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Las enfermedades priónicas o encefalopatías espongiformes transmisibles (EET) 

son un conjunto de enfermedades neurodegenerativas transmisibles, con un largo 

periodo de incubación y cuyo curso es invariablemente fatal. Están producidas por un 

agente no convencional denominado prion, cuya naturaleza es exclusivamente proteica, 

y que es el resultado de la conversión de la proteína fisiológica PrPC en su isoforma 

anómala (PrPSc o prion) (Prusiner, 1998b). El principal evento patogénico que se observa 

en estas enfermedades es la conversión de PrPC en PrPSc, y su principal característica 

neuropatológica es la degeneración espongiforme del sistema nervioso central (SNC). 

Otros hallazgos neuropatológicos comunes a estos procesos son la gliosis, la pérdida 

neuronal y el depósito de PrPSc en el SNC (Bell & Ironside, 1993; Fraser, 1993).  

Las EET afectan a multitud de especies de mamíferos, entre las que se incluye el 

ser humano, y según su origen pueden clasificarse como adquiridas (resultado de una 

infección por el agente causal), genéticas (por la existencia de mutaciones en el gen 

PRNP) o esporádicas (sin causa aparente conocida).  Ejemplos de estos procesos son el 

scrapie en ovejas y cabras, la encefalopatía espongiforme bovina (EEB) y la enfermedad 

de Creutzfeldt-Jakob (CJD) en el ser humano, con sus formas esporádica (sCJD), variante 

(vCJD) y familiar (fCJD) (Imran & Mahmood, 2011a, 2011b). El scrapie de los pequeños 

rumiantes, que fue la primera EET descrita, es la enfermedad prototipo dentro de las 

enfermedades priónicas, y ha servido ampliamente como modelo para el estudio de 

éstas. En los años 80, se produjo la epidemia de EEB en ganado bovino, cuyo origen se 

asoció con la alimentación de bóvidos con harinas de carne y hueso de ovinos afectados 

por scrapie (Wilesmith et al., 1988). Esto derivó en una de las mayores crisis alimentarias 

en Europa, principalmente tras la asociación de la aparición en la especie humana de la 

vCJD con el consumo de tejidos de bovinos infectados con EEB (Bruce et al., 1997; Will 

et al., 1996). Tal y como se ha comentado, aunque los signos clínicos pueden tardar en 

aparecer de meses a años, el curso de la enfermedad una vez éstos aparecen es rápido 

y conduce invariablemente a la muerte del individuo (Aguzzi & Polymenidou, 2004; 

Prusiner, 1998b). Tras la crisis mencionada, y dadas sus consecuencias fatales, se 

intensificaron las investigaciones en relación a las EET. Aun así, actualmente todavía se 

desconocen muchos aspectos de la patogenia de las enfermedades priónicas, los 
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métodos diagnósticos se basan en estudios post-mortem, y no existen ni vacunas ni 

tratamientos específicos que permitan prevenir o tratar estas enfermedades.  

En relación a los mecanismos implicados en la patogenia de las EET y la 

neurodegeneración asociada a éstas, dos de los más estudiados han sido la apoptosis y 

la autofagia. La activación de vías pro-apoptóticas se ha identificado como una causa 

común de muerte neuronal en las EET y, aunque su papel sigue siendo controvertido, 

distintos estudios sugieren que parte de la muerte celular que se observa en las 

enfermedades priónicas se debe a mecanismos apoptóticos (Mays & Soto, 2016). Por 

otro lado, muchos estudios han identificado la activación y desregulación de los 

mecanismos autofágicos en las EET (Boellaard et al., 1989; Liberski et al., 2004; Llorens, 

Thüne, Sikorska, et al., 2017; Xu et al., 2014), y se ha implicado la alteración de la 

homeostasis de este sistema como una importante causa de toxicidad común a las 

enfermedades priónicas. Se considera que la activación de la autofagia se produce 

inicialmente como un mecanismo de defensa para aumentar la degradación priónica y 

conseguir la supervivencia celular, lo que indicaría que este proceso tuviera un papel 

fisiológico en etapas iniciales de enfermedad. Como se ha comentado, actualmente no 

existen tratamientos para combatir las EET. Dada la compleja patogenia de éstas, una 

de las estrategias en la investigación de posibles terapias consiste en reducir o paliar la 

neurodegeneración a través de distintas vías celulares implicadas en la patogenia de 

estas enfermedades. Por esto, en el primer estudio de esta tesis, se realiza un ensayo 

clínico con el fragmento C-terminal de la toxina tetánica (TTC). Considerando el impacto 

de la autofagia y la apoptosis en las enfermedades priónicas, y el potencial de la TTC 

como una molécula antiapoptótica y reguladora de la autofagia (previamente 

demostrado en otras enfermedades neurodegenerativas), en este estudio se evalúan los 

mecanismos apoptóticos y autofágicos en el sistema nervioso de modelos murinos 

inoculados con priones y tratados con TTC.  

Además de en la búsqueda de posibles terapias, el foco de muchas de las 

investigaciones actuales en enfermedades neurodegenerativas está en la búsqueda de 

biomarcadores fiables. Estos biomarcadores deberían ser detectables en fluidos 

accesibles, como la sangre o el líquido cefalorraquídeo, y en estadios de enfermedad 

tempranos o preclínicos, ya que actualmente las enfermedades priónicas se 
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diagnostican en la etapa sintomática en la cual el daño neuronal ya es importante y el 

beneficio de los posibles tratamientos sería limitado. En la actualidad, los biomarcadores 

de rutina para el diagnóstico de las EET son las proteínas 14-3-3 y tau, considerados 

marcadores de daño neuronal, así como la PrP total, viéndose aumentados en el líquido 

cefalorraquídeo (LCR). El problema de estos biomarcadores es que, hasta el momento, 

sólo han demostrado ser fiables en individuos sintomáticos, normalmente en estadios 

avanzados de la enfermedad (Hermann et al., 2021). La neurogranina (Ng) y el 

neurofilamento de cadena ligera (NfL) son proteínas que se expresan en el sistema 

nervioso central (SNC) y que se han visto aumentadas en estadios clínicos de algunas 

enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotrófica e 

incluso CJD. Sin embargo, no se conoce el papel que podrían tener estas proteínas como 

biomarcadores en casos preclínicos de EET (Blennow et al., 2019; Gaetani et al., 2019). 

El LCR y el SNC están directamente en contacto, y el primero refleja el estado bioquímico 

y fisiopatológico del último, por lo que podrían estudiarse biomarcadores 

potencialmente prometedores tanto en el tejido nervioso como en el líquido 

cefalorraquídeo. Dado que se considera que el daño sináptico y axonal es un evento 

patogénico temprano en las enfermedades priónicas, los biomarcadores que reflejan la 

disfunción temprana en estos niveles podrían ser valiosos para el diagnóstico preclínico. 

Por estas razones, en el segundo estudio de esta tesis, se evalúa la concentración de 

estos dos marcadores de daño sináptico y axonal, Ng y NfL, durante la fase preclínica de 

la enfermedad de scrapie en comparación con controles sanos y animales clínicos, tanto 

en SNC como en LCR.  

Uno de los aspectos más controvertidos en el estudio de las EET es la existencia 

de “cepas” priónicas. Aunque estas enfermedades están provocadas por agentes sin 

ácidos nucleicos, se ha demostrado la existencia de distintas variantes del agente 

patógeno, a las que se denomina “cepas”. Las primeras pruebas experimentales de la 

existencia de cepas se obtuvieron a principios de los años 60, cuando tras la transmisión 

del mismo aislado de scrapie a cabras dio lugar a dos fenotipos clínicos perfectamente 

diferenciables (Pattison & Millson, 1961). Más adelante, las distintas investigaciones 

demostraron que la existencia de cepas priónicas radica en diferencias estructurales 

entre la proteína prion, que dan lugar a distintas conformaciones patológicas estables 
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que se propagan eficientemente (Bartz et al., 2000; Peretz et al., 2001). Además, se 

evidenció que las distintas cepas diferían en su capacidad para transmitirse y propagarse 

en las diferentes especies de mamíferos. Los bioensayos, que consisten en pases en serie 

de material infeccioso en animales (generalmente ratones), se han utilizado 

ampliamente en la investigación de las EET y en la caracterización de cepas priónicas 

(Fraser & Dickinson, 1968). A partir de los bioensayos realizados en modelos murinos 

mediante la inoculación experimental de priones, ha sido posible identificar y tipificar 

un gran número de diferentes cepas de priones de distintas EET (Bruce, 1993) y si bien 

son una herramienta eficaz para evaluar las características de cepa, implican elevados 

costes, no solo en recursos materiales y económicos, sino también en tiempo.  Los 

diferentes bioensayos realizados para caracterizar las cepas priónicas han sugerido que 

los aislados priónicos naturales pueden estar formados por distintas “subcepas” de 

priones, que coexisten y se propagan juntas. Las características de cada cepa, junto con 

las diferentes subcepas contenidas en cada aislado, y su capacidad de transmisión a las 

diferentes especies estarían íntimamente relacionadas. Esto sugiere la necesidad de una 

evaluación de las propiedades de las cepas y las subcepas circulantes en los aislados de 

tembladera. Por lo tanto, ampliar el conocimiento y la caracterización de las cepas y 

subcepas priónicas son cruciales para evaluar el potencial de los priones para infectar 

distintas especies, así como para el control y la erradicación de las EET. Esto, unido al 

desarrollo de métodos que faciliten el estudio de las EET mediante la sustitución de los 

métodos tradicionales, es de vital importancia para el futuro de las investigaciones en 

enfermedades priónicas. Por ello, los estudios número tres y cuatro de esta tesis se 

centran en el estudio de las características de distintas cepas priónicas, así como en el 

análisis de técnicas que faciliten el estudio de la patogenia de estas enfermedades y del 

fenómeno de cepa.  
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El principal objetivo de esta tesis doctoral titulada “Contribuciones al estudio de 

biomarcadores, terapia y fenómeno de cepas en las enfermedades priónicas” es 

profundizar en el conocimiento de distintos factores tanto de la patogenia de las 

enfermedades priónicas como de los priones como agentes patógenos. Por un lado, se 

pretende evaluar el potencial de un agente terapéutico mediante el estudio de su 

influencia sobre distintas características de la patogenia de las enfermedades priónicas, 

como son la autofagia y la apoptosis. Por otro, se explora la el potencial uso de algunas 

proteínas afectadas en el proceso de neurodegeneración como biomarcadores 

preclínicos. Comprender los mecanismos asociados a la neurodegeneración, así como 

explorar compuestos terapéuticos y mejorar la detección temprana, resulta 

fundamental para desarrollar una aproximación terapéutica a estos trastornos. En 

último lugar, se pretende profundizar en el conocimiento del fenómeno de cepas en las 

enfermedades priónicas tanto mediante técnicas in vitro como mediante bioensayo, así 

como desarrollar métodos que permitan facilitar el estudio de las enfermedades 

priónicas mediante la sustitución de los métodos tradicionales. Con este objetivo, se 

explora la utilidad de técnicas in vitro y del uso de proteína recombinante en las 

investigaciones en EETs.  

 
Así, esta tesis está organizada en cuatro estudios cuyos objetivos se detallan a 

continuación. 

 

Estudio Nº 1: Therapeutic Assay with the Non‑toxic C‑Terminal Fragment of Tetanus 

Toxin (TTC) in Transgenic Murine Models of Prion Disease (published in Molecular 

Neurobiology).  

 Objetivo general: Identificar nuevas dianas terapéuticas y analizar distintos 

mediadores moleculares de neurodegeneración a partir del estudio de la 

actividad de un potencial agente terapéutico, el fragmento C-terminal de la 

toxina tetánica (TTC), que actúa como regulador de la autofagia y factor 

antiapoptótico.  
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 Objetivos específicos:  

- Realizar un ensayo clínico con el fragmento C-terminal no tóxico de la toxina 

tetánica (TTC) en dos líneas murinas. Inocular intracerebralmente dos grupos de 

ratones de la línea Tg338 y dos grupos de la línea C57BL6 con agente priónico 

procedente de ovinos con scrapie. Tratamiento mediante inyección 

intramuscular de TTC de uno de los grupos de cada línea, mientras que al otro se 

le administra PBS intramuscularmente, actuando como grupo control. 

- Definir y comparar estadísticamente los periodos de supervivencia de los ratones 

tratados con TTC frente a los no tratados, así como obtener un perfil lesional de 

los animales mediante el estudio histopatológico del encéfalo y su patrón de 

vacuolización y de depósito de PrPSc mediante la técnica de PET blot.  

- Estudiar el nivel de expresión proteica de distintos marcadores de autofagia 

(LC3b, p62), apoptosis (caspasa-3) y supervivencia neuronal (NeuN) en el 

encéfalo de los ratones mediante la técnica de inmunohistoquímica. 

- Evaluar mediante qPCR de la expresión génica de los siguientes marcadores de 

autofagia en el encéfalo de los animales: LC3B, Fbxw7, Atg5, Gas5 y Becn1. 

 

Estudio Nº2: Neurogranin and Neurofilament Light Chain as Preclinical Biomarkers in 

Scrapie (published in International Journal of Molecular Sciences).  

 Objetivo general: Estudiar la evolución de la neurogranina (Ng) y el 

neurofilamento de cadena ligera (NfL) en la neurodegeneración provocada por 

priones y determinar su utilidad como posibles biomarcadores preclínicos de 

enfermedad priónica en animales infectados naturalmente con scrapie.  

 Objetivos específicos:  

- Selección de ovinos afectados por scrapie clásico en estadio clínico y preclínico, 

así como de ovinos controles no infectados. Recolección de muestras de líquido 

cefalorraquídeo (LCR) y de tejido nervioso de los grupos de ovinos previamente 

seleccionados.  

- Puesta a punto de la técnica de inmunohistoquímica para Ng y NfL en sistema 

nervioso central ovino. Estudiar la expresión proteica mediante la técnica de 
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inmunohistoquímica y la expresión génica mediante qPCR de estas dos proteínas 

en el encéfalo de los tres grupos previamente mencionados.  

- Definir los patrones y la intensidad de la vacuolización y el depósito de PrPSc en 

los encéfalos de los animales estudiados. Estudiar la correlación del 

inmunomarcaje de Ng y NfL con estas alteraciones histopatológicas 

características de las EET en ovinos clínicos, preclínicos y controles.  

- Determinar los niveles de Ng y NfL presentes en el LCR de los animales incluidos 

en el estudio mediante la técnica de ELISA.  

 

Estudio Nº3: Study of the dynamics of 21kDa associated scrapie strains upon serial 

passage of scrapie isolates in ovine PrPC expressing mice. 

 Objetivo general: Estudiar mediante Protein Misfolding Cyclic Amplification 

(PMCA) la presencia y cantidad de subcomponentes de 19kDa y 21kDa presentes 

en diferentes aislados de scrapie y evaluar su evolución durante la transmisión 

seriada de estos aislados en un bioensayo realizado previamente, así como 

verificar la utilidad de PMCA para discriminar estos subcomponentes y como 

método alternativo al bioensayo para la caracterización de cepas.  

 Objetivos específicos:  

- Establecer, mediante el testeo de distintos sustratos, unas condiciones en las que 

la PMCA amplifique únicamente el subcomponente de 21kDa del scrapie clásico, 

y no el subcomponente de 19kDa, tanto en muestras de ratones como de ovinos 

infectados con scrapie.  

- Comprobar, mediante el método establecido en PMCA, la presencia y cantidad 

relativa de los subcomponentes 19kDa y 21kDa presentes en distintos aislados 

de scrapie (PS09, PS48 y PD377), utilizados como inóculos en un bioensayo 

realizado previamente con el fin de determinar si estos preexistían en los 

aislados o se ha dado una formación de novo.  

- Evaluar la evolución de estos subcomponentes durante la transmisión seriada de 

los aislados en bioensayo en las líneas murinas Tg338 y TgShpXI. 
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- Analizar comparativamente el sistema nervioso y linfoide de los ratones 

utilizados en el bioensayo para determinar diferencias en la selección y 

amplificación de estos subcomponentes en función del tejido.  

 

Estudio Nº4: Scrapie recombinant strains in bank vole PrP transgenic mice: assessment 

of infectivity and derived neuropathology in comparison with brain-derived scrapie 

mouse strains. 

 Objetivo general: estudiar comparativamente las características de distintas 

cepas priónicas derivadas de mamíferos y sus homólogas recombinantes tras su 

bioensayo en el modelo TgVole, para determinar cómo varían sus características 

neuropatológicas tras propagarse in vitro sobre una proteína recombinante y 

posteriormente in vivo.  

 Objetivos específicos:  

- Cría de una colonia de ratones TgVole, que expresan la PrPC del bank vole, e 

inoculación de los mismos con las cepas de scrapie 263K, 22L, RML y ME-7, así 

como con sus homólogas recombinantes. Realizar dos pases seriados de cada 

una de las cepas.  

- Definir los periodos de supervivencia y características neuropatológicas de los 

animales, mediante el estudio histopatológico de las lesiones espongiformes y el 

depósito de PrPSc.  

- Comprobar si las características neuropatológicas de las cepas inoculadas se 

mantienen tras ser propagadas in vitro en un sustrato recombinante con el fin 

de determinar cuales se asemejan más a sus homólogas derivadas de mamífero.  
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1. Introducción 

 
Las enfermedades priónicas son un conjunto de enfermedades 

neurodegenerativas transmisibles, con un largo periodo de incubación y cuyo curso es 

invariablemente fatal. Estas enfermedades afectan a diversas especies, entre las que se 

incluye el ser humano. Están producidas por la conversión post-traduccional de la 

proteína prion celular (PrPC), glicoproteína presente de forma fisiológica en los 

mamíferos y codificada por el gen PRNP, en su isoforma anómala denominada PrPSc. Tras 

este cambio conformacional, la PrPSc adquiere una resistencia parcial a la digestión con 

proteasas, insolubilidad en detergentes no iónicos y gran resistencia a los procesos de 

esterilización tanto físicos como químicos, así como tendencia a formar agregados 

(Prusiner, 1982, 1998a).  En animales, ejemplos de estos procesos son el scrapie en 

ovejas y cabras, la encefalopatía espongiforme bovina (EEB), y la enfermedad crónica 

caquectizante (ECC) en cérvidos, entre otros. En la especie humana podemos encontrar 

la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), con sus formas esporádica (sCJD), iatrogénica 

(iCJD), y familiar (fCJD); la variante de la CJD (vCJD); el insomnio familiar fatal (IFF); el 

síndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS), la prionopatía variable sensible a la 

proteasa (VPSPr) y el kuru (Imran & Mahmood, 2011a, 2011b).  

Estos procesos también son conocidos como encefalopatías espongiformes 

transmisibles (EET), ya que la principal característica neuropatológica que presentan es 

la vacuolización, o degeneración espongiforme, del sistema nervioso central (SNC), que 

se puede observar con la aparición de vacuolas tanto intraneuronales (vacuolización) 

como en el neuropilo (espongiosis). Además, otros hallazgos neuropatológicos comunes 

a estos procesos son la gliosis, la pérdida neuronal y el depósito de PrPSc en el SNC (Bell 

& Ironside, 1993; Fraser, 1993). Estas lesiones dan lugar a manifestaciones clínicas de 

signos neurodegenerativos en el hospedador entre los que se incluyen alteraciones 

comportamentales y ataxia motora. El período de incubación es largo, y los signos 

clínicos pueden tardar en aparecer de meses a años, aunque una vez parecen el curso 

es rápido y conduce invariablemente a la muerte del individuo (Aguzzi & Polymenidou, 

2004; Prusiner, 1998b).  
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Según su origen, las enfermedades priónicas pueden clasificarse como 

adquiridas, genéticas o esporádicas. Las adquiridas son aquellas que aparecen como 

resultado de una infección por el agente causal, la proteína prion, tras la exposición del 

individuo a ésta. Las genéticas o familiares son las que se producen por la existencia de 

mutaciones en el gen PRNP, que dan lugar a formas anormales de la proteína prion, que 

tienen una mayor predisposición a sufrir cambios conformacionales patológicos. Por 

último, las esporádicas o espontáneas son las que no tienen una causa aparente 

conocida. La mayoría de las EET animales son de naturaleza infecciosa, es decir, 

adquiridas. En la especie humana, sin embargo, las más frecuentes son las esporádicas, 

que representan cerca de un 85% de los casos diagnosticados (Ladogana et al., 2005). 

Las enfermedades priónicas comparten similitudes con otros procesos 

neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (AD), la enfermedad de 

Parkinson (PD), la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ALS) o la Enfermedad de Huntington 

(HD), que también se producen por la acumulación de agregados proteicos en el SNC, y 

por lo tanto se engloban bajo el concepto de proteinopatías (Soto, 2003). La proteína 

prion y aquellas causantes de las enfermedades mencionadas comparten características 

en cuanto a su propagación, pero pese a que algunas de estas proteínas patológicas 

resultan infectivas bajo condiciones experimentales, se debe destacar la capacidad de la 

proteína prion no sólo para replicar su conformación si no especialmente para 

transmitirse entre individuos bajo condiciones naturales (Frost & Diamond, 2010).  

El scrapie de los pequeños rumiantes es la enfermedad prototipo dentro de las 

EET, y la que ha servido como modelo para el estudio de las enfermedades priónicas. 

Ésta fue la primera en ser descrita, ya en el siglo XVII (Poser, 2002) y su transmisibilidad 

fue demostrada en 1936 por Cuillé y Chelle. En los años 80, a partir de la epidemia de la 

EEB en ganado bovino (Wells et al., 1987), cuyo origen se asoció con la alimentación de 

bóvidos con harinas de carne y hueso de ovinos enfermos de scrapie (Wilesmith et al., 

1988), se observó que el número de especies susceptibles al desarrollo de una EET de 

forma natural era mayor de lo que se consideraba. Este hecho supuso una de las 

mayores crisis alimentarias de la historia, sobre todo tras la aparición en la especie 

humana de la vCJD, cuyo origen se asoció al consumo de tejidos de bovinos infectados 

con EEB (Bruce et al., 1997; Will et al., 1996).  
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Tras la crisis mencionada y la evidencia de que la capacidad de transmisión de 

los agentes priónicos era mayor de lo que se conocía, quedó patente la necesidad de 

elucidar los mecanismos que regulan la transmisibilidad de las enfermedades priónicas, 

lo cual intensificó la investigación en relación a las EET. Aun así, hoy en día aún se 

desconocen muchos aspectos de la patogenia de las EET, los métodos diagnósticos se 

basan en estudios post-mortem, y no existen ni vacunas ni tratamientos específicos que 

nos permitan prevenir o tratar estas enfermedades.  

 

2. Etiología 

 
Las EET están producidas por un agente no convencional denominado prion. Tal 

y como se ha mencionado, el principal evento patogénico que se da en éstas es la 

conversión de la proteína fisiológica PrPC en su isoforma anómala denominada PrPSc o 

prion. Los priones tienen capacidad de autorreplicación provocando el cambio de 

conformación de la PrPC cercana al transmitir su conformación aberrante (Prusiner, 

1998b). Aclarar la naturaleza del agente causante de las EET requirió años de 

investigación y debate, puesto que el hecho de que un patógeno pudiera estar 

compuesto exclusiva o predominantemente por proteína, careciendo de ácidos 

nucleicos, parecía contradecir los principios básicos de la biología molecular.  

En 1936, Cuillé y Chelle consiguieron transmitir el scrapie experimentalmente 

entre ovinos, confirmando además el largo período de incubación de esta enfermedad 

(Liberski, 2012). Tras este hecho, comenzaron los estudios para elucidar la etiología de 

la enfermedad, y el scrapie pasó a ser el prototipo de las EET. En un principio, y debido 

principalmente a sus largos períodos de incubación, se postuló que las enfermedades 

priónicas podían estar causadas por lentivirus (Wilson et al., 1950). Sin embargo, pronto 

se evidenció que el agente etiológico de las EET, al contrario que los lentivirus, no 

provocaba respuesta inmune en el individuo y resistía a gran parte de los tratamientos 

físicos y químicos destinados a inactivarlo. Además, el desarrollo de modelos 

experimentales más adecuados al conseguir transmitir el scrapie a ratones, ratas y 

hámsteres (Chandler, 1961; Zlotnik & Rennie, 1965), permitió un gran avance en las 

investigaciones respecto a la etiología de las enfermedades priónicas. En este contexto, 
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Alper y colaboradores descubrieron que el tamaño del agente infeccioso del scrapie era 

extremadamente pequeño y que, además, no podía ser inactivado por radiaciones 

ultravioletas (Alper et al., 1967; Alper et al., 1966), características que sugerían que no 

contenía ácidos nucleicos. Así, en 1967 se propuso la teoría de la “sólo proteína”, que 

sostenía que el agente de las EET era de naturaleza proteica y se multiplicaba sin 

necesidad de material genético (Griffith, 1967). A estas evidencias se unió la 

demostración de que el agente era resistente a las nucleasas (Prusiner et al., 1980), que 

era estable en detergentes no iónicos, que presentaba mayoritariamente carga negativa 

y que era inactivado con proteinasa K y tripsina (enzimas proteolíticas) y también 

mediante otros desnaturalizantes de proteínas como el SDS, el fenol o el tiocianato de 

guanidinio (Prusiner et al., 1982; Prusiner et al., 1981). Con todo esto, y basándose en la 

propuesta de Griffith, Stanley B. Prusiner acuñó en 1982 el término “prion” 

(proteinaceous infectious particle) para referirse al agente causante de las EET y 

diferenciarlo de otros patógenos, definiéndolo como una partícula infecciosa sin ácidos 

nucleicos, principal o exclusivamente de naturaleza proteica y con capacidad de infectar 

y replicarse en el organismo de los mamíferos.  

No obstante, la teoría de que un agente patógeno careciera de ácidos nucleicos 

contradecía el principio de la biología molecular que afirmaba que el material genético 

(RNA y/o DNA) era necesario para que un agente patógeno pudiera transmitir 

información y replicarse, por lo que esta hipótesis fue en un inicio rechazada por muchos 

investigadores. Además, el hecho de que el agente fuera de naturaleza proteica no era 

capaz de explicar la existencia de “cepas”, es decir, la variabilidad fenotípica que 

presentaban los distintos aislados de scrapie, ya que se consideraba que este hecho 

estaba vinculado a la presencia de ácidos nucleicos y a los polimorfismos que éstos 

presentaban. Por esta razón se formularon otras teorías tratando de explicar la etiología 

de las enfermedades priónicas. Una de estas teorías es la del virino (Kimberlin, 1982), 

en la cual se sostiene que el agente causal es una molécula resultante de la unión de un 

ácido nucleico infeccioso no codificante y una proteína codificada por el hospedador. 

También se propusieron las hipótesis de que el agente causal es DNA mitocondrial 

envuelto por proteínas (Aiken et al., 1989) o simplemente un virus aún no descrito 

(Diringer, 1992).  
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A pesar del desarrollo de estas teorías, numerosas evidencias posteriores, como 

el hecho de que los priones recombinantes o generados in vitro puedan producir 

enfermedad por sí solos (Castilla, Saá, et al., 2005; Colby et al., 2009) o de que la PrPSc 

pueda provocar el cambio de conformación de la PrPC en medios acelulares (Saá et al., 

2006), hacen que la teoría de que el agente etiológico de las EET está compuesto 

únicamente por proteína sea la única aceptada en la actualidad. 

 

2.1. La proteína prion celular (PrPC) y el gen PRNP 

 

La proteína prion celular, o PrPC es una glicoproteína localizada en la membrana 

celular. Se expresa principalmente en el SNC, fundamentalmente en las neuronas y 

células gliales del encéfalo y la médula espinal (Adle-Biassette et al., 2006; Chesebro et 

al., 1985). Además, también tiene niveles elevados de expresión en el sistema nervioso 

periférico (PNS), encontrándose en axones sensitivos y motores (Manson et al., 1992), 

células de Schwann (Follet et al., 2002) y ganglios nerviosos de la médula espinal (Ganley 

et al., 2015). Si bien el sistema nervioso es donde se encuentra en mayores niveles, la 

PrPC se expresa en la mayoría de las células (Moser et al., 1995), especialmente en el 

sistema linforreticular (LRS), donde aparece principalmente en linfocitos y células 

dendríticas foliculares (Aguzzi & Heikenwalder, 2006).  

La PrPC está codificada por el gen PRNP, cuya secuencia se ha identificado en 

numerosas especies y se encuentra altamente conservada entre los vertebrados. Este 

gen se localiza en el cromosoma 20 del ser humano, en el cromosoma 13 de los 

rumiantes y en el cromosoma 2 en el caso del ratón (Sparkes et al., 1986). En la mayoría 

de las especies este gen está formado por dos exones, de los cuales sólo se traduce el 

exón 2, pero en algunas especies como la oveja, la rata o el ratón, el gen PRNP posee 

tres exones (Westaway et al., 1994). Aun así, en las especies conocidas, este gen solo 

posee un marco de lectura abierto (ORF), que está contenido en un solo exón, y no se 

han identificado fenómenos de splicing que puedan ocurrir durante el procesamiento 

de RNA mensajero (Westaway et al., 1991).   

La biosíntesis de esta proteína comienza tras la transcripción del gen PRNP y la 

maduración del mRNA correspondiente. Tras esto, la traducción del mRNA tiene lugar 

en los ribosomas de la cara citosólica del retículo endoplasmático rugoso (RER), dando 
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lugar a un péptido señal de 22 aminoácidos que será trasladado al interior del RER 

mediante traslocasas, donde continuará la síntesis dando lugar a una proteína de 253 o 

254 aminoácidos según la especie (Cohen, 1999; Locht et al., 1986). El procesamiento 

de la proteína comienza previo a la finalización de la traducción, e incluye la formación 

de un enlace disulfuro entre los residuos de cisteína 179 y 214 (Turk et al., 1988), la 

eliminación del péptido señal del extremo N-terminal (Caughey et al., 1989), la 

glicosilación del residuo S232 y la posible glicosilación de dos residuos de asparagina 

(N181 y/o N197 en la PrPC humana) (Haraguchi et al., 1989). La adición o no de glicanos 

a estos dos residuos de asparagina dará lugar a las distintas glicoformas conocidas de la 

PrPC (no glicosilada, monoglicosilada y diglicosilada) cuya proporción relativa dependerá 

de la especie, el tejido o incluso la región encefálica (Beringue et al., 2003; Caughey et 

al., 1989).  

Una vez finalizada la síntesis, se elimina la secuencia hidrofóbica del extremo C-

terminal (de unos 22-23 aminoácidos) y se añade a este extremo el anclaje glicosil-

fosfatidil-inositol (GPI), que anclará la proteína a la membrana celular (Stahl et al., 1987). 

Después, la PrPC se transportará a través del aparato de Golgi, dónde se le incorporarán 

residuos acídicos, hasta la membrana celular, en la cual se situará principalmente en las 

balsas lipídicas (Vey et al., 1996). La PrPC también se detecta en el citosol, y se considera 

que transita de forma continua entre la superficie de la célula y los compartimentos 

intracelulares mediante endosomas (Mays & Soto, 2016; Peters et al., 2003). 

A partir de los distintos estudios estructurales y bioquímicos sobre la estructura 

de la PrPC, investigada en profundidad principalmente mediante Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN) (Riek et al., 1997), se conoce que esta proteína cuenta con distintas 

regiones bien diferenciadas. En primer lugar, cuenta con una zona no estructurada y 

flexible en su extremo amino-terminal (N-terminal), que se caracteriza por contener una 

zona en la que se encuentran un número variable de repeticiones del octapéptido 

PHGGGWGQ (Zahn, 2003). En el extremo carboxi-terminal (C-terminal), la proteína 

cuenta con un dominio globular estructurado compuesto por tres hélices α y dos láminas 

β antiparalelas de cuatro aminoácidos cada una. Este dominio está estabilizado por un 

puente disulfuro entre los residuos de cisteína (C179 y C214) y contiene los dos sitios 

susceptibles de glicosilarse (N181 y N197) así como el anclaje GPI, que se localiza en el 
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aminoácido S231 en la mayoría de los mamíferos (Haraguchi et al., 1989; Stahl et al., 

1987; Turk et al., 1988). Entre estos dos dominios, concretamente entre los residuos 

112-145, la PrPC cuenta con una región hidrofóbica cuya secuencia se encuentra 

altamente conservada entre especies (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Síntesis y estructura primaria de la PrPC. Adaptación de (Benvegnù et al., 2009; Liberski 

et al., 2008).  

 

Si bien la localización y la estructura de la PrPC han sido ampliamente 

caracterizadas, las funciones fisiológicas de la PrPC no se conocen todavía con exactitud. 

Se conoce que la PrPC participa en la proliferación y diferenciación celular, 
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principalmente en la neurogénesis, neuritogénesis, sinaptogénesis, desarrollo axonal, 

neurotransmisión y mantenimiento de la sustancia blanca (Aguzzi et al., 2008). Otra de 

las funciones más estudiadas de la proteína es el papel protector que presenta en la 

regulación de la muerte y supervivencia celular. Se ha observado que la PrPC protege de 

la apoptosis dependiente de la vía mitocondrial (Kim et al., 2004; Kuwahara et al., 1999), 

y que inhibe específicamente a la proteína Bax (Bcl-2 associated X) (Roucou et al., 2004), 

desencadenante de esta vía apoptótica. Además, se ha asociado la expresión de esta 

proteína con un menor daño por estrés oxidativo tras la exposición a toxinas en cultivos 

celulares (Anantharam et al., 2008; Dupiereux et al., 2008). También ha sido relacionada 

con la regulación de mecanismos protectores como la autofagia (Shin et al., 2013) o con 

la respuesta frente al estrés del retículo endoplasmático (ER) que tiene como 

consecuencia la inhibición de la síntesis proteica y la degradación de proteínas asociadas 

al RE (Castle & Gill, 2017).  

Además de estas, se han descrito otras funciones relacionadas con la PrPC, entre 

las que se encuentran la participación en la respuesta inmune mediante la activación de 

monocitos y linfocitos (Castle & Gill, 2017), la regulación del sueño y los ciclos 

circadianos (Tobler et al., 1996), la regulación del metabolismo del cobre a través de la 

unión de esta molécula a la zona de repetición de octapéptidos (Brown et al., 1997), la 

modulación de los niveles de otras proteínas como β-amiloide y tau (Castle & Gill, 2017) 

y la participación en vías de señalización intracelular y en la excitabilidad neuronal 

(Zomosa-Signoret et al., 2008).  

Pese a todas estas funciones descritas para la PrPC, la expresión de esta proteína 

no es crítica ni necesaria para el desarrollo o la supervivencia de los individuos. Se han 

generado líneas de ratones knock-out para el gen PRNP, que se han desarrollado de 

manera normal (Manson et al., 1994) presentando únicamente una serie de anomalías 

sutiles (Collinge et al., 1994; Nishida et al., 1999; Tobler et al., 1996) cuya base molecular 

no está definida. Lo que se ha observado en estos animales es que son resistentes a la 

inoculación con priones (Sailer, 1994), por lo que se ha determinado que la PrPC es 

necesaria para el desarrollo de una enfermedad priónica, ya que la sola presencia de 

PrPSc no provoca enfermedad y la expresión la PrPC se requiere para que se produzca 

neurodegeneración (Brandner et al., 1996). Además, el nivel de expresión de PrPC en el 
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encéfalo influye en el período de incubación de las EET, siendo este menor cuanto mayor 

es el nivel de expresión de la proteína (Bueler et al., 1994).  

 

2.2. La proteína prion patológica (PrPSc) 

 

La proteína prion patológica, o PrPSc, es una isoforma anómala de la PrPC. Ambas 

proteínas comparten la misma secuencia aminoacídica, pero difieren en su estructura 

tridimensional (Prusiner et al., 1990). La estructura de la PrPC, tal y como se ha 

comentado, ha sido ampliamente descrita (Riek et al., 1997). Sin embargo, y pese a que 

describir la conformación secundaria de la PrPSc podría resultar un factor clave que 

ayudaría a conocer los mecanismos moleculares que intervienen en la diseminación 

priónica, la estructura la PrPSc no ha podido ser descrita por completo. Esto se debe a la 

insolubilidad de la PrPSc, que se manifiesta como una mezcla de polímeros debido a su 

tendencia de a formar agregados, impidiendo el uso de las técnicas biofísicas de alta 

definición que se utilizan para el estudio de la estructura tridimensional de las proteínas, 

como la cristalografía de rayos X o la RMN (Silveira et al., 2005; Tixador et al., 2010).  

Por lo tanto, numerosos modelos que pretenden describir la estructura de la 

PrPSc se han obtenido utilizando técnicas de baja resolución como la espectrometría de 

infrarrojos transformados de Fourier (FTIR) o el dicroísmo circular (Riek et al., 1997) y 

predicciones teóricas a partir de modelos moleculares (Diaz-Espinoza & Soto, 2012; 

Requena & Wille, 2014). En un principio, y basándose en la utilización de técnicas 

espectroscópicas se propuso que tras el proceso de conversión de la PrPC, la región C-

terminal conservaba la conformación de hélice α, mientras que gran parte de los 

cambios estructurales se producían en la región N-terminal de la proteína, que adoptaba 

una conformación de lámina β, dando lugar a que la PrPSc estuviera compuesta en un 

30% por hélices α y un 43% de láminas plegadas β (Pan et al., 1993). Los dos modelos 

que existen actualmente para describir la estructura de la PrPSc son el modelo de β-

solenoide de cuatro escalones (4-rung β-solenoid), el cual describe la estructura de la 

proteína a través del uso de criomicroscopía electrónica (Vazquez-Fernandez et al., 

2016), y el modelo PIRIBS (parallel in-register intermolecular beta-sheet), que se basa en 

el estudio de PrPSc recombinante mediante RMN (Groveman et al., 2014) (Figura 2). 

Estos modelos proponen distintas disposiciones para las láminas β dentro de cada 
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monómero de la PrPSc y también difieren en cómo cada uno de estos monómeros se 

posiciona en las fibras de amiloide e interacciona con sus adyacentes. Aunque estos 

modelos proponen distintas conformaciones estructurales, ambos, así como estudios 

previos (Smirnovas et al., 2011), sostienen que la molécula está compuesta únicamente 

por lámina β, y que no existen en ella hélices de tipo α. Pese a que, tal y como se ha 

indicado, estos modelos se fundamentan principalmente en predicciones teóricas 

basadas en modelos moleculares, recientemente se han publicado estudios (Hoyt et al., 

2022; Kraus et al., 2021; Manka et al., 2022) en el que se muestran fotografías de 

distintas cepas de PrPSc realizadas mediante criomicroscopía electrónica que 

respaldarían mediante evidencia empírica la propuesta del modelo PIRIBS.   

 

 

 

 

Figura 2. Estructura secundaria de la PrPC y PrPSc. A) Modelo PIRIBS (parallel in-register 

intermolecular beta-sheet), en el cual cada monómero de PrPSc es un piso de la fibra amiloidea 

y B) Modelo de β-solenoide de cuatro escalones (4-rung β-solenoid), en el cual cada monómero 

de PrPSc forma cuatro pisos de la fibra de amiloide. Adaptación de (Groveman et al., 2014; 

Spagnolli et al., 2019).  

 

Aunque la estructura de la PrPSc no esté todavía bien definida, lo que sí se 

conocen son las consecuencias que tiene la modificación estructural que sufre en sus 

propiedades fisicoquímicas y biológicas. Tras sufrir el malplegamiento, la PrPSc adquiere 

una gran tendencia a formar agregados y fibras amiloideas (varillas priónicas (Prusiner 
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et al., 1982) o scrapie-associated fibrils (SAF) (Merz et al., 1981)). Debido a esto, la PrPSc 

adquiere las propiedades características que la diferencian de la PrPC, pasando a ser 

insoluble en detergentes no iónicos y adquiriendo resistencia a la mayor parte de 

agentes químicos, el calor y las radiaciones ionizantes y ultravioletas (Caughey & 

Chesebro, 2001; Prusiner, 1998b). Además, la PrPSc adquiere también una resistencia 

parcial a la digestión con proteinasa K (PK). Tras su digestión con esta enzima, un 

fragmento N-terminal de unos 90 aminoácidos se degrada, obteniéndose un producto 

de escisión proteolítica C-terminal denominado PrPres o PrP27-30 que retiene la 

infectividad y puede utilizarse para el diagnóstico de enfermedad y la caracterización de 

cepas priónicas (Bolton et al., 1982; Gielbert et al., 2009).  

 

2.3. El proceso de conversión 

 

Independientemente del origen de la enfermedad priónica y de la estructura 

terciaria y cuaternaria de la PrPSc, el evento principal en la patogenia de estas 

enfermedades es, tal y como se ha comentado con anterioridad, la conversión de la PrPC 

en PrPSc. Además, como también se ha comentado, los ratones knock-out para el gen 

PRNP, que no expresan PrPC, no desarrollan enfermedad priónica, es decir, que la sola 

presencia de PrPSc no provoca enfermedad y el desarrollo de ésta depende del 

fenómeno de conversión (Brandner et al., 1996; Sailer, 1994). 

