horseradish peroxidase) o la fosfatasa alcalina.
Estas enzimas en presencia de un sustrato cromégeno producen un precipitado coloreado
revelando el sitio de la reaccidn antigeno-anticuerpo. Otro sistema de deteccién muy utilizado
es el basado en estructuras poliméricas mds complejas. Dichos sistemas constan de un
polimero de dextrano marcado con peroxidasa y conjugado con inmunoglobulinas anti-ratén y
anti-conejo. Posee una gran sensibilidad ya que cada complejo contiene numerosas moléculas
de enzima que amplifica la inmunomarcacion.

El sustrato precipitado puede presentar distintos aspectos dependiendo de su localizacién
anatomica y celular. El laboratorio de referencia de las EET animales (Animal and Plant Health
Agency) se baso en las observaciones de Spiropoulos et al. (2007) para establecer los diferentes
patrones de inmunomarcaciéon posibles en tejido nervioso de pequefios rumiantes con scrapie
(APHA, 2019) (ver figuras 3y 4).
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Figura 3. Patrones inmunohistoquimicos en la deteccién de PrP%¢ en pequefios rumiantes con scrapie (APHA, 2019;
Spiropoulos et al., 2007). En la imagen (a) se observan depdsitos granulares de PrP> generalizados en el neuropilo.
También se observa depdsitos gliales (flecha roja), intraneuronales (flecha amarilla) y perineuronales (flecha
negra). En la imagen (b) se observan depdsitos punteados generalizados de PrP> en el neuropilo. También se
observan depdsitos intraneuronales (flecha amarilla). En la imagen (c) se observan depdésitos gliales (flechas rojas)
que dan la impresidn de ramificaciones. En la imagen (d) se observan depdsitos intragliales (flechas verdes) que
aparecen pequenos, bien definidos, densos y de forma globular en la cercania de los nucleos de las células gliales.
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Figura 4. Patrones inmunohistoquimicos en la deteccién de PrP* en pequefios rumiantes con scrapie (APHA, 2019;
Spiropoulos et al., 2007). En la imagen (e) se observan depdsitos coalescentes (flecha azul) de forma amorfa.
También estan presentes depdsitos gliales (flecha roja) y granulares. En la imagen (f) a menor aumento se muestra
la distribucién de los depésitos coalescentes en el borde NDNV. En la imagen (g) se ven depdsitos coalescentes (y
granulares). En la imagen (h) depdsitos coalescentes perineuronales. En la imagen (i) los depdsitos son
perivasculares. En la imagen (j) son lineales y en la imagen (k) en forma de placa.
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Inmunotransferencia o Western blot (WB)

La inmunotransferencia o Western blot (WB) es una técnica de deteccién especifica de
proteinas a través de anticuerpos. Las proteinas previamente son separadas en un proceso de
electroforesis y luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno
(PVDF) donde quedan inmovilizadas para luego ser enfrentadas a los anticuerpos especificos.

La muestra en este caso es el tejido nervioso de las zonas ya mencionadas que es sometido a
detergentes como el sarkosyl (lauroil sarcosinato de sodio) para extraer la PrP (Stack, 2004).
Tanto la PrP¢ como la PrP5¢ poseen una masa molecular de 33-35 kDa (Meyer et al., 1986) pero
la PrP¢ es totalmente digerida por la PK mientras que la PrP5¢ no. Solo la porcidn N-terminal es
degradada dejando un fragmento de 27-30 kDa en el caso de scrapie cldsico (Madec et al.,
1998). Basandose en esta caracteristica del agente, se somete la muestra a la accion de la PK
para eliminar la presencia de la PrP¢ evitando que los anticuerpos anti-PrP> reconozcan
también la PrP¢(OMSA, 2022; Stack, 2004).

Esta técnica ademads permite diferenciar entre ambas formas de la enfermedad. En el caso del
scrapie atipico se observan multiples fragmentos (de 11 a 31 kDa) luego de la digestion con PK
(Benestad et al., 2008) debido a que la PrP>¢ aislada de animales afectados con la forma atipica
es menos resistente a la PK que la PrP>¢ aislada de animales con la forma clasica (Buschmann et
al., 2004).

Pruebas rdpidas

Debido a la necesidad de identificar rdpidamente animales infectados (por necesidad de
determinar su destino para consumo humano o para evaluar gran ndmero de animales en
periodos cortos) se desarrollaron kits o sistemas diagndsticos denominados rdpidos. Los
mismos, basados en metodologia de ELISA, WB e incluso inmunoensayos de flujo lateral, se
utilizaron ampliamente a lo largo de la epidemia de EEB. Se desarrollaron productos también
para diagnéstico de scrapie, aunque su difusién fue mucho menor. Actualmente existen en el
mercado unas pocas pruebas rapidas para el diagnéstico de EEB y scrapie a partir de muestras
frescas de SNC. Son kits comerciales de ELISA desarrollados por dos empresas (Bio-Rad e Idexx).
Estas pruebas actualmente son muy utilizadas para hacer un screening en los sistemas de
vigilancia epidemiolédgica debiendo confirmar los resultados positivos o no-concluyentes con
técnicas confirmatorias (WB comerciales o desarrollados in house, o IHQ) (Groschup &
Langeveld, 2019).

Diagndstico preclinico de scrapie

Como se menciond anteriormente, las muestras mas utilizadas para este tipo de diagndstico
son la mucosa del tercer parpado y la rectal. Las biopsias de tonsila contienen un mayor
numero de foliculos linfoides pero su extraccidon es mas dificultosa (O’Rourke et al., 2000). Sin
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embargo, ha sido propuesta como una muestra complementaria a tomar en frigorificos ya que
en algunos casos se ha detectado PrP*¢ en tonsilas de animales negativos al diagndstico de EET
en tejido nervioso (Konold et al., 2020).

El tercer parpado, también conocido como membrana nictitante, es un pliegue de conjuntiva
semilunar presente en los rumiantes y otras especies de animales (Schlegel et al., 2001). Se
encuentra entre la cérnea y el parpado inferior en medial del canto del ojo y tiene una
superficie bulbar adyacente al ojo y otra superficie palpebral en contacto con el parpado
inferior (figura 5). Ademads, posee un cartilago en forma de “T” que le aporta estructura. En la
superficie bulbar pueden observarse dos protuberancias a los costados de la linea media que
corresponden al tejido linfoide asociado a la conjuntiva que debe muestrearse para el
diagndstico de scrapie (O’Rourke, Baszler, Parish, et al., 1998; O’Rourke et al., 2000, 2002). Sin
embargo, las elevaciones no siempre estdn presentes y otros autores propusieron que
protuberancias presentes en la superficie palpebral sean el sitio adecuado a muestrear (Thuring
et al., 2000).

Superficie palpebral

Superficie bulbar

Cartilago del tercer parpado

Glandula del tercer parpado

Figura 5. Seccidn transversal de tercer parpado. A: glandula del tercer parpado; B: cartilago del tercer parpado.
Modificado de Evans y Miller (2016).

La mucosa rectal es asiento de tejido linfoide en diferentes especies. Su uso para diagndstico de
scrapie se basa en la presencia de acumulos de foliculos linfoides en forma de anillo cercanos a
la linea recto-anal. Espenes et al. (2006) se basé en descripciones hechas por Aleksandersen et
al. (1991) para indicar que la muestra adecuada debe tomarse aproximadamente a 2-3 cm
craneal a la linea recto-anal. Sin embargo, otros autores sefialan que la muestra ideal debe
tomarse de 0 a 1 cm a partir del inicio de la interseccion mucocutanea (Gonzalez et al., 2006;
Keane et al., 2009). Estas diferencias de criterio limitarian la utilidad de la muestra para
deteccion de PrP>¢ ya que el agente se ubica en foliculos linfoides y su ausencia resta relevancia
al ensayo.
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Otro aspecto a considerar al momento de definir la aptitud diagndéstica de las muestras de
mucosa es la cantidad de foliculos linfoides presentes. Mientras que algunos autores
consideran necesaria la presencia de 6 o mas foliculos linfoides en la muestra para ser apta
para el diagndstico (O’Rourke et al., 2002), otros opinan que la presencia de un solo foliculo es
suficiente (Monledn et al., 2011).
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Situacidn regional y nacional

No se han registrado en Argentina ninguna EET animal. Desde 1989 se desarrollan actividades
vinculadas a estas enfermedades siendo el primer pais de la regién en abordar la temdtica. De
esta manera, instituciones publicas y privadas realizaron actividades de investigacion,
capacitaciéon y difusion a profesionales y productores destacandose el accionar del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), el cual desarrolld un laboratorio de diagndstico
para estas enfermedades, realizo actividades de vigilancia epidemioldgica a través de su red de
laboratorios de salud animal (Blanco Viera et al., 1998), y participd de la redaccién del analisis
de riesgo de EEB en Argentina (Schudel et al., 1996). En 2002 se crea el Programa de Prevencién
y Vigilancia de las EET de los animales, con los objetivos de mantener la mejor condicidon
sanitaria de Argentina para EEB y otras EET de los animales y certificar la condicidn sanitaria del
pais respecto de estas enfermedades en productos derivados destinados al consumo interno y
a la exportacion (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2002). Dicho
programa reconoce al laboratorio de INTA como Laboratorio Nacional de Referencia, el cual
debido a su accionar a nivel regional fue designado como Laboratorio de referencia de la OMSA
para EEB y Scrapie durante el periodo 2009-2018.

Entre los componentes principales del programa se encuentran la prevenciéon del agente al pais
desde el exterior mediante el control de importaciones de animales y material de riesgo, la
prevencion de la amplificacién del agente mediante la prohibicién de la alimentacién de
rumiantes con proteina de origen animal (salvo excepciones), y el sostenimiento de un sistema
de vigilancia capaz de detectar la aparicion de casos.

El control de importaciones se basa en la regulacidon de las importaciones de mercancias de
animales vivos, material reproductivo y derivados de origen animal (Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2015) pero también en el registro y seguimiento de
reproductores rumiantes importados (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria,
2019b). A su vez, en la Argentina estd prohibido ingresar alimentos que contengan como
ingredientes carnes, menudencias, visceras, productos, subproductos y derivados de origen
animal rumiante de determinados paises (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria, 2001). Ademas, existe una regulacién en cuanto a alimentos importados para
consumo humano o animal provenientes de ciertos paises que deben ser analizados antes de su
despacho a plaza.

Para evitar el reciclado y amplificacion del agente (PrP%¢) existen medidas de prevencion en la
produccién, comercializacién y transporte de harinas de carne y hueso animales como la
eliminacion de materiales de riesgo de difusidon de las EET (cerebro, cerebelo y médula) o el
analisis para corroborar ausencia de proteinas animales en la produccién de cenizas de hueso.
También existen restricciones en la produccion, comercializacion, transporte y utilizaciéon de
alimentos para rumiantes. En Argentina esta prohibido alimentar a los mismos con proteinas de
origen animal o cama de pollo. Los establecimientos que producen alimentos para animales

41



deben estar registrados y habilitados y aquellos que producen alimento para rumiantes y para
no rumiantes deben tener producciones separadas (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria, 2015).

El sistema de vigilancia se divide en una vigilancia pasiva y una activa. La vigilancia pasiva de la
enfermedad consiste en la realizacion de las pruebas diagndsticas ante la notificacion al
SENASA de un animal con cuadro neuroldégico compatible con EEB o scrapie. Esta notificacion
puede ser realizada por el productor, encargado, responsable de los animales, veterinario
privado a cargo del predio o laboratorio de diagndstico. Al desarrollarse normalmente en areas
rurales, la notificaciéon sucede ante una oficina local del SENASA, cuyo veterinario oficial deberd
atender a nivel de campo y accionar en forma inmediata. Debera definir clinicamente al animal
como: animal blanco, sospechoso u otra patologia pudiendo dejar en observacién al animal, a
fin de ver su evolucién o respuesta a determinados tratamientos. En el caso de arribar al
concepto de sospecha se realiza la toma de muestra para el diagndstico de EET (Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2003).

En cambio, la vigilancia activa se basa en la busqueda de la enfermedad, mediante un disefio de
muestreo estadistico de determinadas subpoblaciones de animales en riesgo. Incluye todas las
acciones que impliquen controles y seguimientos continuos y programados, como asi también
aquellos circunstanciales, por parte de los organismos sanitarios oficiales correspondientes
(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2003):

e El seguimiento, ya mencionado, de reproductores rumiantes importados pertenecientes
a las especies susceptibles.

e Inspeccidn clinica de animales en predios por diversas causas o en forma concomitante
con otras acciones (campafias de vacunacidn, despacho de tropas de zona de
garrapatas, control de cuarentenas de importaciones y/o exportaciones, etc.).

e Inspeccion clinica (antemortem) en frigorificos.

e Inspeccion clinica en concentraciones de hacienda (Mercados Concentradores, Remates
ferias y Exposiciones).

e Monitoreo continuo a través del analisis de muestras encefalicas extraidas de
frigorificos y de otras fuentes, de animales con sintomatologia neuroldgica o de aquellos
gue respondan a la definicion de animal blanco.

El disefio de muestreo esta basado en las recomendaciones de la OMSA que especifica
estrategias diferentes dependiendo del estatus sanitario del pais en cuestion. En nuestro caso,
al tener un estatus de “riesgo insignificante”, se aplica un tipo de vigilancia activa destinada a
detectar al menos un caso de EEB si la prevalencia estimada es mayor a un caso sobre 50.000,
con un nivel de confianza del 95%. Se utiliza un sistema de valoracién por puntos, otorgandole
un valor a cada individuo diagnosticado como negativo segun la tabla 2 (Organizacién Mundial
de Sanidad Animal, 2022). Para alcanzar el objetivo de este tipo de vigilancia se deben alcanzar
150.000 puntos en 7 afios 0 menos.
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Subpoblacidn vigilada

Sacrificio Animales Sacrificio de Sospecha
de rutina’ fallecidos? remran;pem::iaﬁ clinica®

Edad = 1 afio y < 2 afios

0.01 | 02 | 0.4 | MiA

Edad = 2 afios y < 4 afios (adulto joven)

0.1 | 02

0.4 | 260

Edad =4 afios y < T afios (adulto medio)

0.2 | 09

1.6 | 750

Edad = 7 afios y < 9 afios (adulto mayor)

0.1 | 0.4 | 07 | 220

Edad =9 anfos (animal viejo)

0.0 | 0.1 | 0.2 | 45

Tabla 2. Valores en puntos de las muestras para la vigilancia de EEB tomadas de animales de una subpoblacién y
un grupo de edad determinados (Organizacién Mundial de Sanidad Animal, 2022).

El ultimo punto del Programa de Prevencion y Vigilancia de las EET es la generaciéon de un
sistema de difusidén, capacitacion y educacion continua. Desde 1992 se lleva a cabo un
Programa de capacitacidn continua con alcance a todo el pais, dirigida tanto a agentes de
SENASA como a personas vinculadas a la sanidad animal y la salud humana.

Como resultado del programa y de medidas ejecutadas con anterioridad, la Argentina ha
mantenido siempre la maxima categoria sanitaria para EEB, siendo uno de los pocos paises del
mundo que ha mantenido esta condicion desde la existencia de la enfermedad.

La situacidn en otros paises de América es diferente. Por ejemplo, en América del Norte,
scrapie ha estado presente desde hace varias décadas. Primero se reporté en Canada, en 1938
(Canadian Food Inspection Agency, 2022) y luego en los Estados Unidos en 1947 (United States
Department of Agriculture, 2022). En estos paises existen programas nacionales que apuntan a
la erradicacién de scrapie a través de una vigilancia destinada a identificar los rebafios
infectados e implementar acciones de control de la enfermedad en establecimientos donde se
identifique scrapie. El diagndstico a partir de tejido linfoide de tercer parpado o mucosa rectal
son considerados dentro de estos programas para confirmar casos e incluso, dentro del
programa de Estados Unidos, la técnica de IHC en ébex o tejido linfoide es considerada como
prueba gold standard (Animal and Plant Health Inspection Service, 2022; Canadian Food
Inspection Agency, 2023a). A pesar de los programas de control implementados desde hace
afos en Estados Unidos y Canadd, scrapie aun esta presente en estas regiones (Animal and
Plant Health Inspection Service, 2023; Canadian Food Inspection Agency, 2023b).

En cuanto a América Latina existen pocos reportes de scrapie clasico hasta el momento,
limitdndose los mismos a Brasil. El primer caso de scrapie clasico en Brasil fue diagnosticado en
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1978 y luego se notificaron 16 casos en ovinos y un caso en un caprino entre 1978 y 2010 (de
Andrade et al., 2015; Leal et al., 2015). En los brotes descriptos solo 4/22 individuos dieron
positivo a las técnicas a partir del tejido nervioso, todos ellos con signologia nerviosa. El resto
(18/22), fueron detectados como infectados a partir de muestras de tejido linfoide asociado a
mucosa de tercer parpado o rectal. Esto remarca la importancia del diagndstico de scrapie a
partir de tejido linfoide ya que ninguno de esos animales presentaba signos clinicos a pesar de
estar infectados.

La presencia de scrapie en paises limitrofes representaria un riesgo para el ingreso de la
enfermedad a la Argentina. Uno de los brotes de scrapie en Brasil ocurriéd en el estado de
Parand, limitrofe con la provincia de Misiones, Argentina, (Leal et al., 2015). Los individuos
afectados en estos casos fueron de las razas Dorper y Santa Inés, dos razas que se crian
actualmente en Misiones (Ministerio del Agro y la Produccién de la Provincia de Misiones,
2020) cuyo origen sea posiblemente Brasil. Aspectos como estos deberian tenerse en cuenta en
la vigilancia de scrapie en nuestro pais.

Como se comentd previamente, nuestro pais cuenta desde 2002 con un Programa de
Prevencion y Vigilancia de las EET, el cual no ha detectado casos de ninguna EET en animales
(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2023). Si bien el principal foco del
programa se hace en EEB, el mismo incluye a los ovinos y caprinos. De esta manera, no existe
un programa de prevencién y control especifico para scrapie, sino que se incluye a pequefios
rumiantes entre las especies involucradas en la vigilancia. En este sentido, ovinos y caprinos son
anualmente evaluados para scrapie, y el ingreso de animales vivos y alimentos o productos de
origen ovino y caprino se encuentra oficialmente regulado, debiendo cumplirse una serie de
requisitos especificos para su importacion.

El diagndstico de scrapie mediante estudios del tejido linfoide es utilizado ampliamente en
diferentes paises. Sin embargo, no se ha estudiado si existen cambios a lo largo de la vida de los
animales. A su vez, no existen registros de su composicidon en animales de Argentina. Asi,
conocer caracteristicas propias del tejido linfoide de mucosas de ovinos y caprinos de Argentina
podria ser ventajoso al momento de evaluar su utilidad en programas de control y/o
erradicacion de la enfermedad.
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Hipotesis y objetivos



Hipétesis

Existen cambios en la proporcion de tejido linfoide en las mucosas palpebral y rectal de los
ovinos y caprinos de acuerdo a su edad, que podrian afectar el resultado de las pruebas
utilizadas para diagnodstico preclinico de scrapie o prurigo lumbar.

Objetivo General:

Determinar si existen variaciones en el tejido linfoide asociado a mucosas de facil acceso de
ovinos y caprinos en relacion a su edad y obtener herramientas para el diagndstico de scrapie.

Objetivo Especifico 1:

Caracterizar la dindmica y los componentes celulares del tejido linfoide presente en las
mucosas del tercer parpado y recto en ovinos y caprinos de las provincias de Buenos Aires y
Salta.

Objetivo Especifico 2:

Producir anticuerpos de yema de huevo (IgY) capaces de reconocer PrP¢ y proteina pridnica
andmala (PrP%).

Objetivo Especifico 3:

Desarrollar y/u optimizar técnicas de laboratorio (IHQ y/o inmunotransferencia) capaces de
reconocer PrP¢y Prp>c,
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Capitulo 2



Caracterizacion del tejido linfoide asociado a mucosas de ovinos y caprinos de Buenos Aires y
Salta

Una de las particularidades que tiene scrapie en comparacién con otras EET animales es la
posibilidad de realizar un diagndstico preclinico de la misma. Este, realizado in vivo, tendria la
ventaja de detectar animales infectados que diseminarian el agente en el ambiente. Esto es de
importancia al momento de ingresar animales a un establecimiento/regién libre de scrapie de
manera de reducir el riesgo de aparicion de la enfermedad. Para ello es determinante la
diseminacion temprana del agente en tejido linfoide, lo cual permite su deteccién en el mismo.
Debido a su facil acceso, se utiliza el tejido linfoide asociado a mucosas (TLAM), habiéndose
demostrado la utilidad del tejido linfoide de las mucosas palpebral y rectal (Gonzalez et al.,
2006; O’Rourke et al., 2000).

El TLAM cumple un rol inmunitario importante, desarrollando una respuesta en el sitio de
exposicidon a patégenos. Esta involucrado en la captacion de antigenos de las superficies
luminales, estimulacién de linfocitos y migracién de células a linfonddulos regionales u otros
organos. Esta presente en diversas regiones anatdmicas tomando diferentes nombres como,
por ejemplo:

e Tejido linfoide asociado a la conjuntiva (TLAC)

e Tejido linfoide asociado a la nasofaringe (TLAN)

e Tejido linfoide asociado a los bronquios (TLAB)

e Tejido linfoide asociado a la mucosa gastrica (TLAM gastrico)
e Tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal (TLAG)

Estructuralmente, el TLAM debe tener ciertas caracteristicas para ser considerado como tal
(Brandtzaeg & Pabst, 2004; Liebler-Tenorio & Pabst, 2006). Asi, debe mantener estrecho
contacto con la superficie de una mucosa y estar organizado en foliculos linfoides y areas
interfoliculares. Los foliculos corresponden al tejido linfoide organizado en forma nodular y
estdn predominantemente formados por linfocitos B dentro de una matriz de CDF, con
cantidades menores de linfocitos Ty macrdéfagos. Los foliculos pueden ser primarios (sin centro
germinativo) o secundarios (con centro germinativo). A diferencia de los foliculos, las areas
interfoliculares contienen predominantemente linfocitos T.

El TLAM puede estar constituido como foliculos linfoides Unicos (aislados) o como agregados
mas grandes de varios foliculos. El epitelio que recubre los foliculos linfoides del TLAM se
denomina epitelio asociado a foliculos (EAF) (J. I. Park et al., 2023; Steven & Gebert, 2009). El
mismo se caracteriza por carecer de células caliciformes y por poseer células morfolégicamente
distintas especializadas en la captacidon de antigenos denominadas células M en funcidon de su
morfologia (Steven & Gebert, 2009). "M" es la abreviatura de célula "portadora de
micropliegues”. La captacidon de antigenos se produce a través del EAF por células M o células
dendriticas. La poca cantidad o ausencia de células caliciformes genera que en EAF la capa de
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mucus sea mas delgada lo que permite que los antigenos presentes en el lumen accedan
facilmente a la superficie del EAF y puedan ser captados (Nakamura et al.,, 2018). La
recirculacion de los linfocitos ocurre a través de vénulas de endotelio alto presentes en las
zonas interfoliculares.

El tejido linfoide asociado a la mucosa del tercer parpado pertenece al denominado tejido
linfoide asociado a conjuntiva (TLAC). Si bien comparte todas las caracteristicas mencionadas
para el TLAM, existen controversias sobre la presencia de células M en el EAF del TLAC. Algunos
autores notificaron la ausencia de células con morfologia compatible a las células M en diversas
especies de mamiferos (Chodosh et al., 1998; Steven & Gebert, 2009). Sin embargo, otros
autores encontraron células morfolégicamente similares a las células M en perros y gatos a
través de analisis por microscopia electrdnica (Giuliano et al., 2002; Giuliano & Finn, 2011) o
células con capacidad de captar macromoléculas en cabras (Asti et al., 2000). En cuanto a la
caracterizacion inmunohistoquimica de TLAC, existen pocos estudios en animales.

El otro tipo de TLAM estudiado en este trabajo es el tejido linfoide asociado a la mucosa rectal
que es parte del TLAG y forma un anillo hacia el final del recto cercano a la linea recto-anal
(Aleksandersen et al., 1991). Las caracterizaciones inmunohistoquimicas de las poblaciones
celulares hechas en ovinos y cérvidos concuerdan con lo descripto en otros TLAM. Los linfocitos
B predominan en los foliculos linfoides mientras que los Linfocitos T lo hacen en las zonas
perifoliculares (Dagleish et al., 2012; Sedgmen et al., 2002).

El fundamento del diagnéstico de scrapie en tejido linfoide radica en la presencia de PrP>¢ en
células presentes en este tipo de tejidos, fundamentalmente en CDF. Estas estan ubicadas en
los foliculos linfoides, formando una red de prolongaciones con la funcién de presentar
antigenos a los linfocitos participando en su activacién y manteniendo la arquitectura de los
foliculos (Rezk et al., 2013). Esta retencidn y presentacién de antigenos lo hacen en ausencia de
moléculas del complejo de histocompatibilidad clase Il por eso no son consideradas células
presentadoras de antigenos (CPA) siguiendo la definicion cldsica. Presentan complejos
antigeno-anticuerpo intactos en su superficie celular a través de receptores Fc como CD32 y
CD23, o los receptores de complemento, como CD21 y CD35 (C. S. Park & Choi, 2005). La
presencia de CDF es por tanto clave para el diagndstico, ya que al no estar presentes podria no
detectarse PrP>, y por tanto concluirse un diagnéstico negativo erréneo.

Existe un Unico reporte que evalta la presencia de PrP¢ en el tejido linfoide de mucosas de facil
acceso en ovinos de Argentina (Capellino, 2010) pero no hay datos en caprinos. El objetivo del
presente capitulo es evaluar la aptitud diagndstica y caracterizar los componentes celulares del
TL presente en las mucosas del tercer parpado y recto en ovinos y caprinos de las provincias de
Buenos Aires y Salta.
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Materiales y Métodos



Animales evaluados

Para determinar el numero de animales a muestrear se utilizé el software ProMESA para un
muestreo estratificado. Se tuvo en cuenta que la poblacion de pequefios rumiantes en
Argentina en el 2016-2017 era de 14.864.321 ovinos (5.870.781 menores de 18 meses
aproximadamente y 8.993.540 mayores) y 4.863.894 caprinos (1.368.344 menores de 18 meses
aproximadamente y 3.495.550 mayores) (Servicio Nacional de Sanidad vy Calidad
Agroalimentaria, 2016, 2017). Se consideraron los resultados de Monledn et al. (2011) que
indican que el 98,5% de los ovinos y el 87,5% de los caprinos poseen al menos un foliculo
linfoide en las mucosas a muestrear. Por consiguiente, para estimar la presencia del tejido
linfoide en las mucosas de interés -con una confianza del 95%- se deberian colectar
aleatoriamente muestras de 25 ovinos (15 adultos y 10 menores de 18 meses) y 56 caprinos (40
adultos y 16 menores de 18 meses). Las salidas del programa se encuentran en el anexo de esta
tesis.

Se analizaron 66 ovinos de la provincia de Buenos Aires (36 menores de 18 meses y 30
mayores), y 54 caprinos totales (3 de la provincia de Bs. As. y 51 de la de la provincia de Salta)
(51 menores y 3 mayores) (ver tabla 3). Se obtuvieron muestras de tejido postmortem, durante
la faena en frigorifico o tras realizacion de necropsia. La edad de los animales se estimé
mediante cronologia dentaria tomando como referencia lo establecido por Pugh y Baird (2012):
aquellos animales con segundos incisivos permanentes fueron considerados mayores de 18
meses ya que erupcionan entre los 18 y 24 meses. Se considerd 18 meses como edad limite
para categorizar los animales debido a que es la edad que establece el programa de vigilancia
de EET en Argentina a partir de la cual se deben testear los pequefios rumiantes (Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2019a). Los programas de otros paises
establecen limites de edad diferentes, aunque generalmente menores. El de Canadd, por
ejemplo, establece que el diagndstico mediante muestras de mucosa de tercer parpado vy
mucosa rectal puede realizarse a partir de los 14 y 12 meses respectivamente (Canadian Food
Inspection Agency, 2023a).

Menores de 18 meses Mayores de 18 meses
(Grupo J) (Grupo G)

Ovinos 36 30

Caprinos 51 3

Tabla 3. Individuos muestreados categorizados segun especie y edad.
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Muestras a analizar

Se tomaron muestras postmortem, una vez que los animales fueran sacrificados durante la
faena (frigorifico) o eutanasiados para la realizacién de necropsias por razones ajenas a este
estudio.

De los animales seleccionados se recolectaron las siguientes muestras.

e Muestras de conjuntiva del tercer parpado: luego de exteriorizar el tercer parpado, se
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tomo un fragmento de mucosa (a la derecha o izquierda de la linea media) (figura 7) con
una pinza y se escindié con tijera (O’Rourke et al., 2002). Las muestras se conservaron en
formol bufferado al 10% (Na;HPQO4 -anhidro- 6,5%, NaH2PO4 4%, formaldehido 10%) hasta
su procesamiento. Esta muestra fue tomada en solo 57 ovinos y 37 caprinos debido a que
en el proceso de desuello en el frigorifico puede dafiarse el tercer parpado. Se priorizo la
muestra de tercer parpado completo por poseer mayor material para los estudios
histoldgicos.

Muestras de mucosa rectal: Para las muestras de mucosa rectal se siguié la metodologia
descripta por Espenes et al. (2006). Para ello se tomaron muestras de mucosa de 1-2 cm
aproximadamente a craneal de la linea rectoanal, dorso o ventro lateralmente con pinza 'y
tijeras. Las muestras se conservaron en formol bufferado al 10% hasta su procesamiento.
Tercer parpado completo: luego de exteriorizarlo, se extrajo la totalidad de este érgano
del ojo contralateral al que previamente se le tomod la muestra de mucosa. Se conservo en
formol bufferado al 10% hasta su procesamiento.

SNC: con la cabeza separada del cuerpo del animal a nivel de la articulacidn atlanto-
occipital, se introdujo una cuchara para muestreos (ver figura 6) con la punta hacia abajo a
través de la parte superior del foramen magno hasta llegar al tope. Luego se gird la
cuchara 180° hacia ambos lados y se extrajo el material con la punta de la cuchara
mirando hacia arriba. La muestra se conservd en formol bufferado 10% hasta su
procesamiento.



Figura 6. Cuchara descartable utilizada para el muestreo del tronco encefalico de bovinos y pequefios rumiantes
para el diagndstico de EET animales. El tamafo difiere entre las especies.

Adicionalmente se tomaron las siguientes muestras:

e Linfonddulos mesentéricos y/o retrofaringeos de 4 ovinos y 4 caprinos al azar y se
conservaron en formol bufferado al 10% hasta su procesamiento.

e Linfonddulos mesentéricos y/o retrofaringeos de 4 ovinos al azar y se conservaron en
solucion fijadora de zinc (SFZ) (ZnCl 0,5%; acetato de zinc 0,5% en Tris 0,1 M; CaCl; 0,05%
pH 7-7,4) modificada de Beckstead (1994).

e Muestras de recto, desde el ano hasta 4 cm hacia proximal de 15 ovinos al azar durante
sus respectivas necropsias y se conservaron en formol bufferado al 10% hasta su
procesamiento.

Figura 7. A la izquierda se observa la superficie bulbar del tercer parpado de una oveja. La flecha inferior indica el
tejido linfoide levemente sobreelevado. La fecha superior indica la zona donde se escindié el TL del otro lado
(O’Rourke et al., 2002). A la derecha se observa la superficie bulbar del tercer parpado de una cabra durante los
muestreos de esta tesis.

Procesamiento histoldgico de las muestras

Una vez fijadas, las muestras fueron deshidratadas por inmersién en concentraciones
crecientes de etanol (80%, 96% y 100%) y aclaradas con xileno. Luego fueron incluidas en
parafina y se obtuvieron cortes seriados de 3 um de espesor. Uno de ellos se montd en un
portaobjetos tradicional para su coloracién con hematoxilina y eosina (Luna, 1968). El resto fue
montado en portaobjetos positivados para su analisis inmunohistoquimico.
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Identificacion del TL en tercer pdrpado

La presencia de TL se evalué mediante observacidn microscépica de las secciones coloreadas
con hematoxilina y eosina en un microscopio dptico, tanto en la muestra de mucosas como en
el tercer parpado completo. En este ultimo caso, el mismo se corté en 2 o 3 fragmentos
dependiendo del tamafio de la pieza (a los costados de la linea media, mismo sitio de la toma
de muestras de mucosa) y se observaron al menos 2-3 secciones longitudinales del mismo. Se
contabilizé el numero de foliculos linfoides presentes en cada una de las muestras.

Identificacion del TL en mucosa rectal

Debido a la diferencia de criterios descripta por diferentes autores, se evalud la presencia de
foliculos linfoides y su distribucién en muestras de mucosa rectal (Aleksandersen et al. 1991;
Espenes et al. 2006; Gonzalez et al. 2008; Keane, Barr, Osborn, Langenberg, K. . O’'Rourke, et al.
2009).

Para ello se tomaron muestras de mucosa rectal de 35 ovinos en dos sitios diferentes:
-Muestra A: inmediatamente craneal a la unién mucocutanea.
-Muestra B: a 2 cm de la union mucocutanea.

Ademas, se evaluaron secciones del recto de 15 ovinos de aproximadamente 3-4 cm desde la
unién mucocutanea.

La presencia de TL se evalué mediante observacidn microscépica de las secciones obtenidas,
coloreadas con hematoxilina y eosina.

Deteccion IHQ de marcadores celulares

Con el objeto de identificar las poblaciones celulares presentes en el TLAM se buscd detectar
CDF vy Linfocitos B mediante la deteccidon del antigeno CD21, Linfocitos T totales mediante la
deteccion de CD3, linfocitos T colaboradores mediante la detecciéon de CD4, Linfocitos T
citotoxicos mediante la deteccion del antigeno CD8 y macréfagos mediante el antigeno L1 (ver
tabla 4), se utilizaron las muestras de ganglios linfaticos fijadas en formol y SFZ como controles
y se probaron diluciones de 1:100, 1:500 y 1:1000 de cada anticuerpo.

La técnica de IHQ se realizd sobre las secciones de tejido montadas sobre portaobjetos
positivados. Luego del desparafinado en xileno y alcoholes de graduacién decreciente (100%,
96%, 80%), los cortes se sumergieron en perdéxido de hidrogeno al 3% en metanol para
bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena. Luego de este paso, se realizd la recuperacion
antigénica apropiada para cada anticuerpo (ver mas adelante). Posteriormente la reaccién
antigeno-anticuerpo fue revelada mediante el sistema Envision (Dako), utilizando 2,3
diaminobenzidina (DAB) como sustrato cromogeno.
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Anticuerpo Célula Blanco Clon Origen
ccz1 Bio-Rad
Linfocitos B maduros y
CD21 cel.ulas dendr|t|ca,s GB25A Washington State University
foliculares (Gonzalez et
al., 2001).
EP64 Bio SB
Linfocitos T (Schwinzer .
CD3 etal,, 1991). Policlonal  Cell Marque
Macrofagos,
L1 (Calprotectin) | granulocitos y monocitos MAC387 Bio-Rad
(Flavell et al., 1987)
Macroéfagos y monocitos .
D KP-1 B B
D68 (Micklem et al., 1989). 05
Linfocitos T GC1A Washington State University
CD4 colaboradores (Maddox
et a|_’ 1985). 44.38 Bio-Rad
D8 Linfocitos T citotdxicos 38.65 Bio-Rad

(Maddox et al., 1985)

Tabla 4. Anticuerpos para la deteccién de células en la técnica de IHQ probados en el desarrollo de esta tesis.

Para la optimizacién de la técnica IHQ de cada anticuerpo se probaron diferentes métodos de
recuperacién antigénica:

Recuperacién antigénica inducida por calor (RAIC):

Método de calor humedo en horno de microondas (15-30 minutos) con las siguientes

soluciones:

e Buffer citrato pH 6 (acido citrico 10 mM, 0,05 % de tween 20).
e Buffer tris-EDTA pH 9 (tris 10 mM, EDTA 1 mM, 0,05 % de tween 20).

e Solucion Target Retrieval Solution, Citrate pH 6 (Dako).

e Solucion ImmunoDNA Retriever Citrate (Bio SB).

Recuperacién antigénica inducida por enzimas (RAIE):
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e Proteinasa K lista para usar (Dako) a temperatura ambiente. Incubaciones de 15, 30 y 45

minutos.

e Tripsina 0,1% con CaCl; 0,1% a 37°C. Incubaciones de 15, 30, 45 minutos y 3 horas.

Debido a que varios anticuerpos no habian sido probados en tejidos de ovinos se realizaron
pruebas de inmunoreactividad sobre estos tejidos. Para ello se utilizé6 como control linfonddulo
(LN) de ovino fijado en SFZ. Esta solucién fijadora, a diferencia del formol, no produce
modificaciones en las proteinas. De esta manera, los antigenos no sufririan alteraciones que
puedan impedir la unién de anticuerpos especificos por lo que no se necesita recuperacién
antigénica. Por eso, utilizando tejidos fijados en SFZ se evalla la interaccidon del antigeno
(marcador celular) de esa especie con el anticuerpo a probar, teniendo efecto minimo la
fijacién y el procesamiento del tejido sobre la interaccién antigeno-anticuerpo. Los resultados
de estas pruebas se resumen en las tablas 5y 6. Los anticuerpos anti-CD68 (Bio SB) y anti CD21
(Bio SB) dieron negativo a esta prueba.

Reactividad frente a LN

Anti | R Vi /
nticuerpo Clon eactividad declarada ovino fijado en SFZ
o1 Bovino, ow.no, caprino, ciervo N
colorado, ciervo mula
CD21 GB25A Bovino, ovino, caprino +
EP64 Humano, raton -
CD3 Policlonal | Humano, canino, ratén +
11 MAC387 Equlmo, pqrcmo, Fanmo, cgnejo,
ratén, bovino, felino, caprino y otros.
D68 KP-1 HEJmano, ra.ta, ratén, porcino, conejo,
hamster, primate no-humano
GC1A Ovino, caprino +
CD4
44.38 Ovino, caprino +
CD8 38.65 Ovino, caprino, bovino +

Tabla 5. Resultados
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de las pruebas de optimizacidon de anticuerpos para la técnica de IHQ. Se muestran los
resultados de reactividad frente a LN ovino fijado en SFZ. Se considerd “reactividad declarada” a la informacion
dada por los fabricantes. LN: linfonddulo; SFZ: solucion fijadora de zinc.



Anticuerpo Clon Método de RA

RAIC: Target Retrieval Solution Citrate
cc21 (Dako); Target Retrieval Solution with Citrate
(Bio SB)
RAIC: Target Retrieval Solution Citrate
GB25A (Dako); Target Retrieval Solution with Citrate
(Bio SB)
RAIC: Buffer citrato pH 6; Target Retrieval
Solution with Citrate (Bio SB)

L1 (Calprotectin) | MAC387 RAIC: Buffer tris-EDTA pH 9

Tabla 6. Resultados de las pruebas de optimizacion de anticuerpos para la técnica de IHQ. Se muestran todos los
métodos de recuperacidon antigénica (RA) que dieron una reactividad positiva en tejidos ovinos y caprinos fijados
en formol. RAIC: recuperacion antigénica inducida por calor.

CD21

CD3 Policlonal

Marcadores celulares a evaluar

Si bien se evaluaron varios anticuerpos para marcadores celulares diferentes, se seleccionaron
aquellos que dieron buenos resultados en tejidos fijados con formol, ya que este fue el fijador
utilizado para las muestras a evaluar. Por tal razén se determinaron las poblaciones celulares
CD3+ con el anticuerpo de CellMarque (dilucion 1:500), CD21+ con el anticuerpo de WSU vy Bio-
Rad (dilucién 1:500) y L1+ con el anticuerpo de Bio-Rad (dilucién 1:100).

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos de la toma de muestra rectal a distintas
distancias de la unién mucocutanea, se aplicd la prueba estadistica de Kruskal Wallis. Esta
prueba no paramétrica se utilizdé para confirmar que las diferencias en el nimero de foliculos
linfoides observados entre las muestras tomadas inmediatamente anterior a la unidn
mucocutdnea (muestra A) y aquellas tomadas a 2 cm de la uniéon (muestra B) fueran
significativas.

Con respecto a la aptitud diagndstica, para determinar si las diferencias entre ambos tipos de
muestras (A y B) son significativas se realizé una tabla de contingencia utilizando la prueba
estadistica de x? (chi cuadrado).