En un principio, se señaló que la conversión de la PrPC tenía lugar al formarse un 

complejo PrPC-PrPSc (Oesch et al., 1990; Prusiner et al., 1990), y que la homología entre 

las secuencias de ambas isoformas facilitaría el proceso de conversión, lo cual justificaría 

el fenómeno de las barreras de transmisión (Horiuchi et al., 2000). Sin embargo, no se 

conocen con exactitud los procesos que estarían implicados en este proceso (Aguzzi & 

Calella, 2009). Así, dentro de estas teorías, se han propuesto dos modelos que intentan 

explicar la propagación de la PrPSc (Figura 3): 

 

- Modelo de plegamiento asistido por molde (“template-directed refolding”): este 

modelo de conversión propuesto por Prusiner (Cohen & Prusiner, 1998) 

considera que la PrPSc actúa como un molde que desencadena el cambio 

conformacional de la PrPC. La conversión espontánea de la PrPC estaría impedida 
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por una barrera energética. En este proceso existiría un paso crítico, la formación 

de un factor intermediario, un heterodímero que resultaría de la unión entre la 

PrPSc y un estado conformacional alternativo de la PrPC (denominado PrP*). Este 

heterodímero PrPSc-PrP*, se convertiría después en un homodímero PrPSc-PrPSc. 

En este modelo, la formación de la PrP* se explicaría a través de la unión de la 

PrPC a un factor denominado “proteína X”, que actualmente aún se encuentra 

sin identificar. Tras la conversión, las moléculas de PrPSc continuarían 

replicándose de forma exponencial siempre que existiera PrPC. Por último, se 

formarían los agregados y fibrillas de amiloide de moléculas de PrPSc. Estos 

agregados no serían esenciales para la replicación, sino simplemente una 

consecuencia de la patogenia de estas enfermedades, al contrario de lo que 

sugiere el otro modelo de replicación de la PrPSc (Prusiner, 1991). Esta hipótesis 

sostiene que las EET adquiridas ocurrirían por la entrada de moléculas de PrPSc 

al organismo que desencadenarían el proceso explicado; que las formas 

esporádicas se darían por mutaciones somáticas o eventos aleatorios de 

formación y conversión de dímeros PrP*-PrP*; y que las formas genéticas de 

enfermedad priónica tendrían lugar al haber una desestabilización de la 

mutación que incrementaría la concentración del PrP* o afectaría a su 

estabilidad.  

 

- Modelo de nucleación sembrada o de nucleación-polimerización (“seeded 

nucleation”): según este modelo, en condiciones fisiológicas la PrPC y la PrPSc se 

encontrarían bajo un equilibrio termodinámico desplazado hacia la PrPC. La PrPSc 

sería altamente inestable en estado monomérico, por lo cual varias moléculas de 

esta isoforma se unirían para formar un núcleo o semilla. A esta semilla se le irían 

uniendo progresivamente más moléculas de PrPSc, formando finalmente 

agregados amiloides. Después se produciría la fragmentación de estos 

agregados, que actuarían como nuevas semillas reclutando nuevas moléculas de 

PrPSc y produciendo la conversión de las moléculas de PrPC, lo cual supondría la 

replicación del prion y le conferiría su capacidad infecciosa (Glatzel & Aguzzi, 

2001). En esta hipótesis, las EET adquiridas se darían a partir de agregados de 

PrPSc que actuarían como semilla al entrar al organismo iniciando el proceso de 
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polimerización; las de tipo esporádico tendrían su origen en la formación de 

núcleos de forma lenta y poco frecuente; y en las genéticas este proceso se vería 

acelerado por la presencia de mutaciones. Distintas evidencias respaldan este 

modelo, ya que ha sido demostrado que al incubar PrPC con PrPres de animales 

infectados se obtiene PrPSc (Horiuchi & Caughey, 1999). Otros estudios indican 

que la conversión se iniciaría de forma más efectiva a partir de oligómeros de 

tamaño pequeño (Silveira et al., 2005) y que los agregados amiloides de gran 

tamaño posiblemente sean resultado de un mecanismo de defensa activado con 

el fin de secuestrar agregados más pequeños para que resulten más inocuos 

(Collinge & Clarke, 2007). 

 

Figura 3. Modelos propuestos de propagación de la PrPSc. Adaptado de (Aguzzi & Calella, 2009).  
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3. Transmisibilidad y cepas priónicas 

 
Pese a que la aparición de la hipótesis de la proteína única resultó un gran avance 

en la investigación de las enfermedades priónicas también supuso la aparición de nuevas 

incógnitas a resolver, especialmente a la hora de explicar la existencia de cepas priónicas 

y la transmisibilidad de estas enfermedades entre especies.  

Tal y como se ha comentado, el scrapie clásico fue la primera enfermedad 

priónica que se conoció, siendo su primera descripción en Inglaterra en el siglo XVIII. 

Después, en 1936, se demostró su transmisibilidad por primera vez mediante 

inoculación experimental (Cuille & Chelle, 1936). En 1998 se dieron en Noruega los 

primeros casos descritos de scrapie atípico (Benestad et al., 2003), que se diferenciaba 

de la forma clásica por su clínica, sus características bioquímicas e histopatológicas, y su 

epidemiología aun presentando una incidencia similar al scrapie clásico y estando 

igualmente distribuido mundialmente. A partir de la descripción del scrapie, se 

identificaron otras enfermedades priónicas animales, aumentando el número de 

especies conocidas susceptibles a las EET. La encefalopatía transmisible del visón (TME) 

(Barlow, 1972), se describió por primera vez en 1947, y la CWD, fue identificada en 

ciervos en 1967 y diagnosticada como una EET en 1978 (Williams & Young, 1980).  

En los años 80 se identificó la EEB en Reino Unido (Wells et al., 1987), la cual se 

relacionó con la alimentación del ganado bovino con harinas de carne y hueso infectadas 

con scrapie (Wilesmith et al., 1988).Tras la aparición en la especie humana de la variante 

de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vCJD), que se asoció con el consumo de 

productos de origen vacuno contaminados con EEB (Bruce et al., 1997; Will et al., 1996), 

la transmisibilidad de las enfermedades priónicas se convirtió en motivo de 

preocupación pública. Con tal de prevenir y controlar la EEB, se instauraron medidas por 

parte de la Comisión Europea que incluían una intensa vigilancia activa. Esto, unido a la 

mejora de los métodos diagnósticos, permitió la identificación de numerosas formas 

nuevas de enfermedad priónica. Alrededor del año 2000 se describieron las formas 

atípicas de la EEB, la EEB-L y la EEB-H (Biacabe et al., 2004; Casalone et al., 2004; Ducrot 

et al., 2008), diferenciándose de la EEB clásica (EEB-C) en la distribución de las lesiones 

encefálicas y la epidemiología. También se identificaron formas similares a la EEB en 
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distintas especies de ungulados salvajes (Kirkwood & Cunningham, 1994; Sigurdson & 

Miller, 2003), primates no humanos (Bons et al., 1999), felinos (Leggett et al., 1990) y 

recientemente en camélidos (Babelhadj et al., 2018). Además, en pequeños rumiantes, 

concretamente en cabras, se describieron casos naturales de EEB (Eloit et al., 2005; 

Spiropoulos et al., 2011). Asimismo, se comprobó la resistencia de algunas especies a la 

infección priónica natural, ya que la EEB no pudo ser detectada en cerdos pese a su 

exposición al agente infeccioso (Chianini et al., 2013). La fuerte resistencia de 

determinadas especies a estas enfermedades ya se había notificado tras estudios 

experimentales en conejos (Barlow & Rennie, 1976), y utilizando la PrP de los équidos 

(Khan et al., 2010) y los cánidos (Polymenidou et al., 2008).  

Para comprender los mecanismos implicados en la transmisibilidad de las 

enfermedades priónicas y en la susceptibilidad o resistencia a éstas de las distintas 

especies se han llevado a cabo numerosos estudios con infecciones experimentales 

(Chianini et al., 2013). Estas investigaciones han permitido conocer la susceptibilidad a 

las enfermedades priónicas de un amplio rango de especies, así como distintos aspectos 

clínicos y neuropatológicos de éstas. Para realizar estos estudios se han utilizado 

diversas especies como modelo experimental. De entre estas, el ratón siempre ha 

destacado no sólo por su facilidad de manejo sino también por su sensibilidad a las 

enfermedades priónicas y los cortos períodos de incubación que presentan ante éstas. 

Además, el desarrollo de modelos murinos transgénicos que expresaban la PrPC de otras 

especies animales permitió dar un gran salto en la investigación de la transmisibilidad 

de las EET. Estos modelos transgénicos permiten eliminar las barreras de transmisión, 

facilitando la infección y acortando los tiempos de incubación.  

Los primeros modelos de ratón transgénico que se diseñaron para la 

investigación de las EET expresaban transgenes de hámster, especie que había sido 

anteriormente un modelo experimental fundamental para comprender los mecanismos 

de diseminación del prion (Kimberlin & Walker, 1986). La creación de estos modelos fue 

fundamental para el desarrollo y la comprensión del concepto de barrera de 

transmisión, puesto que permitió determinar la importancia del gen PRNP en la 

susceptibilidad de las especies a las EET (Scott et al., 1989). Posteriormente, el desarrollo 

de líneas murinas knock-out para el gen PRNP (Bueler et al., 1992) supuso uno de los 
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mayores avances en estos estudios. Además de demostrarse, como ya se ha comentado, 

que la expresión de la PrPC es fundamental para la propagación del prion en el individuo 

y el desarrollo de enfermedad priónica (Sailer, 1994), estas líneas fueron la base para la 

creación de otras que expresaran distintos transgenes sin interferir con la PrPC del 

hospedador (Brandner & Jaunmuktane, 2017). Uno de los modelos más interesantes 

que se ha utilizado para el estudio de las EET es el topillo rojo (Myodes glareolus) o bank 

vole. Este roedor cuenta con un polimorfismo en el codón 109 del gen PRNP que puede 

codificar isoleucina (I) o metionina (M). Este polimorfismo se considera un factor clave 

en la amplia susceptibilidad de esta especie a las enfermedades priónicas (Watts et al., 

2012). Se ha demostrado la vulnerabilidad de esta especie a un amplio abanico de 

enfermedades priónicas, como por ejemplo a cepas de scrapie no transmisibles a otros 

modelos murinos transgénicos (Di Bari et al., 2008) o a la inoculación con numerosas 

cepas de GSS, una enfermedad que se consideraba poco o nada transmisible (Pirisinu et 

al., 2016). Debido a esto, actualmente el bank vole está considerado el "el receptor 

universal del prion" (Watts et al., 2014).  

 

3.1. La barrera de transmisión 

 

La capacidad de transmisión de las enfermedades priónicas se conoce desde que 

Cuillé y Chelle, en los años 30 del siglo XIX, infectaron experimentalmente a ovejas con 

scrapie a partir de tejido nervioso de otros ovinos afectados con esta enfermedad 

(Liberski, 2012). Más tarde se comprobó también que se podía infectar de la misma 

manera a individuos de otras especies, como ratones, ratas o hámsteres (Chandler, 

1961; Chandler & Fisher, 1963; Zlotnik & Rennie, 1963). Tras los distintos estudios de 

transmisión intra e interespecie que se han llevado a cabo, se ha podido comprobar que 

la propagación de priones entre individuos de una misma especie suele resultar un 

proceso eficiente, dando lugar a períodos de incubación, manifestaciones clínicas y 

rasgos neuropatológicos muy similares entre los individuos afectados. Por el contrario, 

se ha visto que las transmisiones de priones entre especies distintas dan lugar a períodos 

de incubación muy largos (que en ocasiones pueden sobrepasar la esperanza de vida del 

hospedador) así como a tasas de ataque (proporción de animales que enferman 

respecto a los infectados) incompletas en el primer pase de una cepa priónica a una 
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especie (Bruce, 1993). Si el prion es transmitido sucesivamente en la nueva especie 

realizando nuevos pases, puede producirse la adaptación del mismo a la especie, 

reduciendo los períodos de incubación e incrementado las tasas de ataque (Priola, 

1999). También se ha descrito la existencia de barreras parciales, en el caso de que, 

debido a la baja eficiencia de conversión de la PrPC en PrPSc los animales inoculados 

presenten enfermedad subclínica y acumulación de PrPSc (Race & Chesebro, 1998). A la 

dificultad del prion para propagarse en un primer pase en una nueva especie se le 

denominó en un principio "barrera de especie". Más tarde, el concepto evolucionó hasta 

englobar distintos factores que afectan a la transmisión de los priones no sólo entre 

distintas especies sino también entre individuos de la misma especie, dando lugar al 

concepto de “barrera de transmisión”.  

Tras los primeros estudios respecto a la barrera de especie se estableció que uno 

de los determinantes fundamentales de ésta eran las diferencias aminoacídicas entre la 

estructura primaria de la PrPC de la especie donante y la receptora. En estudios con 

ratones transgénicos que expresaban tanto la PrPC endógena del ratón como la del 

hámster, se observó que mientras la inoculación de priones de ratón producía 

principalmente el acúmulo de PrPSc murina, la inoculación con priones de hámster daba 

lugar a la acumulación de PrPSc de esta especie (Prusiner et al., 1990; Scott et al., 1989). 

Posteriormente, se identificaron algunos cambios aminoacídicos que determinaban la 

barrera de especie (Scott et al., 1993). Así, se determinó que la barrera de especie 

radicaba en la falta de homología entre las secuencias de la PrPSc infecciosa y la PrPC de 

la especie receptora.  

Sin embargo, y pese al importante papel del genotipo, estudios posteriores 

mostraron que distintas cepas priónicas que provenían de la misma especie y contaban 

con la misma secuencia primaria podían transmitirse con eficiencias muy distintas. Esto 

evidenció que la naturaleza de la barrera de transmisión era más compleja de lo que se 

creía, y se sugirió que la conformación específica de cepa de la PrPSc infecciosa era 

también un factor a tener en cuenta (Baskakov, 2014). Las primeras observaciones al 

respecto se dieron al inocular TME en hámsteres. Pese a no existir diferencias 

genotípicas entre los hospedadores de los cuales se aisló el prion infeccioso, ni entre los 

hospedadores en los que se inoculó, se obtuvieron dos cepas con propiedades 
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bioquímicas y fenotípicas distintas, que se denominaron “hyper” y “drowsy”. Además, 

estos aislados retenían patogenicidades distintas al reinocularse en visón (Bessen & 

Marsh, 1992b; Kimberlin et al., 1986). Otro caso que evidenció este fenómeno fue la 

diferencia en la capacidad de transmisión entre priones de sCJD y vCJD. Estos dos tipos 

de prion poseen una secuencia primaria idéntica, y sin embargo se comportaban de 

forma contraria en cuanto a transmisibilidad, ya que los primeros eran fácilmente 

transmitidos a ratones transgénicos humanos, pero no a ratones wild type mientras que 

los segundos mostraban el comportamiento opuesto (Collinge, 2001). Algunos estudios 

más recientes sugieren incluso que el salto entre especies de los priones está 

fundamentalmente modulado por las características conformacionales de la cepa 

infecciosa y no por la homología entre las PrP del transmisor y el hospedador (Torres et 

al., 2014). 

Tras estas investigaciones, se puso en evidencia que tanto la secuencia de la PrPC 

como la cepa priónica transmitida determinaban la capacidad de los priones para 

infectar nuevas especies. Por esto, se comenzó a utilizar el término “barrera de 

transmisión”, que aunaba los conceptos de “barrera de especie” y “barrera de cepa” 

(Supattapone, Bosque, et al., 1999). El desarrollo de nuevas técnicas de propagación de 

la PrPSc in vitro, como la PMCA (protein misfolding cyclic amplification) (Castilla, Saá, et 

al., 2005) ha demostrado que incluso en las especies más resistentes a las enfermedades 

priónicas la PrPSc puede propagarse, y que la barrera de transmisión en mamíferos 

puede no ser absoluta. 

Además de el genotipo del gen PRNP y la cepa priónica, que están considerados 

los dos principales determinantes de la barrera de transmisión (Collinge, 2001), existen 

otros factores que influyen en ésta. En primer lugar, la ruta de infección y la dosis 

infectiva también pueden influir en la magnitud de la barrera de transmisión. La vía oral 

(el caso de la mayoría de las infecciones naturales) es generalmente mucho menos 

eficiente que la inoculación intracerebral que se suele utilizar en infecciones 

experimentales. Además, la vía de infección influye también en el tiempo que transcurre 

hasta que el prion empieza a ser detectable en el encéfalo y en el período de incubación 

de signos clínicos (Kimberlin & Walker, 1986). Pese a esto, no influye en la patogenia de 

la enfermedad en una alta medida, puesto que los perfiles de depósito de PrPSc en 
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encéfalo se mantienen constantes en animales del mismo genotipo inoculados con una 

misma cepa (Gonzalez et al., 2014). Otro factor que también puede influir en la barrera 

de transmisión es la glicosilación de la PrPC. El papel que juega la glicosilación de la PrPC 

en la capacidad de transmisión priónica es todavía un tema controvertido. Debido a las 

diferencias en el contenido en glicanos entre PrPC y PrPSc, y a que la glicosilación de la 

PrPC afecta a los patrones de depósito del prion, en un principio se sugería que el nivel 

de glicosilación de la PrPC podía tener relación con su facilidad de conversión en PrPSc 

(DeArmond et al., 1997). Algunos experimentos posteriores sugieren que, aunque la 

presencia de glicanos en la PrPC no es determinante para que se dé la infección, sí que 

afecta a la eficiencia de transmisión tanto entre individuos de la misma especie como 

entre distintas especies (Tuzi et al., 2008; Wiseman et al., 2015). Otros estudios sugieren 

que la glicosilación de la PrPC no es esencial en la determinación de las propiedades de 

la cepa (Moudjou et al., 2016; Piro et al., 2009).  

 

3.2. El fenómeno de cepa en las enfermedades priónicas 

 

Uno de los aspectos más controvertidos en el estudio de las EET es la existencia 

de “cepas” priónicas. Las primeras pruebas experimentales de la existencia de cepas se 

reportaron a principios de los años 60 en estudios realizados en scrapie. Tras la 

transmisión del mismo aislado de scrapie ovino a cabras mediante inoculación 

intracerebral, se pudieron observar dos fenotipos clínicos perfectamente diferenciables, 

que además se mantenían el realizar pases seriados en el mismo hospedador (Pattison 

& Millson, 1961). Así, estos autores describieron la existencia de distintas variantes de 

esta enfermedad y, al desconocerse por entonces la naturaleza proteica del agente de 

las enfermedades priónicas, utilizaron el concepto “cepa” para referirse a estas 

variantes, por analogía con el concepto de cepa para otros agentes infecciosos. El 

término “cepa priónica” fue, por tanto, establecido para denominar las diferentes 

patologías que podían desarrollar los individuos afectados por una enfermedad priónica 

desde el punto clínico y bioquímico.  

Puesto que el concepto clásico de cepa implicaba la existencia de material 

genético del patógeno, el fenómeno de cepa fue, en un inicio, utilizado como un 

argumento en contra de la hipótesis de solo proteína (Chesebro, 1998; Soto & Castilla, 
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2004). Sin embargo, y tras las evidencias que llevaron a aceptar la teoría de la solo 

proteína, hoy en día está ampliamente aceptado que la existencia de cepas priónicas 

radica en diferencias estructurales entre los priones, que dan lugar a distintas 

conformaciones estables que se propagan eficientemente (Bartz et al., 2000; Peretz et 

al., 2001).  

 
Caracterización de cepas priónicas 
 

Al carecer de material genético, la caracterización o tipificación de las cepas de 

EET no puede realizarse mediante métodos convencionales utilizados para virus o 

bacterias. Así, en la diferenciación de cepas priónicas se valoran distintos parámetros 

fenotípicos:  signos clínicos, periodo de incubación, lesiones histopatológicas y patrón 

de depósito de la PrPSc, y distintas características bioquímicas (DeArmond & Prusiner, 

1993; Fraser & Dickinson, 1968). Esta valoración se realiza tras la estabilización de la 

cepa mediante pases seriados en animales de experimentación, generalmente modelos 

murinos. La estandarización del uso de líneas de ratón, tanto transgénicas como wild 

type, y el desarrollo de la metodología de tipificación de cepas, ha dado lugar a la 

identificación de numerosas cepas priónicas (Beringue et al., 2008), además de a la 

descripción de fenómenos de selección y mutación de cepas dependiendo del genotipo, 

la especie (Bruce, 1993) y la cantidad de sobreexpresión de la PrPC (Le Dur et al., 2017). 

Una de las variables que más se utilizan a la hora de caracterizar las cepas 

priónicas es el período de incubación, es decir, el tiempo entre la inoculación y el 

desarrollo de signos clínicos o la muerte. Esto se debe a que la infección de distintas 

cepas en el mismo modelo da lugar a períodos de incubación diferenciables, estables y 

reproducibles (Bruce, 1993; Westaway et al., 1987). Sin embargo, y en adición a las 

propiedades de la cepa utilizada, los primeros estudios en caracterización de cepas ya 

reportaron que existe un control genético por parte del hospedador, ya que estos 

períodos podían estar sujetos a cambios en función de la línea murina con la que se 

experimente (Dickinson et al., 1968). Estos experimentos identificaron un locus que 

influía en el período de incubación y que en un inicio fue denominado gen Sinc 

(Dickinson & Meikle, 1971). Más adelante, este gen se asimiló al gen PRNP. Estos 
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estudios establecieron, por tanto, que la tipificación de cepas también debe tener en 

cuenta las características propias del hospedador.  

 

 

Figura 4. Esquema del tallado encefálico y de las distintas áreas cerebrales analizadas en la 

metodología de perfil lesional establecida por Fraser y Dickinson. 1) Núcleos dorsales de la 

médula oblogada, 2) corteza del cerebelo, 3) corteza del colículo superior del mesencéfalo, 4) 

hipotálamo, 5) tálamo, 6) hipocampo, 7) área septal, 8) corteza cerebral a nivel del tálamo y 9) 

corteza frontal. Extraído de (Fraser & Dickinson, 1968).  

 

Otra característica utilizada en la caracterización del fenotipo de las cepas 

priónicas es el perfil lesional, es decir, los patrones neuropatológicos específicos de 

distribución e intensidad del depósito de PrPSc y del cambio espongiforme. El concepto 

de “perfil lesional” se desarrolló a partir del establecimiento de un método 

semicuantitativo estandarizado para la evaluación de las lesiones espongiformes (Figura 

4) (Fraser & Dickinson, 1968). Tras el desarrollo de este protocolo, los mismos autores 

demostraron que el perfil lesional era una característica intrínseca de cepa, que se 

mantenía estable en animales de la misma línea murina y que no variaba en función de 

la dosis infectiva, lo cual lo convertía en un parámetro óptimo para la diferenciación de 

cepas (Fraser & Dickinson, 1973). Por otro lado, el perfil de depósito de la PrPSc se valora 

mediante inmunohistoquímica y de una forma similar al cambio espongiforme. En este 

caso, se valora además la morfología y localización de estos depósitos (Gonzalez et al., 

2012; Gonzalez et al., 2010; Jeffrey et al., 2003). Al igual que ocurre con el período de 
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incubación, además de la cepa, el genotipo del gen PRNP del hospedador puede influir 

en el fenotipo neuropatológico de las lesiones, especialmente en la distribución y 

morfología del depósito de PrPSc (Spiropoulos et al., 2007). Algunos autores han 

defendido que las diferencias en los perfiles de distribución de las lesiones están 

principalmente determinadas por la cepa priónica (Gonzalez et al., 2002; Gonzalez et al., 

2010), mientras que otros sostienen que se debe principalmente al genotipo del 

hospedador (Spiropoulos et al., 2007). Sin embargo, estudios más actuales indican que 

esta distribución depende de complejas interacciones entre ambos factores (Gonzalez 

et al., 2012). 

Además de los signos clínicos, el periodo de incubación y el perfil lesional, que 

fueron durante décadas los parámetros utilizados en la tipificación, las cepas priónicas 

presentan también determinadas características bioquímicas que pueden utilizarse para 

distinguirlas. Dos características importantes en este sentido son la movilidad 

electroforética de la PrPSc tras su digestión con PK y el patrón de glicosilación (peso 

molecular y proporción relativa de las tres glicoformas) de esta proteína (Bessen & 

Marsh, 1992a; Gretzschel et al., 2005). El patrón electroforético de una cepa es 

actualmente una de las principales características utilizadas en la diferenciación de 

cepas, y este depende precisamente del sitio de corte de la PK y de la proporción de las 

distintas glicoformas que presente (Parchi et al., 1996).  

A partir de los bioensayos realizados en modelos murinos mediante la 

inoculación experimental de priones, se han podido identificar y tipificar una gran 

cantidad de cepas priónicas distintas, gran parte a partir de scrapie (tanto ovino como 

caprino), EEB, y los priones humanos de la sCJD y el GSS (Bruce, 1993; Morales et al., 

2007). Actualmente, la mayoría de las cepas utilizadas en investigación provienen de la 

cepa SSBP/1 del scrapie ovino. El pase secuenciado en ovejas y cabras, durante más de 

20 pases, de un homogeneizado de tejido nervioso de tres ovejas infectadas por scrapie, 

dio lugar al aislamiento de esta cepa (Dickinson et al., 1968). La subsecuente transmisión 

de la cepa SSBP/1 a distintas líneas de murinos transgénicos llevó a aislar 8 de las cepas 

de scrapie murino: 22A, 22C, 22L, 22M, 79A, 79V, 80V, y RML; así como la cepa de 

hámster 263K (Bruce, 1993; Chandler, 1963; Kimberlin & Walker, 1986). Otra conocida 

cepa de scrapie murino que también es de las más utilizadas en investigación es la ME7, 
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que se obtuvo también a partir de material ovino infectado con scrapie, en este caso 

proveniente del sistema linforreticular (Zlotnik & Rennie, 1963).  

 

Bases moleculares y fenómenos de selección y mutación de las cepas priónicas 
 

La hipótesis más extendida para intentar explicar el fenómeno de las cepas 

priónicas defiende que las diferencias entre éstas se codifican a nivel de la estructura 

tridimensional de la PrPSc, que podría adoptar distintas conformaciones y adquirir así 

diferentes características biopatológicas. Además, la secuencia primaria de la PrPC del 

hospedador limitaría la cantidad de conformaciones de PrPSc que pudieran propagarse 

en éste. Esta hipótesis se basa en los primeros estudios que se realizaron con el fin de 

identificar distintas cepas de agentes priónicos. En la década de los 90, tal y como se ha 

comentado anteriormente, la TME se transmitió experimentalmente a hámsteres dando 

lugar a dos fenotipos claramente diferenciados en signos clínicos, período de incubación 

y neuropatología (“hyper” y “drowsy”), que además conservaban patogenicidades 

distintas al reinocularse en visones (Bessen & Marsh, 1992b; Kimberlin et al., 1986). Más 

tarde, otros estudios demostraron que la PrPSc presente en estas cepas contaba con 

distintas características bioquímicas a nivel de peso molecular, resistencia a la digestión 

con PK, localización del extremo N-terminal de la PrPres y solubilidad en detergentes 

(Bessen & Marsh, 1992a, 1994). A estos estudios se unieron otros en el mismo sentido 

en los que se trabajaba con modelos murinos transgénicos y cepas humanas (Telling et 

al., 1996). Las diferencias en las características bioquímicas encontradas entre cepas 

llevaron a pensar que existían distintas conformaciones de PrPSc que exponían distintos 

residuos del polipéptido a la acción de la proteinasa K.  

Otras hipótesis defienden que las propiedades de cepa se deben puramente a la 

conformación y radican en la naturaleza amiloide de los priones. En algunos estudios 

con PrP recombinante se observó que fibras de amiloide de PrP de hámster podían 

convertir monómeros de PrP de ratón, mientras que el amiloide de PrP murina no era 

capaz de convertir monómeros de PrP de hámster. Además, tras la conversión, los 

monómeros de PrP murina adoptaban la estructura del amiloide de hámster y podían 

convertir a otros monómeros de PrP de ratón (Jones & Surewicz, 2005). Esto sugeriría 

que la fibra de amiloide, independientemente de su origen y de la secuencia primaria de 
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la PrP, es la que codifica las propiedades de cepa. Así, algunos amiloides serían capaces 

de inducir la conversión de determinadas moléculas de PrP, mientras que otros no, y la 

secuencia primaria solamente determinaría si la PrP es adaptable a la conformación 

impuesta por el amiloide. 

Las distintas evidencias sobre el fenómeno de cepas llevaron a formular 

diferentes modelos sobre la naturaleza de éstas y su capacidad de transmisión: el 

modelo de “selección conformacional” y la hipótesis del “moldeado deformado”.  

- Modelo de selección conformacional (Collinge & Clarke, 2007): Este modelo propone 

que para cada secuencia primaria de PrP existen varias conformaciones posibles de 

malplegamiento. Según esta hipótesis, las cepas priónicas son mezclas de distintos 

confórmeros o subcepas. De entre estas, una predomina y determina el fenotipo de 

la enfermedad. La capacidad de transmisión y su eficiencia vendría determinada por 

el grado de solapamiento entre las conformaciones presentes en el aislado priónico 

y aquellas permitidas o favorecidas por el hospedador. Una completa o amplia 

coincidencia entre estas conformaciones facilitaría la transmisión. Si por el contrario 

existe un menor número de conformaciones compartidas la transmisión se vería 

dificultada, y podría seleccionarse un componente minoritario más apto para la 

replicación en el nuevo huésped, lo que daría lugar a un cambio en el fenotipo 

observado de la enfermedad, produciéndose una aparente mutación. Si no hubiese 

conformaciones en común, existiría una fuerte barrera de transmisión, por lo que la 

propagación se vería impedida o precisaría de una mutación real de la cepa 

transmitida, es decir, de la generación de un confórmero que sí tuviera capacidad de 

transmitirse. Este modelo acepta como correcto el modelo de propagación de la 

PrPSc mediante nucleación-polimerización y entiende que la barrera de transmisión 

y el fenómeno de cepas son ambos un reflejo de la naturaleza conformacional de los 

procesos de propagación de los priones.  

 

- Hipótesis del “modelado deformado”. El modelo explicado anteriormente se basa 

en la teoría de que las cepas son mezclas de confórmeros. Sin embargo, esta 

hipótesis no ofrece una explicación al origen de la variabilidad de confórmeros 

existente entre los priones, ya que asume que estas conformaciones se formarían 
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de manera espontánea. El modelo de selección conformacional también asume que, 

cuando existe una barrera que impide la propagación de la subcepa dominante, se 

selecciona otra variante de la mezcla que se propaga mejor en el nuevo hospedador. 

En contraposición a esto, otros autores (Makarava & Baskakov, 2013) defienden la 

hipótesis del modelado deformado, que ofrece una explicación a la heterogeneidad 

de las cepas priónicas sin ser incompatible con el modelo de selección 

conformacional. Según esta hipótesis, si los confórmeros presentes en el aislado 

infeccioso no son capaces de replicarse en el ambiente ofrecido por el hospedador, 

se produce una distorsión de la fibra de amiloide al incorporar nuevas moléculas no 

compatibles que lleva a la emergencia de variantes de novo. Estas nuevas variantes 

pueden no ser aptas para propagarse en el nuevo ambiente, pero a través de 

continuos sucesos de generación de nuevas variantes, finalmente se producirá la 

emergencia de una variante con capacidad para replicarse.   

Estas dos hipótesis no son excluyentes, y entre ambas permiten explicar 

prácticamente todos los fenómenos de divergencia de cepas que se han observado 

tanto en enfermedades priónicas naturales como en modelos experimentales in vivo e 

in vitro (Baskakov, 2014). 

 

4. Patogenia  

 

El origen de las EET puede ser adquirido, hereditario o esporádico. El primer tipo 

comienza con la entrada al organismo de PrPSc infecciosa, el segundo se debe a 

mutaciones en el gen PRNP que hacen a la PrPC más propensa a sufrir malplegamiento 

y el tercer tipo aparece de forma aparentemente espontánea. Pese a que todas las 

enfermedades priónicas tienen en común el mismo evento patogénico, la conversión de 

PrPC en PrPSc, aún hay mecanismos patogénicos que no se conocen con exactitud, 

principalmente en las EET de origen esporádico, cuyo origen no se conoce.   

 



Revisión bibliográfica 

38 

4.1. Patogenia de las enfermedades priónicas adquiridas  

 

Las formas de enfermedad priónica más relevantes dentro de este grupo son el 

scrapie ovino, la EEB en bóvidos y la vCJD humana, entre otras como el CWD, la iCJD, la 

encefalopatía espongiforme felina (FEE) o el kuru.  En la mayoría de los casos, estas 

enfermedades se adquieren vía oral, por la ingestión de priones y la subsiguiente 

diseminación por el organismo (Beekes & McBride, 2007). Pese a que la patogenia de 

cada una de estas enfermedades tiene propiedades específicas en función del huésped 

y la cepa priónica infectiva, cuando los priones entran vía oral existen cuatro fases 

características (las cuales pueden tener lugar simultáneamente): acúmulo del prion en 

el tejido linfoide, diseminación al sistema nervioso periférico, entrada y diseminación 

del agente al SNC y propagación centrífuga a tejidos periféricos.  

La vía de infección en el scrapie clásico es casi siempre la vía oral. La infección se 

transmite, generalmente, de forma horizontal a través de la ingestión de material 

contaminado proveniente de otros individuos afectados (Hoinville, 1996). Otras vías 

menos importantes como la percutánea también podrían tener cierto papel en la 

entrada del prion al organismo (van Keulen et al., 2002). Se considera que la principal 

fuente de contaminación del ambiente son las placentas, ya que contienen unos títulos 

infectivos muy elevados (Andreoletti et al., 2002). Pese a que la transmisión vertical del 

scrapie también se ha reconocido y existen evidencias experimentales de ésta (Foster et 

al., 2013), es difícil evaluar su importancia debido a la posible infección de los corderos 

en el periparto. Además, la infectividad de la leche y el calostro también se ha 

demostrado (Konold et al., 2013). A nivel experimental, se han descrito otras vías de 

infección como la intracerebral, la intraperitoneal, la intravenosa, la intraocular y la 

conjuntival (Detwiler & Baylis, 2003). 

Una vez el prion ha entrado en el organismo por vía oral, la PrPSc llega a yeyuno 

e íleon, donde cruza la barrera intestinal a través del GALT (gut associated lymphoid 

tissue, tejido linfoide asociado al intestino) y las placas de Peyer (Aguzzi & Calella, 2009; 

Andreoletti et al., 2000). En el proceso de captación del prion participan enterocitos 

modificados del epitelio de la mucosa intestinal, llamados células M, que captan la PrPSc 

y la transportan al tejido linfoide subepitelial donde la presentan como antígenos a 

macrófagos y células dendríticas foliculares del LRS (Jeffrey et al., 2001; Mabbott & 
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Bruce, 2001). Así, la primera replicación de la PrPSc se produce en el LRS, a partir del cual 

se disemina al resto del organismo. En el scrapie clásico, los priones muestran un fuerte 

linfotropismo, y en muchos casos se replican en este sistema ampliamente y previo a la 

fase de neuroinvasión. Por esto, en fases precoces y preclínicas de la enfermedad, se 

puede realizar un diagnóstico temprano a través de la detección del prion en biopsias 

de tonsila palatina (Monleon et al., 2005), tercer párpado (Vargas et al., 2006) o mucosa 

rectal (Gonzalez et al., 2008). Aun así, la implicación del LRS en la infección depende del 

genotipo del hospedador y los ovinos con genotipo resistente frente al scrapie muestran 

una muy limitada replicación del prion en este sistema (Andreoletti et al., 2000). 

Además, el linfotropismo del prion es también una propiedad de cepa, es decir, que 

depende del agente infeccioso: se ha observado que aunque en el scrapie clásico la PrPSc 

se acumula ampliamente en el tejido linfoide, esto no ocurre en casos de EEB 

transmitida de forma experimental a ovinos, donde la invasión del tejido linfoide 

limitada o nula (Somerville et al., 1997).  

Tras la invasión del LRS, el prion se dirige al sistema nervioso. El primer lugar 

donde puede detectarse la PrPSc es en el sistema nervioso entérico de duodeno e íleon, 

donde se han observado acúmulos de PrPSc en los ganglios y plexos mientérico y 

submucoso. Después, el prion se distribuye por el sistema nervioso entérico desde 

donde se extiende hasta el sistema nervioso autónomo y de éste al SNC a través de dos 

puntos de llegada (Figura 5): la médula espinal a nivel torácico, la cual alcanza mediante 

una vía indirecta a través de los nervios esplácnicos y los ganglios celíaco y mesentérico 

craneal; y la médula oblongada, concretamente en el núcleo motor dorsal del nervio 

vago, a la cual asciende por vía directa a través de las fibras nerviosas parasimpáticas 

eferentes del PNS (Beekes & McBride, 2000; Beekes et al., 1998). Así, la médula 

oblongada es la región neuroanatómica de elección en los métodos actuales de 

diagnóstico de scrapie y de EEB (Wells et al., 1989). Al alcanzar el SNC, y en función de 

la cepa priónica y la especie del animal, entre otros factores, el prion se disemina y 

acumula en determinadas regiones encefálicas (Fraser & Dickinson, 1968), dando lugar 

a la aparición de signos de neurodegeneración: depósitos de PrPSc, vacuolización del 

tejido nervioso, gliosis y muerte neuronal (Budka, 2003). 
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Figura 5. Vías de neuroinvasión en las EET adquiridas. Adaptación de (Mabbott & MacPherson, 

2006). 

 

Además, en la patogenia de algunas EET, y dado que no siempre se da una etapa 

linfoinvasiva previa a la neuroinvasión, se considera que existe una propagación del 

prion vía hematógena, que actuaría como ruta complementaria de neuroinvasión. En la 

actualidad, se acepta que esta vía complementaria puede darse a nivel de los órganos 

circunventriculares, que carecen de barrera hematoencefálica (Siso et al., 2010; Siso et 

al., 2009). En el caso del scrapie, el prion puede detectarse en sangre tras la invasión del 

LRS, y la infectividad aumenta conforme avanza la enfermedad (Houston et al., 2008; 

Lacroux et al., 2012). Pese a que el nivel de PrPSc en sangre es muy bajo, se ha 

demostrado que es posible transmitir el scrapie a animales sanos a través de la 

transfusión de sangre de animales infectados, tanto en fase clínica como preclínica 

(Houston et al., 2008; Hunter et al., 2002).  
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4.2. Patogenia de las enfermedades priónicas genéticas y esporádicas 

 

Los mecanismos patogénicos responsables de la aparición de este tipo de 

enfermedades priónicas son, a día de hoy, mucho menos conocidos que los de las EET 

adquiridas. La transmisibilidad de la fCJD y la sCJD se demostró a partir de los años 60 

del siglo pasado, dando lugar a un importante avance en el estudio de las formas 

genéticas y esporádicas de las enfermedades priónicas, ya que se observó que éstas 

podían ser a la vez hereditarias e infecciosas (Gajdusek et al., 1968; Gibbs et al., 1968; 

Masters et al., 1981). Se considera que la aparición y transmisión de las formas genéticas 

o familiares de enfermedad priónica se deben a que los genes PRNP portadores de 

mutaciones dan lugar a una PrPC con una fuerte propensión a malplegarse de forma 

espontánea (Gambetti et al., 2003; Prusiner, 1989).  El primer caso de CJD de origen 

familiar se reportó en 1924, y más tarde se identificó que la familia del individuo 

afectado portaba un polimorfismo asociado con la aparición de fCJD (Kretzschmar et al., 

1995). Como se ha mencionado previamente, el origen de las EET esporádicas todavía 

se desconoce. Algunas hipótesis sugieren que este tipo de EET se deben a mutaciones 

somáticas que surgen de forma espontánea en el gen PRNP o a cambios aleatorios en la 

estructura de la PrPC (Prusiner, 2001). También se ha sugerido que los casos de sCJD, o 

al menos algunos de ellos, pueden deberse a la exposición de algún factor externo 

común todavía no identificado (Linsell et al., 2004; Safar, 2012). Otras teorías dicen que 

en el encéfalo hay una pequeña cantidad de proteínas similares a la PrPSc que se 

encuentran unidas a otras que las mantienen inactivas, y que las EET esporádicas 

aparecen a causa de un fallo en este mecanismo protector (Safar et al., 2005; Yuan et 

al., 2006).  

 

4.3. Neurodegeneración  

 

La neurodegeneración es la principal característica neuropatológica de las 

enfermedades priónicas. El proceso que lleva a ésta abarca multitud de eventos que 

pueden darse de forma secuencial o simultánea, como acumulación de PrPSc, 

alteraciones sinápticas, neuroinflamación y muerte neuronal (Budka, 2003). Además, se 

sabe que la presencia, formación y acumulación de PrPSc en el SNC es el desencadenante 
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de la enfermedad, aunque no se conoce el mecanismo a través del cual la produce. 

Existen evidencias de la relación entre la conversión de la PrPC en PrPSc y el 

desencadenamiento de la neurodegeneración, por lo cual se plantean dos hipótesis 

sobre el mecanismo que conduce a ésta: la pérdida de las funciones protectoras de la 

PrPC o su adquisición de propiedades neurotóxicas al sufrir la conversión en PrPSc (Aguzzi 

& Calella, 2009; Castilla et al., 2004).  

 En cuanto a la primera hipótesis, pese a que la PrPC parece contar con cierto 

papel neuroprotector, los ratones knock-out para el gen PRNP se desarrollan 

normalmente sin la aparición de signos de neurodegeneración (Bueler et al., 1992), lo 

que lleva a pensar que la patogénesis de estas enfermedades se produce por una 

actividad tóxica ejercida por la PrPSc y no por la pérdida de función fisiológica de la PrPC. 

Así, la segunda teoría es la más aceptada actualmente, más teniendo en cuenta que 

otras enfermedades neurodegenerativas (AD, PD, HD o ALS, entre otras) se producen 

por el acúmulo de proteínas patológicas en el encéfalo (Carrell & Lomas, 1997). Existen 

distintas evidencias que respaldan la idea de que la PrPSc es la responsable directa de la 

neurodegeneración: la correlación topográfica entre depósitos de PrPSc y alteraciones 

neuropatológicas (DeArmond & Prusiner, 1993); la aparición de neurotoxicidad y 

apoptosis en cultivos celulares al ponerlos en contacto con concentraciones muy 

pequeñas de PrPSc (Hetz et al., 2003); el hecho de que las mutaciones que desencadenan 

EET genéticas se localicen en el gen PRNP e induzcan el malplegamiento de la PrPC 

fisiológica (Prusiner & Scott, 1997) y la observación de que la sobreexpresión de PrPC 

mutada provoque la aparición de una EET espontánea y transmisible (Hsiao & Prusiner, 

1990; Sigurdson et al., 2009). No obstante, y pese a la evidencia de que existe relación 

entre la neurodegeneración  y la PrPSc, esta no es intrínsecamente neurotóxica, sino que 

requiere de la presencia de PrPC, ya que la falta de expresión de la proteína fisiológica 

da lugar a resistencia frente a la infección experimental (Bueler et al., 1993; Sailer, 1994; 

Weissmann et al., 1994), e incluso una vez instaurada la infección, se puede revertir la 

neurodegeneración mediante el bloqueo de la expresión de la PrPC (Mallucci et al., 2003; 

Mallucci et al., 2007). Junto a estas observaciones se une también la de que la PrPC no 

sólo tiene que estar presente para el desarrollo de la enfermedad, sino que además 

tiene que encontrarse localizada en la membrana plasmática celular ya que los modelos 
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murinos transgénicos cuya PrPC no expresa la secuencia C-terminal de unión al anclaje 

GPI no desarrollan sintomatología clínica a pesar de que la PrPC soluble que poseen se 

convierte en PrPSc y se acumula en forma de placas extracelulares (Chesebro et al., 

2005).   

Aunque los mecanismos moleculares exactos implicados en la patogenia de las 

enfermedades priónicas aún se desconocen, se han identificado distintas vías que 

juegan un papel importante en la neurodegeneración asociada a las EET, entre las cuales 

autofagia y la apoptosis son particularmente relevantes (Liberski et al., 2004). 

 
Mecanismos implicados en la neurodegeneración: autofagia y apoptosis 
 

Uno de los mecanismos que conducen a la muerte celular y a la 

neurodegeneración en las enfermedades priónicas es la activación de vías pro-

apoptóticas, que se han identificado como una causa común de muerte neuronal en EET 

animales (Williams et al., 1997) y humanas (Gray et al., 1999). Sin embargo, y pese a la 

amplia investigación que se ha realizado, la ruta apoptótica exacta que tiene lugar 

durante el curso de las EET y que conduce a la neurodegeneración no está todavía clara.  

Aunque su papel sigue siendo controvertido, algunos estudios han relacionado la 

apoptosis en enfermedades priónicas con la regulación al alza del factor proapoptótico 

Bax (Bcl-2 associated X) (Lyahyai et al., 2006; Lyahyai et al., 2007).  

La apoptosis en las EET también puede estar inducida por el estrés crónico del 

retículo endoplásmico. La presencia de PrPSc y la acumulación de proteínas malplegadas 

en la célula provoca una alteración en la homeostasis proteica de la célula, lo que da 

lugar a la activación de la respuesta a proteínas desplegadas, unfolded protein response 

(UPR). La UPR tiene como objetivo reducir la síntesis de proteínas y degradar las 

proteínas malplegadas para recuperar la proteostasis y el funcionamiento normal de la 

célula (Schroder & Kaufman, 2005). La activación de este mecanismo comienza como un 

proceso protector para la célula, pero si el estrés celular se prolonga el UPR activará 

cascadas pro-apoptóticas que llevarán a la muerte neuronal, como por ejemplo IRE1 

(inositol-requiring enzyme 1), ATF6 (activating transcription factor 6) o Akt/PI3K (protein 

kinase B/phosphatidylinositol 3-kinase) (Han et al., 2013; Hetz et al., 2003; Otero et al., 

2021). Además, la proteína prion patológica ha sido directamente relacionada con la 
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apoptosis puesto que el depósito de agregados de PrPSc se ha asociado directamente 

con la activación de las proteínas Caspasa-3 y Caspasa-8, y con el desencadenamiento 

de vías dependientes de Caspasas que resultan en apoptosis (Kristiansen et al., 2005). 

Así, muchos estudios sugieren que parte de la muerte celular que se observa en las 

enfermedades priónicas se debe a mecanismos apoptóticos, aunque otros señalan que 

la causa principal de muerte celular puede implicar una vía no apoptótica, o que la 

apoptosis es un proceso más bien tardío que no se da en el inicio de la enfermedad 

(Mays & Soto, 2016).  

La autofagia es un mecanismo esencial del catabolismo celular en el cual los 

componentes dañados, como las proteínas mal plegadas, son incluidos en 

autofagosomas y degradados por los lisosomas con el fin de mantener el equilibrio 

homeostático intracelular (Rubinsztein, 2006). La activación de los mecanismos 

autofágicos parece jugar un papel protector, ya que puede degradar de manera eficiente 

las proteínas mal plegadas (Heiseke et al., 2010), y numerosos estudios han demostrado 

su importancia en diferentes trastornos neurodegenerativos como la ALS, la AD o la PD, 

en las cuales, igual que en las EET, la presencia de agregados proteicos anormales es una 

característica común (Nassif & Hetz, 2014). En las enfermedades priónicas se ha 

observado un aumento en el número de vacuolas autofágicas, endosomas y lisosomas 

(Boellaard et al., 1991; Liberski et al., 2010), además de otro tipo de anomalías en este 

sistema degradativo celular. En estas enfermedades, se han reportado alteraciones en 

la expresión de marcadores de autofagia como las proteínas LC3-B y p62, tanto in vitro 

como in vivo (Homma et al., 2014; Moon et al., 2016; Thellung et al., 2018; Xu et al., 

2014), así como diferencias en la expresión de genes relacionados con este mecanismo 

(beclin-1 y Atg5) (Mok et al., 2007), sugiriendo una activación del sistema de autofagia 

con el fin de eliminar las proteínas agregadas. Además, existen evidencias de que la 

autofagia está directamente implicada en la degradación de la PrPSc. Experimentos in 

vitro han demostrado que los lisosomas autofágicos tienen un papel directo en la 

degradación de priones (Goold et al., 2013; Jeffrey et al., 2003) y se ha observado que 

la alteración de los mecanismos autofágicos farmacológicamente o por siRNA inhibe la 

capacidad de las células para degradar la PrPSc (Heiseke et al., 2010).  
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No obstante, todavía no está clara la función de la autofagia en la infección por 

priones. Probablemente, la activación de la autofagia se dé como un mecanismo de 

defensa en un intento de aumentar la degradación priónica y conseguir la supervivencia 

celular, y por lo tanto este proceso tendría un papel fisiológico en las EET, sobre todo en 

estadios tempranos. Sin embargo, aunque la activación de mecanismos autofágicos sea 

beneficiosa en el inicio de la infección por priones, todavía no está claro si a la larga una 

autofagia aumentada puede tener efectos nocivos. Por un lado, existe la teoría de que 

la autofagia basal podría generar semillas de PrPSc más pequeñas que serían modelos 

más eficientes para la propagación priónica y ayudarían a extender la infección (Heiseke 

et al., 2010). Por otro lado, se ha propuesto que la autofagia puede contribuir en la 

formación de cambios espongiformes (Liberski et al., 2008; Liberski et al., 2004). 

Actualmente, no se conoce el origen de las vacuolas características de las EET, y existen 

hipótesis que plantean que podrían estar provocadas por la destrucción del tejido 

encefálico por autofagia. Estas hipótesis se respaldan en el hecho de que las vacuolas 

autofágicas se detecten antes que las espongiformes, y que en las fases tempranas de 

infección se detecten tanto autofagia como vacuolización mientras que en las finales se 

observe poca actividad autofágica y una fuerte vacuolización (Jeffrey et al., 1992; 

Liberski et al., 2005; Liberski et al., 1992). Por esto, se considera que la acumulación de 

PrPSc podría dar lugar a una sobrecarga del sistema catabólico que lleve a la eliminación 

de neuronas a través de mecanismos autofágicos (Jeffrey et al., 1992).  

Así, muchos estudios han identificado la desregulación autofágica en modelos de 

EET (Boellaard et al., 1989; Liberski et al., 2004; Llorens, Thüne, Sikorska, et al., 2017; Xu 

et al., 2014), y se ha implicado la alteración de la homeostasis de este sistema de 

degradación de proteínas como una importante causa principal de toxicidad común a 

enfermedades priónicas (Goold et al., 2015), por lo que no se puede descartar que los 

mecanismos autofágicos, originados como una respuesta de supervivencia a la 

acumulación de PrPSc intracelular, puedan no lograr recuperar la homeostasis dando 

lugar así a la disfunción neuronal y la muerte celular (Mays & Soto, 2016).  
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5. Diagnóstico 

 

Debido a que el agente causal de las enfermedades priónicas carece de material 

genético y no genera una respuesta inmune convencional en el hospedador, estas 

patologías no pueden ser diagnosticadas mediante el uso de técnicas como la PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa) o técnicas serológicas. En los individuos vivos, el 

diagnóstico se realiza mediante la observación de signos clínicos, la detección del prion 

en tejido linfoide de fácil acceso o la medida de distintos biomarcadores de enfermedad 

priónica. Las técnicas para confirmar el diagnóstico se basan en la detección post-

mortem de las lesiones espongiformes y de la PrPSc en sistema nervioso central (OIE, 

2008). 

 

5.1. Diagnóstico in vivo 

 

El diagnóstico de las EET suele comenzar con la aparición de signos clínicos 

nerviosos que da lugar a la posterior realización de pruebas tanto clínicas como de 

laboratorio con el fin de confirmar la enfermedad. En el scrapie clásico, los primeros 

signos clínicos suelen darse entre los 2 y 5 años de vida del animal y su instauración tiene 

un curso largo que puede ocurrir en semanas o meses. Entre estos signos clínicos 

podemos encontrar cambios en el comportamiento, hiperreactividad a los estímulos, 

apatía, bruxismo y prurito (que da lugar a alopecias en las zonas de rascado). Más 

adelante, los signos evolucionan y dan lugar a temblores (principalmente de la cabeza), 

cambios posturales, ataxia y marcha hipermétrica, y finalmente, en estadios avanzados, 

el animal afectado puede no ser capaz de ponerse en pie (Clark & Moar, 1992; Healy et 

al., 2003). En seres humanos, las enfermedades priónicas pueden dar lugar a distintos 

cuadros clínicos, todos en relación con anomalías nerviosas. Además de la observación 

de síntomas y la medición de biomarcadores en líquido cefalorraquídeo (LCR), se pueden 

realizar técnicas como la RMN o la electroencefalografía para complementar el 

diagnóstico (Krasnianski et al., 2004). 

En el scrapie clásico, tal y como se ha mencionado con anterioridad, el 

diagnóstico de la enfermedad puede realizarse de forma preclínica, antes de la aparición 
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de sintomatología, mediante la biopsia de tejido linfoide y la posterior realización de 

inmunohistoquímica para la detección de la PrPSc (Monleon et al., 2005; Vargas et al., 

2006). En seres humanos la biopsia puede realizarse en el tejido nervioso del encéfalo 

para realizar el diagnóstico in vivo, aunque esta técnica tan invasiva solo se realiza en el 

caso de que el diagnóstico diferencial de la sintomatología incluya otras enfermedades 

nerviosas que puedan ser tratadas y no se puedan diferenciar de una EET de otra 

manera. Para intentar diagnosticar las enfermedades priónicas humanas, actualmente 

se realizan técnicas menos invasivas, como el análisis de biomarcadores en LCR 

(Thompson & Mead, 2019).  

 

5.2. Biomarcadores en el diagnóstico de las EET 

 

Los biomarcadores son sustancias que pueden ser medidas de manera objetiva 

e indican y permiten discriminar un proceso biológico o patológico (Huzarewich et al., 

2010). Los biomarcadores en las EET pueden ser de dos tipos: por un lado está la 

proteína prion en sí, y por otro los marcadores “subrogados”, que son aquellos que se 

liberan al LCR a causa de la muerte neuronal y la neurodegeneración. Los marcadores 

subrogados de rutina en LCR para el diagnóstico de casos de enfermedad priónica 

humana son 14-3-3 y tau total, ambos considerados como marcadores de daño neuronal 

(Otto et al., 2002). Además, el “ensayo de conversión inducida por agitación en tiempo 

real” (RTQuIC), que detecta directamente la proteína prion, se utiliza como una prueba 

altamente específica y sensible en LCR (Cramm et al., 2016). Sin embargo, y aunque no 

se conoce el motivo, algunos estudios han demostrado una disminución de la PrP total 

en el LCR de algunos casos de sCJD (Abu Rumeileh et al., 2016; Dorey et al., 2015).  Se 

ha demostrado que 14-3-3, tau total y la PrP total también pueden ser utilizadas como 

marcadores en el caso del scrapie clásico, incluso en fases preclínicas de la enfermedad 

(Llorens et al., 2018). Sin embargo, se desconoce su utilidad como biomarcadores 

preclínicos de enfermedad priónica en humanos y, además, el uso de PrPSc como 

biomarcador preclínico no se considera fiable, ya que su presencia en fases 

asintomáticas es mínima en tejidos y fluidos accesibles (Gough & Maddison, 2010). Así, 

actualmente en humanos las enfermedades priónicas únicamente se pueden 

diagnosticar en la etapa sintomática, cuando el daño neuronal ya es masivo y el 
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beneficio de los posibles tratamientos sería limitado. Por esto, uno de los mayores retos 

actuales en la investigación de las EET es la búsqueda de biomarcadores subrogados de 

fácil acceso que permitan la detección de casos asintomáticos. A continuación, se 

detallan algunos de los marcadores actualmente bajo investigación para la detección 

preclínica de las EET.  

 

- Biomarcadores de activación glial y neuroinflamación 

La activación de células de la microglía y astrocitos es una característica clave en 

muchas enfermedades neurodegenerativas. Pese a que las enfermedades priónicas 

son patologías que no presentan una respuesta inmunológica o inflamatoria típica 

(Porter et al., 1973), sí que se han reportado fenómenos de neuroinflamación, los 

cuales se desconoce si contribuyen al proceso de neurodegeneración o si aparecen 

como consecuencia de la patogenia de estas enfermedades (Kercher et al., 2007). 

De entre los marcadores de inflamación y activación astroglial estudiados, la 

glicoproteína YKL-40 es el más prometedor, ya que sus niveles en LCR han 

demostrado estar aumentados en sCJD respecto a otras enfermedades 

neurodegenerativas (Llorens, Thüne, Tahir, et al., 2017)  

 

- Biomarcadores de degeneración sináptica 

La degeneración sináptica es un evento patogénico temprano en muchas 

enfermedades neurodegenerativas, y ha sido especialmente reportada en las 

enfermedades priónicas (Hilton et al., 2013; Soto & Satani, 2011). Por esto, una de 

las estrategias más estudiadas en la búsqueda de biomarcadores preclínicos de EET 

es la búsqueda de moléculas relacionadas con la degeneración de las sinapsis. La 

neurogranina (Ng) es una proteína postsináptica neuronal, que se localiza 

específicamente en el soma neuronal y las dendritas (Represa et al., 1990). Esta 

proteína ha sido estudiada como marcador de daño neuronal en pacientes con AD y 

sCJD (Blennow et al., 2019), y se ha observado que los niveles de ésta en LCR de 

pacientes de sCJD están aumentados respecto a los controles sanos e incluso los 

casos de AD. Además, en los casos de sCJD, la concentración de Ng en el LCR no 

difiere entre las etapas temprana y tardía de la enfermedad, lo que respalda el uso 
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de la neurogranina como biomarcador para detectar la disfunción sináptica en 

etapas tempranas de enfermedad priónica.  

 

- Biomarcadores de degeneración axonal 

Igual que la degeneración sináptica, la pérdida de función axonal ocurre en etapas 

tempranas de las enfermedades priónicas (Soto & Satani, 2011). Los 

neurofilamentos (Nfs) son proteínas del citoesqueleto ubicadas principalmente los 

axones, donde actúan confiriendo estabilidad estructural (Yuan et al., 2017). La 

cadena ligera de neurofilamento (NfL) es el biomarcador más utilizado en relación 

con la neurodegeneración, ya que cuando ocurre daño neuronal, esta proteína se 

libera al líquido intersticial, que se comunica con el LCR y la sangre. Se ha visto que 

NfL aumenta en sangre y LCR en una variedad de trastornos neurológicos, como la 

AD, la ALS, la demencia frontotemporal (FTD) o la esclerosis múltiple (EM) (Gaetani 

et al., 2019). Con respecto a las enfermedades priónicas, NfL se ha encontrado 

aumentado en el LCR y en la sangre de casos clínicos de sCJD (Kanata et al., 2019; 

Steinacker et al., 2016; van Eijk et al., 2010). Además, también parece aumentar en 

el suero de ovejas preclínicas, lo que lo señala como un potencial biomarcador para 

casos preclínicos de scrapie (Zetterberg et al., 2019).  

 

- MicroRNAs (miRNAs) 

Los MicroRNAs (miRNAS) son fragmentos de RNA pequeños, de entre 21 y 25 

nucleótidos que regulan la expresión de otros genes y la síntesis de proteínas 

uniéndose al ARN mensajero. Éstos son secretados al LCR y la sangre y tienen una 

alta estabilidad debido a su unión con chaperonas o su inclusión en exosomas, por 

lo que se pueden medir en estos fluidos (Mitchell et al., 2008). Estas moléculas se 

han visto alteradas en distintas enfermedades neurodegenerativas (Hruska-Plochan 

et al., 2015). En el caso de las EET, aunque su modulación no ha sido tan investigada, 

sí se han observado variaciones en la expresión de miRNAs entre la etapa preclínica 

y la fase terminal de la infección priónica (Boese et al., 2016; Majer et al., 2012), así 

como en modelos murinos infectados con scrapie (Saba et al., 2008; Saba et al., 

2012) o en CJD (Montag et al., 2009). Debido a esto, estas moléculas han ganado una 

alta importancia como posibles biomarcadores de enfermedad priónica.  
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5.3. Diagnóstico post-mortem 

 

- Examen histopatológico del SNC 

Históricamente, el diagnóstico de las EET se ha basado en la observación de las 

lesiones microscópicas típicas de estas enfermedades. La degeneración 

espongiforme es la lesión característica de las enfermedades priónicas, y puede 

observarse en forma de vacuolas en el pericarion neuronal (vacuolización 

intraneuronal) o en el neuropilo (espongiosis) (Wells & McGill, 1992). Estas lesiones 

suelen darse de manera bilateral y simétrica en las distintas áreas encefálicas (Ligios 

et al., 2002; Wood et al., 1997), aunque su distribución depende del tipo de 

enfermedad priónica, la cepa del agente causal y la especie y genotipo del individuo 

afectado (Fraser & Dickinson, 1968). En el caso del scrapie clásico, la vacuolización 

es generalmente mayor en la médula espinal torácica, la médula oblongada 

(principalmente a nivel de obex), el tronco del encéfalo y el tálamo (Detwiler & 

Baylis, 2003; OIE, 2008). Además de la degeneración espongiforme, otras 

características que pueden observarse en el encéfalo son la muerte neuronal, la 

astrocitosis, la presencia de microglía reactiva y, en algunos tipos de EET, la presencia 

de placas de amiloide (Budka et al., 1995; Jeffrey et al., 1998; McBride et al., 1988; 

Wood et al., 1997). 

 

- Detección inmunohistoquímica de la proteína prion  

La técnica de la inmunohistoquímica (IHC), es la principal herramienta de diagnóstico 

de las enfermedades priónicas. Permite la detección de depósitos de PrPSc en tejidos 

y detecta la proteína prion incluso antes de que se puedan observar lesiones 

histopatológicas (Foster et al., 1996; Miller et al., 1993; Monleon et al., 2003). Por 

medio de esta técnica se realiza la detección in situ de la PrPres, el fragmento de la 

PrPSc resistente a la PK, mediante el uso de anticuerpos, permitiendo determinar 

tanto la presencia de la proteína como su localización, distribución y las 

características de los depósitos (Gonzalez et al., 2003). Igual que ocurre con la 

degeneración espongiforme, la distribución de los depósitos varía en función de las 

características del agente infeccioso y del hospedador (Bruce & Fraser, 1991; 

Spiropoulos et al., 2007). Las primeras zonas del SNC en las que se detecta la PrPSc 
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son la médula espinal torácica y el obex (Jeffrey et al., 2001; Ryder et al., 2001) y 

conforme progresa la enfermedad ésta se distribuye por el encéfalo de forma 

generalmente bilateral y simétrica (Gonzalez et al., 2003; Ryder et al., 2001).  

 

- Otras técnicas basadas en la detección directa de la PrPSc 

A partir del comienzo de la vigilancia activa de las EET tras la crisis de la EEB, se 

instauraron las pruebas de diagnóstico rápido. La mayoría de estas pruebas están 

basadas en la técnica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), la cual mediante 

anticuerpos conformacionales permite la detección inmunológica de la PrPSc en 

tejido nervioso y linfoide, analizando un número elevado de muestras en un tiempo 

corto (Bolea et al., 2005). Otra técnica de diagnóstico que permite la detección de la 

PrPSc es el Western blot, en la cual tras la extracción y digestión con PK de las 

proteínas, estas se someten a electroforesis gel y se transfieren a una membrana de 

nitrocelulosa. Tras esto, la PrPres se detecta también mediante anticuerpos. Esta 

técnica permite diferenciar cepas del agente priónico, ya que la PrPres de éste puede 

dar lugar a distintos patrones electroforéticos en función de su conformación, 

glicosilación y lugar de corte de la PK (Somerville et al., 1997; Telling et al., 1996). 

 

5.4. Técnicas no convencionales de detección de priones 

 

- Bioensayo 

Los bioensayos, que consisten en realizar pases seriados de material infeccioso en 

animales (generalmente en ratón) se han utilizado ampliamente en la investigación 

de las EET. Estos son, a día de hoy, una de las técnicas más sensibles a la hora de 

detectar priones en material potencialmente infeccioso. Pese a que pueden 

presentar algunas limitaciones como largos periodos de incubación y el efecto de la 

barrera de transmisión, el desarrollo de líneas murinas transgénicas que expresan el 

gen PRNP de otras especies ha permitido saltar las barreras de transmisión, 

facilitando la infección y acortando los tiempos de incubación (Bruce et al., 2002). 

Además, tal y como ya se ha mencionado, los pases seriados de priones en estas 

líneas permiten la caracterización de cepas priónicas (Fraser & Dickinson, 1968). 
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- PMCA (protein misfolding cyclic amplification) 

La PMCA, o “amplificación cíclica de proteínas malplegadas”, es una técnica de 

replicación de priones in vitro. Consiste en la repetición de distintos ciclos de 

incubación y sonicación de una “semilla” de PrPSc en un sustrato que contenga PrPC, 

y trata de simular la propagación in vivo de los priones. Durante estos ciclos la PrPSc 

actúa como semilla y recluta moléculas de PrPC e induce su malplegamiento, siendo 

estas moléculas incorporadas en oligómeros que después serán fragmentados 

dando lugar a nuevas semillas que después replicarán el proceso de forma cíclica, 

aumentando la cantidad de PrPSc generada de novo de forma exponencial (Castilla, 

Saá, et al., 2005; Saá et al., 2006; Soto et al., 2002). Así, la PMCA permite la detección 

de cantidades muy pequeñas de priones mediante su amplificación, lo cual puede 

utilizarse para la detección de PrPSc en muestras de fluidos como como sangre, orina 

o LCR (Atarashi et al., 2007; Castilla, Saa, et al., 2005; Gonzalez-Romero et al., 2008). 

Además, los priones generados in vitro mediante esta técnica mantienen su 

infectividad y, generalmente, sus características bioquímicas, estructurales y 

neuropatológicas, por lo que la PMCA es una herramienta muy útil para el estudio 

sobre los fenómenos de cepa y las barreras de transmisión (Castilla, Saá, et al., 2005).  

 

- RT-QuIC (real-time quaking-induced conversion) 

Otra técnica de amplificación de priones in vitro es la “conversión inducida por 

agitación en tiempo real” o RT-QuIC. Esta técnica se desarrolló a partir de la unión 

de otras dos metodologías (Atarashi et al., 2011): el método QuIC (quaking-induced 

conversión) con el cual se amplificaba una semilla de PrPSc en un sustrato de PrPC 

mediante agitación (Atarashi et al., 2008) y el método ASA (amyloid seeding assay) 

que detecta la fluorescencia que emite la tioflavina en presencia de amiloide (Colby 

et al., 2007). Así, la RT-QuIC monitoriza la amplificación progresiva de la PrPSc a 

través de la fluorescencia emitida por la tioflavina.  
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6. Aproximaciones terapéuticas 

 

Pese a la amplia investigación que se ha realizado en múltiples modelos 

experimentales y los múltiples ensayos clínicos que se han llevado a cabo, no existen 

todavía vacunas o tratamientos para las enfermedades priónicas. Actualmente, las EET 

siguen siendo enfermedades incurables y de pronóstico letal. Como ya se ha comentado, 

el mecanismo patogénico exacto de las EET no se conoce, por lo que, desde el punto de 

vista molecular, existen distintas dianas terapéuticas en las que se ha centrado la 

investigación con el fin de obtener una terapia: las proteínas prion celular (PrPC), 

patológica (PrPSc) y el proceso de conversión, la inmunoterapia o los procesos 

neurodegenerativos asociados a las EET (Trevitt, 2006).  

 

6.1. Terapias enfocadas a la PrPC, la PrPSc y el proceso de conversión 

 

Como se ha señalado anteriormente, los ratones transgénicos que no expresan 

la PrPC no propagan la PrPSc y no desarrollan patología tras la inoculación con priones 

(Bueler et al., 1993; Sailer, 1994), por lo que aparentemente la PrPSc no es 

intrínsecamente neurotóxica, sino que requiere de la presencia de PrPC y del proceso de 

conversión para generar patología. Por esto, la eliminación de la PrPC, el sustrato para 

la propagación de la proteína priónica, es un objetivo terapéutico potencial, siempre 

que se pueda lograr sin efectos perjudiciales para el organismo huésped. Se ha 

demostrado que la inactivación de la expresión de la PrPC en ratones transgénicos 

adultos una vez instaurada la enfermedad priónica no sólo previene la propagación de 

la PrPSc si no que revierte el cambio espongiforme, y los ratones permanecen 

asintomáticos a pesar de la gliosis y el depósito extraneuronal de PrPSc (Mallucci et al., 

2003). En este sentido, también se ha comprobado que la inhibición de la expresión de 

PrPC mediante ARN de interferencia (ARNi), es eficaz para reducir los niveles de PrPSc en 

cultivos celulares infectados con scrapie, aunque este efecto es transitorio y desaparece 

una vez se retira la transfección con ARN, la cuál es difícil de mantener en modelos in 

vivo (Daude et al., 2003). Así, estos experimentos validan la eliminación del sustrato para 

la conversión de priones como estrategia terapéutica. 



Revisión bibliográfica 

54 

También se han testado compuestos que podrían intervenir en el proceso de 

conversión de la PrPC a la PrPSc. Los compuestos polianiónicos y los colorantes 

amiloidotrópicos pueden anular la conversión de PrPC a PrPSc in vitro (Gabizon et al., 

1993; Snow et al., 1989). El uso de poliaminas ramificadas en células de neuroblastoma 

infectadas por priones resultó en la eliminación de PrPSc, ya que estos compuestos 

actúan sobre la conversión priónica en endosomas y lisosomas (Supattapone, Nguyen, 

et al., 1999). Los dendrímeros de fósforo también han mostrado efectos antipriónicos in 

vitro, eliminando la acumulación de PrPSc (Klajnert et al., 2007). Sin embargo, ninguno 

de estos compuestos ha demostrado ningún efecto beneficioso in vivo, ya sea por su 

toxicidad, su farmacocinética o su baja eficacia. Estos resultados ponen en entredicho la 

predictibilidad de los cultivos celulares como modelo para identificar terapias, siendo 

uno de los posibles motivos de la escasa fiabilidad de estos modelos que generalmente 

es difícil mantener la infectividad del prion en células en continuo crecimiento (Aguzzi 

et al., 2018).  

Otra estrategia terapéutica que se ha probado a este nivel es el uso de “β-sheet 

breakers” o “rompedores de la lámina β”. Un péptido “rompedor de lámina β” consiste 

en una secuencia de la proteína diana en la que se insertan residuos de prolina 

adicionales. La prolina es un aminoácido que no puede tomar la conformación requerida 

por una lámina β ordenada, y su presencia en una secuencia de aminoácidos previene 

la formación de estas láminas (Trevitt, 2006). El uso de estos péptidos impidió el 

reclutamiento de PrPC en un experimento de conversión libre de células (Chabry et al., 

1998), y también resultó eficaz para disminuir la PrPSc en células infectadas con priones 

(Chabry et al., 1999). Además, la secuencia del péptido de lámina β de la proteína 

priónica, iPrP13, diseñada por Soto et al., provocó cierta prolongación en el periodo de 

incubación de ratones infectados con scrapie al utilizarse para tratar el inóculo antes de 

la infección y disminuyó la PrPSc en algunas líneas de cultivo celular, aunque se requirió 

en cantidades muy altas y no dio resultado en otras líneas celulares (Oishi et al., 2003; 

Soto et al., 2000). Además, una consideración clave en el diseño de opciones 

terapéuticas es la propensión de los agregados de PrPSc a romperse. Los rompedores de 

lámina β podrían afectar a la PrPSc rompiendo grandes agregados y convirtiéndolos en 

un mayor número de pequeños oligómeros, que después actuarían como semilla (Cox 
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et al., 2003). Así, se ha propuesto que una terapia eficaz enfocada a controlar la PrPSc no 

debería aspirar a romper estos agregados sino más bien a estabilizarlos. En este aspecto, 

se han utilizado los politiofenos conjugados luminiscentes (LCP), que logran estabilizar 

la fibra de amiloide y han dado resultados disminuyendo la infectividad en muestras de 

encéfalo de ratón infectadas con PrPSc (Margalith et al., 2012) y alargando la 

supervivencia de modelos murinos infectados con priones (Herrmann, Schutz, et al., 

2015).  

 

6.2. Inmunoterapias  

 

Las estrategias de inmunización se han mostrado prometedoras en algunos 

trastornos causados por el malplegamiento de proteínas (Brody & Holtzman, 2008). En 

las EET, pese a que no se ha detectado una respuesta humoral por parte de los individuos 

afectados, sí se ha estudiado la posible aplicación terapéutica de anticuerpos.  

La inmunización activa con PrP ha mostrado efectos beneficiosos al inmunizar 

ratones, con anterioridad a la inoculación de estos con proteína prion de scrapie y, en 

menor medida, una vez que los animales ya estaban infectados. En estos casos, se 

consiguió alargar los periodos de incubación e incluso reducir la incidencia de la 

enfermedad (Schwarz et al., 2003; Sigurdsson et al., 2002). Sin embargo, la inmunización 

activa contra los priones se ve dificultada por la expresión generalizada de PrPC en el 

organismo, lo que hace que exista una tolerancia a ésta y a su isoforma patógena y al 

ser el sistema inmune tolerante a los autoantígenos, los anticuerpos derivados de este 

tipo de inmunizaciones a menudo carecen de la afinidad necesaria para una terapia 

eficaz (Aguzzi et al., 2018).  

Al resultar difícil crear una respuesta activa eficaz contra la proteína prion, la 

inmunización pasiva parece una estrategia más adecuada. Distintos estudios al respecto 

han logrado prevenir la aparición de la enfermedad o retrasar los tiempos de incubación 

en algunos modelos, pero existe una gran variedad de resultados obtenidos (Baral et al., 

2012; Heppner et al., 2001; Herrmann, Sonati, et al., 2015; Roettger et al., 2013; Sonati 

et al., 2013). Esta variedad sugiere que es de gran importancia la administración de una 

gran cantidad de anticuerpos en etapas tempranas, cuando el encéfalo aún no ha sido 
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afectado (White et al., 2003). Otras complicaciones de este tipo de terapia son lograr 

que los anticuerpos lleguen al lugar de acción o evitar que estos provoquen la muerte 

neuronal (Sakaguchi et al., 2009).  

Por último, en el plano de las inmunoterapias, la administración de 

inmunoestimulantes ha dado resultados positivos en modelos experimentales 

produciendo un leve incremento del período de incubación, aunque únicamente resulta 

efectiva si se aplica de forma prolongada y si el tratamiento comienza inmediatamente 

después de la infección (Allen & Cochran, 1977; Gresser et al., 1983). Por otro lado, la 

inmunosupresión también puede retrasar la aparición de la enfermedad, no obstante, 

como ocurre en el caso anterior, este efecto desaparece si el tratamiento comienza en 

momentos tardíos de la enfermedad o si la infección se produce intracerebralmente 

(Outram et al., 1974).  

 

6.3. Terapias enfocadas a los procesos neurodegenerativos 

 

Dada la compleja patogénesis de las enfermedades priónicas, y el hecho de que 

se desconocen con exactitud sus mecanismos patogénicos, se ha planteado un amplio 

abanico de estrategias terapéuticas dispuestas a reducir o paliar la neurodegeneración 

a través de distintas vías celulares. Ya que se ha visto que la generación de radicales 

libres de oxígeno es uno de los causantes de la neurotoxicidad inducida por priones, una 

de estas estrategias consiste en la administración de antioxidantes como el 

hidroxitirosol acetilado o la vitamina E, que han extendido eficazmente la supervivencia 

de ratones infectados (Aguzzi et al., 2018). Otra estrategia sería estimular la UPR con el 

fin de restaurar la proteostasis celular inhibiendo la síntesis proteica y reduciendo la 

carga de proteínas malplegadas en el RE. Para esto se han utilizado moduladores de las 

enzimas PERK (Protein kinase RNA-like ER kinase) y eIF2α (eukaryotic translation 

initiation factor), ambas implicadas en la vía de la UPR, lo cual ha dado como resultado 

una ligera mejora de la neurodegeneración asociada a priones (Das et al., 2015; Halliday 

et al., 2015; Moreno et al., 2013). El sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS, ubiquitin-

proteasome system), que también mantiene el control de la proteostasis celular 

mediante la degradación proteica (Hipp et al., 2014), también se ha propuesto como 

una diana interesante para el tratamiento de las EET. Sin embargo, a día de hoy no se ha 
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conseguido tratar ya que la estimulación de este sistema podría dar lugar a la 

degradación de otros reguladores intracelulares y ser perjudicial para la célula (Seo et 

al., 2007). 

Tal y como se ha expuesto con anterioridad, la autofagia puede jugar un papel 

protector en las EET. Todavía no se ha determinado como ésta protege de la 

neurodegeneración, aunque existen varias hipótesis: que ayuda a eliminar la proteína 

prion, que elimina orgánulos dañados o que atenúa la respuesta pro-apoptótica a 

distintas formas de estrés (Ravikumar et al., 2006). La modulación de la autofagia 

farmacológicamente o mediante siRNA inhibe la capacidad de las células para degradar 

PrPSc (Heiseke et al., 2010), por lo que los promotores de la autofagia podrían ser una 

estrategia terapéutica contra los priones (Ertmer et al., 2004; Goold et al., 2013). Se ha 

demostrado que compuestos como la rapamicina, la trehalosa, el imatinib, el tacrolimus 

o el litio, que promueven la autofagia, mejoran la eliminación de PrPSc en cultivos 

celulares. Además, el tratamiento con imatinib, rapamicina o litio durante al inicio de la 

infección priónica también tiene efectos in vivo, prolongando el periodo de incubación 

y la esperanza de vida y retrasando la neuroinvasión y el inicio de los signos clínicos 

(Cortes et al., 2012; Heiseke et al., 2009; Karapetyan et al., 2013; Sarkar et al., 2007; Yun 

et al., 2007). Sin embargo, estos efectos no son notorios si el tratamiento se aplica una 

vez producida la neuroinvasion. Estos resultados reflejan la dificultad de trasladar estos 

tratamientos a organismos in vivo, probablemente debido a una baja capacidad de estos 

compuestos para atravesar la barrera hematoencefálica (Goold et al., 2015). Sin 

embargo, estos resultados también muestran que la eliminación de la PrPSc mediante la 

estimulación de mecanismos autofágicos puede resultar una estrategia terapéutica 

efectiva en el tratamiento de las EET.  
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ESTUDIO 1 

Therapeutic Assay with the Non‑toxic C‑Terminal Fragment 

of Tetanus Toxin (TTC) in Transgenic Murine Models of 

Prion Disease 

El texto que se describe a continuación corresponde con el artículo publicado en la 

revista científica Molecular Neurobiology: 

Betancor M., Moreno‑Martínez L., López‑Pérez O., Otero A., Hernaiz A., Barrio T., 

Badiola J.J., Osta R., Bolea R., Martín‑Burriel I. (2021).  

Mol.Neurobiol. doi: 10.1007/s12035-021-02489-5 
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Therapeutic Assay with the Non‑toxic C‑Terminal Fragment of Tetanus Toxin (TTC) in 

Transgenic Murine Models of Prion Disease 

 

Abstract 

The non-toxic C-terminal fragment of the tetanus toxin (TTC) has been described 

as a neuroprotective molecule since it binds to Trk receptors and activates Trk-

dependent signaling, activating neuronal survival pathways and inhibiting apoptosis. 

Previous in vivo studies have demonstrated the ability of this molecule to increase mice 

survival, inhibit apoptosis and regulate autophagy in murine models of 

neurodegenerative diseases such as amyotrophic lateral sclerosis and spinal muscular 

atrophy. Prion diseases are fatal neurodegenerative disorders in which the main 

pathogenic event is the conversion of the cellular prion protein (PrPC) into an abnormal 

and misfolded isoform known as PrPSc. These diseases share different pathological 

features with other neurodegenerative diseases, such as amyotrophic lateral sclerosis, 

Parkinson’s disease or Alzheimer’s disease. Hitherto, there are no effective therapies to 

treat prion diseases. Here, we present a pilot study to test the therapeutic potential of 

TTC to treat prion diseases. C57BL6 wild-type mice and the transgenic mice Tg338, which 

overexpress PrPC, were intracerebrally inoculated with scrapie prions and then 

subjected to a treatment consisting of repeated intramuscular injections of TTC. Our 

results indicate that TTC displays neuroprotective effects in the murine models of prion 

disease reducing apoptosis, regulating autophagy and therefore increasing neuronal 

survival, although TTC did not increase survival time in these models. 

 

Keywords 

Prion · Prion diseases · Neurodegeneration · Autophagy · Tetanus toxin 
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Introduction 

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), also termed prion diseases, 

are fatal neurodegenerative disorders caused by prions that affect humans and a wide 

variety of animal species (Prusiner, 1982). These diseases share, as the main pathogenic 

event, the conversion of the cellular prion protein (PrPC) into an abnormal and misfolded 

isoform known as PrPSc. This leads to the accumulation of PrPSc in the central nervous 

system (CNS), which causes neuronal dysfunction and cell death (Pattison & Jones, 

1967). TSEs show morphological and pathophysiological hallmarks that mirror those of 

other neurodegenerative diseases, such as amyotrophic lateral sclerosis (ALS), 

Alzheimer’s disease or Parkinson’s disease (Frost & Diamond, 2010). Neurodegeneration 

is the main pathological feature of prion diseases. Although molecular mechanisms 

involved in the pathogenesis of prion diseases are still unknown, several pathways have 

been proposed to play an important role in TSE-associated neurodegeneration, among 

which autophagy and apoptosis are particularly relevant (Liberski et al., 2004). 