Para determinar si las diferencias en la aptitud diagndstica observada entre animales menores
(grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses fueran significativas, se utilizd la prueba estadistica
de x2 (chi cuadrado).

Para determinar la significacion estadistica observada en la marcacidon de CD21 entre los ovinos
menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses; y entre el tejido linfoide de la mucosa rectal
y el tercer parpado, se utilizd la prueba estadistica de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los tejidos se
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evaluaron de manera semicuantitativa, adaptando los criterios de do Prado Duzanski et al.
(2022), se le asignd un valor dependiendo el porcentaje de células marcadas dentro de cada
foliculo. Los valores fueron: O=sin marcacidn apreciable a un aumento de 40X; 1 = <25%; 2 =
26-50%; 3 = 51-75%; y 4 = >75%. Se evaluaron 6 foliculos al azar de cada muestra. Los datos se
analizaron como el promedio de las observaciones de cada individuo.

Para todo el andlisis estadistico se utilizd el software InfoStat.
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Resultados



Muestreo

Se alcanzd a obtener el nimero propuesto de ovinos de las edades de interés. Esto no fue
posible para el caso de los caprinos adultos. La situacién de pandemia declarada en marzo de
2020 obligd a suspender los muestreos en establecimientos y dificultd el ingreso a frigorificos
debido a la implementacién de medidas de prevencién frente a COVID19. Una vez normalizada
las actividades de faena, no se encontraron frigorificos/mataderos que operaran con animales
adultos, priorizando la faena de animales jovenes (cabritos) y de manera estacional. De esta
manera, respecto de los caprinos el estudio se centrara en animales jovenes.

Evaluacion de la presencia del tejido linfoide asociado a mucosa rectal

En las secciones de recto completo de ovinos se observd TL inmediatamente craneal de la unién
rectoanal (hasta 1 cm aproximadamente) en 15/15 de los individuos. Craneal a esta distancia
solo 2/15 individuos mostraron tejido linfoide asociado a mucosa rectal en los cortes analizados
(ver figura 9a).

Teniendo en cuenta las muestras tomadas a 2 distancias diferentes a la unién mucocutanea, se
compard su aptitud diagndstica. Se consideraron aptas aquellas muestras que presentaron 6
foliculos linfoides o mas segun lo establecido por O’'Rourke et al. (2000).

De las muestras tomadas inmediatamente posterior a la unidén mucocutdnea (muestra A),
23/35 se consideraron aptas para el diagndstico mientras que solo 6/35 de las muestras
tomadas a 2 cm de la unién (muestra B) fueron aptas (ver figura 8).

Aptitud diagnadstica en muestras de recto
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Figura 8. Aptitud diagnodstica de las muestras
de mucosa rectal de ovinos tomadas
= 28 inmediatamente posterior a la unidn
. mucocutdnea (muestra A) y tomadas a 2 cm
1 de la unién mucocutanea (muestra B).
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{Tagido linfoide
asociado a mucosa
rectal

5mm

Figura 9a. Corte longitudinal del recto de un ovino tefiido con hematoxilina y eosina. La flecha fucsia se ubica sobre
el epitelio de la piel. La flecha violeta se encuentra sobre la mucosa rectal. La linea entrecortada azul indica la
unién mucocutdnea (linea recto-anal). Se observa el tejido linfoide asociado a la mucosa rectal inmediatamente a
craneal de la unién mucocutdnea. Escaneado con Microvisioneer Manual Scanner®.

Figura 9b. Corte de la
mucosa rectal de un
ovino teflido con
hematoxilina y eosina.
Se observa gran
cantidad de tejido
linfoide asociado a la
mucosa rectal.
Escaneado con
Microvisioneer Manual
Scanner®.
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Figura 9c. Corte longitudinal del tercer parpado completo de un ovino tefiido con hematoxilina y eosina. La linea
entrecortada verde indica la ubicacidn del tejido linfoide asociado a la mucosa del tercer parpado en relacién a la
superficie bulbar. Escaneado con Microvisioneer Manual Scanner®.

Evaluacion de la aptitud diagndstica de las muestras

Se evalud la aptitud de todas las muestras de mucosa de tercer parpado y mucosa rectal,
mediante la tincién de Hematoxilina y Eosina (HyE) (ver figuras 9b y 9c). Para ello, uno de los
cortes de cada muestra, luego de ser procesado y teiiido con H-E, fue observado en un
microscopio dptico.

Se consideraron aptas aquellas muestras que presentaron 6 foliculos linfoides o mas segun lo
establecido por O’Rourke et al., (2002). Comparando la aptitud diagndstica del total de las
diferentes muestras utilizadas en el diagndstico de scrapie se obtuvieron los siguientes
resultados: de las muestras conjuntivales de tercer parpado fueron aptas solo el 1,8% (1/57) en
ovinos y el 5,4% (2/37) en caprinos (ver figura 10a); en cuanto a las muestras de mucosa rectal
se observo que el 61.1% (33/54) de las muestras de caprinos y el 39,4% (26/66) de las muestras
de ovinos cumplieron el criterio de aptitud para diagndstico de scrapie (ver figura 10b).

Analizando 2-3 cortes del tercer parpado completo se obtuvo un 50% (27/54) de cortes aptos
en caprinos y un 16,7% (11/66) aptos en ovinos (graficado en la figura 10b).
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Figura 10c. Aptitud diagndstica del total de las muestras de tercer parpado completo de caprinos (A) y ovinos (B).
Los valores fueron redondeados.

Se comparé la aptitud diagndstica entre ovinos menores de 18 meses (Grupo J) y mayores de
18 meses (Grupo G) para evaluar diferencias en la aptitud diagndstica entre ambos grupos
etarios. En los ovinos mayores a 18 meses se observé que 14/30 muestras de mucosa rectal,
1/28 muestra de mucosa de tercer parpado y 4/30 de los terceros parpados analizados fueron
consideradas aptos para diagndstico de scrapie. En ovinos menores de 18 meses se observé
que 12/36 muestras de mucosa rectal, 0/29 muestra de mucosa de tercer parpado y 7/36 de los
terceros parpados analizados fueron consideradas aptos para diagndstico de scrapie. Los
resultados se muestran graficados en la figura 11.

Aptitud diagndstica en muestras de ovinos
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Figura 11. Aptitud diagndstica de las muestras de ovinos separadas por grupo etario. Grupo J: menores de 18
meses; Grupo G: mayores de 18 meses.

Caracterizacion de células del tejido linfoide

Células CD21+

Con los anticuerpos anti-CD21 se observd inmunomarcacion en los foliculos linfoides, en la
membrana plasmatica celular. Debido a la ubicacion en membrana de CD21 y la morfologia de
las CDF con abundantes prolongaciones citoplasmaticas, el patréon de marcacién observado
tiene aspecto reticular (ver figura 12), mostrando en la mayoria de los casos una coloracidn
completa de la membrana de las células marcadas.

B s g

Figura 12. Deteccion inmunohistoquimica de CD21 en tejido linfoide asociado a mucosa rectal de un caprino. Se
observa la inmunomarcacién (granulado marrén-rojizo) de aspecto reticular en un foliculo linfoide.
Inmunohistoquimica con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tincién con hematoxilina, X40.

Las células CD21+ se observaron principalmente en el centro de los foliculos, coincidente con
los centros germinales (ver figura 15). Sin embargo, también pudo observarse marcaciones del
foliculo completo en algunos casos (ver figura 13). La marcacién de células de forma
extrafolicular fue minima, presentdndose solo en algunos casos.
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Figura 13. Deteccién inmunohistoquimica de CD21 en tejido linfoide asociado a mucosa rectal de un caprino. Los
dos foliculos linfoides que se observan en la imagen muestran inmunoreactividad (granulado marrén-rojizo) ante
los anticuerpos monoclonales GB25A. Inmunohistoquimica con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tincién con
hematoxilina, 4X.

En el tejido linfoide asociado a mucosa de tercer parpado pudo observarse una menor
presencia de células CD21+ comparando con el tejido linfoide de mucosas rectales. Incluso
muchos foliculos resultaron con una marca muy tenue, poco apreciable (ver figura 14)
principalmente foliculos primarios densamente empaquetados. Para determinar la significancia
de estas diferencias se realizé un analisis estadistico.
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Figura 14. Deteccién inmunohistoquimica de CD21 en tejido linfoide asociado a mucosa de tercer parpado de un
ovino. Se observa una marcacidn tenue, casi imperceptible (granulado marrén-rojizo) en un foliculo primario.
Inmunohistoquimica con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tincion con hematoxilina, X10. El recuadro de
puntos se ubica magnificado abajo a la izquierda para una mejor apreciacion.

Células CD3+

La inmunomarcacion observada con el anticuerpo anti-CD3 (Cell Marque) tuvo distribucidn
predominantemente perifolicular, aunque también se observé una cantidad apreciable, aunque
mucho menor, dentro de los foliculos (ver figura 15). A su vez, también se pudo observar
escasas células CD3+ en el tejido conectivo de la submucosa. De acuerdo al criterio de
evaluacidon determinado, no se observaron diferencias subjetivas de inmunomarcacién entre
los grupos analizados.
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Figura 15. Deteccion inmunohistoquimica de células del tejido linfoide asociado a mucosa de dos ovinos (CD21, CD3 y L1). Arriba cortes de una muestra de
mucosa rectal, 10X. Abajo cortes de una muestra de mucosa de tercer parpado, 20X. Las células positivas a cada marcador celular se observan con un granulado
marrén-rojizo. Las células CD21+ se observan principalmente en los centros germinales de los foliculos. Las células CD3+ predominan en las zonas
perifoliculares, aunque también se observan algunas en el interior de los foliculos. Las células L1+ se presentan en una cantidad mucho menor entre los
foliculos (las flechas rojas indican las Unicas células marcadas en la imagen correspondiente al TL del tercer parpado). Inmunohistoquimica con peroxidasa,
revelado con DAB, contra-tincidon con hematoxilina.



Células L1+

El anticuerpo utilizado para reconocer macréfagos (anti L1, clon MAC387) reconoce la
molécula L1 o calprotectin, un antigeno expresado intracitoplasmaticamente en
granulocitos, monocitos y macréfagos tisulares (Brandtzaeg et al., 1988; Flavell et al.,
1987). La marcacién observada fue mas escasa que con los anticuerpos anteriores,
limitdndose al espacio perifolicular (ver figura 15). También se identificaron células
marcadas cercanas al epitelio en las muestras de mucosa rectal (ver figura 16). Pocos
foliculos mostraron células L1+ en su interior y en el caso de haberlas solo se
identificaron una o dos con una marcacién muy tenue (ver figura 17). De acuerdo al
criterio de evaluacidn determinado, no se observaron diferencias subjetivas de
inmunomarcacion entre los grupos analizados.

Figura 16. Deteccidon inmunohistoquimica de L1
en tejido linfoide asociado a mucosa rectal de
un ovino. Se observan células marcadas
(granulado marrén-rojizo) cercanas al epitelio
de la mucosa. Inmunohistoquimica con
peroxidasa, revelado con DAB, contra-tincién
con hematoxilina, X20.



Figura 17. Deteccion inmunohistoquimica de L1 en tejido linfoide asociado a mucosa de tercer parpado
de un ovino. Dentro del circulo se observa una marcacion tenue (granulado marrén-rojizo) de una célula
dentro de un foliculo linfoide. Inmunohistoquimica con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tincidn
con hematoxilina, X20. El recuadro de puntos se ubica magnificado abajo a la izquierda para una mejor
apreciacion.

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico, los datos obtenidos de la toma de muestra rectal a distintas
distancias de la unidn mucocutanea de ovinos, se aplicé la prueba estadistica de
Kruskal Wallis. Con esta prueba (no paramétrica) se pudo concluir que las diferencias
en el numero de FL observados entre las muestras tomadas inmediatamente anterior a
la unidon mucocutanea (muestra A) y aquellas tomadas a 2 cm de la unién (muestra B)
son significativas (p=0,0007).

Con respecto a la aptitud diagndstica, utilizando la prueba estadistica de x? (chi
cuadrado) se pudo concluir que las diferencias entre ambos tipos de muestras (A y B)
también son significativas (p<0,0001). Estos resultados indican que las muestras
tomadas inmediatamente anterior a la unién mucocutdnea son mas adecuadas para el
diagndstico de scrapie.

Para determinar si las diferencias en la aptitud diagndstica observada entre ovinos
menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses fueran significativas, se utilizé la
prueba estadistica de x? (chi cuadrado). Se pudo concluir que las diferencias entre
ambos grupos no son significativas ni en las muestras de tercer parpado completo
(p=0,5), mucosa de tercer pdarpado (p=0,2) ni en las muestras de mucosa rectal
(p=0,26) por lo que no habria asociacién con la edad.

Para determinar si las diferencias en la marcacion de CD21 son significativas entre
ovinos menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses se utilizd la prueba
estadistica Mann-Whitney-Wilcoxon. Se pudo concluir que las diferencias entre ambos
grupos no son significativas (p=0,1273), por lo que esta variacion en la
inmunomarcacion no estaria asociada con la edad.

Para determinar si las diferencias en la marcaciéon de CD21 son significativas entre el
tejido linfoide de la mucosa rectal y el de tercer parpado de ovinos, se utilizé la prueba
estadistica Mann-Whitney-Wilcoxon. Se pudo concluir que las diferencias entre ambos
grupos son significativas (p=0,002).

Debido a que la inmunomarcacién observada para CD3 y L1 fue similar en todos los
grupos no se realizd un andlisis estadistico.
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Deteccidon de TL y evaluacion de la aptitud diagnodstica de las muestras

La deteccién de PrP> en muestras de biopsia de mucosa es recomendada como
diagndstico preclinico y antemortem de scrapie (OMSA, 2022). Sin embargo, algunos
autores han manifestado dificultades en el diagndstico de scrapie a partir de este
material (Thuring et al., 2005).

En el presente trabajo se logré detectar tejido linfoide en las muestras colectadas,
aunque los resultados de la aptitud diagndstica de las muestras de mucosa de tercer
parpado no concuerdan con lo reportado por otros autores. Reportes previos indican
que entre el 76-81,9% de las muestras eran aptas para el diagndstico (Monledn et al.,
2011; O’Rourke et al., 2002). En el presente trabajo solo el 1,8% (1/56) de las muestras
de ovinos y el 5,4% (2/37) de las muestras de caprinos resultaron aptas.

Considerando que la deteccién de PrP¢ en tejido linfoide se utiliza como prueba
diagndstica preclinica de scrapie en animales vivos, confirmar la aptitud de la muestra
resulta determinante al momento de evaluar los resultados obtenidos. En ese sentido,
pocas de las muestras de conjuntiva de tercer parpado analizadas mostraron foliculos
linfoides suficientes para considerarse aptas para el diagndstico. Con la intencién de
determinar si el tejido linfoide presente en el érgano era realmente escaso o si en
realidad se encontraba en otra ubicacidn, se realizaron estudios histoldgicos del tercer
parpado contralateral al analizado por biopsia, observando cortes de las regiones
mencionadas como lugar de toma de muestra (O’'Rourke et al., 2002). Incluso
considerando la observacién de cortes del tercer parpado completo (que no seria de
utilidad para estudio de animales vivos) se obtuvieron solo un 16,7% (11/66) de
muestras con utilidad diagndstica en ovinos y un 50% (27/54) en caprinos. Esta
diferencia entre los resultados de un muestreo por biopsia y la observacion de cortes
del tercer parpado completo podria relacionarse con un error en la toma de muestra.
Podria ocurrir que la biopsia se haya colectado de un drea normalmente carente de
tejido linfoide en todos los casos. Sin embargo, para el muestreo se siguieron las
especificaciones indicadas por O’Rourke et al., (2002) y Monleédn et al. (2011), con las
cuales obtuvieron los resultados que recomiendan su uso. Mas aun, O’Rourke asegura
que el tejido linfoide es visualizable en la superficie bulbar como un tejido rosado
ligeramente elevado a ambos lados de la linea media longitudinal del tercer parpado,
indicando que esta es la zona a muestrearse, aunque no se observe la elevacién
mencionada. Contrariamente, tales estructuras no se observaron en la mayoria de los
individuos muestreados para este trabajo (ver figura 7), siendo detectadas solo en
algunos de los ovinos muestreados. De todas maneras, como se recomienda en dicha
publicacidn, se colectd el tejido en el area indicada, encontrando un nimero muy bajo
de muestras aptas para diagndstico.

En el mismo sentido, otros autores también manifestaron la imposibilidad de
identificar macroscépicamente el tejido linfoide en la mucosa de tercer parpado en
este tipo de muestreos. Thuring et al., (2005) indicaron que las protuberancias del
tercer parpado apenas fueron identificables en las ovejas que evaluaron, e incluso la
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seccion en serie de un tercer parpado dio como resultado la deteccién de solo unos
pocos foliculos linfoides, coincidiendo con los resultados aqui presentados. Asi, los
autores propusieron que este hecho se debiera a que las ovejas no tuvieran demasiada
exposicidon a agentes capaces de estimular el desarrollo de tejido linfoide en la
conjuntiva (microorganismos, particulas de polvo y otros agentes irritantes). Algo
similar podria haber ocurrido en los animales del presente trabajo. Los mismos se
habrian criado de manera extensiva en el centro de la provincia de Buenos Aires sin
exponerse a los ambientes saturados frecuentes de los sistemas productivos intensivos
(poca ventilacién, presencia de irritantes, mayor incidencia de enfermedades
infecciosas respiratorias). Esto también responderia a los resultados encontrados en
caprinos. La cantidad de foliculos linfoides encontrados en tercer parpado fue mayor a
lo observado en ovinos. Los caprinos provenian de un sistema de produccién semi-
intensivo, por lo que es probable que hayan estado expuestos a las condiciones
irritantes ya mencionadas y en consecuencia tener mas desarrollo de tejido linfoide
asociado a conjuntiva.

Con respecto a la aptitud diagndstica de las muestras de mucosa rectal, los resultados
obtenidos indican que el 39,4% de los ovinos y 61% de los caprinos resultaron aptos
para el diagndstico. Estos resultados son mejores a los obtenidos para la mucosa del
tercer parpado, acercandose a los reportados por otros autores en trabajos previos
realizados en otras regiones que indicaron un 66% de muestras aptas (Monledn et al.,
2011). Segun los procedimientos descritos por Espenes et al. (2006), basados a su vez
en descripciones de Aleksandersen et al. (1991), la muestra debe tomarse
aproximadamente a 2-3 cm craneal a la linea recto-anal. Otros autores sefialan que la
muestra ideal debe tomarse de 0 a 1 cm a partir del inicio de la mucosa (Gonzalez et
al., 2008; Keane et al., 2009). Debido a estas discrepancias, en el desarrollo de esta
tesis se evaluaron muestras colectadas seglin ambos protocolos (Espenes et al., 2006;
Gonzalez et al., 2008) para comparar su aptitud diagndstica. Los resultados obtenidos
coinciden con los de Gonzalez et al. (2008) y Keane et al. (2009) ya que se obtuvieron
una mayor proporciéon de muestras aptas tomandolas inmediatamente craneal a la
linea recto-anal (66% contra 17% de muestras consideradas aptas en este ensayo
particular). Ademds, en 15 ovinos se analizaron secciones longitudinales de recto
tefiidos con HyE (ver figura 9a) y se observd que el tejido linfoide asociado a mucosa
rectal se concentra inmediatamente craneal de la unién mucocutdnea (linea recto-
anal).

Respecto de la edad de los animales, no se encontraron diferencias significativas en la
cantidad de foliculos linfoides de muestras de ovinos menores o mayores a 18 meses
de edad en ninguna de las dos muestras analizadas (mucosa rectal y tercer parpado
completo). Los autores de un estudio similar que encontraron diferencias por edad
categorizaron a los animales en una mayor cantidad de grupos etarios. En el caso de la
mucosa del tercer parpado, O’Rourke et al. (2002) encontraron que la cantidad de
tejido linfoide disminuia con la edad y recomendaba utilizar esta muestra hasta los 36
meses. En el caso del tejido linfoide asociado a mucosa rectal Monledn et al. (2011) y
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Spraker et al. (2006) encontraron resultados similares, disminuyendo la cantidad de
foliculos también con la edad. En esta tesis, las variaciones entre las distintas edades
podrian no haberse observado debido al criterio de clasificacion por edad utilizado,
pudiendo abarcar el grupo “Mayores a 18 meses” un rango de edad demasiado amplio
para observar diferencias. Durante el desarrollo de los muestreos intentamos realizar
agrupamientos por edad mas especifico (datos no presentados). Sin embargo, la
dindmica productiva del sector (elevada informalidad, envios a faena sin
programacion, etc.) hizo compleja la recoleccién de muestras de animales de
diferentes edades.