Autophagy is an essential mechanism of cellular catabolism in which damaged 

components, such as misfolded proteins, are included in double-membrane structures, 

known as autophagosomes, and degraded by lysosomes hence maintaining homeostatic 

balance inside cells (Rubinsztein, 2006). Thus, the activation of autophagic mechanisms 

seems to play a protective role since it can efficiently degrade misfolded proteins 

(Heiseke et al., 2010), and many studies have shown its importance in different 

neurodegenerative disorders like amyotrophic lateral sclerosis, Alzheimer’s disease or 

Parkinson’s disease, in which the presence of abnormal protein aggregates is a common 

feature (Nassif & Hetz, 2014). In prion diseases, it has been observed that the 

impairment of autophagic mechanisms pharmacologically or by siRNA inhibits the 

capacity of cells to degrade PrPSc (Heiseke et al., 2010). Many studies have identified 

autophagic dysregulation in TSE models (Boellaard et al., 1989; Liberski et al., 2004; 

Llorens et al., 2017; Moon et al., 2016; Xu et al., 2014), including the model used in this 

study (López-Pérez, Toivonen, et al., 2019) and impaired protein homeostasis has been 

implicated as an important major cause of toxicity common to prion diseases (Goold et 

al., 2015). Autophagic mechanisms, originated as a survival response to intracellular 
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PrPSc accumulation, can fail to recover homeostasis after exposure to PrPSc, thus leading 

to neuronal dysfunction and cell death (Mays & Soto, 2016).  

The activation of pro-apoptotic pathways has been demonstrated in natural 

forms of prion disease (Serrano et al., 2009). These mechanisms have proven to be a 

common cause of neuronal cell death in animal TSEs in different studies of scrapie-

infected sheep, mice and hamsters (Sisó et al., 2002; Williams et al., 1997). They have 

also been reported as a common form of neuronal death in human prion diseases as 

Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) and fatal familial insomnia (FFI) (Gray et al., 1999). 

Although its role is still controversial, apoptosis in prion diseases has been linked to the 

up-regulation of the pro-apoptotic factor Bax (BCL2 associated X) (Lyahyai et al., 2006; 

Lyahyai et al., 2007). Apoptosis can also be induced by chronic endoplasmic reticulum 

stress, which could activate pro-apoptotic pathways, such as IRE1 (inositol-requiring 

enzyme 1), ATF6 (activating transcription factor 6) or Akt/ PI3K (protein kinase 

B/phosphatidylinositol 3-kinase). All of them are related to the chaperone BiP/GRP78 

(binding immunoglobulin protein), reported to be overexpressed in this kind of diseases 

(Otero et al., 2021). Moreover, prion protein has been directly linked to apoptosis since 

PrPSc aggregates have been associated with activation of caspase 3 and caspase 8 

proteins, triggering caspase-dependent pathways and resulting in apoptosis (Kristiansen 

et al., 2005).  

 Tetanus neurotoxin (TeNT), a protein produced by Clostridium tetani, is the 

causative agent of tetanus, a potentially fatal condition (Farrar et al., 2000). TeNT 

toxicity depends on the presence of an L chain with metalloprotease activity (Schiavo et 

al., 2000), but its targeting to the neuronal synapses relies only on a 50 kDa carboxy-

terminal non-toxic fragment known as TTC which is not only required but sufficient for 

neuron binding and internalization (Herreros, Lalli, & Schiavo, 2000), retrograde 

transport and transsynaptic transport (Herreros, Lalli, Montecucco, et al., 2000). Hence, 

TTC has been used for targeting therapeutic molecules to the CNS (Coen et al., 1997), 

and several molecules such as the insulin-like growth factor 1 (IGF-1), the glial-derived 

neurotrophic factor (GDNF) or the brain derived neurotrophic factor (BDNF), among 

others, have been successfully transported into neurons by linking them to TTC (Chian 

et al., 2009; Ciriza et al., 2008; Larsen et al., 2006). Moreover, further studies have 
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shown that TTC is more than a carrier, and it also has neurotrophic properties. TTC 

mimics the action of natural neurotrophic ligands by binding to Trk receptors and 

activating Trk-dependent signaling, which leads to the activation of neuronal survival 

pathways and apoptosis inhibition (Toivonen et al., 2010). Even though the detailed 

mechanism on how TTC activates Trk receptors is not known, activation of 

neuroprotective pathways by TTC binding to these receptors has been demonstrated in 

both in vivo and in vitro studies (Gil et al., 2000; Mendieta et al., 2009). TTC alone delays 

the onset of symptoms and functional deficits in ALS murine models, decreasing 

motoneuron death and prolonging mice lifespan (Ciriza et al., 2008; Moreno-Igoa et al., 

2009) and in mouse models of spinal muscular atrophy (SMA), where it modulates 

autophagy markers and reduces apoptosis (Olivan et al., 2016).  

The aim of the present study was to test TTC as a potential therapy for prion 

diseases. Considering the impact of autophagy and apoptosis in both prion diseases 

(López-Pérez et al., 2020) and ALS (Moreno-Igoa et al., 2009; Olivan et al., 2015), in 

which TTC has shown therapeutic results, and the potential of TTC as an anti-apoptotic 

and autophagy-regulator molecule, we assessed the apoptotic and autophagic 

mechanisms in the CNS of prion diseased murine models treated with TTC. 

 

Materials and methods 

Murine clinical assay 

Two models of mice were used: C57BL6 (expressing the wild-type variant of 

murine PrPC) and Tg338 transgenic mice (overexpressing ~ 8 × the VRQ variant of ovine 

PrPC) (Laude et al., 2002). Twenty-four animals of the Tg338 mouse line were 

intracerebrally inoculated with a second passage of sheep scrapie in Tg338, while twelve 

C57BL6 mice were intracerebrally challenged with the scrapie strain 22L.  

  Each mouse line was separated into two different groups: a control group (Tg338 

n = 12; C57BL6 n = 6) and a treated group (Tg338 n = 12; C57BL6 n = 6). The treated 

group was intramuscularly inoculated with 1 μg of TTC recombinant protein (Moreno-

Martinez et al., 2020) in the quadriceps muscle once a month, for 6 months, while the 

control group was intramuscularly inoculated with PBS following the same pattern. 
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Groups were sex-balanced, with approximately half males and half females in all of 

them. Following the experimental design performed in previously published assays with 

TTC in neurodegenerative diseases (Moreno-Igoa et al., 2009; Moreno-Martinez et al., 

2020), no negative controls (prion uninfected mice, treated and untreated) were 

included since no neurodegeneration was supposed to appear at the ages the animals 

were sacrificed, and therefore no TTC-related effects were expected. 

Mice were monitored daily for the onset of neurological signs. All animals were 

humanely euthanized by cervical dislocation when clinical signs of disease were 

detected (i.e. locomotor disorders, poor body condition and any signs of impaired 

feeding ability), and their brains collected. Brains were sagittally divided into two, and 

half of the brain was preserved in formaldehyde for its further use in histopathological 

and immunohistochemical analyses, while the other half was divided in two parts, one 

containing the frontal cortex, which was preserved frozen for further biomolecular 

analyses, and the other containing the rest of the areas, which was collected in 

RNAlater™ Solution for its use in gene expression analyses. No significant signs of 

distress or pain were observed in the animals other than those related to the onset of 

neurological signs, at which time they were euthanized. Kaplan–Meier survival curves 

were drawn and statistically significant differences in survival curves were assessed with 

the Mantel–Cox log-rank test (p < 0.05).  

Histological and immunohistochemical analyses  

The presence and distribution of PrPSc in mouse brain samples was evaluated by 

paraffin-embedded tissue-blot (PETblot). PET-blot was performed as described 

elsewhere (Schulz-Schaeffer et al., 2000). Briefly, 4-μm paraffin-embedded brain 

sections were collected onto a nitrocellulose membrane and dried at 56 °C for 24 h. 

Membranes were then subjected to dewaxing and rehydration and incubated for 2 h in 

a proteinase K solution (250 μg/ml) at 56 °C to completely digest PrPC. Denaturation of 

the remaining PrPres was achieved by incubating the membranes in a solution of 

guanidine thiocyanate 3 M. After blocking the membrane with 0.2% BSA to avoid cross-

reactivity, detection was carried out through sequential incubation with the anti-PrP 

antibody Sha31 (1:8,000, SPI-Bio) and a secondary alkaline phosphatase-conjugated 
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antibody (1:500, Dako Agilent, Santa Clara, CA, USA), followed by development with 

NBT/BCIP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

To perform immunohistochemical and histopathological studies, sagittal 

sections from paraffin-embedded mouse brains (4 μm thick) were cut and collected on 

glass slides and dried at 56 °C for 24 h. Immunohistochemistry was used for the 

detection of NeuN, the activated (cleaved) form of caspase-3, LC3B and p62 to assess 

neuronal survival, apoptosis, and autophagic mechanisms, respectively. Antigen 

retrieval was performed with citrate buffer (pH 6.0) for 10 min at 96 °C, and endogenous 

peroxidase activity was blocked using a blocking reagent (Dako Agilent) for 15 min. Next, 

sections were incubated with primary antibodies anti-LC3B (1:200; Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, USA, sc-271625), anti-p62 (1:200; Enzo LifeSciences, PW9860) 

and anti-NeuN (1:100, Abcam, Cambridge, UK, ab104224) during 1 h at room 

temperature and anti-caspase-3 (1:50; Santa Cruz Biotechnology, sc-56052) overnight 

at 4 °C. Then, samples were incubated with an enzyme-conjugated Envision polymer 

(Dako Agilent) for 30 min at room temperature and DAB (diaminobenzidine, Dako 

Agilent) was used as the chromogen. For each marker, all animals were stained in a 

single batch in order to reduce possible staining intensity differences due to the 

immunohistochemistry performance. The specificity of the immunohistochemical 

technique was determined by the absence of immunostaining in mouse brain sections 

in which the primary antibody incubation was omitted. Neuropathological changes and 

spongiform lesions were studied by hematoxylin–eosin staining. 

Brain sections were examined using a Zeiss Axioskop 40 optical microscope. 

Evaluation was blindly performed in all animals, in nine encephalic areas: frontal cortex 

(Fc), septal area/striatum (Sa), Parietal cortex (Pc), hippocampus (Hc), thalamus (Th), 

hypothalamus (Ht), mesencephalon (Mes), medulla oblongata (Mobl) and cerebellum 

(Cbl) (Fraser & Dickinson, 1968). The cerebellum was not evaluated for LC3B, p62 and 

NeuN immunohistochemistry since no immunostaining was found in this area. 

Spongiosis and PrPSc deposition were semiquantitatively scored on a scale of 0 (lack of 

spongiosis/ PrPSc deposit) to 5 (very intense spongiosis/ PrPSc deposit) since 

semiquantitative evaluation is the standard method to assess these features (Fraser & 

Dickinson, 1973). Semiquantitative evaluation for spongiosis and PrPSc was performed 
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twice for each mouse and brain area. Caspase-3 staining was quantitatively evaluated 

by counting all the stained cells present in the whole sagittal section of each mouse brain 

at a 20 × magnification. LC3B, p62 and NeuN immunostaining was assessed using the 

Image J software. The Image J assessed markers staining was evaluated by the colour 

deconvolution method as previously described (Mustafa et al., 2015), which measures 

both the number of stained cells and the intensity at once. Two photographs (taken at 

10 × magnification) of each brain area per mouse were evaluated. The used chromogen 

in the immunohistochemistry techniques was diaminobenzidine (DAB), and therefore 

the images were subjected to colour deconvolution using the “H DAB” algorithm, and 

the “Colour_2” image (showing the DAB staining) intensity colour was measured by the 

“Mean gray value”. Once the mean gray value for each photograph was obtained, the 

resulting intensity values were converted to optical density by using the following 

formula: OD = log (maximum intensity/mean intensity), therefore quantifying the 

average darkness of the image due to DAB signal. Since empty areas within the image 

can bias the results reducing the average OD, only photographs in which tissue occupied 

the whole area were analysed.  Statistically significant differences were determined 

using the Mann–Whitney U test (p < 0.05). 

Western blot analyses 

Briefly, 25 μg of total protein from the frontal cortex of four mice per group were 

subjected to 10% SDS/PAGE and transferred to PVDF membranes (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA). After blocking at 4 °C overnight with 2% bovine serum albumin (Thermo Fisher 

Scientific), the membranes were incubated for 1 h at RT with the following primary 

antibodies diluted in blocking buffer: mouse monoclonal antiMAP-LC3B (1:1000; Santa 

Cruz Biotechnology, sc-271625) and rabbit polyclonal anti p62 (1:1000, Enzo Life 

Sciences, PW9860). Next, the membranes were incubated for 1 h at RT with a HRP 

conjugated secondary antibody diluted 1:4000 in blocking buffer (goat anti-mouse IgG-

HRP for MAP-LC3, or goat anti-rabbit IgG-HRP for p62; Santa Cruz Biotechnology). After 

washing, Western blots were developed using the ECL Plus Western Blotting system (GE 

Healthcare, UK) and visualized with VersaDoc imaging system (Bio-Rad). After detection 

of the interest protein, β-actin immunodetection was also performed in both 

membranes to normalize band intensity quantification. Membranes were washed with 
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PBST for 1 h at room temperature and then incubated with mouse monoclonal anti β-

actin antibody (1:2000, Bio-Rad, VMA00048) for 2 h at room temperature and 

developed as described above. 

The image J software was also used to quantify band intensity in Western blots. 

For this purpose, each band was individually selected and circumscribed with the 

rectangular ROI (region of interest) selection and then “Gels” function was used, 

obtaining the corresponding histograms for each band. This was followed by 

quantification of the peak area of intensity of the histograms. Obtained values were 

normalized through the measure of the intensity of β-actin bands. Statistically significant 

differences were determined using the Student’s t test (p < 0.05).  

Gene expression analyses  

Four genes described to be involved in autophagy were selected for the analysis 

of their expression profile in the brain of mice: Atg5 (autophagy related 5), Becn1 (Beclin 

1), Fbxw7 (F-box/WD repeat-containing protein 7) and Gas5 (growth arrest-specific 5). 

Gene expression was quantified in the thalamic area (including thalamus, hypothalamus 

and the surrounding area) of mice since it showed a high accumulation of PrPSc and high 

scores of spongiform changes in both mouse models. Sagittally cut sections of the 

thalamic area (thalamus, hypothalamus and surrounding area) were collected in 

RNAlater™ Solution (Thermo Fisher Scientific). Total RNA was obtained from 80 mg of 

this area using a RNeasy Lipid Tissue Mini kit (QIAGEN®, Venlo, the Netherlands) and 

following the manufacturer’s recommended protocol. Complementary DNA (cDNA) was 

obtained from 200 ng of total RNA using qScript™ cDNA Supermix (Quanta Biosciences™, 

Beverly, MA, USA). Resulting cDNA was diluted 1:5 in water for further analyses. The 

quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was performed with 

TaqMan probes (Thermo Fisher Scientific) used for the amplification of the selected 

genes. PCR reactions were performed using TaqMan Universal PCR Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific), and PCR was carried out in a StepOne Real-Time PCR System (Thermo 

Fisher Scientific) using universal conditions. All reactions were run in triplicate in a total 

volume of 5 μL, using 2.25 μL of diluted cDNA. The expression of two housekeeping 

genes (H6pd, Sdha) was used to normalize results. Relative gene expression 

quantification was subsequently determined using normalized data and relative 
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quantification was performed using the 2−ddCt method. Differences between 

experimental groups were evaluated using an unpaired Student’s t test (two-tailed), 

with significance at p < 0.05.  

 

Results 

Survival time, histopathological lesions and PrPSc deposition do not significantly variate 

after intramuscular injection of TTC in prion infected mice 

All mice were sacrificed at the onset of clinical signs. Signs of disease in C57BL6 

included severe ataxia and poor body condition, while Tg338 showed slight locomotor 

disorders, kyphosis and poor body condition. For C57BL6 mice, the mean survival time 

for the treated group (n = 6) was 164 ± 7 days, while for the control group (n = 6) was 

157 ± 4 days. Regarding Tg338 mice, mean survival times were 192 ± 12 days for the 

treated group (n = 12) and 176 ± 16 days for the control group (n = 12). Although survival 

time means were higher for the treated group in both Tg338 and C57BL6, no significant 

differences between treated and control mice survival periods were found in any of the 

mouse lines when applying the Mantel-Cox log-rank test (Figure 1).  

Figure 1. Effect of TTC injection in the survival of prion-infected mice. Figure shows Kaplan–Meier 

survival curves for C57BL6 mice and Tg338 mice. The Mantel–Cox log-rank test revealed no significant 

differences between groups.  

 Regarding prion-associated neuropathology, all mice of each line displayed 

similar neuropathological lesion profiles and PrPSc deposition patterns, despite 

belonging to the treated or control group. Spongiosis, the main histopathological lesion 

in prion diseases, was semiquantitatively evaluated in nine brain areas of all groups of 
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mice on a scale from 0, meaning an absence of vacuolization, to 5, meaning intense 

spongiosis (Figure 2A). Spongiform changes were mostly observed in the neuropil rather 

than in neurons. C57BL6 mice showed higher spongiform changes in cerebellum and 

thalamus, while in Tg338 mice the most severe lesions were observed in medulla 

oblongata, thalamus, hippocampus, parietal cortex and septal area/striatum (Figure 2B). 

Although treated mice seemed to display slightly lower lesion degrees in some brain 

areas in both C57BL6 and Tg338 mouse lines, no significant differences were found 

between the treated and control groups in any of the lines. 

 

Figure 2. Spongiform changes in the brains of TTC-injected and control Tg338 and C57BL6 mice. A) 

Representative images of hematoxylin and eosin staining in the hypothalamus of clinical prion-infected 

C57BL6 and Tg338 mice. B) Graphics show comparisons of the semiquantitative evaluation (on a scale of 

0, lack of spongiosis, to 5, very intense spongiosis) of these lesions in TTC-injected and control groups of 
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both mouse lines in medulla oblongata (Mobl), cerebellum (Cbl), mesencephalon (Mes), hypothalamus 

(Ht), thalamus (Th), hippocampus (Hc), septal area/striatum (Sa), Parietal cortex (Pc) and frontal cortex 

(Fc). Spongiosis levels are similar in the control and treated groups. No significant differences were found 

using the Mann–Whitney U test. 

Concerning PrPSc deposits, evaluated by PET-Blot and semiquantitative scoring, 

C5BL6 mice showed higher deposition at the cerebellum, cortex, thalamus and 

hypothalamus, while in Tg338 mice deposition profiles were characterized by peak 

scores at the hypothalamus, thalamus, mesencephalon and medulla oblongata (Figure 

3A). Deposition scores were similar in control and TTC-treated mice, and no statistically 

significant changes were detected comparing groups of each mouse line in any of the 

brain areas (Figure 3B). 

 

Figure 3. PrPSc deposition in the brains of Tg338 and C57BL6 mice TTC-injected and control groups. A) 

Representative images of PrPSc deposits detected by PET-blot method in the brain of C57BL6 and Tg338 

mice. B) Graphics show comparisons of the semiquantitative evaluation (on a scale of 0, lack of staining, 
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to 5, staining present at maximum intensity) of these deposits in TTC-injected and control groups of Tg338 

and C57BL6 mice in medulla oblongata (Mobl), cerebellum (Cbl), mesencephalon (Mes), hypothalamus 

(Ht), thalamus (Th), hippocampus (Hc), septal area/striatum (Sa), Parietal cortex (Pc) and frontal cortex 

(Fc). Mice belonging to each of the lines showed similar deposition scores. No significant differences of 

PrPSc deposition were found using the Mann–Whitney U test. 

 

The pro‑apoptotic activated form of caspase‑3 is reduced in TTC‑treated mice with a 

clinical prion disease 

Immunohistochemical assessment of the active form of caspase-3 revealed an 

increase of apoptotic processes in non-treated mice compared to TTC-injected animals. 

Caspase-3 immunostaining revealed isolated immunopositive neurons scattered 

throughout the brain. Apoptotic nuclei were also observed in some stained cells. Stained 

neurons were quantified and the treated animals, both in line C57BL6 and in line Tg338, 

presented a significant lower number of apoptotic cells (Figure 4). When statistically 

compared with the Mann–Whitney U test, significant differences were found between 

the TTC-treated and control group in both mouse lines. 

 

Figure 4. Caspase-3 expression levels in CNS are higher in control mice than in TTC-treated mice. A) 

Caspase-3 immunopositive cells (arrows) in the central nervous system of mice. B) Graphics show the 

quantitative determination of caspase-3 stained cells in the brains of treated and control groups of C57BL6 
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and Tg338 mice. Both mouse lines showed a lower number of immunopositive cells in the treated group, 

and significant differences appeared between groups when testing them with the Mann–Whitney U test 

(**p < 0.01 and ***p < 0.001).  

 

Mice treated with intramuscular injections of TTC show differential regulation of 

autophagy markers in the brain compared to controls  

LC3B and p62 proteins were immunohistochemically evaluated in order to 

determine whether the injection of TTC influenced the regulation of autophagy in prion 

diseases. Immunohistochemical determination of these two autophagy markers 

revealed differential regulation of autophagic mechanisms in mice treated with TTC 

injection. Regarding LC3B, an increase of immunolabelling was noticed in all brain areas 

of both C57BL6 and Tg338 TTC-treated mice compared to their controls (Figure 5B). This 

difference was statistically significant after performing the Mann–Whitney U test in 

mesencephalon, hypothalamus, thalamus and parietal cortex in C57BL6 mice and in all 

the evaluated brain areas except the hippocampus in Tg338 mice. LC3B immunostaining 

pattern was defined by consistent intraneuronal labeling affecting most of the neurons 

and by diffuse staining of the neuropil. Although they showed the same pattern, the 

control groups displayed a lower number of stained cells along with lower 

immunostaining intensities (Figure 5A). 
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Figure 5. LC3B determination in Tg338 and C57BL6 prion infected mice after TTC intramuscular injection. 

A) Different staining levels of LC3B immunostaining found in mice cerebral cortex, showing a cytoplasmic 

staining in neurons. B) Comparison of the evaluation through Image J software of the LC3B 

immunostaining in TTC injected and control groups of Tg338 and C57BL6 lines in medulla oblongata 

(Mobl), mesencephalon (Mes), hypothalamus (Ht), thalamus (Th), hippocampus (Hc), septal area/striatum 

(Sa), parietal cortex (Pc) and frontal cortex (Fc). Treated mice of both lines show higher LC3B 
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accumulation. Significant differences were studied using the Mann–Whitney U test (*p < 0.05 and **p < 

0.01) and found in Mes, Ht, Th and Pc in C57BL6 mice and in Mobl, Mes, Ht, Th, Pc, Sa and Fc in Tg338 

mice. C) Western Blot analyses of LC3B in the frontal cortex of the four groups of mice. Distinctive bands 

at ~ 18 kDa and ~ 15 kDa, corresponding to the lipidated and non-lipidated forms of LC3B. β-Actin 

immunodetection is shown at ~ 42 kDa. Significant differences were found between treated and 

untreated mice in the Tg338 line when using the Student’s t test (**p < 0.01). 

 

On the contrary, treated mice of both lines showed clearly lower accumulation 

of p62 in comparison to their respective controls. TTC-injected mice displayed lower 

immunostaining scores in all the CNS analysed areas in both mouse lines. Differences 

were significant in medulla oblongata, hypothalamus, thalamus, frontal cortex and 

parietal cortex in C57BL6 mice and, as in LC3B evaluation, all brain areas but the 

hippocampus in Tg338 mice (Figure 6B). The immunolabeling for p62 was characterized 

by neuronal and glial intracellular staining and granular staining of the neuropil. All mice 

presented this pattern, but treated mice showed lesser staining intensities and a lower 

number of stained cells (Figure 6A).  

The specificity of the antibodies and protein expression of these two autophagy 

markers were also tested by Western Blot in the frontal cortex of both treated and 

untreated C57BL6 and Tg338 mice. LC3B immunoblot revealed two bands at ~ 18 kDa 

and ~ 15 kDa, corresponding to the lapidated and non-lipidated forms of this protein 

(Figure 5C). After signal band quantification of the interest proteins and normalization 

of the results by β-actin quantification, significant differences were found in the Tg338 

line, where treated mice displayed higher protein levels than the control group, in 

agreement with the results of the immunohistochemistry. Regarding p62 immunoblot 

analyses, a single band at ~ 62 kDa was detected (Figure 6C), and significant differences 

were found for Tg338 mice, the control group showing higher expression levels of this 

protein than treated animals, also in accordance with the immunohistochemical 

analyses for this protein.   
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Figure 6. Assessment of p62 expression in Tg338 and C57BL6 prion infected mice after TTC intramuscular 

injection. A) Representative images of p62 immunostaining in cerebral cortex of mice, where a 

cytoplasmic labeling can be observed. B) Evaluation of p62 staining in brains of control and treated C57BL6 

and Tg338 mice using the Image J software in the aforementioned brain areas. Treated mice of both lines 

displayed lower scores for p62 immunolabeling. Evaluation of significant differences was performed using 

the Mann–Whitney U test (*p < 0.05 and **p < 0.01) and significant differences were found in Mobl, Ht, 

Th, Pc and Fc in C57BL6 mice and in Mobl, Mes, Ht, Th, Pc, Sa and Fc in Tg338 mice. C) Western Blot for 
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the p62 protein in the frontal cortex different groups of mice. A single band at ~ 62 kDa confirms the 

specificity of the antibody. β-Actin immunodetection is shown at ~ 42 kDa. Significant differences were 

found between treated and untreated mice in the Tg338 line when using the Student’s t test (**p < 0.01). 

 

Four markers of autophagy (Atg5, Becn1, Fbxw7 and Gas5) were analysed by 

real-time PCR in mice brain samples to determine their mRNA expression levels after 

TTC treatment. Expression of these genes was studied in the thalamic area (thalamus 

and hypothalamus) of Tg338 and C57BL6 TTC-treated and control mice. Figure 7 displays 

the mean dCt values of the analysed genes. Becn1, Fbxw7 and Gas5 displayed an 

upregulation and Atg5 was downregulated in treated C57BL6 mice (Figure 7A). 

Differences in gene expression between TTC-treated and control mice were more 

remarkable in C57BL6 mice, where Atg5 displayed a significant decrease of the 

expression (p = 0.02), while Becn1 and Fbxw7 showed a significant upregulation (p = 

0.0042 and p = 0.0043, respectively) in the treated group. Significant changes were not 

detected in Tg338 mice (Figure 7B). 

Figure 7. Autophagy-related gene expression profiles. mRNA expression profiles of Atg5, Becn1, Fbxw7 

and Gas5 in the thalamus and hypothalamus of TTC-treated and controls C57BL6 and Tg338 mice. 

Relative expression levels are expressed as mean ± standard deviation. Normalization of results was 

performed using the expression of Sdha and H6pd housekeeping genes. The expression values were 

determined using the 2−ddCt method and differences between experimental groups were analysed using 

the Student’s t test (*p < 0.05 and **p < 0.01).  
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Neuronal survival assessed through NeuN marker expression is higher in prion diseased 

mice treated with TTC 

The NeuN protein is widely used to assess neuronal survival since it reflects the 

functional state of these cells. NeuN immunolabeling was observed as a strong 

immunolabeling of the nucleus along with a perinuclear staining affecting numerous 

cells (Figure 8A).  

 

Figure 8. Immunohistochemical analyses of NeuN in the brains of TTC-injected and control Tg338 and 

C57BL6 mice. A) Representative pictures of different staining levels of NeuN immunostaining in cerebral 

cortex of C57BL6 and Tg338 mice, showing a nuclear and perinuclear staining in neurons. B) Comparison 

of the evaluation (using the Image J software) of the NeuN immunostaining in TTC-injected and control 

groups of Tg338 and C57BL6 lines in medulla oblongata (Mobl), mesencephalon (Mes), hypothalamus 
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(Ht), thalamus (Th), hippocampus (Hc), septal area/striatum (Sa), parietal cortex (Pc) and frontal cortex 

(Fc). A NeuN immunostaining increase was observed in all brain areas of treated mice, both in C57BL6 and 

Tg338 lines. Significant differences were evaluated using the Mann–Whitney U test (*p < 0.05 and **p < 

0.01) and found in Sa in C57BL6 mice and in Mobl, Mes, Ht, Th, Pc, Sa and Fc in Tg338 mice. 

 

Treated mice from both lines showed increased neuronal survival in all the 

analysed brain areas since the control group of both lines displayed   a lower number of 

immunolabeled neurons. In C57BL6 mice, significant differences were found using the 

Mann–Whitney U test between the treated and control group in the septal 

area/striatum, while in Tg338 mice significant differences in NeuN expression appeared 

in all the analysed brain areas but the hippocampus (Figure 8B). 

 

Discussion 

Prion diseases are fatal neurodegenerative disorders in which the main 

pathogenic event is the conversion of PrPC into PrPSc, leading to the accumulation of 

PrPSc in the central nervous system and therefore causing neuronal dysfunction and 

death resulting in spongiform degeneration. The neuroprotective role of the non-toxic 

C-terminal fragment of tetanus toxin has been related to antiapoptotic and pro-survival 

pathways, resembling neurotrophins, and demonstrated in vitro (Chaib-Oukadour et al., 

2004; Gil et al., 2000) and in vivo in murine models of ALS and SMA (Ciriza et al., 2008; 

Moreno-Igoa et al., 2009; Olivan et al., 2016). We report here the first assay with TTC in 

a model of prion-related neurodegeneration.  

 The role of apoptosis in prion-associated neurodegeneration is still unclear. This 

mechanism has been described in scrapie-infected mice several times (Giese & 

Kretzschmar, 2001; Kretzschmar et al., 1997; Sisó et al., 2002; Williams et al., 1997), and 

the activation of caspases and some alterations in apoptosis-related genes have been 

detected in the latest stages of human and animal prion diseases (Hetz, 2003; Lyahyai 

et al., 2007; Serrano et al., 2009). Despite this, when challenging knock-out mice for the 

pro-apoptotic proteins caspase-12 or Bax with prions, no significant pathogenic changes 

or disease progression were found (Steele et al., 2014; True-Krob & Chiesa, 2015). 

Hence, it has been suggested that in these diseases, apoptosis may not be especially 
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important for the onset and progression of the disease but a late process or, 

alternatively, that the main cell death mechanism in prion diseases might involve a non-

apoptotic pathway (Mays & Soto, 2016).  

TTC has been described as an anti-apoptotic molecule that binds to Trk receptors 

activating Trk-dependent signaling. This leads to the activation of pro-survival pathways 

such as MAPK/ERK and PI-3 K, which inhibit caspase-dependent apoptosis (Toivonen et 

al., 2010). Reduction of apoptosis due to this molecule has already been described in 

ALS murine models, where decreased levels of the active form of caspase-3 after TTC 

injection have been reported (Moreno-Igoa et al., 2009). In this study, we have observed 

that TTC also reduces caspase-3 related apoptosis in prion-infected mice. TTC treated-

mice presented significantly lower levels of the active form of caspase-3 in their brains, 

thus confirming that, as in other neurodegenerative diseases, TTC could affect 

antiapoptotic pathways.  

The cellular process of autophagy has several functions within we find response 

to nutrient starvation, intracellular clearance or elimination of pathogens (Mizushima & 

Hara, 2006), and it is also involved in the degradation of damaged proteins therefore 

being one of the most important protein homeostasis systems (Rubinsztein, 2006). 

These functions make autophagy a pro-survival mechanism, but it has also been 

reported to mediate a non-apoptotic cellular death (Kroemer & Jaattela, 2005). Due to 

this, the impairment of autophagy has been related to different pathologies, including 

neurodegenerative diseases (Larsen & Sulzer, 2002). Impaired protein homeostasis has 

been reported as one of the main causes of prion-associated toxicity (Goold et al., 2015), 

and autophagy has been claimed to have a neuroprotective role against prion-mediated 

neurotoxicity (Aguzzi et al., 2018; Forloni et al., 2013; Goold et al., 2015). Despite its 

initial cytoprotective role, it has also been proposed that when autophagy progresses 

unrestrained over a certain threshold, it might lead to the upregulation of cell death 

markers and activation of apoptosis or other cell death modalities (Mariño et al., 2014).  

The analysis of LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3, which 

presents three isoforms — LC3A, LC3B and LC3C — and is present in the autophagosome 

membrane (Mizushima & Yoshimori, 2014)) and p62 (also known as SQSTM1, 

sequestosome 1, which acts as a substrate in autophagic degradation (Myeku & 
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Figueiredo-Pereira, 2011)) together is a good approach for the evaluation of autophagic 

activity (Niklaus et al., 2017). LC3B is one of the most used markers to monitor 

autophagy in mammals (Suzuki et al., 2014), and p62 accumulation reveals a 

dysregulation of autophagic mechanisms (Tanida, 2011). Moreover, the downregulation 

of LC3B and the accumulation of p62 have been reported in prion-infected clinical mice 

compared to non-diseased mice, suggesting an impairment of autophagy at the late 

stage of prion infection (López-Pérez, Toivonen, et al., 2019). In our study, after TTC-

injection, scrapie-diseased mice presented differences in the regulation of autophagy 

proteins compared to their controls. While LC3B showed an increase of immunolabelling 

in TTC-treated mice, p62 immunostaining intensity was lower in this group compared to 

their controls, which reflects an induction of autophagy as a result of this treatment. 

These differences were present in all the analysed brain areas, and in both Tg338 and 

C57BL6 mice. 

To complement the autophagic-related protein expression studies, we assessed 

the autophagy at a gene-expression level through the analysis of the markers of 

autophagy Becn1, Fbxw7, Gas5 and Atg5 (López-Pérez et al., 2020). After injection of 

TTC, we observed an upregulation of Becn1, Fbxw7 and Gas5 and a downregulation of 

Atg5 transcripts. Downregulation of these positive autophagy gene regulators (Becn1, 

Fbxw7, Gas5 and Atg5) has been described in the CNS of scrapie-infected mice (both 

wild-type or transgenic) and naturally scrapie infected sheep (López-Pérez, Otero, et al., 

2019; López-Pérez, Toivonen, et al., 2019). Therefore, the observed upregulation of 

Becn1, Fbxw7 and Gas5 could reflect a recovery of autophagy dysregulation induced by 

prions after TTC injection. Gene expression differences were more noticeable in C57BL6 

mice than in Tg338 mice. PrPC seems to play a role in the regulation of the autophagic 

process (Shin et al., 2013), and then overexpression of ovine PrPC in Tg338 could affect 

autophagy modulation, at least at the transcript level as p62and LC3B levels were similar 

in both models. Differences in autophagy-related proteins and gene expression under 

TTC treatment show an effect of TTC in the autophagic machinery regulation involved in 

prion diseases. Similarly, TTC alters/modulates autophagy mechanisms in muscle and 

spinal cord of murine SMA models (Olivan et al., 2016) where TTC induces 

downregulation of p62 and Atg5 as in our assay but, in contrast to our results, decreased 
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LC3 and Becn1 levels.  As mentioned above, the genetic background can be crucial in the 

response of animals to TTC treatment, mainly at the transcript level. This or the moment 

and tissue used for the analysis could explain these differences.  

The NeuN protein, localized in the nucleus and perinuclear cytoplasm of most 

neurons in the central nervous system of mammals, reflects the functional state of these 

cells (Gusel'nikova & Korzhevskiy, 2015) and therefore is used as a marker of neuronal 

survival. This neuronal marker has been reported to decrease in prion infected mice 

during prion disease due to severe neuronal loss (Jalland et al., 2016). Our results show 

that NeuN immunolabelling was higher in scrapie diseased mice after TTC-injection in 

both mouse lines. Although sometimes mild, this increase on neuronal survival could be 

observed in all brain areas. The increase in neuronal survival could be observed in the 

treated group of both lines, but the statistical significance was higher in Tg338. The 

overexpression of PrPC is known to affect several factors, from different molecular 

pathways (Rachidi et al., 2003) to strain selection in prion diseases (Le Dur et al., 2017). 

Moreover, PrPC has been reported to display a neuroprotective role (Lo et al., 2007). 

Therefore, Tg338 PrPC overexpression could be affecting not only autophagy 

mechanisms, as previously proposed, but also the response of other survival pathways 

to TTC administration. The fact that neuronal survival was higher in the TTC-treated 

group even though spongiosis was similar in TTC-treated and control mice could be 

related to the reduction of the apoptosis observed in treated mice. 

The finding that TTC affected apoptosis and autophagy and that this was linked 

to an increase on neuronal survival in TTC-treated mice suggests that TTC is able to 

reduce apoptosis and to regulate autophagy. Moreover, the differences in p62, LC3 and 

NeuN expression between control and TTC-injected groups could be observed in all 

brain areas, suggesting that TTC is able to diffuse to the whole brain.  

 Currently, there are no effective therapeutic or prophylactic treatments for 

prion diseases. Given the complex pathogenesis of these disorders, a wide variety of 

therapeutic strategies has been proposed, those aiming at reducing PrPSc accumulation 

being of special importance, since this protein is the underlying neurotoxic agent (Goold 

et al., 2015). There is experimental evidence that the induction of autophagic activity 

through drugs reduces the levels of PrPSc (Heiseke et al., 2010; Yao et al., 2013), but it 
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has been observed that the administration of these drugs once neuroinvasion has 

already taken place does not cause a clear degradation of PrPSc deposits in the CNS. 

Thus, it is plausible that autophagic regulation after intracerebral prion inoculation does 

not lead to a decrease in PrPSc deposition. In agreement with this, we observed that, 

although TTC affects autophagy, it does not avoid PrPSc accumulation. This explains the 

fact that both TTC-treated and control mice developed similar PrPSc and spongiosis 

scores, and as a result their survival periods were similar. However, given the autophagy 

regulatory characteristics that TTC shows in prion disease models, further investigations 

on TTC effects after prion oral or intraperitoneal inoculation or in prioninfected cultured 

cells could be useful to elucidate the effects of TTC on autophagy in these diseases, and 

its connection with PrPSc propagation.  

In summary, even though TTC has not affected vacuolation or PrPSc 

accumulation, it shows neuroprotective properties through the regulation of autophagic 

mechanisms and reduction of caspase-dependent apoptosis, thus leading to an increase 

of neuronal survival. These preliminary findings reinforce the role of TTC as a regulator 

of apoptosis and autophagy, and more importantly, as a neuroprotective molecule. 

 

Ethics approval. C57BL6 mice were obtained from the breeding colony at CEETE 

(Zaragoza, Spain). The transgenic murine line Tg338 was developed by H. Laude and J.L. 

Vilette (INRA, Jouy-en-Josas, France) (Laude et al., 2002). This line was provided by O. 

Andréoletti (ENVT-INRA, Toulouse, France) and was maintained and bred in our 

facilities. All procedures involving animals adhered to the guidelines included in the 

Spanish law for Animal Protection RD53/2013 and the European Union Directive 

2010/63 on the protection of animals used for experimental purposes. The project was 

approved by the Ethics Committee for Animal Experiments from the University of 

Zaragoza and performed under their supervision. 
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Neurogranin and Neurofilament Light Chain as Preclinical Biomarkers in Scrapie 

 

Abstract 

Prion diseases are diagnosed in the symptomatic stage, when the neuronal 

damage is spread throughout the central nervous system (CNS). The assessment of 

biological features that allow the detection of asymptomatic cases is needed, and, in 

this context, scrapie, where pre-symptomatic infected animals can be detected through 

rectal biopsy, becomes a good study model. Neurogranin (Ng) and neurofilament light 

chain (NfL) are proteins that reflect synaptic and axonal damage and have been studied 

as cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers in different neurodegenerative disorders. In this 

study, we evaluated Ng and NfL both at the protein and transcript levels in the CNS of 

preclinical and clinical scrapie-affected sheep compared with healthy controls and 

assessed their levels in ovine CSF. The correlation between these proteins and the main 

neuropathological events in prion diseases, PrPSc deposition and spongiosis, was also 

assessed. The results show a decrease in Ng and NfL at the protein and gene expression 

levels as the disease progresses, and significant changes between the control and 

preclinical animals. On the contrary, the CSF levels of NfL increased throughout the 

progression of the disease. Negative correlations between neuropathological markers 

of prion disease and the concentration of the studied proteins were also found. 

Although further research is needed, these results suggest that Ng and NfL could act as 

biomarkers for neurodegeneration onset and intensity in preclinical cases of scrapie.  