Metodologia empleada en la caracterizacion de poblaciones celulares

Para la caracterizacion inmunohistoquimica de las poblaciones celulares del TL
asociado a la mucosa rectal y de la conjuntiva del tercer parpado se probaron diversos
anticuerpos para marcadores celulares observdndose inmunomarcaciéon con los
anticuerpos anti-CD21 (WSU y Bio-Rad), anti-CD3 (CellMarque) y anti-L1 (Bio-Rad).

Se evalud la identificacidon de células CD4+ y CD8+ en tejido fijado en formol, aunque
sin éxito. Los antigenos CD4 y CD8 son considerados inestables en tejidos fijados en
formol y suelen utilizarse otros métodos de fijacidon en estudios inmunoquimicos que
requieran revelar su presencia. A pesar de que existen reportes de inmunomarcacion
utilizando RAIC con buffers de pH alcalino como por ejemplo el tris pH 9 (Kim et al.,
2004), en esta tesis dichos marcadores no pudieron ser detectados bajo las
condiciones evaluadas en tejidos fijados en formol. En su trabajo, Kim et al. (2004)
evalian anticuerpos contra cada antigeno (CD4 o CD8) fabricados a partir de
diferentes clones, obteniendo resultados solo con dos anticuerpos que no fueron
probados en el desarrollo de esta tesis. Muy posiblemente este hecho sea atribuible a
los efectos de la solucidn fijadora utilizada en los ensayos. El formaldehido es un buen
preservante de la morfologia celular pero debido a la formacién de enlaces cruzados
entre aminodcidos, algunos epitopes quedan “enmascarados”. Este proceso puede
revertirse, en muchos casos, mediante los tratamientos de recuperacién antigénica
(RA) ya descriptos, previo a la realizacion de la técnica inmunohistoquimica (Cattoretti
et al., 1993). En algunos antigenos esta RA no da buenos resultados y este podria ser el
caso de los marcadores CD4 y CD8. Otros autores ya reportaron la imposibilidad de
detectar estos antigenos luego de una fijacién con formaldehido, aunque si fue posible
detectarlos a partir de tejidos congelados (Beckstead, 1994; Breugelmans et al., 2011;
Hicks et al., 2006). La criopreservacion es uno de los mejores métodos de conservacién
antigénica, pero posee algunas desventajas: poca conservacion de la morfologia celular
y tisular y necesidad de contar con un criostato, asi como también dificultades en
mantener la temperatura adecuada durante el transporte y almacenamiento de las
muestras, lo que hizo que este método no sea factible de aplicar en el desarrollo de
esta tesis.

Como alternativa, se explord el uso de una solucién buffer con sales de zinc (SFZ) para
la fijacion de linfonédulos, que ya ha sido utilizado con éxito para la marcacién de
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células de tejido linfoide de ovinos (Breugelmans et al., 2011; Gonzalez et al., 2001).
Con esta metodologia, la fijacion se realiza a temperatura ambiente y posee una buena
conservaciéon morfoldgica y antigénica de los tejidos también observada por estos
mismos autores. Las pruebas realizadas con muestras de LN ovinos fijadas con SFZ
permitieron detectar los antigenos CD4 y CD8. Sin embargo, a pesar de las
caracteristicas mencionadas para la SFZ, se decidi6 mantener al formol bufferado al
10% como solucion fijadora de rutina para esta tesis. Esta decisién se basé en las
caracteristicas de la SFZ y las de las muestras a analizar. La fijacién con SFZ tiene ciertas
desventajas operativas que dificultan su implementacién, como son el corto tiempo de
fijacidon y la necesidad de procesamiento urgente. Con la utilizacion de tiempos de
fijacion mads largos de un par de dias los tejidos se encojen pudiéndose modificar su
estructura (Benavides et al., 2006). Esta imposibilidad de mantener los tejidos en la SFZ
por mucho tiempo complica la logistica de muestreos a grandes distancias del lugar de
procesamiento, lo cual ocurrié en este trabajo.

Respecto a las muestras, los tejidos analizados son de tamafio reducido y debido a la
naturaleza de los estudios microscépicos cada evaluacién celular requiere de un nuevo
corte de tejido. Como se menciond previamente, considerando el pequeiio tamafio de
los tejidos a analizar, es posible que la composicion del tejido linfoide se modifique
sensiblemente entre los diferentes cortes, afectando la confiabilidad de los resultados
obtenidos. Por tanto, seria necesario evaluar la menor cantidad de marcadores
posibles, descartandose la necesidad de evaluar CD4 y CD8.

Si bien los tejidos fijados en SFZ no fueron utilizados para la caracterizacion del tejido
linfoide de mucosas, los mismos se utilizaron como controles positivos de reactividad
especifica de los anticuerpos. En muchas oportunidades no se encuentra disponible un
anticuerpo desarrollado o probado para ciertas especies animales. Sin embargo, suele
haber reactividad cruzada debido a la relativa homologia entre proteinas de especies
relacionadas genéticamente. Cuando se quiere optimizar una deteccidn
inmunohistoquimica utilizando estos anticuerpos sobre tejidos fijados en formol nos
enfrentamos, ademds de la incertidumbre respecto de la formacidon del complejo
antigeno-anticuerpo, a las complicaciones impuestas por esta solucion fijadora. Esto
quiere decir que, ante resultados negativos, no es posible determinar si la ausencia de
inmunomarcacion se debe a la falta de reconocimiento del anticuerpo por el antigeno
en esa especie o por el “enmascaramiento” del antigeno durante la fijacidn, no
resuelta durante el proceso de RA. En este trabajo de tesis se utilizaron varios
anticuerpos no evaluados en pequefios rumiantes segun declaracién del fabricante: un
anti-CD21 (clon EP64, Bio-Rad), un anti-CD3 policlonal (CellMarque), un anti-CD68 (KP-
1, Bio SB) y un anti-L1 (clon MAC387, Bio-Rad). En el caso del anti-CD21 (clon EP64) y el
anti-CD68 (KP-1), no se observé inmunomarcacion con ningin método de RA utilizado,
pero tampoco se observd en los tejidos fijados con SFZ. Es por esto que ambos
anticuerpos se consideraron como no especificos de ovinos.

El uso de una solucidn fijadora tiene como objeto principal conservar la morfologia de
los tejidos (y de los antigenos para el caso de ensayos de IHQ). El formaldehido es una
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de las sustancias fijadoras mas utilizadas y es por esto que en los laboratorios de
patologia se trabaja bajo condiciones de bioseguridad baja ya que, ademas de
conservar los tejidos, el formol también inactiva a la mayoria de los patdgenos
infecciosos (Besarab et al., 1993). De esta manera, una vez fijada la muestra, la misma
puede manipularse sin riesgo de transmision de agentes al operador o al ambiente,
solo conservandose el riesgo quimico en la manipulacidon del formol. Para el caso de
SFZ, no encontramos reportes que indiquen su actividad frente a microrganismos
patdgenos. Si bien podria suponerse que, al tener un efecto fijador tendria capacidad
antimicrobiana, la misma no fue verificada. Considerando que el estudio de muestras
de campo implica la posibilidad de trabajar con tejidos contaminados con agentes
patégenos, debe considerarse el riesgo biolégico asociado al uso de SFZ, hasta tanto
no se confirme su capacidad desinfectante.

La deteccién de los marcadores celulares fue compleja. El procedimiento utilizado de
rutina para evaluar numerosos antigenos utilizando RAIC con citrato pH 6 preparado
en el laboratorio fue util solo con un marcador (CD3), requiriéndose de un ajuste de la
técnica especifico para cada uno. Por ejemplo, en el caso de CD21, encontramos que el
anticuerpo que resultd positivo a la inmunomarcacion (clon CC21), lo hizo con una
RAIC utilizando las versiones comerciales de buffer citrato pH 6 (Dako y Bio SB), y no
con las formulaciones in house, sin importar el método de calentamiento evaluado. Se
probaron combinaciones de diferentes concentraciones de citrato de sodio o acido
citrico (de 10 a 100 mM) y Tween 20 (de 0,05% a 0,1%) sin resultados positivos. Otros
autores que utilizaron el mismo anticuerpo (clon CC21) sobre tejidos fijados en formol
también encontraron esta dificultad. Por ejemplo, Breugelmans et al., (2011) no
observaron inmunomarcacién utilizando buffer citrato mientras que Sigurdson et al.
(2002) expresaron haber utilizado el buffer de recuperacion antigénica de Dako
logrando la detecciéon por inmunofluorescencia en tejidos fijados en formol. Esto
implicaria que algun componente o caracteristica de las soluciones de RA comerciales
(no declarada por los fabricantes) es indispensable para la RA de este antigeno en
tejidos formolados.

Para el caso del anticuerpo anti-L1 (clon MAC387), la recomendacién del fabricante
indica recuperacién antigénica con tripsina, sin aclarar otras condiciones. Por ello, se
siguieron las indicaciones mencionadas por autores que obtuvieron marcacién
utilizando tripsina en la recuperacién antigénica (Frost et al., 2000; Pérez et al., 1999).
Bajo estas condiciones no se obtuvieron los resultados esperados, a pesar de
observarse dafios en la estructura de los tejidos caracteristicos de la digestidon
enzimatica, debiendo evaluarse procedimientos alternativos. Otros autores en
publicaciones mds recientes, mencionan haber tenido buenos resultados utilizando
una RAIC con buffer citrato pH 6 (Bertolo et al., 2022; Wacinski et al., 2021) o RAIE con
proteinasa K (J. H. Edwards et al., 2021; Vafaee et al., 2022), también probados sin
éxito en el desarrollo de esta tesis. De los métodos de RA evaluados, se logré
inmunomarcacion utilizando RAIC con buffer Tris-EDTA pH 9. No se encontraron
registros de la utilizacién de este buffer para la recuperacién antigénica de células L1+
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detectadas con el anticuerpo MAC387, aunque Nanney et al. (2008) también logran
inmunomarcacién utilizando una soluciéon con pH alcalino (Tris-HCI pH 10). Si bien el
procedimiento para detectar macréfagos con este anticuerpo no fue particularmente
complejo, la evaluacién del conjunto de los diferentes marcadores resulto trabajosa y
demandante de insumos. Esto deberia considerarse en futuros estudios ya que
aumenta los tiempos de trabajo y eleva los costos.

Caracterizacion de las poblaciones celulares del TL de las muestras

Se observaron células CD3+ morfolégicamente compatibles con linfocitos en una
distribucién principalmente perifolicular, de manera coincidente con lo reportado por
otros autores en TLAM (Dagleish et al., 2012; Mahajan et al., 2005; Meek et al., 2022;
Sedgmen et al.,, 2002). Asimismo, se observaron, en menor cantidad, células CD3+
dentro de los foliculos de ovinos y caprinos. Autores que realizaron estudios
inmunohistoquimicos en TLAM diferenciando las poblaciones de linfocitos T en CD4+y
CD8+ indican los linfocitos presentes en el interior de los foliculos son en su mayoria
CD4+. Sedgmen et al. (2002), al caracterizar el tejido linfoide de la mucosa rectal de los
ovinos, encuentran una mayor presencia de células CD4+ tanto fuera como dentro de
los foliculos comparando con la poblacion de células CD8+. Las mismas distribuciones
fueron observadas en el TLAM rectal en bovinos (Mahajan et al., 2005) y en ciervos
colorados (Dagleish et al., 2012). No encontramos registros de deteccién de linfocitos T
en TLAC del tercer parpado en ovinos o caprinos sin patologias. Sin embargo, la
distribucién de células CD3+ coinciden con lo reportado en otros TLAM de rumiantes.

Con respecto a la marcacién de células L1+ (monocitos, macréfagos y granulocitos), las
mismas fueron detectadas en escaso numero dentro de los foliculos sin encontrar
diferencias de edad o especie. Esto es coincidente con lo descripto por los
desarrolladores del anticuerpo monoclonal utilizado (clon MAC387) (Flavell et al.,
1987). Las células detectadas serian los macréfagos del interior de los foliculos
linfoides denominados “tingible body macrophages” (macréfagos de cuerpo tenible),
los cuales son escasos y muestran una tincion débil coincidente con lo reportado por
estos autores (Flavell et al., 1987). Por otro lado, se detectaron escasas células L1+ de
la zona perifolicular mayormente cercanas al epitelio de la mucosa (epitelio asociado a
foliculos) que coincide con la ubicacion de macréfagos reportado por otros autores, los
cuales cumplirian funcién fagocitica en el tejido conectivo (Cesta, 2006; Liebler-Tenorio
& Pabst, 2006; Meek et al., 2022).

El marcador celular CD21, también conocido como CR2, estd presente en CDF y
linfocitos B maduros cuya localizacién esperable en las muestras evaluadas, son los
foliculos linfoides (Naessens et al., 1990; Pringle et al., 2012). Los resultados de
inmunomarcacion de células CD21+ en las muestras de mucosa rectal de ovinos y
caprinos coinciden con lo reportado por otros autores (Sedgmen et al., 2002). Las
células marcadas se distribuyen principalmente en los foliculos linfoides y escasamente
por fuera de ellos. Lo mismo fue observado en otras especies como los bovinos
(Mahajan et al., 2005) y los ciervos colorados (Dagleish et al., 2012).
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Respecto al tejido linfoide asociado a mucosa de tercer parpado, no se han encontrado
reportes de inmunomarcacion de CD21 en tejidos de ovinos o caprinos. En las
muestras evaluadas la marcacién difiere de lo observado en la mucosa rectal de
manera significativa (p=0,002), encontrando una proporcidon de foliculos linfoides
densamente empaquetados con escasa o nula presencia de células CD21+ (a un
aumento de 40X). Esto fue también observado en el tejido linfoide asociado a mucosa
nasofaringea de bovinos (Meek et al., 2022). Teniendo en cuenta que los linfocitos B
maduros se encuentran en los centros germinativos de los foliculos secundarios,
podria inferirse que estos foliculos sean foliculos primarios. Sin embargo, como se dijo
previamente, CD21 también se expresa en las CDF que son constitutivas de los
foliculos linfoides, por lo cual seria de esperar la presencia de inmunomarcacién en
cualquier foliculo. Si bien esto es cierto, otros autores también han descripto
diferencias entre las CDF de foliculos primarios y secundarios (Cyster et al., 2000;
Kurshumliu et al., 2019). Se ha visto que la deteccién de CD21 y otros marcadores
celulares presentes en CDF es mayor en los centros germinales de los foliculos
secundarios posiblemente debido a que estdn involucrados en la presentacién de
antigenos a los linfocitos B (Cyster et al., 2000). Incluso algunos autores proponen
nombrar como “células estromales foliculares” (CEF) a las CDF de la periferia de los
foliculos por sus diferencias con las CDF del centro (Allen & Cyster, 2008). Aunque no
presenten diferencias morfoldgicas apreciables (Imai & Yamakawa, 1996), estas células
poseen una baja expresién de receptores de Fc (como CD23) o de receptores de
complemento (como CD21) que son necesarios para la presentacion de antigenos
(Allen & Cyster, 2008; Kurshumliu et al., 2019). La baja presencia de CD21 en foliculos
primarios sumada a los limites de deteccién de la técnica de inmunohistoquimica
pudieron haber dado una ausencia de marcacidon apreciable al microscopio dptico.
Podria suponerse que la expresién de CD21 en el TLAM del tercer parpado sea menor
gue en otros TLAM en relacién a una menor presencia de foliculos linfoides con centro
germinativo. Para determinar esto serian necesarios estudios adicionales

En relacidn con el diagndstico antemortem de scrapie, la falta o escasez de células
CD21+ en el tejido linfoide asociado a mucosa de tercer parpado podria influir en la
utilidad de este tipo de muestra ya que se ha encontrado una relaciéon entre la
expresion de CD21 y PrPC. En ovejas de genotipos susceptibles, la PrP¢ se expresa con
niveles mas altos en el subconjunto de células CD21+ (Halliday et al., 2005) por lo que
la expresidon menor de CD21 también podria estar significando una expresién menor
de PrPC. A su vez, la expresidn de PrP parece estar influenciada por el genotipo siendo
mayor en el genotipo mas susceptible (VRQ/VRQ) y menor en el menos susceptible
(ARR/ARR) (Halliday et al., 2005). Esto indicaria que este tipo de muestras con baja
expresion de CD21 podria no ser util para el diagndstico de scrapie. A pesar de la
menor marcacion de CD21 en el tejido linfoide de la mucosa de tercer parpado, esto
no se vio en las muestras de mucosa rectal. Seria importante entonces, al considerar la
aptitud diagndstica de las muestras, la presencia de foliculos linfoides con centro
germinativo en las muestras y no solo el nimero total de foliculos observados.
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El tejido linfoide asociado a la conjuntiva no tendria gran desarrollo en el tercer
parpado de ovinos y caprinos de las regiones evaluadas.

El tejido linfoide asociado a la mucosa rectal de los ovinos se ubicaria
principalmente adyacente a la unién mucocutdnea, reduciendo su cantidad
hacia craneal.

La muestra recomendada para diagndstico preclinico de scrapie seria la mucosa
rectal debido a su mayor desarrollo de tejido linfoide y mayor presencia de
células CD21+.

La edad no fue un factor determinante en el desarrollo del tejido linfoide en los
ovinos analizados. Bajo las condiciones definidas en este trabajo, no se
encontraron diferencias en cantidad, aunque el criterio elegido podria haber
influido en el resultado. Si bien no se tuvieron en cuenta diferentes ambientes,
el sistema productivo podria tener influencia ya que los caprinos criados en
encierre mostraron mayor desarrollo en su desarrollo. Se requieren estudios
adicionales para confirmar este hecho.

La técnica de IHQ fue de utilidad para la caracterizacion de poblaciones de
células del sistema inmune. El método de andlisis propuesto permitio
determinar diferencias entre los tejidos analizados.

Existieron diferencias en la deteccion de CD21 entre el TL de las mucosas
evaluadas, encontrando una proporciéon de foliculos linfoides densamente
empaquetados con escasa o nula presencia de células CD21+ en las muestras
de tercer parpado.

Debido a las diferencias encontradas y la importancia de |la presencia de CDF
(CD21+) para la acumulacion de PrP> en el TL de los animales infectados,
deberia considerarse la presencia de centros germinativos en la determinacién
de la aptitud diagndstica de las muestras para el diagndstico de scrapie.



Capitulo 3



Introduccion

Existen procedimientos para la deteccion de PrP> mediante diferentes metodologias.
Para ello se utilizan insumos importados, muchos de los cuales han sido
discontinuados en el mercado. Por lo tanto, actualmente los mismos no pueden
conseguirse debiendo adaptarse los procedimientos de investigacién y diagndstico de
las EET a los insumos disponibles. En el presente trabajo nos propusimos estudiar el
desarrollo del tejido linfoide en mucosas en conjunto con la presencia de PrP. Contar
con un producto de origen nacional capaz de detectar sus formas normal y patogénica
facilitaria estas actividades y ahorraria recursos en estudios futuros. En este sentido, se
propuso la obtencién de un anticuerpo anti-PrP y el desarrollo de procedimientos de
IHQ y WB capaces de detectar las formas celular y patogénica de la proteina pridnica.

El uso de gallinas ponedoras en la produccién de inmunoglobulinas mediante la
tecnologia IgY permite la obtencidn de anticuerpos especificos en abundancia,
comparando con los sistemas que lo hacen en mamiferos. Se puede producir
aproximadamente 17-35 g de IgY total/afio a partir de una sola gallina, de los cuales se
puede esperar que 1-10 % sea especifico para el antigeno (Schade et al., 2005).
Ademas, el uso de la tecnologia IgY tiene ventajas en cuanto al bienestar animal
porque permite una extraccion no invasiva de los anticuerpos (recoleccién de huevos),
lo que es menos estresante y traumadtico para los animales en comparacion con los
métodos tradicionales de produccién de anticuerpos (Schade et al., 2005). Esto reduce
la necesidad de sacrificar animales y esta en conformidad con los principios de las 3 Rs
del bienestar animal de Russell y Burch: reducir, refinar y reemplazar (Tannenbaum &
Bennett, 2015).

Existen en el mercado varios anticuerpos anti-PrP producidos en diferentes especies
animales, requiriéndose de diversas estrategias de produccion debido a que, por la
elevada homologia de PrP entre las especies animales, la misma puede ser poco
inmunogénica. Los mamiferos suelen ser tolerantes a su propia PrP homdloga y a
cualquier sitio homodlogo en la PrP de otras especies (Rubenstein et al., 1999). La
produccién de anticuerpos en especies filogenéticamente distantes a la especie de
interés minimizaria la inmunotolerancia y facilitaria la produccién de anticuerpos. Por
este motivo, pueden producirse anticuerpos contra proteinas de mamiferos
conservadas de manera mas eficiente que en otros animales como los conejos (Larsson
& Sjoquist, 1990). En este caso, la proteina pridnica es altamente conservada en
mamiferos existiendo una homologia de aproximadamente entre un 88-93% entre
conejos, ratones, ovinos, humanos, hamsteres y visones (Rubenstein et al., 1999). En
cambio, comparando con la proteina pridnica de las aves se ha observado una
homologia de 55% aproximadamente (Gabriel et al., 1992). Asi, la distancia filogenética
gue existe entre las aves y mamiferos seria una ventaja de la tecnologia IgY por sobre
otras estrategias de produccién de anticuerpos. Por lo tanto, se propuso la produccién
de anticuerpos IgY anti PrP¢ ovino para deteccidn de PrP¢y PrP*¢ en tejidos animales.
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La estrategia seguida para la produccién de anticuerpos anti PrP¢ se resume a
continuacion:

-Produccién de una PrP¢ ovina recombinante (PrP‘rec): para esto se disefiaron primers
especificos para amplificar la region codificante de la proteina PrP® mediante la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del genoma de un ovino. El
segmento amplificado se clond en un vector de clonado (pGEM-T) y luego se subclond
en un vector de expresion (pRSET). La expresion se llevé a cabo en un sistema
procariota (Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS). La proteina obtenida fue reconocida por
anticuerpos comerciales anti-PrP (clon 6H4) mediante inmunotransferencia (Western
blot) y fue sensible a la proteinasa K.

-Inoculacién de PrP‘rec ovina en gallinas ponedoras: la PrP‘rec ovina se purificd
mediante una resina quelante de niquel. Luego fue inoculada en gallinas ponedoras 3
veces cada 21 dias utilizando adyuvante de Freund completo e incompleto. Luego se
recolectaron los huevos a partir del dia 52.

-Obtencidn de anticuerpos anti-PrP¢: los anticuerpos fueron purificados a partir de los
huevos recolectados mediante precipitacion con sulfato de amonio. Luego fueron
adsorbidos con una suspensién de E. coli BL21 (DE3) pLysS para eliminar anticuerpos
inespecificos.

-Caracterizacion de los anticuerpos obtenidos: la inmunoreactividad de los anticuerpos
obtenidos fue analizada mediante inmunotransferencia (Western blot) utilizando la
PrPCrec ovina producida.

-Deteccidn de PrP> a través de IHC utilizando IgY anti-PrPt: se utilizaron los anticuerpos
IgY como anticuerpos primarios en la técnica de IHQ en tejidos provenientes de
bovinos con EEB y un ovino con scrapie dando resultados positivos.

Produccidn de PrP¢ ovina recombinante
Toma de muestras de sangre

Para la amplificacion del gen PRNP; se tomé una muestra de sangre (2 ml) de un ovino
mediante puncion de la vena yugular y de un bovino a partir de la vena coccigea
utilizando una jeringa de 10 ml y aguja hipodérmica (21G).

Disefio de cebadores

Se disefiaron cebadores especificos para amplificar la secuencia codificante de la PrP¢
en base al gen PRNP de la oveja ya que la regidn codificante se encuentra en sdélo un
exon (numero de acceso en GenBank: U67922.1). En el disefio se adicionaron sitios de
restriccion de las enzimas Xhol y Hindlll para el posterior clonado (ver tabla 7).
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Nombre Secuencia (5°- 3) Sitio de Restriccion

Cebador sentido CTCGAGGCTGACACCCTCTTTATTTTGCA Xhol

Cebador antisentido | AAGCTTTTAACCTGGCAAAGATTAAGAAGATAATGA  Hindlll

Tabla 7. Cebadores especificos para amplificar la secuencia codificante de la PrP.
Extraccion del ADN gendmico ovino

La extraccion del ADN gendmico ovino y bovino se realizé a partir de una muestra de
sangre entera utilizando el kit de extraccion ADN PuriPrep S-Kit (Inbio Highway)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN extraido se conservé a -20°C hasta su
uso.

Amplificacion de la regidn codificante del gen PRNP ovino

La amplificacidon se llevd a cabo mediante PCR segun el siguiente protocolo:

Reactivo Volumen por reaccion (ul)
H>0 14,875

Buffer GoTaq (5X) 5

Cebador sentido 1,25

Cebador antisentido 1,25

dNTPs 0,5

Taq polimerasa (Promega) 0,125

ADN 2

Total 25

El programa utilizado en el termociclador para la presente PCR fue:

Etapa Temperatura (°C)  Tiempo N.2 de Ciclos
Desnaturalizacion Inicial | 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30 seg

Alineamiento 58 30 seg 30
Extension 72 1 min

Extension final 72 5 min 1
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Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas bacterianas utilizadas fueron: E. coli DH5a para el clonado y E. coli BL21
(DE3) pLysS (Invitrogen) para la produccion de proteinas recombinantes. Se crecieron
en caldo LB (Triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g, agua destilada hasta
llegar a 1 litro) o agar LB (15 g de agar en 1 litro de caldo LB), con ampicilina (100
pg/ml) cuando fue necesario, a 37 °C.

Todas las cepas de E. coli se conservaron a -70 °C en caldo LB-glicerol 30 %.

Clonado en el vector pGEM-T

Los productos de PCR amplificados fueron purificados mediante del kit ADN PuriPrep-
GP (Inbio Highway) y luego ligados en el vector pGEM-T Easy (Promega) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Este es un vector abierto que contiene una timina
agregada en sus extremos 3' que permite ligarse con las adeninas protruyentes que
deja la Tag polimerasa en los extremos 3' de los amplicones (ver figura 19). Los
promotores de la ARN polimerasa T7 y SP6 flanquean una region de clonacién con
multiples sitios de restriccién dentro de la regidn codificante de la B-galactosidasa (ver
figura 18). La insercion del amplicon en esta zona permite que los clones
recombinantes se identifiquen directamente mediante la deteccion azul/blanca en las
placas de agar LB/ampicilina. Luego se transformaron E. coli DH5a con el plasmido
recombinante (0GEMT-PRNPov) y se realizé una seleccién de colonias con ampicilina,
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopirandsido (X-Gal). Se seleccionaron colonias blancas y la presencia del inserto
fue verificada mediante PCR y secuenciacién en la Unidad Gendmica del CICVyA-INTA.
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Figura 19. Esquematizacion del clonado utilizando el vector pGEM-T Easy. PRNP(rc): regién codificante
del gen PRNP.

Preparacion de células competentes de E. coli

Se siguio el método modificado de Sambrook et al. (1989) Se tomaron 0,25 ml de un
cultivo de 16 horas y se inocularon en 25 ml de caldo LB. Se dejo crecer en agitacion a
37 °C hasta llegar a una densidad 6ptica a 600 nm (DOse) de 0,48 (2,5 horas
aproximadamente). Se colocd el cultivo en hielo 15 minutos, posteriormente se
centrifugd 10 min a 5000 rpm, 4 °C. Se resuspendieron suavemente las células en 10
ml| de medio RF1 estéril (KCI 100 mM; MnCl,:4H20 50 mM; Acetato de K, 30 mM;
CaCl-2H20 10 mM; Glicerol 15%, pH = 5,8) y se incubd 5-10 minutos en hielo. Luego se
centrifugéd 10 minutos a 5000 rpm, 4°C y se resuspendieron las células en 1 ml de
medio RF2 (KCl 10 mM; MOPS o PIPES 10 mM; CaCly-2H,0 75 mM; Glicerol 15%;
pH=6,5) previamente enfriado y estéril. Se incubaron 10 minutos en hielo y se
guardaron en alicuotas de 50 pul a -70 °C hasta su utilizacién.

Transformacion de células competentes

Para la transformacién, se descongelaron las células en hielo, se mezclaron
inmediatamente con 5 pl de ADN plasmidico y se incubaron a 4 °C por 30 minutos.
Luego se dio un choque térmico a 42 °C durante 60 segundos; y se dejo en hielo 1-2
minutos. Posteriormente se agregaron 0,9 ml de caldo LB y se incubd 1 horaa 37 °Cen
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agitacion. Se sembraron en placas de agar LB con el agregado de los reactivos
adecuados para seleccionar las bacterias transformadas. Para el clonado en pGEM-T
Easy se utilizaron placas con 100 pg/ml de ampicilina, sobre la cuales se habian
esparcido 100 ul de una solucién 100 mM de IPTG (Genbiotech) y 20 ul de una solucién
50 mg/ml de X-Gal (Promega).

Extraccion de pldsmidos de E. coli por lisis alcalina

Se siguié el método modificado de Birnboim (1983). Esta técnica se basa en un cambio
brusco de pH pasando de una etapa de ruptura celular y desnaturalizacién del ADN
(con una solucién de lisis a pH 12,5), a una de neutralizacién y precipitacién del ADN
cromosomico desnaturalizado junto a proteinas y restos celulares (con una solucién de
acetato de potasio a pH 4,8). Las dos hebras de ADN plasmidico desnaturalizadas
permanecen enlazadas una con la otra. En un paso posterior de centrifugacion, el ADN
plasmidico, ya renaturalizado, se mantiene en solucidn mientras que el resto forma un
pellet. Se tomé 1,5 ml de un cultivo de 18 h, se centrifugd 2 minutos a 13000 rpm y se
descartd el sobrenadante. Se resuspendié en 100 pl de buffer TEG (tris 25 mM, EDTA
10 mM, glucosa 50 mM) y se dejé 5 minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron
200 pl de solucién de lisis (NaOH 0,2 N, SDS 1%) y se mezclaron con movimientos
suaves. Se dejé en hielo 5 minutos. Se agregaron 150 ul de acetato de potasio 3 M pH
4,8; se mezcld por inversion hasta obtener una mezcla homogénea y se llevd a hielo 5
minutos. Se centrifugd 10 minutos a 13000 rpm a 4 °C y se paso el sobrenadante a un
tubo nuevo. Se agregd un volumen de alcohol isopropilico al sobrenadante y se dejé a
temperatura ambiente 20 min; con frecuentes inversiones. Se centrifugd 10 minutos a
13000 rpm a 4 °C, se lavd con etanol 70 %; se centrifugd a 13000 rpm 3 minutos y se
dejo secar. Se resuspendié en 100 ul de TE (Tris-HClI 10 mM, EDTA 1mM, pH 8) o agua
destilada.

Electroforesis en geles de agarosa

Las corridas electroforéticas de los plasmidos provenientes de E. coli se realizaron a 65
V/cm?2 durante 90 min utilizando una concentracion de agarosa de 0,8 % en buffer TAE
1X empleando cubas de electroforesis (Bio-Rad) y fuente de poder (Bio-Rad). Para
productos de PCR se utilizaron geles de agarosa 1 %, en buffer TAE 1X y las corridas
electroforéticas se realizaron a 75 V/cm2 utilizando los mismos equipos. Los geles en
ambos casos fueron tefiidos con bromuro de etidio 10 mg/ml (Sambrook et al. 1989).
Los resultados se analizaron con el sistema de documentacion de geles UVidoc
(Uvitec).

Composicién del buffer de corrida TAE (50X): Tris base 242 g, acido acético glacial 57,1
ml, EDTA 0,5 M (pH 8) 40 ml, agua destilada esterilizada hasta llegar a 1000 ml. La
solucién 1X se preparé diluyendo el buffer 50X en agua destilada.
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Marcadores de peso molecular: para determinar el tamano de plasmidos y fragmentos
de PCR en geles de agarosa se utilizd el marcador Ladder 1 kpb plus (Productos Bio-
Légicos).

Subclonado en el vector pRSET-B

Para esto se digirio el vector pGEMT-PRNPov con las endonucleasas de restriccion Xhol
y Hindlll (Promega). Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa con el vector
digerido y se purificd la banda de correspondiente al inserto (PRNPov) por medio del
kit ADN PuriPrep-GP (Inbio Highway). EI PRNPov purificado fue ligado en pRSET-B (ver
figura 20) previamente digerido con Xhol y Hindlll. Este vector tiene la capacidad de
producir una gran cantidad de proteinas, controlada por el promotor del bacteriéfago
T7. Ademads, cuenta con el agregado de un segmento de 6 histidinas consecutivas en el
extremo Nterminal de la proteina producida. Este segmento de polihistidinas sirve
luego para la identificacién y la purificacion del producto logrado.

La construccion (pRSET-B-PRNPov) se utilizdé para transformar E. coli DH5a y BL21 (D3)
pLysS por el método antes descripto. Las colonias que resultaron positivas para el
subclonado, fueron confirmadas por digestion con enzimas de restriccién y
secuenciacién. Esta metodologia se resume en la figura 21.
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Figura 20. Esquematizacion del vector
de expresién pRSET-B.
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Figura 21. Esquematizacién del subclonado utilizando el vector pRSET-B. ER: enzimas de restriccidn.
Digestion con Enzimas de Restriccion

Para un volumen final de 20 pl, se mezclaron los reactivos detallados en la tabla 8. Se
incubd la mezcla 2 horas. Para el caso de Hindlll y Xhol, es posible hacer tanto
digestiones sucesivas como una doble digestion a 37 ° C.
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Reactivos Volumen

Buffer B 10X (Promega) 2 ul (1/10 de vol. final)
ADN¢ 4l

Albumina sérica bovina® 0,2 ml

Enzima de restriccion 0,3 ul

Agua destilada estéril 3,5 ul

Tabla 8. Reactivos y volumenes sugeridos para la digestion con enzimas de restriccion.
a: segln la concentraciéon en que se encuentre el ADN.
b: segun lo indicado por el fabricante de la enzima.

Ligacion

Para unir los fragmentos de ADN y con el vector pRSET-B cortados con Xhol y Hindlll se
utilizo la ligasa del bacteriéfago T4 (Promega) tomado en cuenta las recomendaciones
del fabricante en cuanto a la relacidn molar vector:inserto. Se incub6 18 horas a 16°C.

Verificacion de la construccion pRSET-B-PRNPov

La construccion pRSET-B-PRNPov fue verificada mediante PCR y digestién enzimatica
con Xhol y Hindlll observandose las bandas del tamafio esperado luego de una
electroforesis en gel de agarosa.

Expresion de PrP‘rec ovina

Las cepas de E. coli BL21 (D3) plLysS portantes de la construccion pRSET-B-PRNPov se
cultivaron a 37°C en caldo LB con el agregado de ampicilina (100 pg/ml). Al dia
siguiente se realizé una dilucién 1/50 de este cultivo en caldo LB/ampicilina fresco y se
crecié de manera similar hasta alcanzar una DQOg00=0,6-0,8. En ese momento fueron
inducidos con IPTG (1 mM) durante 16 horas reservandose 1 ml como control sin
inducir, ambos cultivos se incubaron a 372C durante 16 horas. Luego, los cultivos se
centrifugaron durante 10 minutos a 5000 rpm vy se descarté el sobrenadante.

Preparacion del lisado celular

Se equilibré la solucién de lisis (cloruro de guanidina 6 M; fosfato de sodio 20 mM;
NaCl 500mM; sarkosyl 0,2%; pH 7,8) a 37 °C. Se lisaron las bacterias con la solucién de
lisis en agitacion suave, 1 h a temperatura ambiente. Se utilizaron 5 ml de solucidn de
lisis por cada gramo de peso humedo del pellet. Se sonicé el lisado celular, en hielo,
con tres pulsos de 5 segundos a intensidad alta. Se centrifugd el lisado celular (10000 x
g, 15 min, 4 °C). Se descarté el precipitado.
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Preparacion de la columna de purificacion

Se resuspendid la resina quelante de niquel ProBond (ThermoFisher) invirtiendo
suavemente, varias veces, su envase contenedor. Se colocaron 2 ml de resina en una
columna de purificacion de 10 ml y se dejé que se asentara por gravedad (5-10
minutos). Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante. Se agregaron 6 ml de agua
destilada estéril y se resuspendidé la resina por inversion suave de la columna. Se
permitié que la resina se asentara y se elimind el sobrenadante. Se agregaron 6 ml de
buffer A (8 M urea; 0,1 M NayHPQO4; 10 mM Tris—HCI, pH 8). Se resuspendié la resina.
Se permitié que la resina se asiente y se elimind el sobrenadante. Se repitié el lavado
con buffer A una vez mas.

Purificacion de la PrP¢rec ovina

Para la purificacién de la PrP‘rec ovina se probaron 3 métodos utilizando la resina
ProBond (ThermoFisher):

a) Procedimiento en condiciones desnaturalizantes. Siguiendo las recomendaciones
del fabricante con el agregado de sarkosyl 0,2% al buffer de lisis.

b) Procedimiento hibrido (desnaturalizante y nativo). Siguiendo las recomendaciones
del fabricante con el agregado de sarkosyl 0,2% al buffer de lisis.

c) Procedimiento descripto por Vrentas et al. (2012). Se lisaron las bacterias
recombinantes inducidas luego de 18 hs a 37°C con buffer de lisis (6 M cloruro de
guanidinio; 20 mM fosfato de sodio, pH 7,8; 500 mM NaCl; sarkosyl 0,2%, 20 mM 2-
mercaptoetanol) y sonicacién. Luego se incubd con resina ProBond (ThermoFisher) por
30 minutos en agitacién. Se realizaron 4 lavados con buffer A (8 M urea; 0,1 M
NazHPO4; 10 mM Tris—HCI, pH 8) y la PrPrec se eluyd con buffer L modificado (8 M
urea; 10 mM Tris—HCI, 0,3 M imidazol, pH 8).

d) Procedimiento descripto por Vrentas et al. (2012) con modificaciones. Se lisaron las
bacterias recombinantes inducidas luego de 18 hs a 37°C con buffer de lisis (6 M
cloruro de guanidinio; 20 mM fosfato de sodio, pH 7,8; 500 mM NacCl; sarkosyl 0,2%) y
sonicacién. Luego se incubd con resina ProBond (ThermoFisher) por 30 minutos en
agitacién. Se realizaron 4 lavados con buffer A (8 M urea; 0,1 M Na2HPO4; 10 mM
Tris—HCI, pH 8) y la PrPCrec se eluyd con buffer L modificado (10 mM Tris—HCl, 0,3 M
imidazol, pH 8).

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para analizar el perfil de las proteinas, se realizd una electroforesis desnaturalizante en
geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12 % en condiciones
reductoras. Las muestras de proteinas fueron diluidas en buffer de carga (Tris-HCI 100
mM pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,02%, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 20%) e
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incubadas durante 5 minutos a 100°C. La corrida electroforética fue realizada a un
voltaje constante de 70 V durante 20 minutos, y a 120 V constante durante 1 hora.

Marcador de proteinas: se utilizé el marcador de proteinas preteiiido Blue Plus Protein
Marker de 14-100 kDa (Trans) y BLUItra Prestained Protein Ladder de 6,5 a 270 kDa
(Genbiotech).

Tincion de azul brillante de Coomassie

Luego de la electroforesis los geles fueron sumergidos en una solucién de tinciéon con
el reactivo azul brillante de Coomassie al 0,125 % durante 1 hora. Posteriormente, los
geles fueron destefiidos con una soluciéon de metanol al 50 % p/v y acido acético al 10
% p/v. Para el analisis del perfil proteico se utilizd el equipo Gel Doc XR + (Bio-Rad).

Inmunotransferencia (Western blot)

Luego de efectuada la electroforesis, se transfirieron las proteinas del gel a
membranas de nitrocelulosa aplicando una corriente constante de 250 mA durante 1,5
horas en buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%).

La transferencia de proteinas a la nitrocelulosa se verificod por tincién con rojo Ponceau
0,1% (en acido acético 5%).