 

Keywords 

Prion · Prion diseases · Scrapie · Biomarkers · Neurodegeneration · Neurogranin · 

Neurofilament light chain 
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Introduction 

Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs), also known as prion 

diseases, are fatal neurodegenerative disorders that include the different forms of 

Creutzfeldt–Jakob disease (CJD) in humans, bovine spongiform encephalopathy (BSE) in 

cattle, and scrapie in sheep and goats, among others (Prusiner, 1982). They are caused 

by prions, which induce the conversion of the cellular prion protein (PrPC) into a 

misfolded form known as PrPSc, which accumulates in the central nervous system (CNS), 

leading to spongiform degeneration and neuronal loss (Wood et al., 1997). Hitherto, in 

humans, prion diseases can only be identified and diagnosed in symptomatic patients 

(Hermann et al., 2021); therefore, it is not known whether cerebrospinal fluid (CSF) tests 

would detect non-symptomatic patients of CJD. In sporadic CJD (sCJD), characterized by 

rapidly progressive dementia and ataxia (Puoti et al., 2012), two established markers in 

the routine diagnostics are 14-3-3 and total tau in CSF, both considered as markers of 

neuronal damage (Otto et al., 2002). Moreover, the real-time quaking-induced 

conversion assay (RTQuIC), which directly detects the pathogen, is used as a highly 

specific and sensitive test in CSF (Cramm et al., 2015). In sheep scrapie, contrary to 

human cases, non-asymptomatic prion-infected animals can be easily detected by rectal 

biopsy (González et al., 2008). A previous study (Llorens et al., 2018) demonstrated that 

CSF 14-3-3, tau, and PrP seeding activity (RT-QuIC) tests can also be useful in the 

identification of cases of scrapie, even in preclinical stages. Moreover, this study found 

the 14-3-3 and tau concentrations to be higher in the CSF of preclinical animals 

compared with controls, suggesting that the underlying neurodegenerative mechanisms 

in prion diseases could be occurring in asymptomatic stages.  

Neurogranin (Ng, formerly named p17, also known as RC3 and BICKS) is a 78 

amino acid post-synaptic protein with a molecular weight of ~12 kDa (Nazir et al., 2020; 

Xiang et al., 2020). This protein is known to be principally expressed in the telencephalon 

of adult mammals, especially in the cerebral cortex, hippocampus, and striatum 

(Alvarez-Castelao & Schuman, 2015), as a neuronal postsynaptic protein, which is 

specifically located in the neuronal soma and dendrites (Represa et al., 1990). Ng 

intracellularly binds to calmodulin (CaM) (Prichard et al., 1999) and phosphatidic acid 

(PA) (Domínguez-González et al., 2007), playing an important role in long-term 
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potentiation and enhancing synaptic plasticity and functioning (Xiang et al., 2020), which 

are growing concerns in the pathogenesis of several neurological diseases (Bereczki et 

al., 2017; Blennow et al., 2019; De Vos et al., 2017; Yang et al., 2015). In mice, aging has 

been associated with a reduction in Ng expression. which has been implicated in age-

related cognitive impairment (Mons et al., 2008), and Ng knockout mice have presented 

deficits in spatial memory and long-term potentiation (Pak et al., 2000), whereas the 

upregulation of Ng can restore and strengthen neuron connections and improve 

cognitive deficit (Jeon et al., 2018; Zhong et al., 2009). Blennow et al., (2019), studied 

Ng as a neuronal damage marker in symptomatic CJD and Alzheimer’s disease patients 

(AD), and found that the CSF Ng levels in CJD were increased compared with healthy 

controls and even with AD, thereby representing a good biomarker to differentiate CJD 

from AD. Ng expression in brain tissue was decreased in clinical CJD cases compared 

with controls, whereas its levels in CSF were higher in clinical cases. This results in a 

negative correlation between the protein concentrations in brain tissue and CSF, i.e., a 

potential mobilization of the protein from degenerating dendrites into the CSF. 

Moreover, in CJD, the CSF Ng concentration did not differ between the early and late 

stages of the disease, supporting that synaptic damage is an early event in prion 

diseases.  

Neurofilaments (Nfs) are proteins of the cytoskeleton principally located in large, 

myelinated neurons. They play an important role in neurons, conferring structural 

stability to the axons, and are composed of three different subunits: neurofilament light 

chain (NfL, 68 kDa), neurofilament medium chain (NfM, 160 kDa), and neurofilament 

heavy chain (NfH, 200 kDa) (Yuan et al., 2017). NfL is the most abundant and soluble 

subunit of Nfs, which makes it the most reliable Nfs subunit to be measured in biological 

fluids. When neuronal damage occurs, NfL is released to the interstitial fluid, which 

communicates with the CSF and the blood. Therefore, studying NfL as a biomarker for 

neurological diseases has gained attention, and this protein has been reported to be 

increased in blood and CSF in a variety of neurological disorders, such as AD, 

amyotrophic lateral sclerosis (ALS), frontotemporal dementia (FTD), or multiple sclerosis 

(MS) (Gaetani et al., 2019). Regarding prion diseases, NfL has been found to be increased 

in the CSF and blood of CJD clinical cases (Kanata et al., 2019; Steinacker et al., 2016; 
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van Eijk et al., 2010). Moreover, NfL appears to be increased in the serum of preclinical 

sheep, pinpointing it as a potential biomarker for scrapie (Zetterberg et al., 2019). 

However, further studies on NfL’s behavior through the pathogenesis of prion diseases 

and, particularly, on its concentrations in preclinical cases are needed. 

As previously mentioned, currently, in humans, prion diseases are diagnosed in 

the symptomatic stage (Hermann et al., 2021). At this stage, the neuronal damage is 

already massive, and the benefit of possible treatments would be limited. Hence, the 

assessment of biological features allowing the detection of asymptomatic cases is 

needed. In this context, scrapie, where preclinical animals can be detected through 

rectal biopsy (González et al., 2008), becomes a good model to evaluate the biomarkers 

of naturally occurring prion disease in its early stages. Since synaptic and axonal damage 

are believed to be early pathogenic events in prion diseases (Hilton et al., 2013; Soto & 

Satani, 2011), biomarkers that reflect early dysfunction at these levels might be valuable 

for early diagnosis. The CSF and the CNS are directly in contact, the former reflecting the 

latter’s biochemistry and pathophysiology status; therefore, potentially promising 

biomarkers might be studied in both nervous tissue and the CSF. Thus, our hypothesis is 

that the markers of synaptic and axonal damage will be reduced in brain tissue and 

increased in the CSF as the disease progresses, and that this change will be noticeable, 

even in the preclinical stages, reflecting the neuropathological events occurring in prion 

diseases. Therefore, the objective of this study is to evaluate Ng and NfL in the brain 

tissue and CSF of preclinical and clinical sheep naturally affected with scrapie, and 

compare the results with those obtained in healthy controls. 

 

Materials and Methods 

Animals and sample collection 

A total of 21 female Rasa Aragonesa sheep, aged between 4 and 6 years, were 

included in this study. These animals belonged to three different groups in terms of their 

classical scrapie condition: clinical, preclinical, and uninfected. All animals displayed an 

ARQ/ARQ genotype regarding the PRNP gene. Control animals (n = 8) were selected 

from a herd in which no scrapie cases had been reported. Scrapie-infected animals, both 
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clinical (n = 8) and preclinical (n = 5), were obtained from two different scrapie-affected 

herds. Characteristics from each animal are detailed in the supplementary materials 

(Table S1). Sheep in the preclinical stage were identified by immunohistochemical 

analyses of rectal mucosa biopsies (González et al., 2008) and sacrificed by pentobarbital 

overdose before clinical signs were detectable. Animals in the clinical stage were 

identified by the observation of scrapie associated clinical signs, which included pruritus 

and scratching of the tail root, lumbar area, and limbs, neurological signs, such as ataxia 

and head tremors, teeth grinding, wool loss, and cachexia. Clinical animals were 

confirmed to be scrapie-positive by the detection of PrPSc in the brain by 

immunohistochemical analyses.  

Once the animals were sacrificed, two replicate samples from nine different 

areas of the CNS (frontal cortex, basal ganglia, parietal cortex, thalamus, occipital cortex, 

hippocampus, mesencephalon, obex, and spinal cord) were collected in formaldehyde 

(10%) and embedded in paraffin for further use in histopathological and 

immunohistochemical analyses or preserved by freezing for further biomolecular 

analyses. In addition, samples from four areas (frontal cortex, thalamus, hippocampus, 

and obex) were collected in RNAlaterTM solution (Thermo Fisher Scientific,Waltham, 

MA, USA) for use in gene expression analyses, and 1 mL to 1.5 mL of the CSF from each 

animal was collected and conserved by freezing at -80°C for further analyses.  

Histological and immunohistochemical analyses  

To perform immunohistochemical and histopathological studies, paraffin-

embedded sections from the nine previously mentioned areas (4 µm thick) were used. 

Neuropathological changes and spongiform lesions were studied by hematoxylin–eosin 

staining. PrPSc was detected using the monoclonal primary antibody L42 (1:500, R-

Biopharm, Darmstadt, Germany) after formic acid treatment and proteinase K digestion, 

as previously described (Monleon et al., 2004).  

Immunohistochemistry for the detection of Ng and NfL was performed after 

antigen retrieval with citrate buffer (pH 6.0) for 20 min at 96°C, and endogenous 

peroxidase activity blocking using a precast solution (Dako Agilent, Glostrup, Denmark). 

Sections were incubated with the primary antibodies Ng36 (1:400; in-house generated, 

Department of Psychiatry and Neurochemistry, Mölndal, Sweden (Kvartsberg et al., 
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2019)) or anti-NfL (1:500, Dako Agilent, Glostrup, Denmark, M076229-2) overnight at 

4°C. Then, the samples were incubated with an anti-mouse enzyme-conjugated Envision 

polymer (Dako Agilent, Glostrup, Denmark) for 30 min at room temperature (RT). DAB 

(diaminobenzidine, Dako Agilent, Glostrup, Denmark) was used as the chromogen. To 

reduce possible staining intensity differences due to the immunohistochemistry 

performance, all animals were stained in a single batch for each marker and area. 

Negative controls were performed both by using an IgG1 isotype control antibody 

(mouse IgG1, kappa monoclonal (MOPC-21)—isotype control, ab18443, Abcam, 

Cambridge, UK) and by the omission of the primary antibody.  

Brain sections were examined using a Zeiss Axioskop 40 optical microscope 

(Zeiss, Jena, Germany). All samples were blindly analyzed. Spongiosis and PrPSc 

deposition were semiquantitatively evaluated twice per area by scoring on a scale of 0 

(lack of spongiosis/ PrPSc deposit) to 5 (very intense spongiosis/ PrPSc deposit) following 

the standard method to assess these features (Fraser & Dickinson, 1973). Ng and NfL 

immunostainings were assessed using the Image J software. Two photographs of each 

brain area per sheep were evaluated. The Image J color deconvolution method, 

measuring both the number of stained cells and the immunostaining intensity, was used 

as previously described (Betancor et al., 2021). 

Cerebrospinal fluid analyses 

CSF NfL concentration was measured using an in-house enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) based on the NfL21 and NfL23 monoclonal antibodies, as 

described in detail elsewhere (Gaetani et al., 2018). An in-house ELISA based on the Ng2 

and Ng36 monoclonal antibodies, as previously described in detail (Kvartsberg et al., 

2019), was used for CSF Ng measurement. The measurements were performed in one 

round of experiments by a board-certified laboratory technician who was blinded to 

diagnostic information. Intra-assay coefficients of variation were below 10%. 

Western blot analyses 

Twenty-five micrograms of total protein from the frontal cortex of four sheep 

per group (clinical, preclinical, and controls) were subjected to electrophoresis in 10% 

SDS/PAGE gels and transferred to PVDF membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). After 
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blocking at room temperature for 1 h with 2% bovine serum albumin (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA), the membranes were incubated overnight at 4°C with 

the primary antibodies Ng36 (1:2000; in-house generated, Department of Psychiatry and 

Neurochemistry, Mölndal, Sweden) and anti-NfL (1:1000, Dako Agilent, Glostrup, 

Denmark, M076229-2) against Ng and NfL, respectively, diluted in PBST (1X phosphate-

buffered saline, 0.1% Tween). After that, the membranes were incubated for 1 h at RT 

with an HRP-conjugated secondary antibody diluted 1:5000 in PBST (goat anti-mouse 

IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). Membranes were washed and then 

the signal was developed using the ECL PlusWestern Blotting system (GE Healthcare, UK) 

and visualized with the VersaDoc imaging system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).  

Gene expression analyses 

The expression profile of the genes neurogranin (NRGN) and neurofilament light 

chain (NEFL) was assessed in four brain areas (frontal cortex, thalamus, hippocampus, 

and obex). The total RNA was obtained from 100 mg of tissue preserved in RNAlater™ 

Solution (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) using a RNeasy Lipid Tissue Mini 

kit (QIAGEN®, Venlo, The Netherlands) following the manufacturer’s recommended 

protocol. Complementary DNA (cDNA) was obtained from 1 µg of total RNA using 

qScript™ cDNA Supermix (Quanta Biosciences™, Beverly, MA, USA), and the resulting 

cDNA was diluted 1:5 in pure water for further analyses. Primers for NRGN and NEFL 

were designed by using the Primer3Plus tool (Untergasser et al., 2012). To make them 

cDNA-specific, the primers were designed to expand exon–exon junctions. The 

quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) was performed using SYBR® 

Green master mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) and carried out in a StepOne 

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) using universal 

conditions. All reactions were run in triplicate in a total volume of 10 µL using 2 µL of 

diluted cDNA. The expression of the housekeeping genes GAPDH and SDHA was 

measured using previously described primer sequences and conditions (Lyahyai et al., 

2010) and used to normalize the results. Relative gene expression quantification was 

then performed using the 2ddCt method. The sequences, accession numbers, and 

concentrations of the used primers can be found in Table 1.  
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Table 1. Primers used in the gene expression analyses. 

 

Gene 
Forward (F) and Reverse (R) 

Primer Sequence (5’-3’) 

Concentration 

(nM) 
Accession number 

NRGN 
F AACCTCCATCCCAGCCAAG 400 

XM_027959688.2 
R CCCGGAAACTCGCCTGTA 400 

NEFL 
F CATTAGCGCTATGCAGGACA 400 

XM_015093090.3 
R GCTGCAATCTCAATGTCCAA 400 

GAPDH 
F TCCATGACCACTTTGGCATCGT 900 

AF_035421 
R GTCTTCTGGGTGGCAGTGA 900 

SDHA 
F CATCCACTACATGACGGAGCA 300 

AY_970969 
R ATCTTGCCATCTTCAGTTCTGCTA 300 

 

 

Data analysis and statistics 

SPSS (SPSS Statistics for Windows, Version 17.0, Chicago, IL, USA) software was 

used for the statistical analyses. Graphs were generated with GraphPad Prism 8.0 (San 

Diego, CA, USA). All quantitative data were tested for normality with the Shapiro–Wilk 

test. Between-group differences in histological and immunohistochemical scores, as 

well as in the CSF protein levels, were determined using the one-way analysis of variance 

(ANOVA) test followed by the Bonferroni post hoc test. Statistical analyses of the qPCR 

data were conducted by comparing the mean dCt values for each gene. For the statistical 

comparison, the one-way ANOVA test followed by the Bonferroni post hoc test was also 

used. Differences between groups were considered to be significant at p < 0.05. 

Spearman’s ρ correlation was used to assess the correlation between prion-related 

lesions and the expression of the studied proteins. 

 

Results 

Ng expression is downregulated in scrapie-infected sheep 

An immunohistochemical assessment of Ng expression was performed in the 

frontal cortex, basal ganglia, parietal cortex, thalamus, occipital cortex, hippocampus, 

mesencephalon, obex, and spinal cord of the three groups of sheep (clinical, preclinical, 

and controls). The resulting immunostaining pattern was defined by a uniform 

intraneuronal labeling that affected most of the neurons and by a slight diffuse staining 
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of the neuropil. This pattern was consistent in the three groups of sheep, though, in 

general, the control group displayed a higher number of stained cells along with higher 

immunostaining intensities, followed by the preclinical animals, and clinical sheep 

showed the weakest staining (Figure 1A). 

The Ng immunolabeling scores were measured using Image J software and 

displayed a trend to be higher in the control group compared with the clinical and 

preclinical sheep for all of the studied brain areas, except for the hippocampus (Figure 

1B). In addition, Ng immunostaining was more intense in preclinical sheep compared 

with the clinical animals in most brain areas. Statistically significant differences were 

detected between the negative and clinical animals in all areas except for the 

hippocampus and spinal cord. The negative and preclinical groups showed significant 

differences in the thalamus (p < 0.01), obex, and parietal cortex (p < 0.05). No differences 

were found between the preclinical and clinical animals, though a tendency was 

observed at the parietal cortex (p = 0.05). Figure S1 shows a schematic map of the brain 

displaying the degree of Ng upregulation. The specificity of the Ng36 antibody, which 

was used against Ng in sheep nervous tissue, was confirmed by Western blot in the 

frontal cortex of the preclinical, clinical, and control sheep. Ng36 revealed a single band 

at ~12 kDa, corresponding to Ng’s molecular weight (Figure 1C). 

The expression of the Ng-encoding gene (NRGN) was analyzed by quantitative 

PCR in four brain areas (obex, hippocampus, thalamus, and frontal cortex) of the three 

sheep groups to determine their mRNA expression levels throughout the course of the 

disease. Figure 1D displays the mean dCt values of NRGN. The preclinical and clinical 

animals displayed a tendency toward the downregulation of the gene compared with 

controls in three of the studied brain areas (obex, thalamus. and frontal cortex), this 

being stronger in the clinical group, thus reflecting a trend toward decreasing regulation 

as the disease progressed. Significant differences were detected between the clinical 

and control animals at the thalamus level (p < 0.05) 
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Figure 1. Assessment of Ng expression in clinical and preclinical scrapie-infected sheep and control 

sheep. A) Representative images of Ng immunostaining from clinical (n = 8), preclinical (n = 5), and control 

(n = 8) sheep, where cytoplasmic labeling is observed. B) Evaluation of Ng staining in the brains of clinical, 

preclinical, and control animals using Image J software in the spinal cord (Sc), obex, mesencephalon (Mes), 

occipital cortex (Oc), hippocampus (Hp), thalamus (Th), parietal cortex (Pc), basal ganglia (BG), and frontal 

cortex (Fc). Control sheep showed the highest scores in most of the assessed areas (except the 

hippocampus), followed by preclinical animals, while clinical sheep displayed the lowest scores in all brain 

areas. Evaluation of differences between groups was performed using the one-way ANOVA test followed 

by the Bonferroni post hoc test (# p = 0.05, * p < 0.05, and ** p < 0.01). The data shown in the figure 

represent the mean and the standard error of the mean (mean ± SEM). C) Western blot analyses for Ng 

in the frontal cortex of different groups of sheep using the Ng36 antibody. The detection of a band at ~12 

kDa confirms the specificity of the antibody. D) mRNA expression profiles of the Ng-encoding gene in the 

obex, hippocampus, thalamus, and frontal cortex of clinical, preclinical, and control sheep. Relative 

expression levels are expressed as the mean ± standard deviation. Normalization of the results was 

performed using the expression of SDHA and GAPDH housekeeping genes. The expression values were 

determined using the 2ddCt method, and differences between experimental groups were analyzed using 

the one-way ANOVA test, followed by the Bonferroni post hoc test (* p < 0.05).  

 

NfL expression is downregulated in most brain areas of scrapie-infected sheep 

NfL protein expression was immunohistochemically assessed in the same areas 

as described for Ng. The observed immunolabeling pattern was characterized by a 

consistent staining of the neuropil and grey matter and intracytoplasmic staining in 

some neurons, especially located in dendrites. This immunostaining pattern was 
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observed in the three analyzed groups, although higher immunolabeling intensities 

were found in the control group, and lower intensities were observed in the clinical 

group in all of the studied brain areas (Figure 2A). 

The immunolabeling intensity was measured using Image J software (Rasband, 

W.S., U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) and the assessment of the 

differences between groups was performed using the one-way ANOVA test in each brain 

area (Figure 2B). In all of the assessed brain areas, the immunostaining intensity for NfL 

was higher in the control group, followed by preclinical animals and clinical animals, 

which exhibited the lowest intensities. After performing statistical analyses, significant 

differences were observed between negative and clinical animals in the obex, 

mesencephalon, thalamus, parietal cortex, basal ganglia, and frontal cortex (p < 0.01). 

Negative and preclinical animals showed significant differences in the thalamus and 

obex (p < 0.05), and clinical and preclinical sheep in the mesencephalon and parietal 

cortex (p < 0.05). 

The specificity of the anti-NfL (M076229-2, Dako Agilent, Glostrup, Denmark) 

antibody against NfL in sheep nervous tissue was tested by Western blot in the frontal 

cortex of preclinical, clinical, and control sheep, revealing a single band at ~68 kDa, 

corresponding to NfL (Figure 2C). 

Quantitative PCR was performed to assess the expression of NEFL, the gene that 

encodes the NfL protein, in the four brain areas previously used to study NRGN 

expression (obex, Hp, Th, and Fc) in the three study groups. Figure 2D shows the mean 

dCt values of NEFL. Although no significant differences were found between groups, in 

the obex and thalamus. we can observe a tendency toward the downregulation of NEFL 

as the disease progressed. Similar levels of expression were found in the frontal cortexes 

of clinical, preclinical, and control sheep. 



Estudio 2 

104 

 

Figure 2. Study of NfL expression scrapie-infected and control sheep. A) Images show the 

immunostaining pattern for NfL found in the thalamus of the different study groups: clinical (n = 8), 

preclinical (n = 5), and control (n = 8) sheep. Axonal and dendritic labeling can be observed. B) Comparison 

of NfL Image J scores in the different studied brain areas of the three sheep groups: spinal cord (Sc), obex, 

mesencephalon (Mes), occipital cortex (Oc), hippocampus (Hp), thalamus (Th), parietal cortex (Pc), basal 

ganglia (BG), and frontal cortex (Fc). Control sheep exhibited the highest scores in all brain areas, followed 

by preclinical animals, while clinical sheep showed the lowest scores. Evaluation of differences between 

groups was performed using the one-way ANOVA test followed by the Bonferroni post hoc test (* p < 0.05 

and ** p < 0.01). Data represent the mean ± SEM. C) Western blot analyses for NfL in the frontal cortex 

of sheep. Samples corresponding to the frontal cortexes of clinical, preclinical, and negative sheep were 

analyzed. A single band at ~68 kDa was detected, confirming the specificity of the anti-NfL antibody. D) 

Figure showing the mRNA expression profiles of the NfL-encoding gene in the obex, hippocampus, 

thalamus, and frontal cortex of the three groups of sheep. Relative expression levels are expressed as the 

mean ± standard deviation. The results were normalized using the expression of SDHA and GAPDH 

housekeeping genes. The expression values were determined using the 2ddCt method, and differences 

between experimental groups were assessed using the one-way ANOVA test followed by the Bonferroni 

post hoc test. No significant differences were found. 

 

Scrapie-related neuropathological features in sheep and correlation with Ng and NfL 

protein expression 

PrPSc deposition in sheep brains was evaluated by immunohistochemistry and 

semiquantitatively scored (from 0, meaning no PrPSc staining, to 5, meaning intense 

PrPSc immunolabeling) in the previously mentioned brain areas. All clinical and 
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preclinical animals showed PrPSc deposition and spongiosis; therefore, all were included 

in the study of these features. As expected, negative controls showed no PrPSc 

deposition in the brain. The PrPSc deposition pattern was similar between the clinical 

and preclinical sheep, although the preclinical group showed lower scores. Peak scores 

were detected in the obex and thalamus, agreeing with previous descriptions of the 

PrPSc spreading pattern in sheep scrapie (Gossner et al., 2011). The results are shown in 

Figure 3A, B. 

 

   

 

 

Figure 3. PrPSc deposition and spongiform changes in the brains of clinical (n = 8), preclinical (n = 5), and 

control (n = 8) sheep. A) Representative images of PrPSc deposits detected by immunohistochemistry in 

the obex and thalamus of the three groups of sheep. B) Graphics showing comparisons of the 

semiquantitative evaluation (on a scale of 0—lack of staining—to 5—staining present at maximum 

intensity) of these deposits and representing the mean ± SEM in the following areas: spinal cord (Sc), 

mesencephalon (Mes), occipital cortex (Oc), thalamus (Th), hippocampus (Hp), thalamus (Th), parietal 

cortex (Pc), basal ganglia (BG), and frontal cortex (Fc). C) Representative images of hematoxylin and eosin 

staining in the obex and thalamus of clinical, preclinical, and control sheep. D) Graphic results of the 

semiquantitative evaluation (on a scale of 0—lack of spongiosis—to 5—very intense spongiosis) of these 

lesions in the three sheep groups, representing the mean ± SEM, in the previously mentioned areas: spinal 

cord (Sc), mesencephalon (Mes), thalamus (Th), hippocampus (Hp), thalamus (Th), parietal cortex (Pc), 

basal ganglia (BG), and frontal cortex (Fc).  
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Spongiosis, which is the main histopathological lesion in prion diseases, was also 

semi-quantitatively evaluated in the same areas of the three groups of sheep on a scale 

from 0, meaning an absence of vacuoles, to 5, meaning intense spongiosis. No spongiosis 

was reported in the control group, while the clinical and preclinical groups presented 

vacuoles in the neuropil and neurons of all brain areas (Figure 3C). As observed in the 

PrPSc deposition, clinical and preclinical animals displayed similar spongiosis patterns, 

which were slightly lower in preclinical animals, and both groups showed higher scores 

in the obex and thalamus (Figure 3D).  Spearman’s ρ correlation was calculated in four 

brain areas (obex, hippocampus, thalamus, and frontal cortex) between the 

immunohistochemical scores for Ng and NfL and the scores of the neuropathological 

prion-associated features (PrPSc deposition and spongiosis) in all sheep at once to 

determine whether there was a correlation between prion-related lesions and the 

expression of these proteins. Correlation values and statistical significances can be 

found in Table 2. 

 

Table 2. Spearman’s correlation values between scores of Ng and NfL expression and prion-associated 

histopathological lesions in different brain areas. Spearman’s correlation * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 

0.001 and **** p < 0.0001.n.s.: no statistically significant value. Ng:  Neurogranin; NfL: Neurofilament 

light chain; Hp: Hippocampus; Th: Thalamus; Fc: Frontal cortex. 

 Ng NfL PrPSc Spongiosis 

Obex 

Ng - 0.4918* -0.6006** -0.7227*** 

NfL 0.4918* - -0.7755**** -0.7497*** 

PrPSc -0.6006** -0.7755**** - 0.8633**** 

Spongiosis -0.7227*** -0.7497*** 0.8633**** - 

Hp 

Ng - 0.2959 n.s. -0.2786 n.s. -0.2238 n.s. 

NfL 0.2959 n.s. - -0.2145 n.s. -0.2313 n.s. 

PrPSc -0.2786 n.s. -0.2145 n.s. - 0.7921**** 

Spongiosis -0.2238 n.s. -0.2313 n.s. 0.7921**** - 

Th 

Ng - 0.6994*** -0.8124**** -0.8038**** 

NfL 0.6994*** - -0.8130**** -0.6530** 

PrPSc -0.8124**** -0.8130**** - 0.8112**** 

Spongiosis -0.8038**** -0.6530** 0.8112**** - 

Fc 

Ng - 0.2240 n.s. -0.2587 n.s. -0.5540** 

NfL 0.2240 n.s. - -0.1579 n.s. -0.3233 n.s. 

PrPSc -0.2587 n.s. -0.1579 n.s. - 0.4971* 

Spongiosis -0.5540** -0.3233 n.s. 0.4971* - 
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As expected, PrPSc deposition and spongiosis displayed a positive and significant 

correlation in all of the studied brain areas. Regarding Ng expression, a negative 

correlation was found with both PrPSc and spongiosis. Spongiosis and Ng were negatively 

correlated in all of the studied areas, with this correlation being significant in three of 

them: obex, thalamus, and frontal cortex. Ng expression and PrPSc deposition also 

showed a negative significant correlation in the obex and thalamus.  NfL also displayed 

negative correlations with the scrapie-related neuropathological features, and this 

correlation was significant in the obex and thalamus. The association between the Ng 

and NfL protein expressions was also assessed, and a positive correlation was found, 

which was significant in the thalamus and obex.  

Ng and NfL concentrations in sheep CSF 

The Ng and NfL concentrations in ovine CSF were studied using two in-house 

ELISA tests as previously described (Gaetani et al., 2018; Kvartsberg et al., 2019). The 

NfL ELISA test (based on the NfL21 and NfL23 antibodies) was able to detect sheep NfL. 

However, Ng determinations could not be performed, since the ELISA based on the Ng2 

and Ng36 antibodies was not able to detect ovine Ng, probably due to the differences 

between the Ng2 antibody and the amino acid sequence of sheep Ng. Regarding the NfL 

concentrations in sheep CSF, the highest levels were detected in the clinical group of 

sheep (30,250 ± 6240 pg/mL), followed by the preclinical animals (9118 ± 3145 pg/mL), 

and finally the control group (775 ± 131 pg/mL) (Figure 4). The NfL concentrations were 

significantly different in the clinical versus control groups (p < 0.05). 

 

 

Figure 4. Analysis of CSF NfL levels in scrapie-infected and non-infected sheep. Clinical (n = 8), preclinical 

(n = 5), and control (n = 8) groups are shown. Representations of the NfL concentrations (pg/mL) found in 
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the CSF of the three study groups are shown. Differences between groups were studied using the one-

way ANOVA test followed by the Bonferroni post hoc test. NfL concentration in CSF was significantly 

different between the clinical and control groups (* p < 0.05). Data are expressed as the mean ± SEM.  

 

Discussion 

Prion diseases are fatal neurodegenerative disorders in which the main 

pathogenic event is the conversion of PrPC into PrPSc, leading to the accumulation of 

PrPSc in the central nervous system and causing neuronal dysfunction and cell death, 

which results in spongiform degeneration. The infection of the nervous tissue by prions 

is characterized by extensive spongiform degeneration with massive neuronal loss, 

synaptic alterations, neuroinflammation, and the accumulation of protein aggregates 

(Castilla et al., 2004). This process of neuronal loss begins with the presence of PrPSc , 

causing changes in neurons associated with stress and a glial response. The damage 

progresses and alters synaptic transmission, which leads to neuronal death (Soto & 

Satani, 2011).  

One of the ways in which prion-induced neurodegeneration might affect the 

synapse is through the loss of function of PrPC. Hitherto, the physiological role of PrPC is 

still unclear, since no anatomical or developmental impairment has been observed in 

many previous studies using animal models with PrPC depletion (Benestad et al., 2012; 

Mallucci et al., 2002). Nevertheless, physiological alterations have been reported in 

some PrPC-ablated models, including abnormalities in synaptic transmission, specifically 

in cognition (Westergard et al., 2007). Moreover, PrPC has been localized at both pre- 

and post-synaptic membranes, and on synaptic vesicles (Herms et al., 1999; Moya et al., 

2000), and it has also been found to interact with different proteins that take part in 

synaptic release (Spielhaupter & Schätzl, 2001). These findings further support its role 

in neuronal synaptic transmission and synaptic plasticity (Collinge et al., 1994). The other 

way through which prion-induced pathogenesis could affect the synapse is the 

endoplasmic reticulum (ER) pathway. Different studies have demonstrated that the 

accumulation of PrPSc induces ER stress (Otero et al., 2021; Wang et al., 2012), activating 

pro-apoptotic pathways (Nakagawa et al., 2000). ER stress alters Ca2+ homeostasis, 

which regulates calcineurin (CaN), a type 2 phosphatase involved in synaptic function, 
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memory, and cell death (Mansuy, 2003), and it has been proven that PrPSc accumulation 

causes synaptic dysfunction via CaN dysregulation (Soto & Satani, 2011).  

Ng and NfL are synaptic and axonal markers that could reflect these alterations 

in prion diseases. After CNS axonal and synaptic damage, Ng and NfL are released to the 

interstitial fluid (Gaetani et al., 2019; Xiang et al., 2020), which directly communicates 

with the CSF. Therefore, in this study, we assessed the expression of these two markers 

at the protein and gene levels in the brains of sheep throughout the pathogenesis of 

natural scrapie.  

Reductions in Ng expression in preclinical scrapie-affected sheep as compared 

with negative controls were significant in several brain areas, such as the thalamus and 

obex. This could be explained by the fact that the thalamus and obex are among the first 

regions where PrPSc accumulates in the CNS (Baldauf et al., 1997). The results obtained 

in the clinical and control groups of this study agree with those of previous studies in 

which Ng was evaluated as a biomarker of neurodegeneration in humans affected by 

CJD. The Ng levels were found to be significantly decreased in the brains of CJD patients 

compared with healthy controls, as assessed by immunohistochemistry (Blennow et al., 

2019). As previously mentioned, scrapie, where preclinical naturally infected animals 

can be detected, is a model that allows comparative pathology to assess biopathological 

markers in the early stages of prion disease. In this study, clinical and preclinical animals 

showed very similar levels of Ng expression in all of the brain areas evaluated, thus 

agreeing with the hypothesis that synaptic damage is an early event in natural scrapie 

previously proposed for other natural and experimental prion diseases (Blennow et al., 

2019; Hilton et al., 2013). We also observed that the expression levels of Ng were lower 

in the preclinical group compared with the control group in all brain areas but the 

hippocampus. It is true that, since the preclinical animals included in this study were 

naturally infected, it is not possible to know exactly in which stage of infection they were 

in at the moment of culling. However, all preclinical animals came from the same herd, 

were within the same age, and showed similar neuropathological characteristics; hence, 

we believe they are a representative preclinical group for the study. Nevertheless, 

further studies using prion-inoculated transgenic mouse models expressing ovine PrP 

would be useful to confirm the results found in this study for both Ng and NfL.  
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To complement the protein expression studies, we assessed NRGN gene 

expression in four brain areas. In the frontal cortex, thalamus, and obex, the expression 

of the NRGN gene was decreased in clinical and preclinical animals compared with 

controls, and this downregulation was stronger in the clinical group. In the 

hippocampus, however, the controls showed a downregulation of the Ng-encoding gene 

compared with the other groups, while the preclinical animals exhibited an 

upregulation. All of these results agree with those found in the assessment of protein 

expression by immunohistochemistry. Susceptibility to prion infection varies between 

different brain areas (Carroll et al., 2016; Makarava, Chang, Molesworth, et al., 2020); 

therefore, this could explain the differences found in the hippocampus, since 

neuropathological changes in this area were less intense than those observed in the rest 

of the brain. Moreover, the results of recent studies in murine prion models suggest that 

the hippocampus is more resistant to prion infection than other brain regions, such as 

the thalamus and brainstem (Makarava, Chang, & Baskakov, 2020).  

The results of NfL immunohistochemical evaluation were very similar to those 

found for Ng. The immunostaining was higher in the control group in all brain areas, 

followed by preclinical animals and then clinical animals. As described for Ng, the 

differences in NfL protein expression between the control and preclinical groups were 

higher and significant in brain areas showing more severe neurodegeneration (i.e., the 

thalamus and obex). These results, especially the significant differences found between 

the preclinical and the control group, agree with the statement that axonal damage is 

an early event in prion diseases (Liberski, 2019). Regarding the NEFL gene expression, in 

the areas of the frontal cortex, thalamus, and obex, this gene showed a downregulation 

trend in clinical and preclinical animals compared with controls, this being more 

pronounced in clinical animals. However, in the hippocampus, the controls showed the 

lowest NEFL expression levels, while the preclinical animals exhibited the highest 

expression levels. These results found in the hippocampus disagree with those found for 

NfL protein expression in the same brain area. NEFL mRNA has been found to be altered 

in other neurodegenerative diseases, such as ALS (Strong et al., 2007; Volkening et al., 

2009), and this finding in the hippocampus supports a different response in this area to 

prion associated pathogenesis. 
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The results of the correlation analyses between scrapie-related 

neuropathological features in sheep and Ng and NfL proteins showed, as expected, that 

there is a relationship between the present quantity of the studied proteins in the brains 

and prion-associated neurodegeneration. Moreover, the thalamus and the obex, which 

are, as previously mentioned, two of the brain areas earlier and more severely affected 

by prions (Baldauf et al., 1997), showed a strong significant negative correlation 

between the histopathological markers and Ng and NfL expression, indicating that the 

neuropathological phenomena occurring in prion diseases directly influence the 

quantity of these proteins in brain tissue. This negative correlation between Ng and NfL 

and prion pathology detected by immunohistochemistry could be, in part, due to the 

neuronal loss occurring in the infected animals. However, the qPCR results also showed 

decreases in Ng and NfL expression in the preclinical and clinical sheep. In addition, we 

also detected an increase in NfL in the CSF; therefore, we do not believe that the 

reduction of staining found in immunohistochemistry was only due to the neuronal loss 

that develops in prion diseases. 

Regarding the CSF tests, even though no statistical differences were observed, 

the CSF NfL mean values were higher in preclinical sheep compared with controls, in 

agreement with the previous results found for 14-3-3 and tau (Llorens et al., 2018). This 

again supports that the underlying neurodegenerative mechanisms of prion diseases 

can also occur in the asymptomatic stages of the disease and, although NfL is an 

unspecific marker of axonal damage, it could be useful in the identification of preclinical 

prion cases combined with other proteins, such as tau and 14-3-3. Unfortunately, Ng 

measurements in the CSF could not be performed. However, our results for Ng 

expression in the brain tissue suggest Ng as a useful tool for the identification of 

preclinical cases of prion diseases. Ng has been reported to be increased in the CSF of 

human clinical cases of AD and sCJD, this being a stronger increase in sCJD compared 

with AD (Blennow et al., 2019). Therefore, although other neurodegenerative diseases 

could also affect the levels of Ng both in the brain tissue and the CSF, it could be used in 

combination with other biomarkers, such as 14-3-3 or tau, also found to be higher in the 

CSF in preclinical cases of scrapie (Llorens et al., 2018). This opens a valuable path in 
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research for the development of tests capable of measuring Ng in CSF to assess its value 

as a preclinical biomarker. 

This study, as with others evaluating preclinical biomarkers of prion disease 

(Llorens et al., 2018), focused on scrapie. However, these results could be extrapolated 

to human prion diseases. The identification of biopathological markers allowing the 

detection of prion disease cases in the asymptomatic stages, in which the neuronal 

damage is not yet massive, is needed to increase the efficiency of possible treatments 

whenever these are available. In this study, we corroborated that the concentration of 

two markers of synaptic and axonal damage, Ng and NfL, in brain tissue is affected by 

prion accumulation, and that this condition is noticeable, even in preclinical stages of 

prion-associated neurodegeneration. Therefore, although further research is needed, 

the obtained results strongly support the usefulness of Ng and NfL as preclinical 

biomarkers for prion diseases. 

 

Ethics approval: This study was approved by the Ethical Advisory Commission for animal 

experimentation of the University of Zaragoza (identification code: P138/15) and 

performed under their supervision. All procedures involving animals adhered to the 

guidelines included in the Spanish law for Animal Protection RD53/2013 and the 

European Union Directive 2010/63 on the protection of animals used for experimental 

purposes.  
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Supplementary materials 

Table S1. Demographic details of the animals included in the study.  

Specie Group ID PRNP polimorfism Herd Age at culling 

Sheep 
(Ovis aries) 

Negative 

1 ARQ/ARQ A 4 
2 ARQ/ARQ A 4 
3 ARQ/ARQ A 4 
4 ARQ/ARQ A 5 
5 ARQ/ARQ A 5 
6 ARQ/ARQ A 5 
7 ARQ/ARQ A 6 
8 ARQ/ARQ A 6 

Preclinical 

9 ARQ/ARQ B 4 
10 ARQ/ARQ B 4 
11 ARQ/ARQ B 4 
12 ARQ/ARQ B 4 
13 ARQ/ARQ B 5 

Clinical 

14 ARQ/ARQ C 4 
15 ARQ/ARQ C 4 
16 ARQ/ARQ C 5 
17 ARQ/ARQ C 5 
18 ARQ/ARQ C 5 
19 ARQ/ARQ C 6 
20 ARQ/ARQ C 6 
21 ARQ/ARQ C 6 

 

 

 

 

 

 

Figure S1. Schematic map of the brain showing the degree of Ng upregulation in control animals.  
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Study of the dynamics of 21kDa associated scrapie strains upon serial passage of 

scrapie isolates in ovine PrPC expressing mice 

 

Abstract 

Prions, which cause transmissible spongiform encephalopathies (TSE), are 

protein-only pathogens whose tertiary and quaternary structure may differ causing the 

existence of different strains or conformers. Each of these strains causes the phenotypic 

variability observed in prion diseases, and also has distinct capacity to infect different 

species. In scrapie, several strains can be propagated by bioassays from a same isolate, 

therefore pointing that in certain cases these strains coexist in the original isolate. 

Characterizing the circulating scrapie strains is crucial to assess its potential transmission 

to different species and for scrapie control and eradication purposes. Thus, the objective 

of this study is to assess the presence and dynamics of the 21kDa associated scrapie 

strains in scrapie isolates and their evolution during their serial transmission in a 

bioassay in mice expressing ovine PrPC by Protein Misfolding Cyclic Amplification 

(PMCA). Brain samples from sheep and mice experimentally infected with prions were 

subjected to PMCA under different conditions to evaluate the amount and proportion 

of subcomponents contained in them. Results show that PMCA can be used under 

certain conditions were the 19kDa phenotype, which has been associated to a scrapie 

strain, is apparently not amplifiable. Under these same conditions, PMCA is able to 

amplify the 21kDa subcomponent of scrapie, associated to several distinct scrapie 

strains, detecting this subcomponent in homogenates showing a 19kDa signature. PMCA 

is also able to spot the tissue-dependent differential selection occurring in bioassays, 

and therefore it would be an efficient proceeding to use in prion strain-related 

investigations. More importantly, the overall outcome suggests that some of the natural 

scrapie isolates used in the study contained mixtures of strains and that coinfection with 

several components may frequently occur.  
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Introduction 

Prions are proteinaceous pathogens that cause the neurodegenerative diseases 

called transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), which include scrapie in small 

ruminants, the bovine spongiform encephalopathy (BSE) in cattle and the Creutzfeldt-

Jakob disease (CJD) in humans, among others (Prusiner, 1982). Prions are the result of 

the conformational change of the physiological protein PrPC into its abnormal isoform 

termed PrPSc. After this change, prions have self-replication capacity causing the 

conformational change of PrPC (Prusiner, 1998). Although prions are protein-only 

pathogens lacking nucleic acids, the existence of multiple strains for different TSEs has 

been recognized, even within the same host species (Bruce, 1993; Zlotnik & Rennie, 

1963). It is believed that the existence of different strains is caused by conformational 

variations at the level of the tertiary and quaternary structure of PrPSc, which can adopt 

different folding states, thus manifesting specific phenotypic characteristics, such as 

different incubation periods, neuropathology, clinical signs and biochemical features, 

such as the electrophoretic mobility and the glycosylation pattern of PrPSc (Bessen & 

Marsh, 1992; Gretzschel et al., 2005). Due to the lack of genetic material, the 

differentiation of TSE strains cannot be carried out by conventional methods used for 

viruses or bacteria, and therefore the specific features previously mentioned are used 

in its characterization (DeArmond & Prusiner, 1993; Fraser & Dickinson, 1968). 

Evidence on the phenomenon of prion strains has led to the formulation of 

different models on the nature, transmission capacity and emergence of prions. The 

“conformational selection” model (Collinge & Clarke, 2007) proposes that for a PrP 

sequence there is a limited number of stable conformers or strains, and therefore only 

a limited number of prion strains could induce its misfolding. The host’s PrPC would only 

allow a limited number of PrPSc conformations to induce its misfolding, and thus, only a 

confined number of strains would be able to propagate within the same host. Within 

the framework of the conformational selection model, it has been proposed that prion 

isolates could be composed by mixtures of different conformers or substrains in which 

one of these substrains would predominate and determine the phenotype of the 

disease. Under selective pressure, for example, in an interspecies propagation, one of 

the subdominant conformers could emerge as a dominant strain differing from the 



  Estudio 3 

125 

original one.  There is diverse evidence to the fact that prion isolates (both natural and 

experimental) can contain several substrains in different proportions. In these isolates, 

one of the PrPSc conformations acts as dominant giving rise to the manifestation of its 

phenotypic characteristics, but several passages of experimental prion transmission can 

lead to the isolation of different substrains (Barrio et al., 2020; Chapuis et al., 2016; Le 

Dur et al., 2017; Notari et al., 2007). Another theory about the emergence of the 

different prion conformations is the “deformed templating” hypothesis (Makarava & 

Baskakov, 2013). This theory argues that if the conformers present in the infectious 

isolate are not capable of replicating in the host, a distortion of the amyloid fiber is 

produced by incorporating new molecules leading to the de novo emergence of 

conformers.  

Bioassays, which consist of serial passages of infectious material in animals 

(usually mice), have been widely used in TSE research. These are, to date, one of the 

most sensitive techniques when it comes to assessing prion infectivity and strain 

characteristics. Furthermore, serial passage of prions in transgenic mouse lines allows 

the characterization of prion strains (Fraser & Dickinson, 1968). From the bioassays 

performed in murine models through the experimental inoculation of prions, it has been 

possible to identify and typify a large number of different prion strains, from scrapie 

(both sheep and goats), BSE, and human prions causing sCJD and GSS (Bruce, 1993; 

Morales et al., 2007). Amplification of prions in vivo, as mentioned, occurs when PrPSc 

interacts with the physiological protein PrPC, acting as a template and transmitting its 

abnormal conformation (Prusiner, 1998). PMCA (protein misfolded cyclic amplification) 

is an in vitro prion replication technique which consists of several cycles of incubation 

and sonication of a PrPSc "seed" in a substrate containing PrPC, simulating the in vivo 

propagation of prions. In this process, PrPSc recruits PrPC molecules and induces their 

misfolding, giving rise to new seeds that will later replicate the process cyclically, 

increasing the amount of de novo generated PrPSc exponentially (Castilla et al., 2005; 

Saá et al., 2006; Soto et al., 2002). Thus, PMCA allows the detection of minute amounts 

of prions through their amplification, and therefore it can be used for the detection of 

PrPSc in samples where the concentration of PrPSc is very low (Atarashi et al., 2007; 

Gonzalez-Romero et al., 2008; Thorne et al., 2012). In addition, PMCA is able to only 
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amplify certain prion strains depending on the substrate and co-factors used in the 

reaction (Thorne et al., 2012). Moreover, prions generated in vitro using this technique 

can retain their infectivity and their biochemical, structural, and neuropathological 

characteristics. This makes PMCA a very useful tool for studying strain phenomena and 

transmission barriers since it is a good substitute for bioassays, that have disadvantages 

such as requiring long periods and the use of many experimental animals (Castilla et al., 

2005).  

Scrapie is an endemic prion disease in small ruminants (Fediaevsky et al., 2010; 

Fediaevsky et al., 2008). Previously published studies have demonstrated the capacity 

of some classical scrapie isolates to transmit to humanized mice (Cassard et al., 2014) 

and also, although further studies in interspecies propagation are needed, have 

suggested atypical scrapie as a possible origin of BSE, which is transmissible to humans 

(Huor et al., 2019; Marin et al., 2021). Therefore, there is significant evidence suggesting 

that the transmission barrier does not constitute an absolute protection against the 

zoonotic risk of prions circulating in animal populations. As previously stated, the 

properties of each strain, along with the different strains contained in each isolate, and 

its ability to be transmitted to different species are closely related. This suggests the 

need for an evaluation of strain properties and circulating strains in the scrapie isolates. 

Thus, characterizing and holding control of the scrapie strains are crucial to assess its 

potential to cross the human species barrier, and also for the control and eradication of 

scrapie. For this reason, this study aims to follow the dynamics of 21kDa associated 

scrapie strains upon the serial passage of different scrapie isolates in mice expressing 

ovine PrP. For this, we assess by PMCA the presence and quantity of 19kDa and 21kDa 

components present in the different scrapie isolates and evaluate their evolution during 

the serial transmission of these isolates in a previous bioassay.  

 

Materials and Methods 

Bioassay 

A bioassay (Table 2, Results section) was performed using three inocula of ovine 

scrapie isolates containing different characterized strains: PS09, PS48 and PD377. The 
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ovine isolates were intracerebrally inoculated through three consecutive passages in 

Tg338 mice (overexpressing ~6 to 10-fold the ovine VRQ/VRQ PrPC (Laude et al., 2002) 

and a third passage was also performed in TgShpXI mice (which express ~8-fold ovine 

ARQ/ARQ PrPC, hereafter referred to as tgARQ mice (Kupfer et al., 2007). Mice were 

intracerebrally inoculated with 20 μl of the inocula. Buprenorphine (0.3 mg/kg) was 

subcutaneously administered after the inoculation to achieve analgesia. Mice were 

monitored daily for the onset of neurological signs, and when clinical signs of disease 

were detected (i.e. locomotor disorders, poor body condition and any signs of impaired 

feeding ability), animals were euthanized by cervical dislocation and their brains 

collected and frozen at -80ºC. 

Protein misfolding cyclic amplification (PMCA) seeds 

PMCA seeds were prepared from different samples in PBS at 10% weight/volume 

from in single-use micro tubes and stored at -20°C. Then, seeds were diluted from 10-1 

to 10-8 dilution to semiquantify their infectious titer. In this study, brain and spleen 

homogenates from scrapie-infected sheep and mice were tested by PMCA. In order to 

set up PMCA conditions that only amplified the 21kDa component present in scrapie 

isolates, and not the 19kDa component, CNS samples of both sheep and mouse nervous 

tissue, with known amounts of the 21kDa and 19kDa subcomponents, were tested. 

PMCA seeds were obtained from the brains of TgARQ and Tg338 mice from the previous 

bioassay. These mice had been inoculated with different infectious tissues and isolates 

obtained from these mice displayed different glycosylation profiles. Seeds from sheep 

and mice which only contained the 19kDa subcomponent were included as controls. 

These seeds were obtained from sheep and Tg338 mice inoculated with the CH1641 

scrapie strain, which has similar features to BSE (Foster & Dickinson, 1988) and sheep 

inoculated with the CH1641 strain after two several passages of these strain in Tg338 

mice. On the other hand, to track the evolution of the 21kDa and 19kDa subcomponents 

during the serial transmission of scrapie isolates, samples from animals of the previous 

bioassay (Table 2) were tested. In the present study, both the original sheep inocula 

used in the bioassay and the brains and spleens from the Tg338 mice of the first passage 

were included. 
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PMCA substrate  

Brains of uninfected transgenic TgARQ mice were used as substrate. Animals 

were sacrificed by CO2 exposure and then perfused with PBS + 5mM EDTA; brains were 

harvested and immediately frozen at -80°C. The substrate was prepared at a 

concentration of 10% brain lysate in PMCA buffer. PMCA buffer was composed by PBS 

with 50 mM tris-HCl, pH 7.4, 5mM EDTA, 300 mM NaCl, 1% Triton X-100 and protease 

inhibitors. A tissue grinder was used to homogenize the brain tissue in PMCA buffer. 

Different PMCA reactions were performed in the tgARQ substrate using the following 

dextran concentrations: no dextran, 0.25%, 0.5% and 1% final concentration.  

PMCA amplification 

PMCA was performed mixing 5 μl of seed and 45 μl of substrate per well in a 96-

well PCR microplate (Axygen Scientific, USA). One 128eflon bead (2,381 mm diameter) 

was added to each well. Amplification was performed in a Qsonica Q700 sonicator, using 

a water recirculation system. Microplates were then submitted to 96 cycles of 10 s 

sonication (75% power) followed by a 14 min and 50 s incubation period at 39.5°C 

temperature. After the PMCA round (24h), 5 μl of the reaction product were added to a 

new microplate containing 45 μl of fresh substrate and a new round with 96 cycles of 

sonication and incubation was performed. Three rounds were consecutively carried out 

for each sample, and each sample was run in duplicate. Unseeded substrate was used 

as negative control, and the positive control was performed either with C-BSE (Classical 

bovine spongiform encephalopathy) or the Dawson scrapie strain diluted from a 10-1 to 

a 10-8 dilution. In order to limit cross-contamination risks linked to serial PMCA, rows of 

unseeded substrate were included between samples on each run when possible, and 

procedures were performed in different rooms using dedicated material.  

PrPres detection in amplification products 

After three sonication rounds, Dot blot was used to analyse the presence of PrPres 

the PMCA product. PMCA products (18 μl) were mixed with 2 μl of 3% SDS and treated 

with 5 μl of proteinase K (PK) (final concentration, 50 μg/ml) for 1 h at 37°C. To stop PK 

digestion, an equal volume of Laemmli buffer was added and samples were heated at 

95°C for 5 min. Then, a 5 μl volume of the digested samples with Laemmli buffer were 
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mixed with 25 μl of 1% SDS and vacuum transferred to a nitrocellulose membrane. After 

the transference, the membrane was briefly rinsed with PBS (0.1% Tween 20) and 

incubated for 30 min in PBST containing 2% BSA. To perform the immunodetection, the 

monoclonal antibody Sha31 (mAb, 1:8000 dilution in PBST+2% BSA), which recognizes 

residues 145-152 (YEDRYYRE) of PrP, was used (Feraudet et al., 2005). Then, the 

membrane was incubated with a secondary antibody HRP-conjugated anti-mouse 

(1:5000 dilution; Bio-rad). Immunoblots were developed using ECL reagent (Pierce) and 

visualized using the Versa Doc Quantity One image analysis system (Bio- Rad). 

Western Blot  

To assess electromobility and glycoforms, 20 μl of PMCA reaction product was 

mixed with 180 μl of 10% negative brain sheep homogenate as previously described 

(Lacroux et al., 2012). Then, the TeSeE Western blot kit (Bio-Rad, France) was used 

following the manufacturer´s recommendations to perform the PrPres extraction. After 

this, samples were subjected to a 12% SDS/PAGE and transferred to PVDF membranes. 

After blocking for 30 min in PBST containing 2% BSA, PrPres immunodetection was 

performed with the monoclonal antibody Sha31 (mAb, 1:8000), a secondary antibody 

HRP-conjugated anti-mouse (1:5000; Bio-rad) and ECL substrate (Pierce) to reveal 

peroxidase activity.  

 

Results 

PMCA in TgARQ substrate amplifies the 21kDa but not the 19kDa scrapie  

Prior to this study, a doubled cloned 19kDa scrapie in Tg338 had been tried to 

amplify by PMCA with negative results (unpublished results). In addition, TgARQ 

substrate with dextran at a 0.25% of final concentration had been proved to obtain the 

best amplification performances for 21kDa scrapie components (Figure S1, 

Supplementary materials). In order to corroborate that the previously tested conditions 

for PMCA did only amplify the 21kDa scrapie subcomponent, a series of PMCA analyses 

were performed using seeds which only contained the 19kDa subcomponent. Seeds 

were obtained from the brains of three different animal groups: three sheep inoculated 

with the CH1641 scrapie strain, three Tg338 mice inoculated with the CH1641 scrapie 
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strain, and three sheep inoculated with the brains of Tg338 mice after two several 

passages of the CH1641 scrapie strain in this mouse line. The Dawson scrapie strain 

(21kDa) was used as positive control. After three rounds of PMCA, no amplification was 

found in any of the 19kDa containing samples (Figure 1).  

 

 

 

Figure 1. Dot Blot detection of PrPSc in 19kDa seeded PMCAs. A) CH1641 -inoculated sheep (CH-Ov1, CH-

Ov2, CH-Ov3); B) Sheep inoculated with CH1641 after two passages in Tg338 mice (Cl19-Ov1, Cl19-Ov2, 

Cl19-Ov3) and C) Tg338 mice inoculated with the CH1641 strain (CHMs1, CHMs2, CHMs3). All seeds were 

tested from a 10-1 to a 10-8 dilution and run in duplicate.  PMCA reactions were performed in TgARQ 

substrate using a 0.25% dextran concentration. A column of positive control of the Dawson scrapie strain 

(+ C) was included in each reaction using dilutions. After three rounds of sonication, all the tested samples 

showed no positivity.  

 

In order to test the 21kDa component amplification efficiency with the 

established PMCA conditions, a new set of PMCA analyses were performed using the 

previously mentioned conditions (TgARQ substrate, 0.25% dextran) and including 

bioassayed-Tg338 and TgARQ seeds (Table 1) from a 10-1 dilution to a 10-8 dilution. Each 

sample was run in duplicate.  
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Table 1. Brain mice seeds used in the PMCA method test.  

 

Seeds containing the 21kDa subcomponent showed consistent amplification 

since some of them were detected to a 10-8 dilution. These results corroborated that the 

previously set conditions are optimal to amplify the 21kDa scrapie component to very 

low titers. Nevertheless, 19kDa seeds did not propagate, and despite displaying two 

positive wells, when tested by Western blot these were proved to be a 21kDa 

contamination and a C-BSE contamination from the positive control. Western blot was 

also used to test the last positive dilution for different samples (Figure 2) and its 

molecular weight, all showing a 21kDa non-glycosylated band.  

 

Figure 2. Detection of PrPSc by Dot Blot and Western blot in PMCA reactions seeded with serially diluted 

(10-1-10-8) brain homogenate from the bioassayed mice. A) PrPSc detection by Dot Blot showed different 

amplification performances depending on the seed. Seeds containing the 21kDa scrapie subcomponent 

amplified to different dilution titers: PS09-3A amplified to a 10-2 dilution; PS09-3B to a 10-7-10-8 dilution; 

PD377-3A to a 10-6 dilution and PD377-3B to a 10-8 dilution. The 19kDa containing seed, PS48-2B, 

displayed positivity in two wells. A row of unseeded substrate (-C) and a C-BSE positive control (+ C) were 

included. B) Western Blot was used to check the positivity and electrophoretic pattern of different 

Orignial 
inoculum 

Mouse  
line 

Passage Inoculated 
tissue 

Seed ID Western blot 
profile 

PS09 TgARQ 3rd Brain PS09-3A 21kda 

Spleen PS09-3B 21kda 

PD377 TgARQ 3rd Brain PD377-3A 21kda 

Spleen PD377-3B 21kda 

PS48 Tg338 2nd Spleen PS48-2B 19kda 
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amplified samples. A PK digested classical scrapie isolate from the Dawson strain (+C Sc) was used as 

positive control and molecular weight marker. Twenty microliters of the Dot blot product were directly 

subjected to SDS/PAGE. All samples showed a 21kDa non-glycosylated band, except for S6, corresponding 

to PS48-2B, which exhibited a BSE-like pattern (19kDa and predominance of the diglycosylated band), and 

therefore was related to a contamination from the positive control.  

 

Sheep brain inocula showing 19kDa molecular weight by Westen Blot also contain 21kDa 

subcomponents as detected by PMCA 

A bioassay was performed in ovine-PrP expressing transgenic mice. These were 

inoculated with ovine scrapie isolates containing the following scrapie strains: PS09 

obtained from an ARQ/ARQ sheep, showing a 19kDa signature; PS48, obtained from a 

VRQ/VRQ sheep and showing a 19kDa signature; and PD377, from an ARQ/ARQ sheep 

and showing a 21kDa signature. Results on incubation periods and glycosylation profiles 

are shown in Table 2.  

The three original inocula from sheep brain used in the bioassay were tested by 

PMCA. After three rounds in TgARQ substrate with 0.25% dextran concentration, the 

three inocula showed amplification. PS09, which had previously displayed a 19kDa 

molecular weight of the non-glycosylated band, amplified to a 10-5-10-6 dilution. PS48, 

which also had a 19kDa signature, was positive by PMCA to a 10-6 dilution. The 21kDa 

inoculum, PD377, amplified to a 10-8 dilution (Figure 3A). Last positive wells from each 

inoculum were tested by Western blot to confirm the molecular weight of the lower 

band, all of them exhibiting a 21kDa signature (Figure 3B).  

Since 10-8 dilution amplifications were reached, a new series of PMCA was 

performed using the three isolates. To avoid cross-contamination, and since the PMCA 

method performance had already been tested, no positive control was included. The 

three inocula showed the same amplification performances previously obtained: PS09 

to a 10-6 dilution; PS48 to a 10-6 dilution and PD377 to a 10-8 dilution (Figure 3C). Again, 

the last positive wells were tested by Western blot and all of them displayed a 21kDa 

molecular weight of the non-glycosylated band (Figure 3D). 
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Figure 3. PrPSc detection by Dot Blot and Western blot in PMCA reactions seeded with the sheep brain 

inocula used in the bioassay.  A) Dot Blot PrPSc detection showed different amplification performances 

for the three inocula. All samples were run in duplicate. PS09 amplified to a 10-5-10-6 dilution, PS48 to a 

10-6 dilution and PD377 to a 10-8 dilution. Columns of unseeded substrate were placed between samples 

and a Dawson scrapie positive control (+ C) was included. B) Western Blot was used to check the positivity 

and electrophoretic pattern of the last amplified dilution in each inocula. A classical scrapie isolate from 

the Dawson strain (+C Sc) was used as positive control. All the tested PMCA products showed a 21kDa 

molecular weight of the lower band. C) Dot Blot PrPSc detection displayed the same results with lower 

dilutions. Samples were run in duplicate, and columns of unseeded substrate were placed between 

inocula. No positive control was included. D) Western blot resulted again in a 21kDa non-glycosylated 

band for the tested PMCA products. Dawson strain (+C Sc) was used as positive control.  

 

Brain and spleen of scrapie-infected Tg338 mice show differential selection of PrPSc 

scrapie subcomponents 

 Brains and spleens from mice of the first passage of the scrapie inocula were 

tested by PMCA to determine to which dilution the 21kDa subcomponent amplified in 

each of these tissues. Six mice had been inoculated with each of the sheep inocula. 

Brains from each mouse group were prepared in PBS at 10% weight/volume then mixed 
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in a pool and this was used as seed for PMCA. The same procedure was performed with 

spleens.  

 

 

Figure 4. Detection of PrPSc by Dot Blot and Western blot in PMCA reactions seeded with serially diluted 

brain and spleen homogenate from Tg338 mice of the 1st passage. A) PrPSc detection by Dot Blot in Tg338 

mouse brains showed the following amplification performances: PD377 amplified to a 10-5-10-6 dilution, 

PS09 to a 10-6 dilution and PS48 to a 10-2-10-3 dilution. Samples were run in duplicate, rows of unseeded 

substrate were placed between samples and a Dawson scrapie positive control (+ C) was included. B) 

Western Blot was performed in the last amplified dilution of each sample to test positivity and the 

molecular weight of the unglycosylated band. The Dawson scrapie strain was included as positive control 

(+C Sc). All the tested PMCA products showed a 21kDa molecular weight of the lower band. C) Dot Blot 

PrPSc detection in Tg338 mice spleens. PD377 amplified to a 10-7 dilution, PS09 to a 10-6 dilution and PS48 

to a 10-4 dilution. Samples were run in duplicate and columns of unseeded substrate were placed between 

inocula. D) When positive, western blot resulted in a 21kDa non-glycosylated band for the tested sample. 

Dawson strain (+C Sc) was used as positive control. 

 

After three sonication rounds, Tg338 brains showed different amplification 

performances. Brains from mice inoculated with the PD377 isolate, which had a 21kDa 

signature, and mice inoculated with the PS09 isolate, which had previously displayed a 

19kDa molecular weight of the non-glycosylated band, amplified the 21kDa 
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subcomponent to a 10-6 dilution. Mice inoculated with the PS48, which also showed a 

19kDa signature, were positive to a 10-2-10-3 dilution (Figure 4A).  

 Regarding the spleens of these mice, some differences in the amplification 

performances of the 21kDa subcomponent were found, with a slight increment of the 

amplification efficiencies. PD377-Tg338 spleens were positive to a 10-7 dilution, PS09-

Tg338 spleens to a 10-6 dilution, and PS48-Tg338 spleens amplified to a 10-4 dilution 

(Figure 4C). Both brains and spleens amplification products were tested by Western blot 

to confirm the positive results and the molecular weight of the PMCA product (Figure 

4B and 4D). The amplification performances of brains and spleens from the 1st passaged-

Tg338 mice are summed up in Table 3.  

Table 3. Amplification performances of the brains and spleens end-point titration from the 1st passaged 

Tg338 mice.  

 Brain original 

signature 

Amplification performance of 21kDa components 

Brain Spleen 

PD377-Tg338 21kDa 10-6 dilution 10-7 dilution 

PS09-Tg338 19kDa 10-6 dilution 10-6 dilution 

PS48-Tg338 19kDa 10-2-10-3 dilution 10-4 dilution 

 

Discussion 

Scrapie, as previously said, is an endemic prion disease which has been 

circulating in the small ruminant population of Europe for centuries (Fediaevsky et al., 

2010; Fediaevsky et al., 2008) due to its capacity to accumulate in peripheral tissues and 

biological fluids (Andreoletti et al., 2002; Ligios et al., 2005; Thomzig et al., 2007) and 

the persistence of the prion in the environment (Georgsson et al., 2006; Marin-Moreno 

et al., 2016). Although its zoonotic potential is still under study, some isolates have been 

successfully transmitted to humanized mice reproducing features similar to those of 

sCJD in humans and classical BSE in cattle (Cassard et al., 2014; Houston & Andreoletti, 

2018; Huor et al., 2019). Characterizing scrapie strains directly using data from the ovine 

hosts might be difficult since the different phenotypes observed might not reflect the 

existence of different strains but only the presence of one that dominates and defines 

that phenotype. Bioassays in genetically stable and modified murine models expressing 
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homologous PrPC have helped to overcome this problem. For a long time, the diversity 

of scrapie strains has been widely studied performing bioassays in many different rodent 

models, allowing the identification and characterization of many scrapie strains (Bencsik 

et al., 2007; Bruce et al., 2002; Griffiths et al., 2010; Thackray et al., 2008). However, 

many passages are needed to adapt prion isolates and to identify different strains, 

therefore implying the use of great amounts of resources, animals and time.  

As previously said, PMCA is an in vitro technique that allows the amplification 

and detection of very small quantities of prions. Moreover, this technique can be used 

to specifically amplify some strains of prions depending on the used conditions (Atarashi 

et al., 2007; Gonzalez-Romero et al., 2008; Thorne et al., 2012). After testing a panel of 

samples from different origins containing both the 19kDa and the 21kDa 

subcomponents and also only containing the 19kDa component, in this study we 

demonstrate that PMCA can be used under conditions where the 19kDa scrapie 

component is not amplified, while the 21kDa components amplify to a 10-8 dilution. 

Consequently, the PMCA conditions set in this study might be used to detect 21kDa 

components that do not appear in bioassays until after several passages therefore 

consisting of a faster and more efficient way to characterize scrapie prion strains. 

The question of the appearance and evolution of the different prion strains is still 

under debate. After the formulation of the “conformational selection” model (Collinge 

& Clarke, 2007) and based on its postulates, it has been proposed that natural prion 

isolates can be composed by mixtures of different strains in which one of these 

predominates and determines the phenotype of the disease. The transmission capacity 

and efficiency of prion isolates would be determined by the degree of overlap between 

the conformations present in the isolate and those allowed or favored by the host. 

However, this hypothesis does not explain the origin of the variability of conformers 

among prions, since it assumes that these conformations would appear spontaneously. 

In contrast to this, other authors (Makarava & Baskakov, 2013) defend the hypothesis 

of the “deformed templating”. According to this hypothesis, if the conformers in the 

infectious isolate are not capable of replicating in the environment offered by the host, 

a distortion of the amyloid fiber is produced leading to the emergence of de novo 

variants. These new conformers may not be able to propagate in the host, but through 
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the continuous occurrence of the generation of new variants, a conformer capable to 

replicate will eventually emerge. 

In this study, the results of the analysis of the three natural scrapie sheep 

homogenates used as inocula in the bioassay show that despite their original molecular 

weight, the 21kDa conformer can be amplified from them in vitro using PMCA (Figure 

3). Although two of the original inocula, PS09 and PS48, showed 19kDa signatures, PMCA 

amplified a 21kDa subcomponent from these isolates to a 10-6 dilution. After only three 

rounds of PMCA, the 21kDa substrain could be amplified in vitro with very good 

performances, while the bioassay required two (in the case of PS09) or three (for PS48) 

passages in mice to detect this subcomponent. Results obtained on the PS09 inoculum, 

which came from an ARQ/ARQ sheep, would agree with the conformational selection 

model theory since a confomer selection would have occurred upon propagation on a 

PrPC of the same sequence (TgARQ substrate). Thus, results on this inoculum would 

show that despite its original molecular weight, it contained a remarkable quantity of 

the 21kDa subcomponent. Results on the PS48 inoculum could also fit this theory. 

However, since this inoculum was obtained from a VRQ/VRQ sheep, the 21kDa 

component detected in the PMCA may have arisen by mutation of the 19kDa prions in 

the inoculum when propagated on an ARQ substrate and thus in the presence of a 

transmission barrier. Overall, these results support the usefulness of PMCA as an 

alternative method to bioassay for the assessment of the co-existence of different 

subcomponents in sheep scrapie isolates, and more importantly, those found in the 

PS09 inoculum agree with the conformational selection hypothesis and with the results 

of other studies which point that in natural scrapie mixtures of prion components co-

exist and co-propagate (Barrio et al., 2020; Marin-Moreno et al., 2021; Thackray et al., 

2012).  

Along with the fact that natural scrapie isolates might be a mixture of 

components that co-propagate, previous results on bioassays also support that the 

distinct conformers are selectively propagated depending on the mouse line (Barrio et 

al., 2020), PrPC expression level (Le Dur et al., 2017), and even the tissue in which the 

prion propagates. This latter effect can be observed in in this work. The results of the 

bioassay show a tendency of the Tg338 murine line to select or amplify the 19kDa 
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subcomponent in the brain while the spleen amplifies the 21kDa subcomponent (or 

does not select the 19kDa subcomponent). This phenomenon had already been 

described in previous studies in which ovinised mouse models accumulated PrPSc with 

different banding patterns and biological properties in brain and spleen (Beringue et al., 

2012). It is not known the reason why brain and lymphoid organs select and propagate 

different prion conformers. Some hypotheses point to the differences in the PrPC 

glycosylation (Katorcha et al., 2014) and others to the different PrPC expression level (Le 

Dur et al., 2017) between these tissues as the cause of this phenomenon. However, 

despite the mechanisms through which each tissue selectively propagates distinct 

subcomponents are still unclear, in this study, we prove that PMCA is able to detect this 

differential amplification (Figure 4).  

The PD377 inoculum, which showed a 21kDa signature and reached the highest 

amplification performances (up to the 10-8 dilution) in PMCA, led to the accumulation of 

a PrPSc with a 21kDa signature in the brains of the first-passage mice. These brains 

amplified up to the 10-6 dilution, and therefore a decrease in the amount of this 

subcomponent was already observed compared to the original inoculum. However, in 

the spleens of these first passage mice, the reduction was not as drastic, as they 

amplified the 21kDa subcomponent to the 10-7 dilution. Tissue-dependent selection of 

subcomponents is also well observed by PMCA in the case of the PS48 inoculum. This 

inoculum had a 19kDa signature on Western blot, and in PMCA amplified the 21kDa 

subcomponent to the 10-6 dilution. In the first passage, we see a significant reduction of 

this subcomponent, especially in the Tg338 brains where it only amplifies to the 10-2-10-

3 dilutions. In the spleen this reduction is lower, amplifying up to the 10-4 dilution.  

Although bioassays are an effective tool to evaluate strain properties and 

evolution, they imply elevated costs, not only in in material and economic resources, 

but also in time. The results of this study prove that PMCA can be used as a reliable 

technique when it comes to discriminating prion subcomponents and evaluating their 

possible evolution and transmission, and that therefore it could be a good alternative 

method to bioassays in strain-related research. Furthermore, when we look at the 

results of the bioassay included in this study, we could say that, after several passages 

in Tg338 of 19kDa ovine isolates, a de novo appearance of certain 21kDa components 
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occurs. However, after the results obtained for the PS09 isolate, we see that, at least in 

this isolate, the 21kDa component was already present and that there has not been a de 

novo appearance, but rather a selection and/or amplification of it. Although the results 

obtained for the PS09 isolate support the conformational selection theory, the 

deformed templating theory could offer an explanation to the heterogeneity of prion 

strains, which is something that the conformational selection model cannot provide. 

These two hypotheses are not mutually exclusive, and the combination of both allows 

us to explain many of the strain divergence phenomena that have been observed both 

in natural prion diseases and in in vivo and in vitro experimental models (Baskakov, 

2014). 

Even so, as it has been said, the results obtained in this study would support the 

idea that natural cases of scrapie may be caused by a mixture of strains. Thus, the 

properties of the scrapie isolates would be directly related to the strains they contain, 

and its capacity of transmission would also be directly associated. Therefore, the 

evaluation of the circulating strains in the natural scrapie isolates and their strain 

characteristics are crucial not only to assess its zoonotic potential but also for scrapie 

control and eradication purposes, and should represent a primary objective of the 

research in prion diseases. 

 
 

Ethics approval. The murine bioassay was performed at the INRA Toulouse/ENVT 

facilities. All animal experiments were performed in compliance with the institutional 

and French national guidelines in accordance with the European Community Council 

Directive 86/609/EEC. The experimental protocol was approved by the INRA 

Toulouse/ENVT ethics committee.  
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Supplementary Material 

 

 

Figure S1. PMCA reactions performed in TgARQ substrate with different dextran 

concentrations using seeds from TgARQ and Tg338 mice brains. A) PrPSc detection by Dot Blot 

after the amplification of different scrapie seeds from Tg338 and TgARQ mice brains in TgARQ 

substrate. After three rounds of amplification, the best performances were obtained when using 

a 0.25% concentration of dextran. B) Western Blot was used to test the positivity of the samples. 

Two PK digested classical scrapie isolates from the Dawson strain (+C Sc) were included as 

positive controls and molecular weight markers. A non-PK digested positive control was also 

included (+ C noPK). Twenty microliters of the Dot blot product were directly subjected to 

SDS/PAGE. Samples S1 to S4 showed that its positivity was related to a lack of PK digestion. 

Samples S6 and S6 exhibited a molecular weight of the non-glycosylated band at 21kDa.  
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Scrapie recombinant strains in bank vole PrP transgenic mice: assessment of infectivity 

and derived neuropathology in comparison with brain-derived scrapie mouse strains. 

 

Abstract 

One of the major achievements in prion disease research has been the in vitro 

generation of infectious recombinant prions since it allows the production of unlimited 

amounts of prions and to easily generate and test distinct PrP sequences, including 

mutants. Nevertheless, and despite their seeding capability, the in vitro generated 

misfolded rec-PrP can differ in their pathogenicity being from absolutely harmless to 

lethal, limiting their use as good prion models. Being able to generate recombinant 

prions that retain the characteristics of mammal prions would have a great significance, 

as they could be used in further investigations to help understand the unknown aspects 

of the pathogenesis of prion diseases. In this study, we comparatively assess the 

characteristics of several scrapie mammal prion strains and their recombinant 

counterparts after their inoculation in a transgenic mouse model, which expresses the 

109I PrPC of the bank vole, in order to how their strain properties vary after their 

propagation on a recombinant protein. The 22L, RML, 263K and ME7 brain-derived 

strains of scrapie and their recombinant homologues were intracerebrally inoculated in 

the TgVole transgenic model. All of them, both brain-derived and recombinant, were 

capable of producing disease, thus confirming the usefulness of this mouse model for 

prion research. Moreover, we include a first description of the neuropathology related 

to these scrapie strains in the TgVole model. Results on the assessment in spongiosis 

and PrPSc deposition in the brains of mice show that the recombinant strains 22L-PMSA-

2 and RML-PMSA-1, obtained after the in vitro replication of the strains 22L and RML 

respectively, did not display differences with their brain-derived homologues. On the 

other hand, the ME7 and 263K recombinant strains differed in their neuropathological 

characteristics to their brain-derived counterparts. The similarities found in the 22L and 

RML recombinant strains imply that they maintain their neuropathological properties 

after propagation in recombinant protein, and therefore could be a reliable model in 

further studies.   
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Introduction 

Prions are self-propagating infectious proteins, which cause a group of fatal 

neurodegenerative disorders termed prion diseases or transmissible spongiform 

encephalopathies (TSE). Prion diseases can have sporadic, genetic or infectious origin 

but they all are characterized by spongiform changes, gliosis and neuronal degeneration 

in the central nervous system (CNS) (Prusiner, 1998), and share as the main pathological 

event the posttranslational conversion of the physiological cellular prion protein (PrPC) 

into its misfolded isoform, PrPSc (Collins et al., 2004). Thus, prions consist exclusively of 

this pathogenic protein, which replicates in an autocatalytic manner converting PrPC into 

its pathogenic folding variant. This autocatalytic process leads to the accumulation of 

PrPSc in the affected tissues, particularly in the CNS (Bieschke et al., 2004).  

PrPSc can adopt different conformational variations at the level of the tertiary 

and quaternary structure and this leads to the manifestation of specific incubation 

periods, neuropathology, clinical signs and biochemical features (Bessen & Marsh, 

1992). These PrPSc variations are known as strains, and its existence is believed to be 

caused by the conformational variability originated during the misfolding of PrP (Bessen 

et al., 1995). Inoculation of prions in a different species from the original host usually 

results in the appearance of a phenomenon known as transmission barrier (Scott et al., 

2005), which restricts the transmission efficiency and provokes prolonged incubation 

periods and low the attack rates (Priola, 1999). Different strains show differential 

tropism for the brain areas, the formation of morphologically distinct aggregates, 

different self-templating and cross-seeding capacities and distinct ability to infect 

different species (Bruce, 2003). One factor that may influence both the transmission 

barrier and strain properties is PrPC glycosylation. PrPC has a structured globular domain 

at its C-terminal region which contains the two sites susceptible to glycosylation (N181 

and N197 in the human PrP sequence) which can be differently occupied, giving rise to 

di-, mono-, and unglycosylated forms of PrPC (Endo et al., 1989). The role of PrPC 

glycosylation in prion transmission capacity is still a controversial issue. Due to the 

differences in glycan proportions between PrPC and PrPSc and since it was observed that 

PrPC glycosylation affects prion deposition patterns, it was initially suggested that the 

level of PrPC glycosylation could be related to its facility to convert to PrPSc (DeArmond 
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et al., 1997). Some subsequent experiments suggested that, despite the presence of 

glycans in PrPC is not determinant when it comes to infective capacity, it does affect 

transmission efficiency both between individuals of the same species and between 

different species (Tuzi et al., 2008; Wiseman et al., 2015). Other studies suggested that 

PrPC glycosylation is not essential neither to determine strain properties (Moudjou et 

al., 2016; Piro et al., 2009) nor to maintain the pathobiological features of some strains 

(Otero et al., 2022).  

From the bioassays carried out in murine models through the experimental 

inoculation of prions, it has been possible to identify and characterize a large number of 

different prion strains, especially from scrapie (Bruce, 1993; Morales et al., 2007). 

Currently, most of the strains used in research come from the SSBP/1 strain of sheep 

scrapie. Sequenced passage in sheep and goats of a nervous tissue homogenate from 

three scrapie-infected sheep resulted in the isolation of this strain (Fraser & Dickinson, 

1968). Subsequent transmission of the SSBP/1 strain to different experimental murine 

and hamster models led to the isolation of the murine scrapie strains 22L and RML, 

among others; and of the 263K hamster strain (Bruce, 1993; Chandler, 1963; Kimberlin 

& Walker, 1986). Another well-known murine scrapie strain that is also one of the most 

widely used in TSE research is ME7, which was also obtained from sheep infected with 

scrapie, in this case from the lymphoreticular system (Zlotnik & Rennie, 1963).  

The study of prions has been highly difficult due to their proteinaceous nature 

and there are still several characteristics of prion diseases, such as the strain 

phenomenon, the interspecies transmission, or the neurotoxicity or the molecular 

mechanisms of misfolding, which remain poorly understood or unknown. Significant 

advances into deciphering these issues have been achieved using in vivo and cellular 

models, but these have some limitations such as their inherent complexity and costs. 

Although the mechanism by which PrPC molecules are misfolded into infectious PrPSc 

has not yet been elucidated, the conversion of PrPC into its pathological isoform does 

not only occur in vivo, but it can also be modeled in in vitro reactions. The use of in vitro 

conversion systems, such as the cell-free conversion assay (Bessen et al., 1995), the 

protein misfolding cyclic amplification (PMCA) (Castilla et al., 2005) or the protein 

misfolding shaking amplification (PMSA) (Eraña et al., 2019) already served to 
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consolidate the protein-only hypothesis (Castilla et al., 2005; Legname et al., 2004) and 

represent a powerful tool to identify the mechanisms underlying prion formation and 

replication (Deleault et al., 2007).  

The in vitro generation of self-propagating infectious prions that can cause a TSE 

in vivo has been one of the biggest achievements into the investigation of prion diseases. 

Since the first description of a technique to generate large quantities of recombinant 

PrP (rec-PrP) (Hornemann et al., 1997), a great amount of misfolded rec-PrP conformers 

have been generated using different in vitro proceedings (Bocharova et al., 2005; Colby 

et al., 2010; Deleault et al., 2007; Legname et al., 2004; Legname et al., 2005; Makarava 

et al., 2010). This has enabled the production of high pure rec-PrP to be used in further 

investigations and increased the value of cell-free systems for the research on prion 

diseases. However, and despite their seeding capability, at first many in vitro generated 

misfolded rec-PrP were poorly infectious in vivo and failed to cause a fatal 

neurodegenerative disorder (Legname et al., 2004), limiting their use as good prion 

models. However, after the generation of a highly infectious misfolded rec-PrP which 

was able to cause prion disease by PMCA (Wang et al., 2010), it was proved that prions 

generated in vitro could cause clinical disease in vivo. From then, multiple infectious 

recombinant prions have been generated (Fernández-Borges, Di Bari, et al., 2017; 

Makarava et al., 2010; Westaway et al., 2017). Overall, these studies revealed that 

misfolded recPrP conformers can stably exist and propagate in many conformations that 

may differ in its pathogenicity and be from innocuous to lethal, and therefore showed 

that seeding activity may not be linked to prion pathogenic activity.  