Luego de la transferencia, las membranas se incubaron toda la noche a 4°C en la
solucién de bloqueo PBS-Tween (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH;PO4
1,8 mM, pH 7,4; Tween 20 0,05%) con el agregado de 5% de leche descremada. Luego
del bloqueo, se lavaron con la solucién de lavado PBS-Tween y se incubaron con
diluciones apropiadas (segun el fabricante) de los anticuerpos primarios (anti-cola de
histidina [Bio-rad] y anti-PrP [Prionics]) en buffer de dilucién PBS-Tween con el
agregado de 3% de leche descremada. Luego de 2 horas de incubacion a temperatura
ambiente con agitacién suave, las membranas se lavaron 3 veces con solucién de
lavado PBS-Tween y posteriormente fueron incubadas con un anticuerpo secundario
anti-ratén marcado con peroxidasa (Trans) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces con PBS-Tween y fueron reveladas
utilizando DAB (10 ml de Tris-HCI 0,05 M, pH 7,4; DAB 10 mg vy 6,4 ul de H20;) hasta
visualizar las bandas.

Determinacion de la concentracidn de proteinas

La concentracién de proteinas se realizé mediante el método estandar de Bradford
(1976) utilizando un kit comercial (Bio-Rad) segun las instrucciones del fabricante. Las
muestras se colocaron en microplacas de 96 wells (10 pl de cada muestra/well) y se
agregaron 200 pul del reactivo de Bradford diluido 1:5 en agua destilada. Para medir la
absorbancia se utilizdé un espectrofotémetro.
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Para calcular correctamente la concentracién correspondiente a la PrP‘rec ovina se
ajustaron los resultados del método de Bradford con los porcentajes obtenidos a partir
del andlisis de geles de poliacrilamida con el programa ImageJ.

Prueba de sensibilidad a la proteinasa K

Para caracterizar la PrPrec generada se determind su sensibilidad a la PK utilizando 50
pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml y 500 pg/ml de PK. La incubacion se realizd a 37°C por 1
hora. Como control positivo se utilizd la PrPrec ovina producida sin digerir y como
control negativo se utilizd PK a una concentracion de 500 pg/ml sin el agregado de la
PrPCrec. Posteriormente, cada producto de la digestién fue separado por electroforesis
(SDS-PAGE) para su visualizacidn y también se les realizé una inmunotransferencia
(Western blot) para identificar la presencia de PrP‘rec con anticuerpos especificos anti-
PrP (Prionics, clon 6H4).

Produccién de anticuerpos de yema de huevo (IgY) anti PrP rec
Inoculacién de gallinas ponedoras con la PrP¢rec ovina

Para la produccion de IgY se utilizaron 2 gallinas ponedoras (Gallus gallus domesticus)
de entre 16 y 22 semanas de vida con un peso aproximado entre 1.800 y 2.400 g. Se
inmunizaron con la PrP‘rec ovina purificada en 3 inoculaciones separadas por un lapso
de 21 dias, segln el esquema de inmunizacién propuesto por Schade et al. (2005). Para
la primera inmunizacién la PrPrec se emulsiond con adyuvante completo de Freund
(AFC) (Sigma-Aldrich), mientras que para las inmunizaciones siguientes se utilizé
adyuvante incompleto de Freund (AFI) (Sigma-Aldrich). El inmundgeno se elabord en
una proporcion 50/50 (antigeno y AFC o AFl respectivamente). En la primo-
inmunizacién, las aves fueron inoculadas con 0,5 ml del inmundgeno por via
subcutanea y las inmunizaciones subsiguientes fueron por via intramuscular. Para
determinar la presencia de anticuerpos especificos contra la PrPrec en suero y yema
se extrajeron muestras de sangre 7 dias luego de cada inmunizacién a partir de la vena
alar y se recolectaron huevos durante 10 dias después de la tercera inmunizacién (ver
figura 22).
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Figura 22. Esquema de inmunizacion. Inoculacién de inmundgeno los dias 0, 21 y 42. Extraccién de
sangre los dias 0, 7, 28 y 49. A partir del dia 52 se recolectaron los huevos.

Deteccion de anticuerpos anti-PrPrec en el suero de las gallinas inoculadas

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-PrP en el suero de las gallinas
inmunizadas se llevé a cabo un ensayo de dot blot. Se inmovilizé 1 pl de distintas
diluciones en PBS de PrP‘rec ovina (de 1:2 a 1:32) sobre tiras de membrana de
nitrocelulosa. Como control negativo se utilizdo PBS. Las membranas fueron bloqueadas
con PBS-T-Leche 5% vy luego incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora con
una dilucién 1:1000 en PBS-T del suero extraido de las gallinas los dias 0 (T0), 28 (T2) y
49 (T3). Finalmente, las membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-IgY
conjugadas con peroxidasa (diluida 1:5.000 en PBS-T) y reveladas con una solucion del
sustrato cromdgeno DAB para observar la aparicién de color. La reaccidn fue detenida
sumergiendo las membranas en agua destilada.

Extraccion de anticuerpos de yema de huevo (IgY)

La extraccion de anticuerpos IgY a partir de los huevos recolectados se realizd
mediante el método de precipitacién con sulfato de amonio segin metodologias
previamente descriptas y con modificaciones (Akita y Nakai 1992). Para esto, las yemas
de los huevos fueron separadas de la clara en forma manual con un dispositivo
separador. Posteriormente, las yemas se hicieron rodar sobre un papel absorbente
para eliminar los restos de clara que podrian haber quedado adheridos a la membrana
vitelina. El contenido de las yemas fue extraido mediante puncién la membrana y
recolectado en probetas para determinar el volumen del mismo. Las yemas fueron
diluidas 1:5 en agua destilada y, luego de su homogeneizacidn, fueron congeladas a -
20°C durante al menos 48 h. Para realizar la extraccion de las IgY, las yemas diluidas
fueron descongeladas a temperatura ambiente. Una vez descongeladas, se
centrifugaron a 8.000 g a 4°C durante 10 min. Se descartd el pellet lipidico y el
sobrenadante se filtrd a través de un papel de filtro para eliminar restos de lipidos de
la fraccidn acuosa. Se midié el volumen del filtrado resultante y fueron agregados 0,24
g/ml de sulfato de amonio en agitacion constante a temperatura ambiente por 10 min.
Luego de su centrifugacion a 10.000 g a 4°C durante 10 min, se descarté el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en una solucién de sulfato de amonio 2
M, que fue centrifugada como en el paso anterior. Finalmente, el pellet resultante fue
resuspendido en 15 o 20 partes del volumen inicial en solucidn fisiolégica, y colocado
dentro de membranas de dialisis con un punto de corte de 14 kDa (Sigma-Aldrich). Las
bolsas de dialisis fueron sumergidas en solucion fisiolégica mantenidas a 4°C y
renovandola al menos 3 veces. Para garantizar la correcta eliminacién del sulfato de
amonio, se utilizdé el método con BaCl; que permite la detecciéon de grupos sulfato.
Este método no tiene gran sensibilidad, pero es capaz de detectar hasta 0,03 % p/v de
sulfato de amonio. Una vez eliminado el sulfato de las muestras, se agregé 0,01 % p/v
de timerosal con el fin de evitar contaminaciones microbianas. Finalmente, los
extractos de IgY fueron conservados a 4°C hasta su uso.
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Adsorcion del extracto de IgY con E. coli BL21

Para eliminar aquellos anticuerpos no especificos presentes en el extracto de IgY se
llevé a cabo un proceso de adsorcidn con E. coli BL21. Para ello, el extracto de IgY anti-
PrPrec ovina se enfrentd a una suspensién de E. coli BL21 en PBS (ODs00=2,0) en una
dilucién 1:2 y 1:10. Se encubd a 42°C por 2 horas segun el procedimiento modificado
de van Der Ploeg et al. (2015).

Determinacién de la inmunoreactividad de la IgY anti PrPrec ovina

En primer lugar, se realizd la electroforesis de la PrP‘rec ovina en un gel al 12 % de
poliacrilamida en condiciones reductoras segin la metodologia descripta
anteriormente y se determind la inmunoreactividad de las IgY mediante
inmunotransferencia. Para esto, luego de la transferencia, las membranas con las
proteinas separadas e inmovilizadas fueron incubadas a temperatura ambiente
durante 1 hora con una dilucién 1:1.000 de sueros o extractos de IgY anti-PrP‘rec ovina
diluido en PBS-T. Después de 3 lavados, las membranas se incubaron con anticuerpos
de conejo anti-gallina (Sigma-Aldrich) conjugados con peroxidasa (diluido 1:5.000 en
PBS-T) y, posteriormente, se agregd una solucién de sustrato cromogénico DAB con el
fin de observar la presencia de bandas de reconocimiento.

Diagndstico de scrapie mediante IHC

El diagndstico se realizé sobre las muestras de mucosa rectal que resultaron aptas (con
6 0 mas foliculos linfoides observados en microscopio 6ptico) o sobre muestras de SNC
(6bex) de aquellos animales cuyas muestras de mucosa no fueran aptas. Se utilizé el
procedimiento empleado de rutina para diagnéstico de scrapie. Brevemente, una vez
incluidas en parafina las muestras, se cortaron secciones de tejido de 2-3 um de
espesor y se montaron sobre portaobjetos positivados. Luego del desparafinado en
xileno y alcoholes de graduacion decreciente (100%, 96%, 80%), los cortes se
sumergieron en peréxido de hidrogeno al 3% en metanol para bloquear la actividad de
la peroxidasa enddgena. A continuacion, los cortes se sumergieron en acido férmico al
98% por 5 minutos y luego por una solucion de Tris-HCI (10 mM, pH 7,6). La
recuperacién antigénica se realizé en buffer citrato (citrato de sodio 10 mM, pH 6) por
20 minutos en horno microondas y luego de este proceso, las muestras fueron
tratadas con PK por 2 minutos a temperatura ambiente.

Como anticuerpo primario se utilizaron anticuerpos monoclonales hecho en ratén
(Prionics, clon 6H4 dilucién 1:1000 y VMRD, clon 99.97 dilucién 1:2000). La reaccién
antigeno-anticuerpo fue revelada mediante el sistema Envision (Dako), utilizando DAB
como sustrato cromégeno.

Como control positivo se utilizaron muestras de SNC de bovinos con EEB y un ovino
con scrapie fijados en formol al 10%, %, gentilmente cedidos por laboratorios de
referencia de la OMSA para EEB y scrapie (Canadian Food Inspection Agency y la
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University of Bern). Como control negativo se utilizaron muestras de SNC de bovinos
y/u ovinos sin signologia nerviosa provenientes de Argentina.

Deteccidn de PrP> a través de IHC utilizando IgY anti-PrP¢

Se utilizé el mismo procedimiento anterior (Diagndstico de scrapie mediante IHC), pero
como anticuerpos primarios se utilizaron las IgY adsorbido con E. coli BL21 en una
diluciéon 1:1000 y anticuerpos monoclonales comercialmente disponibles hecho en
raton (Prionics, clon 6H4 dilucién 1:1000 y VMRD, clon 99.97) como control positivo.
En el caso de los anticuerpos IgY anti-PrP se utilizé un IgG anti-gallina conjugado HRP
(Thermofisher) como anticuerpo secundario, y DAB como sustrato cromdgeno. En el
caso del anticuerpo 6H4, la reaccién antigeno-anticuerpo fue revelada mediante el
sistema Envision (Dako), utilizando DAB como sustrato cromégeno.

Como control negativo del anticuerpo primario se utilizaron muestras de bovinos sin
sintomatologia nerviosa y como control negativo del anticuerpo secundario se sigui6 el
mismo procedimiento sin aplicar anticuerpo primario.

Deteccidn de PrP¢ a través de IHC utilizando IgY anti-PrP¢

Se realizé la misma metodologia descripta para la deteccién por IHQ de los marcadores
celulares. Se probaron diferentes métodos de RAIC:

Método de calor humedo en horno de microondas (15-30 minutos) con las siguientes
soluciones:

e Buffer citrato pH 6 (acido citrico 10 mM, 0,05 % de tween 20).
e Solucion ImmunoDNA Retriever Citrate (Bio SB).

Método de calor humedo en olla a presion (15-30 minutos) con las siguientes
soluciones:

e Buffer citrato pH 6 (acido citrico 10 mM, 0,05 % de tween 20).
e Solucion ImmunoDNA Retriever Citrate (Bio SB).

Para la optimizacidn de la deteccidn se utilizaron muestras de tejido linfoide de ovinos
fijados en formol al 10% y en SFZ.

97



Resultados



Amplificacion y clonado del gen PRNP

Se logré amplificar la regién codificante del gen PRNP que codifica para la PrP¢ a partir
del ADN extraido de una muestra de sangre de ovino y de bovino por la técnica de PCR.
Los productos amplificados fueron purificados y se utilizaron para ligarlos al vector
PGEM-T Easy (ver figura 23). Posteriormente el inserto correspondiente al ovino fue
subclonado en el vector pRSET-B utilizando las enzimas de restriccion Hindlll y Xhol, y
la proteina fue expresada en la cepa de E. coli BL21 (DE) pLysS. Los resultados de las
secuenciaciones de los amplicones producidos se encuentran en el anexo de esta tesis.

2 (BB
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1,5

1 kpb
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% visualizada con bromuro de etidio y luz UV. De izquierda
a derecha: pGEMT-PRNPov sin digerir; pGEMT-PRNPov digerido con Hindlll y Xhol. El recuadro muestra
la banda correspondiente al inserto (863 pb comprobadas por secuenciacion). La banda de 3 kpb
corresponde al vector linealizado.

Expresion de la PrP‘rec

La proteina PrPCrec se expresd cuando las cepas de E. coli portantes de la construccién
PRSET-B_PRNPov fueron inducidas con 1 mM de IPTG. La proteina expresada fue
identificada mediante WB usando tanto un anticuerpo monoclonal anti cola de
histidina (Bio-Rad) como un anti PrP (clon 6h4, Prionics) (ver figura 24).
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(A) (8) ()

Figura 24. Deteccion por Western Blot de la
PrP%rec ovina utilizando anticuerpos anti cola de

50 kDa - : histidina (A) y anti-PrP (B). El control negativo es
E. coli sin inducir utilizando anti cola de histidina.
40 kDa P La banda de 30 kDa se corresponde con el tamafio

esperado. Marcador de proteinas: Blue Plus
Protein Marker (Trans).

30 kDa P e

25kDa P

Purificacién de PrP‘rec

De los cuatro métodos de purificacién probados, el método de Vrentas et al. (2012)
modificado fue el que posibilité una mayor cantidad de PrP‘rec ovina en el eluido final.
En cuanto al método hibrido, no pudo detectarse proteinas en el gel de acrilamida o
por el método de Bradford (ver tabla 9).

Concentracion de

Método de Concentracion total ~ Porcentaje de c .

purificacion de proteinas (mg/ml)  PrPCrec ovina (%) Prp-rec ovina
(mg/ml)

Desnaturalizante 0,6 6,4 0,038

Vrentas et. al. (2012) | 1,7 9,6 0,16

Vrentas modificado 1,6 12 0,2

Tabla 9. Concentracidn de proteinas en base al promedio de 3 eluciones de PrP%rec ovina purificada.

- B
’ (&) (8) v ) Figura 25. Deteccion mediante Western Blot de la
PrP%rec ovina utilizando anticuerpo anti PrP (clon 6h4,
Prionics) y DAB como sustrato cromégeno. Marcador de
proteinas: Blue Plus Protein Marker (Trans)

50 kDa >i~ -— b

. C . T
40kDa P | (a) PrPtrec a partir de E. coli lisada.

(b) PrPrec purificada.

. (-) E. coli sin inducir.

30kDa P

25kDa P
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Evaluacion de la sensibilidad a la PK

La PrPrec ovina purificada resulté ser sensible a la PK en todas las concentraciones
probadas (50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml y 500 pg/ml). La Unica banda que se
observa en la electroforesis de las digestiones corresponde al tamafo de la PK (30 kDa

aproximadamente) que puede corroborarse con el control negativo (ver figura 26 y
27).

175 kDap»
130 kDa ; ; ()il : ;
95kpa - & Figura 26. Electroforesis en
66 kDa P ‘ : gel de poliacrilamida al 12%
E i i i i tefiidos con Coomasie de las
52 kDa i ; : : | ;
- ‘ : ; i § digestiones de PrPCrec.
7kpa | (A) 50pg/ml de PK
: ; (B) 100pg/ml de PK
o p T ¢ (C) 200pg/ml de PK

(D) 500 pg/ml de PK
(-) Control, PK sin PrP¢
(+) Control, PrP€ sin digerir.

175 kDal»- () (+) Figura 27. Western blot de las
130 kDap . . .

‘ mismas digestiones de la
95kDa P ’k, figura 26. Solo se observa
66kDa P i . A inmunoreactividad en el

i control positivo (+). Marcador
52kDa P I'e ; i de proteinas: BLUltra

' y Prestained Protein Ladder
(Genbiotech).

37 kDa P

30kDa P L

Deteccion de anticuerpos anti-PrP en el suero de las gallinas inoculadas

Mediante dot blot, se observé que los anticuerpos presentes en el suero de las gallinas
inmunizadas reconocieron la PrP¢rec ovina (ver figura 28). No se apreciaron diferencias
evidentes entre las dos gallinas. Se observé una mayor seial con el suero extraido a los
49 dias (T3). Con respecto al suero tomado previo a la inmunizacién, también mostré
cierta reactividad, aunque en menor intensidad.
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Produccidn de IgY contra PrP‘rec ovina

Figura 28. Deteccion por dot Blot de |Ia
inmunoreactividad de los anticuerpos del suero de las
gallinas inoculadas. Del 1:2 a 1:32 corresponden a
diluciones en PBS de PrP‘rec ovina. El control negativo
(-) corresponde a PBS. Cada tira de nitrocelulosa fue
incubada con una dilucién 1:1000 del suero extraido
de las gallinas los dias 0 (T0), 28 (T2) y 49 (T3).
Finalmente, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos anti-IlgY conjugadas con peroxidasa
(diluida 1:5000 en PBS-T) y reveladas con DAB.

Luego de la inmunizacién de gallinas ponedoras, siguiendo el esquema descripto, se
realizd la purificacion de anticuerpos IgY a partir de los huevos de las mismas. Se
observd inmunoreactividad de los extractos tanto para la PrPrec ovina purificada
como contra E. coli BL21. No hubo diferencias entre las reacciones correspondientes a
PrPCrecy E. coli BL21 (ver figura 29).

() (A) (+)
175 kDa p» Figura 29. Deteccidn por Western blot de la
130 kDa - inmunoreactividad de los anticuerpos IgY de la
95 kDa P gallina 2.
66 kDa P () E. coli BL21.
(A) PrPrec ovina purificada.
52kDa P
El control positivo (+) corresponde a la PrPrec
37kDa P ovina purificada detectada con anticuerpo anti PrP
(clon 6H4- Prionics). Marcador de proteinas:
30kDa P . BLUItra Prestained Protein Ladder (Genbiotech).
16 kDa P

102



Para reducir la presencia de anticuerpos que estuvieran detectando antigenos de la
cepa de E. coli utilizada para la expresion de la proteina, se adsorbieron los extractos
de IgY con E. coli BL21. Luego de la adsorcidn se lograron obtener bandas mucho mas
nitidas. La deteccion de la PrPrec ovina con el extracto de IgY fue muy similar al
control positivo detectado con anticuerpos anti-PrP (clon 6H4, Prionics) (ver figura 30).

) (A) (+)

Figura 30. Deteccion por Western blot de la

175 kDa
130 kDa inmunoreactividad de los anticuerpos IgY de la
95kDa P gallina 2 luego de la adsorcidn con E. coli BL21.
66 kDa (-) E. coli BL21.
(A) PrPCrec ovina purificada.

52 kDa

> El control positivo (+) corresponde a la PrP%rec

. ovina purificada detectada con anticuerpo anti
$7.kDa - PrP (clon 6H4, Prionics). Marcador de

proteinas: BLUItra Prestained Protein Ladder
(Genbiotech).

30kDa P

16kDa P J

Diagndstico de scrapie mediante IHC

Todas las muestras de mucosa rectal y SNC (6bex) de los individuos testeados dieron
negativas al diagnéstico de scrapie.

Deteccion de PrP* a través de IHC utilizando IgY anti-PrP¢

Con el extracto de IgY adsorbido se detectd PrP> en muestras de bovinos con
encefalopatia espongiforme bovina y ovinos con scrapie. Se utilizé IgY adsorbido con E.
coli BL21 en una dilucién 1:2 (ver figura 31) y 1:10 (ver figura 32) como anticuerpo
primario e IgG anti-gallina conjugado con HRP (Thermofisher) como anticuerpo
secundario, la reaccion se revelé6 con DAB (Dako) como sustrato cromdgeno. Los
resultados se contrastaron con los obtenidos realizando el mismo procedimiento, pero
utilizando un anticuerpo anti-PrP comercialmente disponible 99.97 (VMRD) y revelado
con el sistema EnVision (Dako) (ver figura 31). Como control negativo del anticuerpo
primario se utilizaron muestras de bovinos sin sintomatologia nerviosa y como control
negativo del anticuerpo secundario se siguid el mismo procedimiento sin aplicar
anticuerpo primario (ver figura 33). Los anticuerpos IgY mostraron un patrén de
inmunomarcacién similar a la observada con el anticuerpo comercial anti-PrP (99.97,
VMRD): se marcaron las mismas areas en cortes del mismo tejido (ver figura 31). Sin
embargo, los extractos de IgY también mostraron inmunoreactividad en los vasos
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sanguineos, especificamente en el endotelio (ver figura 31). Esta marcacion indeseada
fue mayor utilizando IgY adsorbida con E. coli BL21 en una dilucidén 1:2.
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Figura 31. Deteccién inmunohistoquimica en tejido nervioso de un bovino con BSE (infectado con PrPEB). En la imagen (A) se utilizd un anticuerpo monoclonal anti-PrP (clon
99.97, VMRD) y el sistema Envision (Dako). Dentro del recuadro azul se observa inmunoreactividad (granulado marrdn-rojizo). En la imagen (B) se utilizé IgY (adsorbido con E.
coli 1:2) como anticuerpo primario y un anticuerpo anti-gallina conjugado con peroxidasa como anticuerpo secundario. Este corte es el subsiguiente al de la imagen (A), se
observa inmunoreactividad en los vasos sanguineos y en una region similar a la del control positivo (recuadro azul). Ambas se revelaron con DAB, contra-tincién con
hematoxilina, X20.
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Figura 32. Deteccion inmunohistoquimica en tejido
nervioso de un ovino infectado con scrapie
utilizando IgY (adsorbido con E. coli 1:10) como
anticuerpo primario. Se observa inmunoreactividad
(granulado marrén-rojizo). Inmunohistoquimica
con anti gallina conjugado con peroxidasa, revelado
con DAB, contra-tincién con hematoxilina, X20.

Figura 33. Control negativo del anticuerpo
secundario. Deteccion inmunohistoquimica en
tejido nervioso de un bovino. No se utilizé
anticuerpo primario. No se observa
inmunoreactividad (granulado marrén-rojizo).
Inmunohistoquimica con IgG anti gallina conjugado
con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tincion
con hematoxilina, X20.

Deteccidn de PrP¢ a través de IHC utilizando IgY anti-PrP¢

Se logré inmunomarcacioén en tejido linfoide de ovinos (linfonddulos) fijados con SFZ utilizando
los anticuerpos IgY anti-PrP¢ obtenidos. Los resultados concuerdan con la marcacién del control
positivo utilizando un anticuerpo comercial anti-PrP (Prionics, clon 6H4) (ver figuras 34 y 35).

No se logré inmunomarcaciéon en tejidos formolados con ninguno de los anticuerpos, bajo
ninguna de las condiciones de recuperacidon antigénica probadas. Tanto los anticuerpos IgY
desarrollados como el anti-PrP comercial (clon 6H4) dieron resultados negativos.
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Figura 34. Deteccién inmunohistoquimica de PrP¢ en LN de un ovino fijado en SFZ. Se utilizé anti-PrP (6H4) como
anticuerpo primario. Se observa inmunoreactividad (granulado marrén-rojizo) en los foliculos linfoides.
Inmunohistoquimica con EnVision (Dako), revelado con DAB, contra-tincién con hematoxilina, X20.

Figura 35. Deteccién inmunohistoquimica de PrP® en LN de un ovino fijado en SFZ. Se utilizaron los anticuerpos IgY
anti-PrP como anticuerpo primario. Se observa inmunoreactividad (granulado marrén-rojizo) en los foliculos
linfoides. Inmunohistoquimica con anti gallina conjugado con peroxidasa, revelado con DAB, contra-tinciéon con
hematoxilina, X20.
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Produccidn de la PrP¢rec ovina

Se disefaron primers especificos capaces de reconocer la regidn codificante del gen PRNP de
los ovinos mediante PCR. Debido a la gran homologia de la proteina pridnica entre mamiferos
(Rubenstein et al., 1999), el disefio de esta técnica permitié amplificar la regién codificante
también en bovinos. Otros autores describieron resultados similares. Roh et al., (2020)
basandose en el gen PRNP del ovino, desarrollaron primers con capacidad de amplificar la
secuencia en varias especies de cérvidos. En base a esto podriamos decir que la PCR disefiada
permitiria realizar estudios de genotipos en ovinos, bovinos y probablemente en otras especies.

Siguiendo la metodologia propuesta se obtuvo una proteina del tamano esperado de 30 kDa
(Prusiner, 1998), la cual contenia el agregado de histidina prevista para su purificacidon vy
deteccion mediante anticuerpos anti cola de histidina (Bio-Rad). La PrP‘rec ovina también fue
detectada utilizando un anticuerpo anti-PrP tradicionalmente utilizado para el diagndstico de
EET (clon 6h4 de Prionics).

Para la purificacion de la proteina recombinante producida se aplicd el método descripto por
Vrentas (2012), el cual posibilité una mayor concentracion de PrP¢rec ovina en las eluciones. Sin
embargo, para la utilizacién posterior del producto obtenido debieron introducirse algunas
modificaciones para que pueda ser inoculado en las gallinas sin necesidad de ser dializada,
reduciendo asi la cantidad de pasos y el tiempo requerido. Esto resulté importante ya que, si
bien la didlisis reduce la concentracidn de sustancias irritantes para los tejidos de los animales a
inocular como 2-mercaptoetanol (White et al.,, 1973) y urea en altas concentraciones
(Droegemueller et al., 1978), también disminuye la concentracidn final de la proteina de interés
(Peter & Otto, 2010). Por lo dicho, se sigui6 el procedimiento mencionado, pero evitando el uso
de estas sustancias en el buffer de elucion. De esta manera se obtuvieron concentraciones de
PrP‘rec similares al método original reduciendo el riesgo de lesiones en los animales
inoculados.

Para la produccién de la PrP‘rec se siguid la metodologia propuesta por Hornemann et al.
(1997) y Rezaei et al. (2000) que obtuvieron PrP¢ recombinantes con las caracteristicas
estructurales tipicas de la proteina pridnica celular. Sin embargo, se decidid comprobar el
riesgo bioldgico de esta proteina recombinante evaluando la sensibilidad a la PK de la misma,
una vez purificada. La PrPCrec resultd ser sensible a la PK lo que demostraria que no tiene
capacidad infectiva ya que existe una relacidon directa entre la resistencia a la PK y la
infectividad (Wang et al., 2018). En su trabajo, Wang et al. (2018) demuestra que la infectividad
de los priones recombinante esta codificada dentro de la estructura de los fragmentos de PrP
resistentes a la PK. A su vez, para que los PrP‘rec posean esta resistencia a la PK, fueron
convertidos previamente a PrP> mediante PMCA (Wang et al., 2018). Al parecer para que
ocurra la conversién de PrPCrec a PrP*¢ son necesarias condiciones muy especificas de ciclos
sucesivos de sonicacion e incubacion alternas en presencia de polianiones y/u otras sustancias
como ocurre en la técnica de PMCA (Zhang et al., 2013). La proteina obtenida durante este
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trabajo no fue expuesta a estas condiciones. Esto, sumado a su sensibilidad a la PK, sugieren la
seguridad del producto obtenido.

Durante la evaluacidn del proceso de purificacién se observé en el producto final la presencia
de bandas que no correspondian al tamafio de la proteina de interés (aproximadamente 30
kDa) aunque varias de ellas fueron también reconocidas por el anticuerpo anti-PrP (clon 6H4 de
Prionics). Por eso se evalué la posibilidad de purificar la proteina directamente a través del
corte y posterior elucion por difusién de los geles de poliacrilamida a partir de las expresiones
en E. coli. Sin embargo, este procedimiento se descartd ya que no fue posible diferenciar
facilmente un lisado inducido y otro no inducido en los geles (datos no presentados) debido a
que la proteina generada no se expresa en una cantidad distinguible a simple vista. Por otro
lado, el rendimiento de este método de purificacién suele ser bajo, lo cual afectaria el
procesamiento posterior de la proteina obtenida (Seelert & Krause, 2008).

Optimizacion de la deteccién de PrP¢ y PrP¢ a través de inmunohistoquimica utilizando el
extracto de IgY anti- PrPCrec

Los anticuerpos IgY producidos fueron capaces de detectar la PrP> en tejido nervioso de
animales con EEB y scrapie, obteniendo patrones de inmunomarcaciéon similares a los
observados con anticuerpos comerciales (99.97 VMRD y 6H4 Prionics). Esto indica que el
producto generado no solo detecta PrP de origen ovino, sino que también presentan una
reactividad cruzada con la PrP de origen bovino. Esta capacidad también la presentan varios de
los anticuerpos comerciales utilizados en el diagndstico de EET (Cordes et al., 2008; O’Rourke,
Baszler, Miller, et al., 1998; Spraker et al., 2002) ya que la proteina priénica es muy conservada
entre mamiferos (Rubenstein et al., 1999). Por este motivo, segun el anticuerpo utilizado,
puede usarse el mismo producto para diagnosticar scrapie, EEB o EDC.

Si bien la localizaciéon de la inmunomarcacion obtenida fue similar a la observada con
anticuerpos comerciales, la intensidad de la misma fue menor. Esto se relacionaria con el
sistema de revelado utilizado con cada anticuerpo. Para el caso de los anticuerpos comerciales,
se utilizd el sistema de deteccidon empleado para el diagnéstico de EET, el sistema EnVision de
Dako, el cual consiste en un complejo de polimeros marcados con HRP conjugado con
anticuerpos secundarios anti-raton y anti-conejo. La sensibilidad de este sistema es mayor que
la descripta para los sistemas de streptavidina-biotina utilizados de rutina, y mds aun que
sistemas indirectos de un paso en los cuales la deteccidn es realizada con un anticuerpo
secundario conjugado con la enzima, como fue en este caso (anti-gallina conjugado con HRP de
ThermoFisher) (Boenisch et al., 2002).

En la deteccién de anticuerpos anti-PrP‘rec en el suero de las gallinas inoculadas pudimos
observar la presencia de anticuerpos reaccionantes al purificado de PrPrec previo a la
inmunizacidon probablemente debido a la presencia de proteinas de E. coli en los eluidos aun
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luego de la purificacién. Para eliminar estos anticuerpos anti E. coli y otros inespecificos, se
llevé a cabo un procedimiento de adsorcién.

La adsorcidn de los anticuerpos IgY con E. coli en una dilucién 1:2 redujo sensiblemente la
marcacién inespecifica en ensayos de Western blot, pero no fue suficiente para la IHQ ya que se
observd una fuerte marcacion no deseada de los vasos sanguineos con esta técnica. A pesar de
ser una proteina que se expresa en el endotelio (Turu et al., 2008), la PrP¢ presente en los
tejidos deberia degradarse con el tratamiento con proteinasa K al que son sometidos durante el
desarrollo de la técnica de IHQ para el diagndstico de EET. A su vez, tal marcacidon no se observa
utilizando anticuerpos comerciales. Por ello, entendemos que esta reaccién de marcacién no
deseada corresponde a anticuerpos presentes en el extracto de anticuerpos IgY dirigidos contra
una proteina no identificada del endotelio vascular o su lamina propia, y no a la presencia de
PrPC. Es por esto que se modificé el protocolo de adsorcidon aumentando la dilucién a 1:10, con
lo que se obtuvo una disminucidn considerable en la marcacién de vasos sanguineos. Por lo
tanto, es posible que estos anticuerpos reconocieran proteinas con epitopes similares a PrPrec
0 a péptidos generados durante su producciéon no determinados durante este trabajo vy
estuvieran reaccionando de manera cruzada con algln antigeno de los vasos sanguineos.

Respecto a la deteccion de la proteina pridnica celular normal, los anticuerpos IgY producidos
presentaron una inmunomarcacién similar a la observada utilizando el anticuerpo 6H4
(Prionics) en tejido linfoide fijado con SFZ. Sin embargo, la PrP¢ no pudo ser detectada a partir
de tejidos fijados en formol al 10% con ninguno de los anticuerpos utilizados, a pesar de seguir
procedimientos descriptos previamente (Capellino, 2010; Davenport et al., 2017; Sgrby et al.,
2009). Estos trabajos describen la deteccion de PrP¢ tanto en tejido linfoide como en sistema
nervioso central utilizando diferentes protocolos, variando la solucion fijadora, el anticuerpo
primario y/o los sistemas de deteccion. En uno de los mismos se evaluaron muestras fijadas en
formol al 10% v fijador de Bouin con diferentes anticuerpos (Capellino, 2010) y si bien el autor
logré detectar PrP¢, no queda claro el procedimiento con el que obtuvo mejores resultados. En
el presente trabajo se realizaron diferentes tratamientos de recuperacién sin lograr la
deteccidén del antigeno ya sea con el anticuerpo desarrollado ni con el anticuerpo comercial
6H4. Se utilizé una olla a presidén en lugar de autoclave ya que algunos autores recomiendan
este remplazo en el diagndéstico inmunohistoquimico de EET debido a su practicidad
(Andréoletti, 2004). Sin embargo, teniendo en cuenta nuestros resultados y lo observado en el
capitulo 2 para deteccion de otros antigenos, cambios menores podrian tener efecto en los
resultados de la técnica. En este sentido, el uso de autoclave podria ser importante en la
recuperacién antigénica de PrP¢ y tener efecto en el resultado de IHQ.

La ausencia de inmunomarcacion de PrP¢ en tejidos fijados en formol también podria estar
influenciada por caracteristicas propias del anticuerpo utilizado. El anticuerpo 6H4, si bien es
capaz de detectar PrP*¢ en tejido fijado en formol, lo hace con una intensidad menor
comparandolo con otros anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica (Cordes et al., 2008). En
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los animales infectados se presentan acimulos de PrP>¢ en los tejidos mientras que la expresién
de la proteina pridnica normal celular en tejido linfoide es baja en condiciones naturales
(Austbg et al., 2006). Esto, sumado a la menor sensibilidad del anticuerpo monoclonal utilizado
podria ser la causa de la ausencia de deteccidn en tejido linfoide fijado en formol. Ademas, la
mayoria de las investigaciones destinadas a evaluar la presencia de PrP¢ mediante
inmunohistoquimica suelen evitar el formaldehido como solucidn fijadora (Austbg et al., 2006;
Miyazawa et al., 2007; Sgrby et al., 2009; Thielen et al., 2001). En relacién a esto ultimo, es
probable que en este trabajo no se haya probado el método de recuperacidn antigénica mas
apropiado para revelar el epitope especifico capaz de ser reconocido por el anticuerpo
monoclonal utilizado. Seria recomendable utilizar en futuros estudios fijadores aptos para IHQ,
como la SFZ evaluada en el presente trabajo. Sin embargo, debe considerarse el potencial
riesgo de trabajar con muestras de tejidos en un fijador para el cual no se ha evaluado su
actividad antimicrobiana.
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Se disefiaron primers capaces de amplificar la region codificante del gen PRNP de ovinos
y bovinos mediante PCR. Esto podra ser de utilidad para el estudio de genotipos en
estas y otras especies susceptibles a otras EET animales.

Con la metodologia empleada se logré obtener una PrP¢ ovina recombinante y
producirla en cantidad suficiente para su utilizacién posterior.

Tal como fuera supuesto, la PrP‘rec obtenida fue inmunogénica para gallinas
corroborando que la distancia filogenética entre especies seria una variable de
importancia en el desarrollo de la respuesta inmune ante la exposicion a PrP¢,

Se logré la produccién de anticuerpos IgY anti-PrPtrec. Los mismos fueron capaces de
reconocer PrP¢ mediante IHQ en ovinos y bovinos infectados. Si bien deben ajustarse
las condiciones de uso y validar el procedimiento, podria utilizarse para diagndstico de
EET animales en el futuro.

No se logré detectar PrP¢ en las muestras de tejido fijadas en formol con el anticuerpo
desarrollado ni con el anticuerpo comercial 6H4. Esto podria deberse a las condiciones
de trabajo empleadas.



Capitulo 4

Consideraciones finales
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Las EET representan una barrera para el comercio de animales y sus productos entre paises,
siendo algunas de ellas un riesgo para la salud publica. El scrapie de ovinos y caprinos es la
enfermedad del grupo con mayor cantidad de reportes anuales en el mundo, siendo a la vez la
enfermedad modelo para el estudio de las EET en todas las especies.

El diagndstico confirmatorio de las EET es postmortem, existiendo para el caso de scrapie la
posibilidad de un diagndstico antemortem preclinico. Su utilizacién tendria importancia al
momento de ingresar animales a paises o areas libres de la enfermedad. Para ello se realiza la
deteccidon de PrP>¢ en biopsias tejido linfoide asociado a las mucosas del tercer parpado o
rectal, recomendandose evaluar al menos 6 foliculos linfoideos en cada muestra. Considerando
la relevancia del diagndstico preclinico, en este trabajo se propuso estudiar el tejido linfoide
asociado a estas mucosas en ovinos y caprinos bajo la hipdtesis de que existen cambios en su
composicion de acuerdo a su edad.

Los resultados obtenidos rechazan la hipétesis planteada, ya que no se observaron diferencias
en la cantidad o composicidn celular del tejido linfoide de las mucosas palpebral y rectal de los
ovinos analizados de acuerdo a su edad. Esto podria deberse a que, a diferencia de lo reportado
en otras regiones del mundo, efectivamente no existieran tales diferencias en el tejido linfoide
de mucosas entre animales jovenes y adultos de nuestro pais, o a que las mismas no fueran
evidenciadas con el criterio de edad utilizado en este trabajo. Si bien no fue evaluado
particularmente en este estudio, el sistema productivo empleado tendria influencia en el
desarrollo del tejido linfoide de mucosas. Esto ha sido propuesto por otros autores, y podria
sugerirse con los resultados observados ya que caprinos mantenidos en confinamiento parcial
tuvieron mayor desarrollo de tejido linfoide palpebral que los ovinos criados en condiciones
extensivas (cuenca del Salado de la provincia de Buenos Aires).

Para el diagndstico preclinico de scrapie resulta clave la presencia de tejido linfoide en las
mucosas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que su aparicion seria
esporadica en el tercer parpado, y que en el recto el mismo se concentraria en la porcién
terminal, adyacente a la unién mucocutanea. Por esto seria recomendable utilizar esta ultima
como muestra para diagnodstico, indicando al momento de su realizacién la cantidad de
foliculos incluidos en la misma.

La caracterizacion celular del tejido linfoide resulté compleja. A pesar de las dificultades
encontradas a trabajar con muestras fijadas en formol, se identificaron los marcadores de
interés. Asi, se observd una mayor deteccion de CD21 en la mucosa rectal respecto de la
palpebral. Considerando que las células dendriticas foliculares (CD21+) son importantes en la
acumulacién PrP>¢ en el tejido linfoide, esta muestra tendria mayor utilidad para diagndstico
preclinico de scrapie. De manera similar a lo mencionado para la presencia de tejido linfoide, no
se observé diferencia en la expresion de CD21 en tejidos de animales jovenes y adultos,
pudiendo deberse al criterio de clasificacién por edad empleado y al nimero de muestras
analizadas. Tampoco se observaron diferencias entre mucosas o edades para los marcadores
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CD3 o L1. Los patrones de marcacidn observados sugieren que las poblaciones de linfocitos Ty
macréfagos se distribuyen en los animales analizados de manera similar a lo propuesto en la
bibliografia.

Durante la realizacién del presente trabajo se obtuvo una proteina PrP¢ recombinante, y un
anticuerpo IgY capaz de reconocer PrP¢ en tejidos de ovinos sanos. Sin embargo, no se logré
detectar PrPC en tejido linfoide de las muestras analizadas asociando tal resultado al proceso de
fijacidon con formol al 10% realizado, a pesar de evaluar diferentes condiciones de recuperacion
antigénica. Esto podria relacionarse con la sensibilidad del antigeno al formol, como a la
naturaleza de los anticuerpos utilizados ya sean comerciales o al desarrollado.