Most of the studies for the generation of in vitro prions have been carried out in 

mouse and hamster PrP, which are the most used TSE models in in vivo tests due to their 

short incubation periods (Legname et al., 2004). Nevertheless, the bank vole (Myodes 

glareolus), another rodent species, and transgenic mice expressing bank vole PrPC have 

recently raised as important models for TSE research. Bank voles’ PrPC is polymorphic, 

expressing methionine (M) or isoleucine (I) at codon 109 (Cartoni et al., 2005). These 

animals are considered to be the “universal acceptor of prions” since they are 

susceptible to a large diversity of prion strains from different donor species (Agrimi et 

al., 2008; Di Bari et al., 2008; Mabbott et al., 2014; Nonno et al., 2006; Pirisinu et al., 
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2016). In fact, the fastest known prion strain, whose survival times are about 35 days 

post-inoculation, was isolated from the adaptation of chronic wasting disease (CWD) 

prions to bank voles carrying isoleucine at codon 109, the CWD-vole strain (Di Bari et al., 

2013). Considering these advantages, the joining of bank vole rodent models and 

recombinant prions, which are widely versatile and easy to use, could be a valuable tool 

to help overcome the difficulties found in the study of prion diseases.  

As said, the application of in vitro PrPSc replicating methodologies has led to the 

generation of a wide range of recombinant prions harboring characteristics of mammal 

or “brain-derived” prions. The generation of recombinant prions holding the 

characteristics of mammal TSE causing prions is of crucial importance, since the 

knowledge obtained from studies using recombinant prions could help understand not 

only the unknown aspects of TSE pathogenesis but also the role of misfolded proteins in 

other neurodegenerative disorders such as Alzheimer, Parkinson or Huntington 

diseases. So far, (unpublished results) we are aware that the bank vole recombinant 

protein has the ability to give raise to distinct recombinant prion strains in vitro, different 

from those already described generated through interspecific transmission, acquiring 

differential biochemical and biological properties, and to hold the propagation of known 

mammal prion strains. However, it is not known how phenotypically close the resulting 

misfolded recombinant PrPs (or recombinant prion strains) are to their brain-derived 

counterparts. Therefore, the aim of this study is to identify recombinant prion strains 

that faithfully reflect the properties of mammal prion strains, and which would therefore 

be an ideal model for further studies using recombinant PrP. For this, we comparatively 

assess the characteristics of different brain-derived prion strains and their recombinant 

counterparts after their bioassay in a mouse model expressing bank vole PrPC, to 

determine if they are capable of efficiently propagate in vitro on recombinant protein 

and then in vivo maintaining their strain properties. 
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Materials and methods 

Bioassay 

The transgenic mouse line TgVole (Eraña et al., 2019; Fernández-Borges, Di Bari, 

et al., 2017), which expresses physiological levels of the bank vole 109I PrP, was used in 

this study. Animals were experimentally inoculated with both original and PMSA-

adapted isolates (detailed in the next section). Two passages in transgenic mice were 

performed for each tested inocula. A diagram of the bioassay is shown in Figure S1, 

Supplementary materials. Mice were anesthetized with isofluorane and then 

intracerebrally inoculated into the right cerebral hemisphere with 20 μl of the inocula. 

A dose of buprenorphine (0.3 mg/kg) was subcutaneously administered after the 

inoculation to achieve analgesia. Following inoculation, mice were monitored daily for 

the onset of neurological signs. When clinical signs of disease were detected (i.e. ataxia, 

hyperexcitability, locomotor disorders, poor body condition and any signs of impaired 

feeding ability), animals were humanely euthanized by cervical dislocation and their 

brains collected. Brains were divided sagittally and one brain hemisphere was frozen at 

-80ºC for biochemical analyses, while the other was fixed in10% formalin for 

histopathological studies. 

Inocula 

All the inocula used in the first passage containing prion strains from hamster 

and mouse were prepared from 1 % (w/v) brain homogenates in PBS + Protease inhibitor 

cocktail (Roche) from animals infected with 263K (263K infected syrian hamster from 

UCSD, San Diego), 22L (22L infected C57BL6 mouse from CISA-INIA, Madrid), RML (RML 

infected C57BL6 mouse from CIC bioGUNE, Bilbao) and ME7 (ME7 infected C57BL6 

mouse from CISA-INIA, Madrid). PMSA-adapted (recombinant) inocula used in the first 

passage were prepared as previously described (Eraña et al, 2019), using brain 

homogenates from the first passage of 22L, RML, 263K and ME7 in TgVole were as seeds.  

Procedures on the obtention of the PMSA-adapted recombinant strains are detailed in 

the following sections. Inocula used in the second passage were prepared from TgVole 

mouse brain tissue as 1% (w/v) homogenates in PBS. Table 1 shows a list of the used 

inocula. 
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Table 1. List of inocula included in the study. Origin of the mouse and hamster strains used in the inocula 

is detailed above. The obtention of the recombinant strains used in the inocula is described in the 

following sections.  

Inocula containing mouse and hamster strains Inocula containing recombinant strains 

22L 
22L-PMSA-1 

22L-PMSA-2 

RML 
RML-PMSA-1 

RML-PMSA-2 

263K  263K-PMSA 

ME7 
ME7-PMSA-1 

ME7-PMSA-2 

 

Preparation of PMSA substrates 

Bacterial expression and purification of bank vole I109 recombinant PrP (amino 

acids 23-231) (rec-PrP) was performed as described previously (Fernández-Borges, 

Eraña, et al., 2017) of recombinant bank vole PrP-based in vitro propagation substrates 

was performed as described previously (Eraña et al., 2019). Briefly, the purified rec-PrP 

stored with 6 M of guanidine-HCl was diluted 1:5 in phosphate buffered saline (PBS, 

Hyclone) and dialyzed against PBS at 1:2,000 ratio for 1 h at room temperature. The 

dialyzed sample was centrifuged at 19,000 g for 15 min at 4 °C and the supernatant used 

for substrate preparation. Rec-PrP concentration in the supernatant was measured (BCA 

protein assay kit, Thermo Scientific) and adjusted to 20 µM concentration to reach a 

final concentration of 2 µM when diluted in the substrate. The protein, after dialysis and 

concentration adjustment was mixed with conversion buffer (CB) 1:9, and dextran 

sulfate sodium salt from Leuconostoc spp. with molecular weights ranging from 6,500 to 

10,000 (Sigma-Aldrich) was added to a final concentration of 0.5 % (w/v) the substrate 

was aliquoted and stored at -80 °C until required. From each independent protein batch, 

several substrate preparations were done, performing independent dialysis for every 

preparation. Distinct substrate preparations were not mixed for the same experiment.  
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PMSA reaction for recombinant PrP misfolding and propagation in vitro  

PMSA was performed using bank vole rec-PrP substrates complemented with 

dextran sulfate placed in 2 ml tubes with conical bottom and screw cap (Fisherbrand). 

The reaction temperature was set at 39 °C using either a Thermomixer (Eppendorf) or a 

Digital shaking Drybath (ThermoScientific) with internal temperature control, and 

shaking at 700 rpm continuously for 24 h PMSA rounds. Approximately 50 mg of 1 mm 

zirconium silicate beads (BioSpec Products, Inc.) were added to the reaction tubes, 

which were also used in all prion propagation experiments done by serial 24 h PMSA 

rounds through 1:10 dilution from the product of the previous round in fresh substrate. 

In this case, 10 % (w/V) brain homogenates in PBS + Protease inhibitor cocktail (Roche) 

from TgVole animals infected with 263K, 22L, RML and ME7 prion strains (origin detailed 

in section “Inocula”) were used as seeds for the first PMSA round, diluted 1:1000 in the 

PMSA substrate. After 24h PMSA, the reaction products were further diluted 1:10 in 

fresh substrate and submitted for another round of PMSA. Up to 5 serial rounds were 

performed, until protease resistant rec-PrP was detected in at least one tube for all the 

seeds used. Unseeded tubes were included in all rounds as controls for cross-

contamination or spontaneous rec-PrP misfolding. 

Misfolded recombinant PrP detection 

PMSA products were transferred from the reaction tubes to clean Eppendorf 

tubes and digested by adding proteinase K (PK) (Roche) at 25 µg/ml for 1 h at 42 °C in 

an oven (Nahita). Immediately after digestion, samples were centrifuged at 19,000 g at 

4 °C for 15 min, the supernatant was discarded and the pellet resuspended and washed 

with at least 700 µl of PBS (Fisher Bioreagents). After washing, samples were centrifuged 

for additional 5 min at 19,000 g and 4 °C, supernatant discarded, and the pellet 

resuspended in 15 µl of loading buffer 4X (NuPage LDS, Invitrogen), previously diluted 

to 1X with PBS. PK-resistant PrP detection was done through electrophoresis and total 

protein staining. For that, PK-digested and concentrated samples in loading buffer were 

boiled for 10 min at 100 °C and loaded onto 4-12 % acrylamide gels (NuPAGE Midi gel, 

Invitrogen Life Technologies), subjected to electrophoresis for 1 h and 20 min (10 min at 

70 V, 10 min at 110 V and 1 h at 150 V) and stained with BlueSafe (NZYTech) for 1 h at 

room temperature.  
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Western Blot Analyses 

The brains of diseased animals, previously homogenized at 10 % (w/V) in 

Phosphate buffered saline (PBS) (Fisher Bioreagents) with Protease inhibitor cocktail 

(Roche), were mixed with digestion buffer [2 % (w/V Tween-20 (Sigma-Aldrich), 2 % 

(V/V) NP-40 (Sigma-Aldrich) and 5 % (w/V) Sarkosyl (Sigma-Aldrich) in PBS] at 1:1 (V/V). 

Proteinase K (Roche) was added to reach a final concentration of 85 µg/ml to each 

sample and these were incubated at 42 ˚C for 1 h with moderate shaking. Digestion was 

stopped by adding loading buffer (NuPage 4X Loading Buffer, Invitrogen) 1:3 (V/V) and 

immediately boiling the samples at 100 ˚C for 10 min. 

Prion protein immunodetection was performed by Western blotting as described 

previously (Harrathi et al., 2018). Briefly, PK-digested samples were boiled for 10 min 

and loaded on 4-12 % acrylamide gels (NuPAGE Midi gel Invitrogen Life Technologies), 

subjected to electrophoresis for approximately 1 h and 20 min (10 min at 70 V, 10 min at 

110 V and 1 h at 150 V) and transferred to a PVDF membrane (Trans-Blot Turbo Transfer 

Pack, Bio-Rad) using the Trans-Blot® TurboTM transfer system (Bio-Rad). After blocking 

non-specific antibody binding of the membranes by incubation in 5 % non-fat milk 

powder for 1 h at room temperature, monoclonal antibody D18 (1:5000) (Williamson et 

al., 1998) were added and incubated for 1 h at room temperature, prior to washing. 

After incubation with peroxidase-conjugated secondary goat anti-human IgG (H+L, 

Thermo Scientific or anti-mouse antibody (m-IgGκ BP-HRP, Santa Cruz Biotechnology)), 

membranes were washed again and developed with an enhanced chemiluminescent 

horseradish peroxidase substrate (West Pico Plus, Thermo Scientific), using a FluorChem 

Q (Alpha Innotech) for image acquisition and the software AlphaView (Alpha Innotech) 

for image processing. 

Histological and Immunohistochemical Analyses 

To perform immunohistochemical and histopathological studies, sagittal 

sections from paraffin-embedded mouse brains (4 μm thick) were cut and collected on 

glass slides and dried at 56 °C for 24 h. Immunohistochemistry was used for the 

evaluation of the presence and distribution of PrPSc. Uninfected TgVole mice were 

included as negative controls. After dewaxing and rehydration, antigen retrieval was 

performed through immersion in 98% formic acid for 10 min, 4 μg/ml proteinase K 
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treatment for 15 min at 37ºC, and hydrated autoclaving in citrate buffer at 96ºC for 10 

min. Endogenous peroxidase activity was blocked using a blocking reagent (Dako 

Agilent) for 15 min. Then, sections were incubated for 1 hour at room temperature (RT) 

with the anti-PrP antibody 6C2 (1:1000). The EnVision+ System (Agilent Dako) was used 

as the secondary antibody, prior to development with the DAB+ System (Agilent Dako). 

Haematoxylin was used to perform counterstaining. Neuropathological changes and 

spongiform lesions were studied by hematoxylin–eosin staining. Dewaxing and 

rehydration of the slides was achieved by sequential immersion in xylene and graded 

alcohols. Later, they were stained by immersion in a haematoxylin solution and in acid 

alcohol (1% acetic acid in a 70% ethanol solution), and counterstained with an eosin 

solution. 

Brain sections were examined using a Zeiss Axioskop 40optical microscope. 

Evaluation was blindly performed in all animals, and each mouse and brain area were 

evaluated twice. Nine encephalic areas were assessed: frontal cortex (Fc), septal 

area/striatum (Sa), Parietal cortex (Pc), hippocampus (Hc), thalamus (Th), hypothalamus 

(Ht), mesencephalon (Mes), medulla oblongata (Mobl) and cerebellum (Cbl) (Fraser & 

Dickinson, 1968). Since semiquantitative evaluation is the standard method to assess 

spongiosis and PrPSc deposition (Fraser & Dickinson, 1973) these features were 

semiquantitatively scored on a scale of 0 (lack of spongiosis/PrPSc deposit) to 5 (very 

intense spongiosis/PrPSc deposit).  

 

Results 

Inoculation of mouse and hamster strains 22L, RML, 263K and ME7 in TgVole does not 

alter their biochemical characteristics  

 Brains from TgVole mice from the first passage inoculated with brain-

derived (mouse and hamster) 22L, RML, ME7 and 263K were subjected to western blot. 

Two animals per inoculum were included. No significant differences in the biochemical 

characteristics were observed between TgVole-adapted 22L, RML, ME7 and 263K and 

the mouse/hamster strains they came from (Bartz et al., 2016; Supattapone et al., 2018) 

(Figure 1). To generate the recombinant strains, brain homogenates from the first 

passage of 22L, RML, 263K and ME7 in TgVole were used as seeds. The selected 
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homogenates are shown in red lettering in Figure 1. After using these homogenates as 

seeds, different biochemical patterns were obtained from 22L, RML and ME7 strains, 

giving raise to the recombinant strains 22L-PMSA-1 and 22L-PMSA-2; RML-PMSA-1 and 

RML-PMSA-2; and ME7-PMSA-1 and ME7-PMSA-2, respectively (unpublished results).  

 

 

 

Figure 1. Western blot from TgVole brains inoculated with 22L, RML, ME7 and 263K mouse and hamster 

strains. After one passage with 22L, RML, ME7 and 263K strains, brains from TgVole were homogenized 

at 10% (w/V) and digested with 85 µg/ml of Protease K (PK). Digested samples were analysed by western 

blot. Biochemical characteristics of TgVole-adapted strains did not differ from those of 22L, RML, ME7 and 

263K mouse and hamster strains.  

 

Brain-derived and recombinant 22L, RML, 263K and ME7 scrapie strains are able to 

cause disease in transgenic mice expressing the bank vole 109I PrP (TgVole) 

All the used strains, either from mammal or recombinant origin, were capable of 

infecting and causing disease in TgVole mice. All mice were sacrificed when clinical signs 

were detected. Signs of disease included severe ataxia, hyperexcitability and poor body 

condition. The mean survival time (days post inoculation ± SEM) of mice from both first 

and second passages are shown in Table 2. A reduction of the incubation periods in the 

second passage was observed for all strains but brain-derived 22L.  
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Table 2. Mean survival of experimentally inoculated mice. Incubation periods of mice from both first and 

second passages are shown as days post inoculation mean ± SEM. Dpi: days post inoculation.  

 

Strain 
Incubation period (dpi) 

First passage Second passage 

Brain-derived 

(Mouse and hamster 

strains) 

22L 133,5 ± 1,7 138 ± 2,5 dpi 

RML 132,8 ± 3,5 73 ± 0,6 

263K 312,7 ± 48,7 112,45 ± 1,9 

ME7 124,8 ± 7,6 100,4 ± 2,4 

Recombinant 

(PMSA adapted 

strains from TgVole 

passaged 22L, RML, 

263K and ME7) 

22L-PMSA-1 121,8 ± 2,9 92,6 ± 3,4 

22L-PMSA-2 123,8 ± 3,9 87,3 ± 1,7 

RML-PMSA-1 216,4 ± 21,6 92,7 ± 2,7 

RML-PMSA-2 167 ± 17,1 98,3 ± 3,5 

263K-PMSA 185,8 ± 8,2 101,2 ± 2,2 

ME7-PMSA-1 182 ± 17 ongoing 

ME7-PMSA-2 134,2 ± 1,8 99,5 ± 12,7 

 

 

Kaplan–Meier survival curves were performed to compare the survival times of 

the second passage of each mammal strain with its recombinant counterparts (Figure 

2). The Mantel–Cox log-rank test revealed no significant differences between the ME7 

and the ME7-PMSA-2. However, differences in the survival times were found for the 22L 

(**p< 0.01), the RML (**p< 0.01) and the 263K (* p< 0.05) mammal and recombinant 

strains. 
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Figure 2. Survival of prion-infected TgVole mice. Figure shows Kaplan–Meier survival curves for the 

inoculated mice. The Mantel–Cox log-rank test revealed significant differences in the survival times for 

22L compared to 22L-PMSA-1 and 22L-PMSA-2 (** p< 0.01), RML compared to RML-PMSA-1 and RML-

PMSA-2 (** p< 0.01) and the 263K mammal and recombinant strains (* p< 0.05). No significant differences 

were found between the ME7 and the ME7-PMSA-2 strains. Dpi: days post inoculation.  

 

Recombinant strains 22L-PMSA-2 y RML-PMSA-1 show no differences in prion-

associated neuropathological features with their mammal equivalents 

Regarding the assessment of spongiosis and PrPSc deposition, although the 

recombinant strains 22L-PMSA-1, RML-PMSA-2, 263K-PMSA and ME7-PMSA-2 showed 

significant differences with their brain-derived homologues, the strains 22L-PMSA-2 and 

RML-PMSA-1, displayed indistinguishable patterns from the mammal 22L and RML 

respectively.  

Neuropathological features in 22L and 22L-PMSA-2 included synaptic, punctate 

PrPSc deposits. Both spongiosis and PrPSc deposits were spread throughout the brain 

with a mild intensity, showing peaks in pons, thalamus, septal area/striatum. Although 

22L-PMSA-1 strain displayed similar PrPSc deposits, the intensity of the 

neuropathological features was lower and showed peaks only at the pons. When 

statistically assessed, no differences were found between 22L and 22L-PMSA-2 lesion 

profiles, while the 22L and the 22L-PMSA-1 strains showed significant differences in both 

spongiosis and PrPSc accumulation (Figure 3).  
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Figure 3. Neuropathological features in TgVole mice infected with the 22L mammalian strain or the 

recombinant 22L-PMSA-1 and 22L-PMSA-2 strains. A) Graphics show comparisons of the 

semiquantitative evaluation of spongiosis and PrPSc deposits (on a scale from 0, lack of staining/spongiosis, 

to 5, very intense staining/spongiosis) in 22L, 22L-PMSA-1 and 22L-PMSA-1 infected mice. Cbl: cerebellum, 

Mes: mesencephalon, Ht: hypothalamus, Th: thalamus, Hc: hippocampus, Sa: septal area/striatum, Pc: 

Parietal cortex and Fc: frontal cortex. Data shown represent the mean and the standard error of the mean 

(mean ± SEM). Evaluation of differences between groups was performed using the one-way ANOVA test 

followed by the Bonferroni post hoc test (* p< 0.05). Significant differences were found in both spongiosis 

and PrPSc accumulation between the 22L and the 22L-PMSA-1 strains. B) Representative images of 

spongiosis and PrPSc deposits detected in the brains of infected TgVole mice. 

  

Concerning RML and its recombinant homologues, the spongiosis profiles were 

very similar between the three of them, showing mild intensities. Peaks were observed 

in pons, thalamus, septal area/striatum and frontal cortex. No statistical differences 
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were found in spongiosis between these three strains. Regarding PrPSc accumulation, 

RML and RML-PMSA-1 strains showed no significant differences, with intra and 

extraneuronal panencephalic punctate deposits of mild intensity. However, RML-PMSA-

2 strain differed to brain-derived RML, mainly showing plaque-like deposits especially 

evident in septal area/striatum and frontal cortex. Significant differences were found in 

PrPSc accumulation between these two strains (Figure 4).  

 

Figure 4. Neuropathology in TgVole infected with the RML mammalian strain and its recombinant 

counterparts. A) Lesion profile and PrPSc accumulation curve (on a scale from 0, lack of 

staining/spongiosis, to 5, very intense staining/spongiosis) in RML, RML-PMSA-1 and RML-PMSA-2 

inoculated TgVole. Cbl: cerebellum, Mes: mesencephalon, Ht: hypothalamus, Th: thalamus, Hc: 

hippocampus, Sa: septal area/striatum, Pc: Parietal cortex and Fc: frontal cortex. Data represent the mean 

and the standard error of the mean (mean ± SEM) of each group. Significant differences were evaluated 

with the one-way ANOVA test followed by the Bonferroni post hoc test (* p< 0.05). Differences were found 

in PrPSc accumulation between the RML and the RML-PMSA-2 strains. B) Spongiosis and PrPSc deposits in 

the brains of RML, RML-PMSA-1 and RML-PMSA-2 infected mice. 
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263K-PMSA and ME7-PMSA-2 recombinant strains do not maintain the 

neuropathological characteristics of their brain-derived homologues 

No similarities were found when comparing neuropathology between the 263K 

strain with its recombinant homologue. The 263K strain showed fine, diffuse PrPSc 

deposits mainly in pons and thalamus, where also peaks of spongiosis were found. The 

263K-PMSA strain produced very scarce spongiosis and PrPSc. PrPSc accumulation was 

characterized by plaque and plaque-like deposits, and vacuoles were principally found 

in association with these deposits. Statistical differences were found for both 

neuropathological features between these strains (Figure 5). 

 

Figure 5. Comparison between 263K and 263K-PMSA lesions in mice brains. A) Semiquantitative 

evaluation of spongiosis and PrPSc deposits (on a scale from 0, lack of staining/spongiosis, to 5, very 

intense staining/spongiosis) in 263K and 263K-PMSA infected TgVole. Cbl: cerebellum, Mes: 

mesencephalon, Ht: hypothalamus, Th: thalamus, Hc: hippocampus, Sa: septal area/striatum, Pc: Parietal 

cortex and Fc: frontal cortex. Data shown represent the mean and the standard error of the mean (mean 
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± SEM). Evaluation of significant differences was performed using the Mann–Whitney U test (*p< 0.05). 

Significant differences were found between strains in both PrPSc accumulation and spongiform lesions. B) 

Representative images of histopathological prion-related features found in both strains.   

 

Significant differences were also found when comparing the ME7 strain and the 

ME7-PMSA-2 recombinant strain lesion profiles. The ME7 mammal strain showed high 

intensities of spongiosis with vacuoles of different sizes, while spongiform lesions of 

ME7-PMSA-2 were of very low intensity showing small vacuoles. PrPSc accumulation was 

characterized in both cases fine, intra and extra-neuronal punctate deposits, although 

the deposit profiles also differed between both strains (Figure 6). When assessed using 

the Mann–Whitney U test, these strains showed significant differences in spongiosis and 

PrPSc accumulation. Results on recombinant ME7-PMSA-1 are still ongoing.  

 

Figure 6. Spongiosis and PrPSc accumulation in TgVole infected with the ME7 mammalian strain and 

ME7-PMSA-2 recombinant strain. A) Graphics show the semiquantitative evaluation of spongiosis and 

PrPSc deposits (on a scale from 0, lack of staining/spongiosis, to 5, very intense staining/spongiosis) in both 



Estudio 4 

166 

strains. Cbl: cerebellum, Mes: mesencephalon, Ht: hypothalamus, Th: thalamus, Hc: hippocampus, Sa: 

septal area/striatum, Pc: Parietal cortex and Fc: frontal cortex. Data are represented by the mean and the 

standard error of the mean (mean ± SEM). Significant differences were evaluated by the Mann–Whitney 

U test (*p< 0.05). Significant differences between the two strains were found in spongiosis and PrPSc 

accumulation. B) Representative images of the neuropathological features provoked by both strains in 

the brains of TgVole.  

 

Discussion 

There are still many characteristics of prion diseases, such as the strain 

phenomenon, interspecies transmission, neurotoxicity or the molecular mechanisms of 

misfolding that remain unknown. Since prions are exclusively proteinaceous pathogens, 

these characteristics are given by their structure, but it is precisely this proteinaceous 

nature what hinders their study. The in vitro generation of self-propagating infectious 

prions was one of the greatest achievements in the research of prion diseases, since it 

made possible the production of unlimited amounts of prions and to easily produce and 

test distinct PrP sequences, including mutants. Since the first description of a technique 

able to generate large amounts of rec-PrP (Hornemann et al., 1997), a multitude of 

recombinant prions have been generated in vitro (Bocharova et al., 2005; Colby et al., 

2010; Deleault et al., 2007; Legname et al., 2004; Legname et al., 2005; Makarava et al., 

2010). However, and despite the fact that multiple infectious recombinant prions have 

been generated (Fernandez-Borges et al., 2017; Westaway et al., 2017) many misfolded 

rec-PrPs generated in vitro are poorly infectious in vivo and/or differ from mammal 

prions in the neuropathological characteristics they provoke (Legname et al., 2004), 

limiting their use as good prion models. The generation of recombinant prions harboring 

the characteristics of brain-derived prions causing TSEs is of crucial importance, as 

knowledge gained from studies with recombinant prions could help understand the 

unknown aspects of the pathogenesis of TSEs. Previous (unpublished) results had shown 

that recombinant bank vole protein has the ability to misfold in different ways acquiring 

different biochemical and biological properties, and also to sustain the propagation of 

known mammal prion strains. However, we were unaware of the phenotypic proximity 

of the resulting misfolded recombinant PrPs to their brain-derived homologues.  
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Bank vole and transgenic mice expressing vole PrPC are important models for TSE 

research. These animals are susceptible to a great diversity of prion strains from 

different donor species (Agrimi et al., 2008; Mabbott et al., 2014; Pirisinu et al., 2016) 

and are thus considered as the "universal prion acceptors". Previous experiments had 

demonstrated the susceptibility of these models to some scrapie strains (Cartoni et al., 

2005; Watts et al., 2014). Moreover, it had also been shown that M109 bank voles can 

be efficiently infected with the 263K and the ME7 scrapie strains (Piening et al., 2006). 

In this study, following inoculation of TgVole mice with the mouse and hamster scrapie 

strains 22L, RML, 263K and ME7 (Bruce, 1993; Chandler, 1963; Kimberlin & Walker, 

1986; Zlotnik & Rennie, 1963), as well as with their recombinant counterparts, we found 

that all of them were capable of producing disease in the animals. Therefore, we 

corroborate that transgenic mice expressing I109 PrPC can be infected with these strains, 

both brain-derived and recombinant. Moreover, we observed that the biochemical 

properties of these strains were not altered by their passage in TgVole mice (Figure 1), 

and remained equal to those in their original species, mouse and hamster (Bartz et al., 

2016; Supattapone et al., 2018).  

As previously said, the transmission barrier phenomenon, which occurs due to 

the inoculation of prions in a species expressing different PrPC from the original host, 

may provoke prolonged incubation periods and reduction in the attack rates (Priola, 

1999; Scott et al., 2005). This phenomenon does not only appear when prions are 

inoculated in a new species, but also when recombinant prions are inoculated in in vivo 

models. In the bioassay carried out in this study, we performed two passages of each 

strain. In the case of brain-derived strains, a second passage was performed to avoid the 

mouse-bank vole transmission barrier, and concerning the recombinant strains, in order 

to avoid the recombinant-mammal transmission barrier since recombinant prions have 

to adapt to a PrPC with glycans and GPI anchor (Kim et al., 2009). Second passages 

resulted in a reduction of incubation times, reflecting the overcoming of these 

transmission barriers. Results on the propagation efficiency and pathogenic ability of 

the strains used in TgVole mice corroborate the usefulness of this model for prion 

research, and that combining bank vole rodent models and recombinant prions, is a 

valuable tool to overcome the difficulties found in the study of prion diseases. 
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Moreover, despite the great number of studies using scrapie prions in bank voles or 

transgenic mice expressing bank vole PrPC (Di Bari et al., 2008; Orru et al., 2015; Piening 

et al., 2006; Pirisinu et al., 2013; Schwenke et al., 2022), descriptions on the 

neuropathology caused by scrapie in these models are scarce. Besides the fact that the 

mouse model I109 TgVole can be infected with the used scrapie strains, in this study we 

make the first description of the neuropathology that these strains cause in TgVole mice.  

The main objective of this study was to determine how the neuropathological 

characteristics of brain-derived prion strains vary after propagation in vitro on a 

recombinant protein substrate and subsequently in vivo. Among the recombinant 

strains inoculated, strain 22L-PMSA-2 and RML-PMSA-1, obtained after in vitro 

replication of 22L and RML strains respectively, showed high similarity to their brain-

derived counterparts in terms of neuropathological features associated with TSEs. 

Strains 22L and 22L-PMSA-2 both showed a PrPSc accumulation pattern with diffuse, 

intra and extra neuronal particulate deposits (Jeffrey & González, 2007). The lesion 

profiles found in both strains were equal and displayed no significant differences, 

showing peaks of both PrPSc accumulation and spongiosis in the pons, thalamus, and 

septal area/striatum (Figure 3). Concerning the RML and RML-PMSA-1 strains, the 

neuropathology consisted of a panencephalic pattern of spongiosis and fine-punctate 

PrPSc deposits, with peaks in the pons and frontal cortex. These two strains also showed 

no significant differences between them when lesion profiles were compared (Figure 4). 

On the other hand, the rest of the recombinant strains studied (22L-PMSA-1, RML-

PMSA-2, 263K-PMSA and ME7-PMSA-2), showed no similarity with the strains from 

which they originated, giving raise to differences in PrPSc deposition and spongiosis 

patterns.  

As previously said, it has been shown that there is an intrinsic variability in the 

production of different misfolded rec-PrPs that results in recombinant prions with 

strikingly different biological properties (Wang et al., 2017). From our results we observe 

that, indeed, after the generation of recombinant prions they can easily differ from the 

neuropathological characteristics of the prions from which they originate. One of the 

explanations given for this is that, in vitro, different tertiary or quaternary structures are 

generated that give rise to these differences (Wang et al., 2010). This misfolding event 
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in vitro cannot be controlled with complete precision, and despite using the same 

conditions, different conformations of stochastically misfolded rec-PrP could be 

generated. Regarding the differences found between the brain-derived strains and the 

recombinant ones generated from them, these could be due to a difficulty of the 

recombinant strains, which lack post-translational modifications such as glycosylations 

and the GPI anchor, to adapt to the environment provided by the host in vivo. Strain 

263K, for example, shows a predominant diglycosylated pattern, which could make it 

more susceptible to these differences in glycosylation levels and explain certain 

inabilities of its recombinant counterpart to retain its neuropathological characteristics. 

On the other hand, it has been shown that replication of a given strain in vitro is highly 

dependent on specific cofactors (Fernández-Borges, Di Bari, et al., 2017) so perhaps the 

conditions used in this study were not ideal for strains such as 263K (Figure 5) or ME7 

(Figure 6), which showed the greatest differences between brain-derived and 

recombinant strains. 

This study focuses on the analysis of the neuropathological features caused by 

the assessed strains. Besides to clinical signs and lesion profiles, prion strains also exhibit 

certain biochemical characteristics that can be used to distinguish them, such as the 

electrophoretic mobility of PrPSc after digestion with PK and the glycosylation pattern 

(molecular weight and relative proportion of the three glycoforms) of the strain (Bessen 

& Marsh, 1992; Gretzschel et al., 2005). The electrophoretic pattern of a strain is one of 

the main characteristics used for strain differentiation, and it is dependent on the PK 

cleavage site and the proportion of the different glycoforms present in it (Parchi et al., 

1996). Therefore, the analysis of the resemblance between the brain-derived and 

recombinant strains should be completed with the assessment of their biochemical 

characteristics, such as PK resistance or stability to denaturation using guanidium 

chloride. Nevertheless, our results show that from scrapie 22L and RML strains it is 

possible to obtain prions that maintain their neuropathological properties after their 

propagation in recombinant protein, and this points to them as good recombinant 

models to be used in subsequent studies that allow us to elucidate the still unknown 

aspects of transmissible spongiform encephalopathies.  
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In conclusion, this study confirms that the combination of bank vole rodent 

models and recombinant prions, which are widely versatile and easy to use, can be a 

valuable tool to help overcome the difficulties encountered in the study of prion 

diseases. Moreover, it provides an accurate description of the neuropathology 

associated to the 22L, RML, 263K and ME7 scrapie strains in the TgVole model. Finally, 

and more importantly, our results also show that prions from the scrapie strains 22L and 

RML can maintain their neuropathological properties after their propagation in 

recombinant protein, thus being good models to use in further studies.  
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Supplementary Materials 

 

Figure S1. Diagram of the study. Figure shows the methodology followed in the study and the survival 

periods for each inoculated strain (shown as days post inoculation ± SEM).  
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Las enfermedades priónicas (EET) son trastornos neurodegenerativos mortales 

en los que el principal hecho patogénico es la conversión de PrPC en PrPSc, lo que lleva a 

la acumulación de PrPSc en el sistema nervioso central (SNC).  Esta acumulación provoca 

la disfunción y muerte de las neuronas, dando lugar a una degeneración espongiforme 

del sistema nervioso central. Las EET afectan a varias especies de mamíferos, entre las 

que se incluye el ser humano y el curso de estas enfermedades conduce invariablemente 

a la muerte del individuo (Prusiner, 1998). Pese a la amplia la investigación que se ha 

llevado a cabo en relación a las EET, hoy en día no existen ni vacunas ni tratamientos 

específicos que permitan prevenir o tratar estas enfermedades, el diagnóstico se basa 

en estudios post-mortem, y aún se desconocen muchos aspectos de su patogenia.  

Se han llevado a cabo numerosas investigaciones explorando distintas 

aproximaciones terapéuticas con el fin de encontrar un tratamiento para las EET. Debido 

a la compleja patogenia de éstas, una de las estrategias terapéuticas propuestas consiste 

en reducir la neurodegeneración a través de las vías celulares implicadas en ésta. Dos 

de los mecanismos más estudiados en relación a la patogenia y la neurodegeneración 

de las EET han sido la apoptosis y la autofagia. El papel de la apoptosis en la 

neurodegeneración asociada a priones aún no está claro. Se ha descrito en ratones 

infectados por scrapie (Giese & Kretzschmar, 2001; Kretzschmar et al., 1997; Sisó et al., 

2002; Williams et al., 1997), y se ha detectado la activación de caspasas y algunas 

alteraciones en los genes relacionados con la apoptosis en los últimos estadios de las 

enfermedades priónicas humanas y animales (Hetz et al., 2003; Lyahyai et al., 2007; 

Serrano et al., 2009). Además, se ha sugerido que, en estas enfermedades, la apoptosis 

puede no ser especialmente relevante en el inicio y la progresión de la enfermedad, sino 

más bien un proceso tardío (Mays & Soto, 2016). La autofagia es uno de los sistemas de 

homeostasis proteica celular más importantes (Rubinsztein, 2006). Por ello, el deterioro 

de la autofagia se ha relacionado con diferentes patologías, incluidas las enfermedades 

neurodegenerativas (Larsen & Sulzer, 2002). El deterioro de la homeostasis proteica se 

ha señalado como una de las principales causas de la toxicidad asociada a los priones 

(Goold et al., 2013), y se ha demostrado que la autofagia tiene un papel neuroprotector 

contra la toxicidad mediada por los priones (Aguzzi et al., 2018; Forloni et al., 2013; 

Goold et al., 2015). A pesar de su función citoprotectora inicial, también se ha propuesto 
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que cuando la autofagia progresa sin control por encima de un determinado umbral, 

podría conducir a la regulación al alza de marcadores de muerte celular y a la activación 

de la apoptosis u otras modalidades de muerte celular (Kroemer & Jaattela, 2005; 

Mariño et al., 2014). 

El papel neuroprotector del fragmento C-terminal no tóxico de la toxina tetánica 

(TTC) se ha relacionado con la activación de vías antiapoptóticas y pro-supervivencia, y 

se ha demostrado in vitro (Chaib-Oukadour et al., 2004; Gil et al., 2000) e in vivo en 

modelos murinos de distintas enfermedades neurodegenerativas (Ciriza et al., 2008; 

Moreno-Igoa et al., 2009; Olivan et al., 2016). Por ello, el primer estudio de esta tesis 

consiste en un ensayo clínico con el fragmento C-terminal no tóxico de la toxina tetánica 

(TTC) en modelos murinos enfermedad priónica. En este estudio, se observó que la 

administración de TTC reduce la apoptosis mediada por caspasa-3 en ratones infectados 

con scrapie. Los ratones tratados con TTC presentaron niveles significativamente 

menores de la forma activa de la caspasa-3 en el SNC, confirmando así que, al igual que 

en otras enfermedades neurodegenerativas, el TTC puede regular vías antiapoptóticas 

en las EET. Además, se observaron también diferencias en la regulación de los 

mecanismos autofágicos tras la administración de TTC. Se realizó un análisis de las 

proteínas LC3B, uno de los marcadores más utilizados para monitorizar la autofagia 

(Suzuki et al., 2014), y p62, cuya acumulación revela una desregulación de los 

mecanismos autofágicos (Niklaus et al., 2017; Tanida, 2011). Para complementar los 

estudios de expresión proteica, se evaluó la autofagia a nivel de expresión génica 

mediante el análisis de los marcadores Becn1, Fbxw7, Gas5 y Atg5 (López-Pérez et al., 

2020). Los animales tratados con TTC mostraron un aumento de LC3B, una disminución 

en la acumulación de p62 y una regulación al alza de los transcritos Becn1, Fbxw7 y Gas5 

lo cual refleja una recuperación de la desregulación autofágica inducida por priones tras 

la administración de TTC. Por otro lado, la proteína NeuN, que refleja el estado funcional 

de las neuronas (Gusel'nikova & Korzhevskiy, 2015) y, por tanto, se utiliza como 

marcador de la supervivencia neuronal, también se hallaba aumentada en los encéfalos 

de los animales tratados con TTC. Todos estos hallazgos indican que la administración 

de TTC en modelos murinos de enfermedad priónica es capaz de reducir la apoptosis y 

regular la autofagia, dando lugar a un aumento de la supervivencia neuronal.  
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Existen evidencias experimentales de que la inducción de la actividad autofágica 

mediante fármacos reduce los niveles de PrPSc (Heiseke et al., 2010; Yao et al., 2013), 

pero se ha observado que la administración de estos fármacos una vez que la 

neuroinvasión ya se ha producido no provoca una clara degradación de los depósitos de 

PrPSc en el SNC. Por lo tanto, es plausible que la regulación autofágica tras la inoculación 

intracerebral del prion no conduzca a una disminución del depósito de PrPSc. De acuerdo 

con esto, en nuestro ensayo observamos que, aunque el TTC afectó a la autofagia, no 

evitó la acumulación de PrPSc. Esto explica el hecho de que tanto los ratones tratados 

con TTC como los de control desarrollaron niveles similares de acúmulo de PrPSc y 

espongiosis, y como resultado sus períodos de supervivencia fueron similares. Sin 

embargo, dadas las características reguladoras de la autofagia que muestra el TTC en los 

modelos de enfermedades priónicas, sería conveniente realizar más investigaciones 

sobre los efectos del TTC tras la inoculación oral o intraperitoneal del prion para 

dilucidar los efectos de esta molécula sobre la autofagia en las EET. El hecho de que la 

supervivencia neuronal fuera mayor en el grupo tratado con TTC a pesar de que la 

espongiosis fuera similar en ambos grupos, podría estar relacionado con la reducción de 

la apoptosis observada en los ratones tratados. En resumen, aunque el TTC no ha afectó 

a la vacuolización ni a la acumulación de PrPSc, muestra propiedades neuroprotectoras 

en las EET a través de la regulación de los mecanismos de autofagia y la reducción de la 

apoptosis dependiente de caspasas, lo cual refuerza su papel molécula neuroprotectora. 