La IgY obtenida permitid reconocer al agente causal de scrapie y de la encefalopatia
espongiforme bovina mediante IHQ en tejidos de animales infectados provistos por
laboratorios de referencia para estas enfermedades (OMSA). Asi, el producto generado podrd
utilizarse en futuros estudios relacionados con las EET animales, como asi también en el
diagndstico de rutina (vigilancia epidemioldgica) una vez validado el procedimiento.

Como resultado de este trabajo se generd informacién, procedimientos de laboratorio y un
anticuerpo capaz de detectar al agente responsable de una enfermedad compleja. Su aplicacion
colaborara en la prevencién del ingreso de scrapie, sera de utilidad para las actividades de
vigilancia y control que se realizan actualmente en Argentina, y servird de inicio para futuros
estudios vinculados a las EET animales.

La presente tesis se logrd desarrollando ideas y procedimientos a partir de la experiencia
adquirida en laboratorios de instituciones de estatales. Estas han mostrado ser fundamentales
para encontrar soluciones a problemas tanto globales como locales. Su fortalecimiento y
estimulo sera fundamental en el desarrollo econédmico y social de nuestro pais y la regién.
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Tamano de muestreo estratificado con ProMESA

Muestreo en ovinos:

Ingreso Resultados

Nivel de confianza 959 - Prevalencia general esperada 0.9420

Error relativo aceptable

Deacripciin da los estrains Tamafio de muestra 25
{minimo requerido: dos estratos)
Nimero de Esperada Estrato n
Estrato individuos prevalencia
1 10
1 5870781 | [0942 2 15
2 8993540 [0.942 3 0
3 ( 4 0
4 I 5 0
5 I
Muestreo en caprinos:
Ingreso Resultados
Mivel de confianza 95% - Prevalencia general esperada 0.8750
Ermor relativo aceptable
o Tamafio de muestra 56
Descripcién de los estratos
{minimo requendo. dos esfratos)
Numero de Esperada Estrato n
Estrato indmduos prevalencia
1 16
1 [ 1368344 0875 2 40
2 | 3495550 0.875 3 0
3 | 4 0
4 | 5 0
5 I

Analisis estadistico con InfoStat
Diferencias en el numero de FL observados entre las muestras rectales

Muestras: tomadas inmediatamente anterior a la unién mucocutanea (muestra A) y aquellas
tomadas a 2 cm de la unién (muestra B)
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PFrueba de Eruskal Wallis

Variable Tipo de muestra N Medias D.E. Medianas Promedio rangos H B
Hamero de FL A 35 9,31 9,23 6,00 43,73 11,44 0,0007
Numero de FL B 35 4,83 7,20 2,00 27,27

Diferencias en la aptitud diagndstica entre las muestras rectales
Muestras: tomadas inmediatamente anterior a la unién mucocutdnea (muestra A) y aquellas

tomadas a 2 cm de la unién (muestra B)

Tablas de contingencia

Frecusncias absclutas
En columnas:Tipo de muestra
bptitud diagndstica &4 B Total

Apto 23 & 25

Ho apto 12 29 41

Total 35 35 70

Estadistico Valor gl s

Chi Cuadrado Pearson 17,01 1 <0,0001
Chi Cuadrado MV-G2 17,580 1 <0,0001
Irwin-Fisher bilateral 0,50 <0,0001
Coef.Conting.Cramer 0,35

Kappa (Cohen) 0,49
Coef.Conting.Pearson 0,44
Coeficiente Phi 0,49

Diferencias en la aptitud diagndstica de tercer pdrpado completo observada entre el grupo J y el
grupo G

Animales menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses.
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Tablas de contingencia

Frecusncias absolutas
En columnas:Grupc stario
Aptitud diagndstica 3P G J Total

Apto 4 7 11
Ho apto 26 29 55
Total 30 36 66
Estadistico Valor gl P
Chi Cuadrado Pearson 0,44 1 00,5071
Chi Cuadrado MV-G2 0,45 1 0,5042
Irwin-Fisher bilateral -0,11 00,5332
Coef.Conting.Cramer 0,06
Happa (Cohen) -0,06
Coef.Conting.Pearson 0,08
Coeficiente Phi -0,08

Cocientes de chance (odds ratio)

Estadistico Estim LI 55% L5 55%
0dds Ratio 1/2 0,64 0,18 2,29
Odds Ratio 2/1 1,57 0,44 5,65

Diferencias en la aptitud diagndstica de mucosa rectal observada entre el grupo J y el grupo G

Animales menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses.
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Tablas de contingencia

Frecusncias absolutas
En columnas:Grupoe setario
Aptitud diagnostica ME G J Total

Apto 14 12 26

No apto 1le 24 40

Total 30 36 66
Eztadistico Valor gl o

Chi Cuadrado Pearson 22 1 00,2697

Chi Cuadrado MV-G2 (22 1 0,26596

Irwin-Fisher bilateral 14 00,3176

Kappa (Cohen)
Coef.Conting.FPearson

1

1

o]
Coef.Conting.Cramer 0,10

o]

0
Coeficiente Phi 1]

Cocientes de chance (odds ratio)

Estadistico Estim LI 95% L5 95%
Odds Ratioc 1/2 1,75 0,66 4,67
Odds Ratio 2/1 0,57 0,21 1,52

Diferencias en la aptitud diagndstica de mucosa de tercer pdrpado observada entre el grupo J y
el grupo G

Animales menores (grupo J) y mayores (grupo G) a 18 meses.
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Tablas de contingencia

Frecuencias absolutas
En columnas:Grupo =stario
Bptitud diagndstica M3P G J Total

Apto 1 0 1
HNo apto 29 36 65
Total 30 36 &
Estadistico Valor gl B
Chi Cuadrado Pearson 1,22 1 0,297
Chi Cuadrado MV-G2 1,60 1 00,2066
Irwin-Fisher bilateral 0,55 00,4545
Coef.Conting.Cramer 0,10
Kappa (Cohen) 0,04
Coef.Conting.Pearson 0,13
Coeficiente Phi 0,14

Cocientes de chance (odds ratio)

Estadistico Estim LT 95% LS5 55%
Odds Ratio 1/2 sd ad sd

Diferencias en marcacion de CD21 en TL de tercer pdrpado entre el grupo J y el grupo G

Prueba de Wilcoxon para muestras independientes
Cdlculo =xacto de probsbilidsadss

Clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 n{l) n(2) Media(l) Media(2) DE(l) DE(2) W p{2 colas)
Grupc etario CD21 3P & B 7 4 1,10 1,87 0,65 0,84 32,50 0,1273

A: ovinos menores de 18 meses

B: ovinos mayores de 18 meses
Diferencias en marcacion de CD21 entre el TL de la mucosa rectal y del tercer parpado

Prueba de Wilcoxon para mmestras independientes

Clasific Variabkle Grupo 1 Grupo 2 n{l) n(2) Media(l) Media(2) DE(1l) DE(2) W B2 colas)
Muestra CD21 3P MR 11 26 1,41 2,33 0,81 0,68 116,50 0,0020

3P: tercer parpado

MR: mucosa rectal
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Secuenciaciones en formato FASTA

Secuenciacién del producto de PCR amplificado de un ovino y clonado en pGEM-T
>B2F-T7promotor.

CTCGAGGCTGACACCCTCTTTATTTTGCAGAGAAGTCATCATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGTTGGATCCTGGT
TCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGACGTGGGCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGCGGAGGATGGAACACTG
GGGGGAGCCGATACCCGGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACCGCTATCCACCTCAGGGAGGGGGTGGCTGGGE
TCAGCCCCATGGAGGTGGCTGGGGCCAACCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGGGAC
AGCCACATGGTGGTGGAGGCTGGGGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTAAGCCAAGAACC
AACATGAAGCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGAA
GTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTATCGTGAAAACATGTACCGTTA
CCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCAGTATAGTAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACATC
ACAGTCAAGCAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAG
CGAGTGGTGGAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCTTATTACCAAAGGGGGGCAAGTGT
GATCCTCTTTTCTTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCATAGTAGGATAGGGGCAACCTTCC
TGTTTTCATTATCTTCTTAATCTTTGCCAGGTTAAAAGCT

Resultados en BLAST: Ovis aries prion protein gene

Secuenciacion del producto de PCR amplificado de un bovino y clonado en pGEM-T
>3-T7

CTCGAGGCTGACACCCTCTTTATTTTGCAGATAAGTCATCATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGTTGGATCCT
GGTTCTCTTTGTGGCCATGTGGAGTGACGTGGGCCTCTGCAAGAAGCGACCAAAACCTGGAGGAGGAT
GGAACACTGGGGGGAGCCGATACCCAGGACAGGGCAGTCCTGGAGGCAACCGTTATCCACCTCAGGG
AGGGGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGAGGTGGCTGGGGCCAGCCTCATGGAGGTGGCTGGGGCCAG
CCTCATGGAGGTGGCTGGGGTCAGCCCCATGGTGGTGGCTGGGGACAGCCACATGGTGGTGGAGGCT
GGGGTCAAGGTGGTACCCACGGTCAATGGAACAAACCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAAGCATGTG
GCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGAAGTGCCATGA
GCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTATCGTGAAAACATGCACCGTTACCC
CAACCAAGTGTACTACAGGCCAGTGGATCAGTATAGTAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAA
CATCACAGTCAAGGAACACACAGTCACCACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAA
GATGATGGAGCGAGTGGTGGAGCAAATGTGCATTACCCAGTACCAGAGAGAAATCCCAGGCTTATTAC
CAACGAGGGGCAAGTGTGATCCTCTTCTCTCCCCTCCTGTGATCCTCCTCATCTCTTTCCTCATTTTTCTCA
TAGTAGGATAGGGGCAACCTTCCTGTTTTCATTATCTTCTTAATCTTTGCCAGGTTAA

Resultados en BLAST: Bos taurus prion protein (PRNP)

Datos de ovinos y caprinos
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Grupo Aptitud

Animal N° | Especie Etario FL 3P | Apitud 3P | FL B3P | B3P FL MR | Apitud MR
INTA-01 Caprino J 6 | Apto 0| No apto 8 | Apto
INTA-02 Caprino J 6 | Apto 20| Apto
INTA-03 Caprino J 7 | Apto 6 | Apto 6 | Apto
INTA-04 Caprino J 8 | Apto 0| No apto 10 | Apto
INTA-05 Caprino J 9 | Apto 10 | Apto
INTA-06 Caprino J 5| No apto 0| No apto 20| Apto
INTA-07 Caprino J 4| No apto 1| No apto 45 | Apto
INTA-08 Caprino J 10 | Apto 3 |No apto 15 | Apto
INTA-09 Caprino J 14 | Apto 4| No apto 13 | Apto
INTA-10 Caprino J 4| No apto 20 | Apto
INTA-11 Caprino J 6 | Apto 0| No apto
INTA-12 Caprino J 6 | Apto 0| No apto 6 | Apto
INTA-13 Caprino J 0| No apto 3 |No apto 4| No apto
INTA-14 Caprino J 0| No apto 6 | Apto
INTA-15 Caprino J 2 | No apto 4| No apto 6 | Apto
INTA-16 Caprino J 1| No apto 2 | No apto
19 Caprino G 8 | Apto 2 | No apto 9 | Apto
20 Caprino J 3| No apto 0| No apto 5| No apto
23 Caprino J 9 | Apto 10| Apto
24 Caprino J 11 | Apto 3 |No apto 0| No apto
24c Caprino J 0| No apto 1| No apto 9 | Apto
25c¢ Caprino J 5| No apto 13 | Apto
26 Caprino J 7 | Apto 1| No apto 0| No apto
26¢ Caprino J 6 | Apto 0| No apto 9 | Apto
27 Caprino J 8 | Apto 0| No apto
28 Caprino J 6 | Apto 0 | No apto
29 Caprino J 6 | Apto 2 | No apto 0| No apto
29c Caprino J 0| No apto 0| No apto
31 Caprino G 13 | Apto 0| No apto 3 |No apto
31c Caprino J 2 | No apto 3 |No apto 7 | Apto
32 Caprino J 13 | Apto 8 | Apto 18 | Apto
32c Caprino J 0| No apto 8 | Apto
33 Caprino J 7 | Apto 3 |No apto 6 | Apto
33c Caprino J 2 | No apto 1| No apto 8 | Apto
34 Caprino J 8 | Apto 2 | No apto 6 | Apto
35 Caprino J 9 | Apto 0| No apto 10 | Apto
35c¢ Caprino J 2 | No apto 20 | Apto
36 Caprino J 17 | Apto 5|No apto 7 | Apto
36¢ Caprino J 1| No apto 4| No apto
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38 Caprino J 5| No apto 0| No apto 6 | Apto

39 Caprino J 1| No apto 4| No apto 1|No apto
39c Caprino J 0| No apto 2 |No apto 26 | Apto

40 Caprino J 0| No apto 1| No apto 3| No apto
40c Caprino J 0| No apto 0| No apto 0| No apto
41 Caprino J 15 | Apto 0| No apto 1|No apto
41c Caprino J 0| No apto 37 | Apto

42 Caprino J 3 |No apto 2 |No apto 12 | Apto

43 Caprino J 7 | Apto 1|No apto
43¢ Caprino J 2 | No apto 0| No apto 5| No apto
44 Caprino G 5| No apto 0| No apto 3| No apto
44c Caprino J 0| No apto 20 | Apto

45 Caprino J 6 | Apto 51 No apto 1|No apto
46 Caprino J 6 | Apto 1| No apto 1|No apto
46¢ Caprino J 1| No apto 2 | No apto 34 | Apto

Ov9 Ovino G 2 | No apto 0| No apto 4| No apto
Ov10 Ovino G 0| No apto 0| No apto 0| No apto
Ovlil Ovino J 0| No apto 0| No apto 7 | Apto

Ov20 Ovino J 1| No apto 0| No apto 0| No apto
Ov21 Ovino J 4| No apto 0| No apto
Ov22 Ovino J 15 | Apto 2 | No apto 0| No apto
Ov23 Ovino J 3 | No apto 0| No apto 0| No apto
Ov24 Ovino J 2 | No apto 0| No apto 0| No apto
Ov25 Ovino J 4| No apto 8 | Apto

Ov26 Ovino J 0| No apto 0| No apto 4| No apto
Ov27 Ovino J 2 | No apto 0| No apto 2 | No apto
Ov28 Ovino G 5| No apto 0| No apto 0| No apto
Ov29 Ovino J 4 | No apto 0| No apto
Ov30 Ovino J 7 | Apto 0| No apto
Ov31l Ovino J 0| No apto 0| No apto 1| No apto
Ov32 Ovino J 3 | No apto 0| No apto 1| No apto
Ov33 Ovino J 1| No apto 0| No apto 0| No apto
Ov34 Ovino J 3 |No apto 0| No apto 0| No apto
Ov35 Ovino G 1| No apto 0| No apto
Ov36 Ovino G 0| No apto 0| No apto 0| No apto
Ov37 Ovino J 6 | Apto 0| No apto 5| No apto
Ov38 Ovino G 3 |No apto 0| No apto 4| No apto
Ov39 Ovino J 4| No apto 0| No apto
Ov40 Ovino J 2 | No apto 0| No apto 0| No apto
Ov4l Ovino G 3 |No apto 0| No apto 11 | Apto

Ov42 Ovino J 0| No apto 0| No apto 1| No apto
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Ov43 Ovino J 2 | No apto 4| No apto 0| No apto
Ov44 Ovino J 2 | No apto 0| No apto 0| No apto
Ov45 Ovino G 0| No apto 0| No apto 0| No apto
Ov46 Ovino G 0| No apto 0| No apto 0| No apto
Ov4a7 Ovino J 6 | Apto 3 |No apto
Ov50 Ovino J 1| No apto 2 | No apto 4| No apto
Ov51 Ovino J 0| No apto 1| No apto 38 | Apto
Ov52 Ovino G 6 | Apto 2 |No apto 6 | Apto
Ov53 Ovino G 0| No apto 0| No apto 1|No apto
Ov54 Ovino G 6 | Apto 1| No apto 6 | Apto
Ov55 Ovino G 0| No apto 0| No apto 4| No apto
Ov56 Ovino J 1| No apto 0| No apto 15 | Apto
Ov57 Ovino G 0| No apto 0| No apto 0| No apto
Ov58 Ovino G 9 | Apto 6 | Apto 14 | Apto
Ov59 Ovino G 1| No apto 0| No apto 6 | Apto
Ov60 Ovino G 0| No apto 0| No apto 8 | Apto
Ov6l Ovino J 2 | No apto 0| No apto 20 | Apto
Ov62 Ovino G 6 | Apto 1| No apto 6 | Apto
Ov63 Ovino G 2 | No apto 0| No apto 1| No apto
Ov64 Ovino J 6 | Apto 1| No apto 1| No apto
Ov65 Ovino G 1| No apto 2 | No apto 7 | Apto
Ov66 Ovino G 0| No apto 1| No apto 6 | Apto
Ov67 Ovino J 2 | No apto 0| No apto 6 | Apto
Ov68 Ovino G 1| No apto 0| No apto 7 | Apto
Ov69 Ovino J 0| No apto 0| No apto 9 | Apto
Ov70 Ovino J 0| No apto 1| No apto 39 | Apto
Ov71 Ovino G 1| No apto 1| No apto 4| No apto
Ov72 Ovino G 3 |No apto 1| No apto 11 | Apto
Ov73 Ovino G 0| No apto 2 | No apto 1| No apto
Ov74 Ovino G 0| No apto 2 | No apto 10 | Apto
Ov75 Ovino J 17 | Apto 1| No apto 6 | Apto
Ov76 Ovino J 8 | Apto 2 | No apto 4| No apto
Ov78 Ovino G 0| No apto 18 | Apto
Ov79 Ovino J 0| No apto 0| No apto 22 | Apto
Ov80 Ovino G 2 | No apto 1| No apto 6 | Apto
Ov81l Ovino J 2 | No apto 4| No apto 17 | Apto
Ov82 Ovino J 0| No apto 4 | No apto
Ov83 Ovino J 0| No apto 0| No apto 14 | Apto
Ov8&4 Ovino G 3 | No apto 0| No apto 4| No apto
Ov85 Ovino G 1| No apto 1| No apto 1| No apto
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FL 3P: Numero de foliculos linfoides en tercer parpado completo
FL B3P: Numero de foliculos linfoides en muestras conjuntivales de tercer parpado completo

FL MR: Numero de foliculos linfoides en mucosa rectal

Datos de la marcacidon de CD21 en las muestras de tercer parpado de ovinos analizadas

Prom
Animal N° | Especie Grupo Etario |CD21
Ov22 Ovino A 1,2
Ov30 Ovino A 0,8
Ov37 Ovino A 2
Ov4a7 Ovino A 0,8
Ov52 Ovino B 2,33
Ov54 Ovino B 0,8
Ov58 Ovino B 2,75
Ov62 Ovino B 2
Ov64 Ovino A 0
Ov75 Ovino A 1,2
Ov76 Ovino A 1,67

A: menores a 18 meses

B: mayores a 18 meses

Datos de la marcacion de CD21 en las muestras de mucosa rectal de ovinos analizadas

Grupo Prom
Animal N° | Especie Etario CD21
Ov11 Ovino A 2,67
Ov25 Ovino A 2,67
Ov41l Ovino B 2,33
Ov51 Ovino A 3
Ov52 Ovino B 2,8
Ov54 Ovino B 1,4
Ov56 Ovino A 2,5
Ov58 Ovino B 2,17
Ov59 Ovino B 2,33
Ov60 Ovino B 2
Ov61 Ovino A 2,83
Ov62 Ovino B 2,2
Ov65 Ovino B 3
Ov66 Ovino B 2
Oov67 Ovino A 1,6
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Ov68 Ovino B 2,33
Ov69 Ovino A 3,33
Ov70 Ovino A 2,83
Ov72 Ovino B 2,4
Ov74 Ovino B 2,83
Ov75 Ovino A 2,8
Ov78 Ovino B 1,2
Ov79 Ovino A 2,67
Ov80 Ovino B 0,25
Ov81 Ovino A 2,83
Ov83 Ovino A 15

A: menores a 18 meses

B: mayores a 18 meses
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