Junto con la búsqueda de posibles terapias, otro de los retos a los que se enfrenta 

la investigación en EET es que, actualmente, estas enfermedades se diagnostican 

habitualmente en la fase sintomática (Hermann et al., 2021). En esta etapa, el daño 

neuronal ya es masivo, por lo que el beneficio de los posibles tratamientos sería 

limitado. Por esto, es necesaria la búsqueda de biomarcadores que permitan detectar 

casos antes de que se inicie la clínica. El daño sináptico y axonal son hechos patogénicos 

tempranos en las enfermedades priónicas (Hilton et al., 2013; Soto & Satani, 2011), por 

lo que los biomarcadores que reflejan una disfunción temprana a estos niveles, como la 

neurogranina (Ng) o el neurofilamento de cadena ligera (NfL) podrían ser valiosos para 

realizar un diagnóstico precoz. En el segundo estudio de esta tesis, se ha visto que Ng y 

NfL podrían actuar como biomarcadores en casos preclínicos de enfermedad priónica. 
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Tras evaluar el nivel de expresión proteica y génica de Ng y NfL en el encéfalo ovejas 

infectadas con scrapie en fase preclínica y clínica en comparación con controles sanos 

no infectados, observamos una reducción significativa de ambos marcadores conforme 

la enfermedad progresaba. Además, las diferencias en los niveles de expresión fueron 

detectables ya en fases preclínicas de enfermedad.  

Por otro lado, los resultados de los análisis de correlación entre las características 

neuropatológicas relacionadas con el scrapie y las proteínas Ng y NfL mostraron que 

existe una relación directa entre la cantidad presente de las proteínas estudiadas en los 

cerebros y la neurodegeneración asociada al prión. El tálamo y el obex, que son, dos de 

las áreas cerebrales más temprana y gravemente afectadas por los priones (Baldauf et 

al., 1997), mostraron una fuerte correlación negativa significativa entre los marcadores 

histopatológicos y la expresión de Ng y NfL, lo que indica que los fenómenos 

neuropatológicos que se producen en las enfermedades priónicas influyen directamente 

en la cantidad de estas proteínas en el tejido cerebral. Pese a que esta correlación 

negativa entre Ng y NfL y la patología priónica detectada por inmunohistoquímica podría 

deberse, en parte, a la pérdida neuronal característica de las EET (Prusiner, 1998), los 

resultados de la qPCR también mostraron disminuciones en la expresión de Ng y NfL en 

las ovejas preclínicas y clínicas. En cuanto a las pruebas de LCR, aunque no se observaron 

diferencias estadísticas, los valores medios de NfL en LCR fueron mayores en las ovejas 

preclínicas en comparación con los controles, en concordancia con resultados anteriores 

encontrados para las proteínas 14-3-3 y tau (Llorens et al., 2018). Lamentablemente, no 

se pudieron realizar mediciones de Ng en el LCR. Sin embargo, los resultados del estudio 

de la expresión de Ng en el tejido cerebral sugieren que esta proteína podría ser una 

herramienta útil en la identificación de casos preclínicos de enfermedad priónica. Se ha 

observado que Ng está aumentada en el LCR de casos clínicos humanos de Alzheimer 

(EA) y de Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporádica (sCJD), siendo este aumento 

mayor en sCJD en comparación con EA (Blennow et al., 2019). Así, los resultados de este 

estudio y de estudios anteriores abren un valioso camino en la investigación para el 

desarrollo de pruebas capaces de medir Ng en LCR ovino para evaluar su valor como 

biomarcador preclínico. Aunque Ng y NfL son marcadores inespecíficos de 

neurodegeneración y otras enfermedades neurodegenerativas también podrían afectar 
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sus niveles en encéfalo y LCR, estos podrían utilizarse en combinación con otros 

biomarcadores, como 14-3-3 o tau, que también se encuentran elevados en el LCR en 

casos preclínicos de scrapie (Llorens et al., 2018).  

Este estudio, al igual que otros que evalúan biomarcadores preclínicos la 

enfermedad priónica (Llorens et al., 2018), se ha realizado en el scrapie. Sin embargo, 

estos resultados podrían extrapolarse a las enfermedades priónicas humanas. La 

identificación de marcadores biopatológicos que permitan detectar los casos de 

enfermedad priónica en las fases asintomáticas, en las que el daño neuronal aún no es 

masivo, es necesaria para aumentar la eficacia de los posibles tratamientos cuando éstos 

estén disponibles. Por un lado, las diferencias significativas en la expresión de Ng y NfL 

entre el grupo preclínico y el control encontradas en este trabajo, concuerdan con la 

afirmación de que el daño axonal es un evento temprano en las enfermedades priónicas 

(Liberski, 2019) y apoyan de nuevo que los mecanismos neurodegenerativos 

subyacentes de las enfermedades priónicas también pueden ocurrir en las etapas 

asintomáticas de la enfermedad. Por otro lado, los resultados hallados en este estudio 

corroboran que la concentración de los marcadores de daño sináptico y axonal, Ng y 

NfL, en el tejido cerebral se ve afectada por la acumulación de priones, y que esta 

condición es apreciable incluso en estadios preclínicos de la neurodegeneración 

asociada a priones. Por lo tanto, aunque es necesario seguir investigando, los resultados 

obtenidos apoyan firmemente la utilidad de Ng y NfL como biomarcadores preclínicos 

de las enfermedades priónicas. 

Otro de los aspectos controvertidos de las EET y en el que se centran actualmente 

muchas investigaciones es la existencia de cepas priónicas. Pese a estar compuestos 

únicamente de proteína, la estructura terciaria y cuaternaria de los priones puede variar, 

dando lugar a la existencia de distintas cepas. Estas cepas difieren, entre otras 

características, en su capacidad de transmitirse y provocar enfermedad en las distintas 

especies animales. Cómo aparecen y evolucionan las cepas priónicas está aún en debate. 

Tras la formulación del modelo de "selección conformacional" (Collinge & Clarke, 2007) 

y basándose en sus postulados, se ha propuesto que los aislados naturales de priones 

pueden estar compuestos por mezclas de diferentes cepas en las que una de ellas 

predomina y determina el fenotipo de la enfermedad. Sin embargo, esta hipótesis no 
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explica el origen de la variabilidad conformacional de los priones, ya que supone que 

estas conformaciones aparecerían de forma espontánea. En contraposición, otros 

autores (Makarava & Baskakov, 2013) defienden la hipótesis del "modelado 

deformado". Según esta hipótesis, si los confórmeros del aislado infeccioso no son 

capaces de replicarse en el huésped, se produce una distorsión de la fibra amiloide que 

conduce a la aparición de variantes de novo. A través de la generación de nuevas 

variantes, acabaría surgiendo un prion capaz de replicarse. Para ahondar en el 

conocimiento de estos aspectos, en el estudio 3 de esta tesis se evalúa la presencia y la 

dinámica de las cepas asociadas a un patrón de 21kDa en aislados de scrapie y su 

evolución durante su transmisión seriada en un bioensayo en ratones que expresan PrPC 

ovina mediante Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA). 

Anteriormente, otros autores habían amplificado específicamente mediante 

PMCA distintas cepas priónicas (Atarashi et al., 2007; Gonzalez-Romero et al., 2008; 

Thorne et al., 2012). En este estudio demostramos que la PMCA puede utilizarse en 

condiciones en las que el componente de 19kDa del scrapie no se amplifica, mientras 

que los componentes de 21kDa se amplifican hasta una dilución de 10-8. Además, los 

resultados del análisis de los tres homogeneizados naturales de scrapie ovino utilizados 

como inóculos en el bioensayo muestran uno de ellos está compuesto por una mezcla 

de ambos confórmeros, y que éstos pueden ser detectados in vitro utilizando la PMCA. 

En los inóculos PS09 y PS48, que mostraban originalmente firmas de 19kDa, se 

detectaron subcomponentes de 21kDa amplificándolo hasta una dilución de 10-6. En el 

caso del inóculo PS09, que provenía de una oveja con genotipo ARQ/ARQ y por tanto no 

fue sometido a una “barrera de transmisión”, esto demuestra que el inóculo contenía 

una cantidad notable de subcomponentes de 21kDa. Los resultados del inóculo PS48 

también podrían encajar en esta teoría. Sin embargo, dado que este inóculo se obtuvo 

de una oveja VRQ/VRQ, el componente de 21kDa detectado en el PMCA podría haber 

surgido por mutación de los priones de 19kDa en el inóculo al propagarse en un sustrato 

ARQ y, por tanto, en presencia de una barrera de transmisión.  

En este estudio también se observa una amplificación diferencial de las cepas de 

scrapie en función del tejido. Este fenómeno ya se había descrito en bioensayos 

realizados en investigaciones anteriores (Beringue et al., 2012) y algunos autores lo han 
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atribuido a diferencias en la glicosilación de la PrPC (Katorcha et al., 2014) o a al diferente 

nivel de expresión de ésta en los distintos tejidos (Le Dur et al., 2017). A pesar de que 

los mecanismos a través de los cuales cada tejido propaga selectivamente distintos 

subcomponentes aún no están claros, los resultados obtenidos muestran que, además 

del bioensayo, la PMCA también es capaz de detectar esta amplificación diferencial.  

En conjunto, los resultados de este estudio apoyan la utilidad de la PMCA como 

método alternativo al bioensayo para la evaluación de la coexistencia de diferentes 

subcomponentes en los aislados de scrapie ovino, y lo que es más importante, 

concuerdan con los resultados de otros estudios que apuntan a que en los aislados de 

scrapie natural coexisten y se copropagan mezclas de componentes priónicos (Barrio et 

al., 2020; Marin-Moreno et al., 2021; Thackray et al., 2012). Si observamos los 

resultados del bioensayo incluido en este estudio, podríamos decir que, tras varios pases 

en Tg338 de aislados ovinos de 19kDa, se produce una aparición de novo de ciertos 

componentes de 21kDa. Sin embargo, tras los resultados obtenidos mediante PMCA, 

concretamente en el inóculo PS09, vemos que estos componentes ya estaban presentes 

en el aislado original que se inoculó, y que no ha habido una aparición de novo, sino una 

selección y/o amplificación de los mismos. Aunque parte los resultados obtenidos en 

este estudio concuerdan con los postulados de la teoría de la selección conformacional, 

la teoría del modelado deformado podría ofrecer una explicación a la heterogeneidad 

de las cepas priónicas, algo que el modelo de selección conformacional no puede 

aportar. Estas dos hipótesis no son mutuamente excluyentes, y la combinación de 

ambas permite explicar muchos de los fenómenos de divergencia de cepas que se han 

observado tanto en enfermedades priónicas naturales como en modelos 

experimentales in vivo e in vitro (Baskakov, 2014), por lo que sería lógico creer que 

ambas ocurren simultáneamente en la naturaleza.  

Aunque el potencial zoonótico del scrapie sigue siendo objeto de estudio, 

algunos aislados se han transmitido con éxito a ratones transgénicos humanizados 

reproduciendo características similares a las de la sCJD en humanos y la EEB clásica en 

el ganado (Cassard et al., 2014; Houston & Andreoletti, 2018; Huor et al., 2019). Como 

se descrito, los resultados obtenidos en este estudio apoyan la idea de que los casos 

naturales de scrapie pueden ser causados por una mezcla de cepas, y sus propiedades, 
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entre ellas su capacidad de transmisión, estarían directamente relacionadas con las 

cepas que contienen. Por lo tanto, los resultados de este estudio apoyan la necesidad 

de una evaluación y caracterización exhaustiva de las cepas circulantes en los aislados 

de scrapie, no sólo para determinar su potencial zoonótico, sino también para el control 

y la erradicación de esta enfermedad. 

Como se ha comentado previamente, todavía hay muchas características de las 

enfermedades priónicas, como el fenómeno de cepas, la transmisión interespecie, la 

neurotoxicidad o los mecanismos moleculares de mal plegamiento, que siguen siendo 

desconocidas. Al ser los priones patógenos exclusivamente proteicos, estas 

características vendrían dadas por su estructura, pero es precisamente su naturaleza 

proteica la que ha dificultado enormemente su estudio. Desde la primera descripción de 

una técnica para generar grandes cantidades de PrP recombinante (rec-PrP) 

(Hornemann et al., 1997), se han generado multitud de priones recombinantes in vitro 

(Bocharova et al., 2005; Colby et al., 2010; Deleault et al., 2007; Legname et al., 2004; 

Legname et al., 2005; Makarava et al., 2010). Sin embargo, y a pese a que se han 

generado múltiples priones recombinantes infecciosos (Fernández-Borges et al., 2017; 

Westaway et al., 2017) muchas rec-PrP mal plegadas generadas in vitro son poco 

infecciosas in vivo y/o difieren en las características neuropatológicas de los priones 

“derivados de encéfalo” (Legname et al., 2004), lo cual limita su uso como buenos 

modelos experimentales de priones.  

La generación de priones recombinantes que posean las características de los 

priones naturales causantes de las EET es de crucial importancia, ya que los 

conocimientos obtenidos a partir de los estudios con priones recombinantes podrían 

ayudar a comprender no sólo los aspectos desconocidos de la patogenia de las EET, sino 

también el papel de las proteínas mal plegadas en otras enfermedades 

neurodegenerativas, como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson o Huntington. 

Resultados previos (no publicados) habían mostrado que la proteína recombinante del 

bank vole tiene la capacidad de malplegarse de distintas maneras adquiriendo 

propiedades bioquímicas y biológicas diferentes, y también de sostener la propagación 

de cepas priónicas naturales conocidas. Sin embargo, desconocíamos la proximidad 

fenotípica de las PrP recombinantes malplegadas resultantes con sus homólogas 
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naturales. Por todo esto, el estudio 4 de esta tesis tenía como objetivo evaluar 

comparativamente las características de distintas cepas de priones naturales y sus 

homólogas recombinantes tras su bioensayo en el modelo TgVole (que expresa la PrPC 

109I del bank vole), para determinar cómo varían sus características neuropatológicas 

tras propagarse in vitro sobre una proteína recombinante y posteriormente in vivo. 

Tras la inoculación en TgVole de las cepas naturales de scrapie 22L, RML, 263K y 

ME7 (Bruce, 1993; Chandler, 1963; Kimberlin & Walker, 1986; Zlotnik & Rennie, 1963), 

así como de sus homólogas recombinantes, todas fueron capaces de producir 

enfermedad en los animales. El bank vole (Myodes glareolus) y los ratones transgénicos 

que expresan su PrPC se han planteado como modelos importantes para la investigación 

de las EET. Se ha demostrado que estos animales son susceptibles a una gran variedad 

de cepas de priones de distintas especies donantes (Agrimi et al., 2008; Mabbott et al., 

2014; Pirisinu et al., 2016) y por eso están considerados como el “aceptor universal de 

priones”. Los resultados de este estudio muestran una gran facilidad de todas las cepas 

de scrapie utilizadas, naturales y recombinantes, para propagarse y provocar 

enfermedad en el modelo TgVole. Con esto se corrobora que la unión de modelos de 

roedores de bank vole y priones recombinantes, que son ampliamente versátiles y 

fáciles de usar, puede resultar una herramienta valiosa para ayudar a superar las 

dificultades encontradas en el estudio de las enfermedades priónicas.  

De entre las cepas recombinantes inoculadas, la cepa 22L-PMSA-2 y la RML-

PMSA-1, obtenidas tras la replicación in vitro de las cepas naturales 22L y RML 

respectivamente, mostraron una gran similitud con sus homólogas naturales en cuanto 

a las características neuropatológicas asociadas a las EET. Las cepas 22L y 22L-PMSA-2 

mostraron ambas un patrón de acúmulo de PrPSc con depósitos difusos de punteado 

fino. Los perfiles lesionales de ambas fueron iguales, mostrando picos tanto de acúmulo 

de PrPSc como de espongiosis en puente, tálamo, área septal y cuerpo estriado. En 

cuanto a las cepas RML y RML-PMSA-1, la neuropatología consistió en un patrón 

panencefálico de espongiosis y depósitos de PrPSc de punteado fino, con picos en puente 

y corteza frontal. Por otro lado, el resto de las cepas recombinantes estudiadas (22L-

PMSA-1, RML-PMSA-2, 263K-PMSA y ME7-PMSA-2), no mostraron similitud con las 

cepas naturales de las que provenían. A partir de estos resultados observamos que, 
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efectivamente, tras la generación de priones recombinantes éstos pueden fácilmente 

diferir de en las características neuropatológicas de aquellos “naturales” de los que 

provienen. Estas diferencias en los resultados de la similitud entre cepas tras su 

replicación in vitro se pueden asociar con eventos estocásticos que produzcan la 

generación de distintas estructuras terciarias o cuaternarias (Wang et al., 2010) o a la 

dificultad de las cepas recombinantes, que carecen de modificaciones postraduccionales 

como las glucosilaciones y el anclaje GPI, para adaptarse al entorno proporcionado por 

el huésped in vivo. Otra posible explicación sería que las condiciones utilizadas en este 

estudio no fueran las idóneas para cepas como la 263K o la ME7, ya que se ha 

demostrado que (Fernández-Borges et al., 2017). Aunque los resultados obtenidos aún 

deben ser ampliados con el análisis bioquímico de las cepas recombinantes, en este 

estudio se demuestra a partir de las cepas de scrapie 22L y RML se pueden obtener 

priones que mantengan sus propiedades tras su propagación en proteína recombinante, 

lo cual haría de ellos un buen modelo recombinante a utilizar en estudios posteriores 

que permitan dilucidar los aspectos todavía desconocidos de las encefalopatías 

espongiformes transmisibles.  

Desde el inicio del estudio de las EET se han hecho numerosos y valiosos avances 

que han permitido conocer mejor muchos aspectos de estas enfermedades. Sin 

embargo, la investigación en las enfermedades priónicas se enfrenta todavía a grandes 

retos. Existen numerosos factores no conocidos de estas enfermedades en relación a los 

mecanismos implicados en su patogenia; a la aparición, evolución y transmisión de las 

cepas priónicas o a posibles diagnósticos y tratamientos eficaces. En su conjunto, los 

resultados obtenidos en esta tesis aumentan el conocimiento y abren nuevas vías de 

investigación en estos aspectos, profundizando en el estudio de distintos factores tanto 

de la patogenia de las enfermedades priónicas como de los priones como agentes 

patógenos. Comprender estos factores es vital, ya que ofrecerá herramientas que 

permitan elaborar estrategias destinadas a proteger la sanidad animal y humana en lo 

que se refiere a las enfermedades priónicas. 
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1. Pese a no afectar a la neuropatología asociada a las enfermedades priónicas, la inyección de 

del fragmento C-terminal no tóxico de la toxina tetánica muestra efectos neuroprotectores 

que se reflejan en un incremento de la supervivencia neuronal. 

2. La administración del fragmento C-terminal no tóxico de la toxina tetánica reduce la 

apoptosis mediada por caspasas y regula los mecanismos autofágicos en modelos murinos 

infectados con scrapie. 

3. La modulación de los mecanismos autofágicos derivada de la administración del fragmento 

C-terminal no tóxico de la toxina tetánica no evita la acumulación de PrPSc, por lo que la 

regulación autofágica después de la inoculación intracerebral de priones no conduce a una 

disminución en el depósito de PrPSc. 

4. La concentración de neurogranina y neurofilamento de cadena ligera en el sistema nervioso 

central se ve afectada por la acumulación de priones incluso en etapas preclínicas de la 

enfermedad, y en el caso del neurofilamento de cadena ligera esto se correlaciona con una 

mayor concentración en LCR, lo cual respalda su utilidad como biomarcadores preclínicos 

de enfermedad priónica. 

5. Las diferencias en la expresión de neurogranina y neurofilamento de cadena ligera entre el 

grupo preclínico y el control confirman que el daño dendrítico y axonal son eventos 

tempranos en las enfermedades priónicas y que los mecanismos neurodegenerativos 

subyacentes pueden ocurrir en etapas asintomáticas de la enfermedad. 

6. La técnica de Protein Misfolding Cyclic Amplification puede utilizarse en condiciones en las 

que no se amplifiquen componentes de 19kDa del scrapie, mientras que los componentes 

de 21kDa se amplifican hasta diluciones de 10-7-10-8.  

7. El aislado ovino estudiado PS09 mostró una mezcla de cepas de scrapie de 19kDa y 21kDa, 

confirmando que los casos naturales de scrapie pueden estar causados por una mezcla de 

cepas que se propagan conjuntamente.  

8. Bajo estas mismas condiciones, la Protein Misfolding Cyclic Amplification se puede utilizar 

para detectar la selección diferencial dependiente del tejido que ocurre en los bioensayos. 

9. Las cepas recombinantes 22L-PMSA-2 y RML-PMSA-1 caracterizadas en esta tesis muestran 

patrones de espongiosis y depósito de PrPSc iguales a sus homólogas mamíferas, lo cual las 

convierte en un buen modelo a utilizar en estudios posteriores sobre en enfermedades 

priónicas.  

10. Las cepas derivadas de mamífero de scrapie 22L, RML, 263K y ME7, así como sus homólogas 

recombinantes son capaces de producir enfermedad en modelo TgVole, corroborando su 

utilidad como modelo de estudio para las enfermedades priónicas.  
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1. Despite not affecting prion associated, the administration of the non-toxic C-terminal 

fragment of the tetanus toxin shows neuroprotective effects that reflect in an increase in 

neuronal survival. 

2. Administration of the non-toxic C-terminal fragment of the tetanus toxin reduces caspase-

mediated apoptosis and regulates autophagic mechanisms in scrapie mouse models. 

3. Modulation of autophagic mechanisms derived from the non-toxic C-terminal fragment of 

the tetanus toxin administration does not prevent PrPSc accumulation, and therefore 

autophagic regulation after intracerebral prion inoculation might not prevent PrPSc 

deposition. 

4. The concentration of neurogranin and neurofilament light chain in the central nervous 

system is affected by the accumulation of prions even in preclinical stages of the disease, 

and in the case of neurofilament light chain this correlates with a higher concentration in 

CSF, which supports their usefulness as preclinical biomarkers of prion disease. 

5. Differences in neurogranin and neurofilament light chain expression between preclinical 

and control groups confirm that dendritic and axonal damage are early events in prion 

diseases and that the underlying neurodegenerative mechanisms of prion diseases can 

occur in asymptomatic stages of the disease. 

6. Protein Misfolding Cyclic Amplification can be used under conditions where the 19kDa 

components of scrapie are not amplified, while the 21kDa components are amplified up to 

10-7-10-8 dilutions. 

7. The PS09 ovine isolate studied showed a mixture of 19kDa and 21kDa scrapie strains, 

confirming that natural cases of scrapie may be caused by a mixture of co-propagating 

strains. 

8. Under these same conditions, Protein Misfolding Cyclic Amplification can be used to detect 

the tissue-dependent differential selection that occurs in bioassays. 

9. The recombinant strains 22L-PMSA-2 and RML-PMSA-1 characterized in this study show the 

same patterns of spongiosis and PrPSc deposition that their natural counterparts, which 

makes them a good model to use in further studies on prion diseases. 

10. The natural strains of scrapie 22L, RML, 263K and ME7, as well as their recombinant 

counterparts, are capable of producing disease in the TgVole model, corroborating its 

usefulness as a study model for TSEs. 
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Las enfermedades priónicas son trastornos neurodegenerativos mortales que no 

se pueden prevenir o tratar, por lo que actualmente muchas de las investigaciones en 

torno a estas enfermedades se centran en el desarrollo de tratamientos específicos. Se 

considera que parte de la muerte neuronal que ocurre en las enfermedades priónicas se 

debe a la activación de la apoptosis y la alteración de la homeostasis de mecanismos 

autofágicos. El fragmento C-terminal no tóxico de la toxina tetánica (TTC) se ha descrito 

como una molécula neuroprotectora que se une a los receptores Trk desencadenando 

vías de supervivencia neuronal, inhibiendo la apoptosis y regulando la autofagia. Debido 

a esto, en el estudio número 1 de esta tesis, se presenta un estudio piloto para probar 

el potencial terapéutico del TTC en las enfermedades priónicas. Ratones wild type de la 

línea C57BL6 y ratones transgénicos Tg338, que sobreexpresan la PrPC ovina, se 

inocularon intracerebralmente con el agente priónico del scrapie y luego fueron 

tratados mediante la inyección intramuscular de TTC. Los resultados de este estudio 

muestran, en el grupo tratado de ambos modelos murinos, una disminución de las 

proteínas caspasa-3 y p62 y un aumento de LC3B y NeuN a nivel encefálico. Además, los 

ratones wild type tratados mostraron diferencias en la regulación de la expresión génica 

de Atg5, Becn1 y Fbxw7. Así, se observa que la inyección de TTC generó efectos 

neuroprotectores en ambos modelos murinos de enfermedad priónica a través de la 

reducción de la apoptosis y de la regulación de la autofagia, lo que resultó en un 

aumento de la supervivencia neuronal, pese a no aumentar el tiempo de supervivencia. 

Estos hallazgos refuerzan el papel del TTC como regulador de la apoptosis y la autofagia 

en enfermedades neurodegenerativas y, lo que es más importante, como molécula 

neuroprotectora.  

Otro de los principales focos de las investigaciones actuales en enfermedades 

priónicas está en la búsqueda de biomarcadores que permitan detectar la enfermedad 

en fases preclínicas. La neurogranina (Ng) y la cadena ligera del neurofilamento (NfL) 

son proteínas que reflejan el daño sináptico y axonal y se postulan como buenos 

biomarcadores para trastornos neurodegenerativos. En el estudio número 2, se evalúan 

Ng y NfL, como posibles biomarcadores preclínicos en la enfermedad de scrapie. Para 

esto, se estudia tanto su concentración proteica como su nivel de expresión génica en 

el SNC de ovejas afectadas por scrapie en estadios preclínico y clínico, en comparación 
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con controles sanos. Además, se evalúan también sus niveles en LCR y su correlación 

con los principales eventos neuropatológicos en las enfermedades priónicas, el depósito 

de PrPSc y la espongiosis. Los resultados muestran una disminución en los niveles de 

expresión proteica y génica de Ng y NfL a medida que avanza la enfermedad, y cambios 

significativos entre los animales del grupo control y preclínico. Por el contrario, los 

niveles de LCR de NfL aumentaron a lo largo de la progresión de la enfermedad. Además, 

se encontró una correlación negativa entre los marcadores neuropatológicos de 

enfermedad priónica y la concentración de las proteínas estudiadas. Así, en este estudio 

se corrobora que la concentración en el tejido nervioso de Ng y NfL, marcadores de daño 

sináptico y axonal, se ve afectada por la acumulación de priones, y que esta condición 

es detectable incluso en etapas preclínicas enfermedad priónica. Por lo tanto, los 

resultados obtenidos respaldan la utilidad de ambas proteínas como biomarcadores 

preclínicos para enfermedades priónicas.  

Los priones son patógenos exclusivamente proteicos cuya estructura terciaria y 

cuaternaria puede diferir, dando lugar a la aparición de diferentes cepas, que se 

manifiestan a través de variabilidad fenotípica.  Además, la capacidad de transmisión de 

los priones a las diferentes especies está íntimamente ligada con sus características de 

cepa. Ampliar el conocimiento y la caracterización de las cepas priónicas es crucial para 

evaluar el potencial de los priones para infectar distintas especies, y para el control y la 

erradicación de las enfermedades priónicas.  En el scrapie, se ha visto que varias cepas 

pueden propagarse a partir de un mismo aislado, por lo que se considera que, en ciertos 

casos, distintas cepas coexisten en el aislado original. Por esto, en el estudio número 3, 

se evalúa, mediante la técnica de Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA), la 

presencia de cepas de scrapie asociadas a un perfil de 21kDa en aislados de origen ovino 

y su evolución durante su transmisión seriada en un bioensayo en ratones que expresan 

la PrPC ovina. Para esto, se utilizó la PMCA en diferentes condiciones para evaluar la 

cantidad y proporción de subcomponentes contenidos en distintas muestras del 

bioensayo. Los resultados muestran que la PMCA se puede utilizar en determinadas 

condiciones en las que el fenotipo de 19kDa, asociado a una cepa de scrapie, no es 

amplificable. Bajo estas mismas condiciones, la PMCA es capaz de amplificar el 

subcomponente de 21kDa del scrapie, asociado a varias cepas distintas de esta 
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enfermedad. A partir del método de PMCA establecido en este estudio, además, se 

detecta el componente de 21kDa en aislados de scrapie ovino que mostraban en un 

inicio un perfil de glicosilación de 19kDa. Por tanto, los resultados demuestran, por un 

lado, que la PMCA se puede utilizar para detectar cepas de 21kDa en homogeneizados 

que muestran una firma de 19kDa, y también que es capaz de detectar la selección 

diferencial dependiente del tejido que ocurre en los bioensayos. Por otro lado, y de 

forma más importante, los resultados sugieren que algunos aislados naturales de scrapie 

ovino utilizados en el estudio contenían mezclas de cepas y que la coinfección con varias 

cepas podría ocurrir de forma frecuente en la naturaleza.  

La generación in vitro de priones recombinantes infecciosos fue un gran logro en 

la investigación de las enfermedades priónicas ya que permite la producción de PrP 

recombinante de alta pureza para su uso en futuras investigaciones. Sin embargo, estos 

priones recombinantes pueden existir y propagarse en muchas conformaciones que 

pueden diferir en su patogenicidad y ser desde absolutamente inocuas hasta letales, lo 

que limita su uso como buenos modelos de priones. La generación de priones 

recombinantes que retengan las características de los priones de mamífero es de crucial 

importancia, ya que el conocimiento obtenido de los estudios con priones 

recombinantes podría ayudar a comprender los aspectos desconocidos de la 

patogénesis de las enfermedades priónicas. En el estudio número 4 de esta tesis, se 

analizan comparativamente las características de distintas cepas priónicas naturales y 

de sus homólogas recombinantes tras su bioensayo en el modelo TgVole, con el fin de 

determinar cómo varían sus propiedades biológicas tras propagarse in vitro sobre una 

proteína recombinante y posteriormente in vivo. Tras la inoculación de las cepas de 

mamífero de scrapie 22L, RML, 263K y ME7, así como de cepas recombinantes 

homólogas de éstas en el modelo transgénico TgVole, que expresa la PrPC 109I del bank 

vole, todas fueron capaces de producir enfermedad en los animales. Además, las cepas 

recombinantes 22L-PMSA-2 y RML-PMSA-1, obtenidas tras la replicación in vitro de las 

cepas naturales 22L y RML respectivamente, mostraron una gran similitud con sus 

homólogas naturales en las características neuropatológicas asociadas a la infección por 

priones (espongiosis y depósito de PrPSc). Aunque este estudio se completará en el 

futuro con el análisis de las propiedades bioquímicas de estas cepas, los resultados 
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obtenidos implican que estas dos cepas de scrapie mantienen sus propiedades 

neuropatológicas tras su propagación en proteína recombinante, y que por lo tanto 

podrían ser buenos modelos para posteriores estudios.  

Los cuatro estudios desarrollados en esta tesis han cumplido los objetivos de la 

misma, ampliando el conocimiento actual tanto sobre la patogenia, diagnóstico y 

tratamiento de las enfermedades priónicas como de los priones como agentes 

patógenos.  
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Prion diseases are fatal neurodegenerative disorders that cannot be prevented 

or treated, and therefore research on these diseases is currently focused on the 

development of specific treatments. It is considered that part of the neuronal death that 

occurs in prion diseases is due to the activation of apoptosis and the alteration of the 

homeostasis of autophagic mechanisms. The non-toxic C-terminal fragment of tetanus 

toxin (TTC) has been described as a neuroprotective molecule that binds to Trk 

receptors, triggering neuronal survival pathways, inhibiting apoptosis, and regulating 

autophagy. Due to this, in study number 1 of this thesis, a clinical trial is presented to 

test the therapeutic potential of TTC in prion diseases. Wild type mice of the C57BL6 line 

and Tg338 transgenic mice, which overexpress ovine PrPC, were intracerebrally 

inoculated with scrapie and then treated by intramuscular injection of TTC. After 

injection, the treated group of both murine lines showed a decrease in caspase-3 and 

p62 proteins and an increase in LC3B and NeuN in their brains. In addition, the treated 

wild type mice showed differences in the regulation of Atg5, Becn1 and Fbxw7 at the 

gene level. Thus, results show that injection of TTC generated neuroprotective effects in 

both murine models of prion disease through the reduction of apoptosis and the 

regulation of autophagy, which resulted in an increase in neuronal survival, despite not 

increasing the animal’s survival time. These findings reinforce the role of TTC as an 

apoptosis and autophagy regulator in neurodegenerative diseases and, more 

importantly, as a neuroprotective molecule. 

Another of the main focuses of current research on prion diseases is the finding 

of biomarkers that allow the detection of the disease in preclinical stages. Neurogranin 

(Ng) and neurofilament light chain (NfL) are proteins that reflect synaptic and axonal 

damage and have been postulated as good biomarkers for neurodegenerative disorders. 

In study number 2, Ng and NfL are evaluated as preclinical biomarkers in scrapie disease. 

For this purpose, Ng and NfL are evaluated both at the protein and transcript levels in 

the CNS of preclinical and clinical scrapie-affected sheep compared with healthy 

controls. In addition, its levels in CSF and its correlation with the main neuropathological 

events in prion diseases, PrPSc deposition and spongiosis, are also evaluated. Results 

show a decrease in the protein and gene expression levels of Ng and NfL as the disease 

progresses, and significant changes between the animals of the control and preclinical 
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groups. In contrast, CSF levels of NfL increased throughout the disease progression. In 

addition, a negative correlation was found between the neuropathological markers of 

prion disease and the concentration of the proteins studied. Thus, this study confirms 

that the concentration of Ng and NfL, markers of synaptic and axonal damage, in 

nervous tissue, is affected by the accumulation of prions, and that this condition is 

noticeable even in preclinical stages of prion disease. Therefore, the results obtained 

support the utility of both proteins as preclinical biomarkers for prion diseases. 

Prions are proteinaceous pathogens whose tertiary and quaternary structures 

can differ, giving rise to different strains, which are manifested through phenotypic 

variability. The transmission capacity of prions to different species is closely related to 

their strain characteristics. Increasing the knowledge and characterization of prion 

strains is crucial for the evaluation of the potential of prions to infect different species, 

and for the control and eradication of prion diseases. In scrapie, it has been seen that a 

single isolate might contain several, so it is considered that in certain cases different 

strains coexist and copropagate from a single isolate. For this reason, study number 3 

evaluates, using the Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) technique, the 

presence of scrapie strains associated with a 21kDa profile in isolates of ovine origin and 

their evolution during their serial transmission in a bioassay in mice expressing ovine 

PrPC. For this, the PMCA was used under different conditions to evaluate the amount 

and proportion of subcomponents contained in different samples from the bioassay. 

Results show that PMCA can be used under certain conditions in which the 19kDa 

phenotype, associated with a scrapie strain, is not amplifiable. Under these same 

conditions, PMCA was capable of amplifying the 21kDa subcomponent of scrapie, 

associated with several different strains of this disease. Using the PMCA method 

established in this study, the 21kDa component was also detected in ovine scrapie 

isolates that initially showed a 19kDa glycosylation profile. Therefore, these results 

demonstrate, on the one hand, that PMCA can be used to detect 21kDa strains in 

homogenates that show a 19kDa signature and also that it is capable of detecting the 

tissue-dependent differential selection that occurs in bioassays. On the other hand, and 

more importantly, the results suggest that the natural ovine scrapie isolates used in the 
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study contained mixtures of strains and that co-infection with various strains may occur 

frequently in nature. 

The in vitro generation of infectious recombinant prions was a major 

achievement in prion disease research as it allows and facilitates the production of high 

quantities of recombinant PrP for its use in future research. However, these 

recombinant prions can exist and propagate in many conformations that can differ in 

their pathogenicity being from absolutely harmless to lethal, limiting their use as good 

prion models. The generation of recombinant prions that retain the characteristics of 

natural prions is of crucial importance, since the knowledge obtained from studies with 

recombinant prions could help understand the unknown aspects of the pathogenesis of 

prion diseases. In study number 4 of this thesis, the characteristics of different natural 

prion strains and their recombinant homologues are comparatively analyzed after their 

bioassay in the TgVole model, in order to determine which ones can be propagated 

efficiently in vitro on a recombinant protein and subsequently in vivo maintaining its 

biological properties. After the inoculation of the natural strains of scrapie 22L, RML, 

263K and ME7, and of their recombinant counterparts in the TgVole transgenic model, 

which expresses the 109I PrPC of the bank vole, all of them were capable of producing 

disease. In addition, the recombinant strains 22L-PMSA-2 and RML-PMSA-1, obtained 

after the in vitro replication of the natural strains 22L and RML, respectively, showed 

great similarity with their natural homologues in the prion-associated neuropathological 

features (spongiosis and PrPSc deposition). Although this study will be completed in the 

future with the analysis of the biochemical properties of these strains, the results 

obtained imply that these two scrapie strains maintain their neuropathological 

properties after propagation in recombinant protein, and could therefore be good 

models for further studies.  

The four studies developed in this thesis have fulfilled its objectives, expanding 

the current knowledge on both the pathogenesis of prion diseases and on prions as 

pathogens. 
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Anexo 1. Protocolo de tinción con Hematoxilina-Eosina 

 

- Desparafinado. Inmersión de los tejidos en los siguientes reactivos: 

1. Xilol: 4´ 

2. Xilol: 4´ 

3. Alcohol 100°: 4´ 

4. Alcohol 100°: 4´ 

5. Alcohol 96°: 1´ 

6. Alcohol 70°: 1´ 

7. Agua corriente: 1´ 

- Tinción. Inmersión de los tejidos en los siguientes reactivos: 

1. Hematoxilina: 5´ 

2. Agua corriente: 1´ 

3. Alcohol ácido: 2´ 

4. Eosina: 2´ 

5. Agua: 3 inmersiones de 1-2´´ 

- Deshidratación y montaje: 

1. Alcohol 100°: 1´ 

2. Alcohol 100°: 1´ 

3. Xilol: 1´ 

4. Xilol: 5´ (mínimo) 

5. Montaje de la muestra en Dibutyl phthalate Poliestireno Xileno (DPX) 

 

 

Anexo 2. Técnica de inmunohistoquímica para la detección de PrPSc  

 

Cortar las secciones (4 μm) y recogerlas sobre portaobjetos tratados (Starfrost). Secar 

las secciones toda la noche a 56°C. 

 

- Desparafinado: 

1. Xilol: 5´ 

2. Xilol: 5´ 

3. Alcohol 100°: 5´ 

4. Alcohol 100°: 5´ 

5. Alcohol 96°: 3´ 

6. Alcohol 70°: 3´ 

Pasar las preparaciones a agua destilada (H2Od) durante 10’. 

 

- Desenmascarado de epítopos: 

1. Inmersión de las secciones en ácido fórmico (98%) 10´ 

2. Lavar 10´en agua corriente 
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3. Digestión con proteinasa K (PK): 4g/ml, 15´ a 37°C ml de tampón 

precalentado 

4. Autoclavado hidratado con tampón citrato Tris EDTA: 10´ a 96°C 

 

- Inmunodetección: 

1. Cubrir las muestras con solución de peroxidasa (kit Envision-DAB, Dako) 

durante 5´ para bloquear la peroxidasa endógena 

2. Incubar las muestras con el anticuerpo primario anti-PrP durante 30´ a RT 

(L42, 1:500 para PrPSc ovina; 6C2, 1:1000 para PrPSc en TgVole) 

3. Lavar con Wash buffer (Tween 20 al 0.1 % en H2Od) 5´ x 3 veces 

4. Incubar con el polímero marcado Envision goat anti-mouse (kit Envision 

DAB, Dako) durante 30´ 

5. Lavar con Wash buffer 5´ x 3 veces 

6. Incubar con el cromógeno DAB plus (kit Envision DAB, Dako) 5´ 

7. Lavar con H2Od 5´ x 3 veces 

8. Contrateñir las muestras con hematoxilina durante 1´ 

9. Lavar con H2Od 

 

- Deshidratación y montaje: 

1. Alcohol 70°: inmersión (x 3), Alcohol 96°: inmersión (x 3), Alcohol 100°: 

inmersión (x3), Alcohol 100°: inmersión (x 3), Xilol: inmersión (x 3), Xilol: 

inmersión 5´ 

2. Montar en DPX 

 

 

Anexo 3. Detección de PrPSc mediante la técnica de Paraffin-embedded 

tissue Blot (PET Blot) 

 

Cortar las muestras de encéfalo (4 μm) y colocarlas en una membrana de nitrocelulosa 

de 0.45 μm de Bio-Rad, dejar secar mínimo toda la noche en una estufa a 56°C 

 

- Desparafinado: Exponer las membranas a los siguientes reactivos: 

1. Tolueno: 2 x 5´ 

2. Isopropanol: 2 x 5´ 

3. Alcohol 95°: 2 x 5´ 

4. Alcohol 80°: 2 x 5´ 

5. Tween 20 al 0.1 % en agua destilada: 1x10´ 

6. Tween 20 al 0.05% en TBS (Tris buffered saline): 5´ 
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- Digestión con PK: 

1. Sumergir las membranas en una solución de PK a una concentración de 250 

μg/ml en solución de TBS más 0.1% Brij 35P durante 2 h en baño maría de 

55 a 56°C 

2. Lavar 10´ en TBS + 0.05% Tween 20 en el agitador (rápido) 

 

- Bloqueo: 

1. Realizar 3 lavados de 10´ con TBS + 0.05% Tween 20 con leche al 1% 

2. Saturar la membrana con TBS + 0.05% Tween 20 + 0.2% de BSA (Tampón de 

saturación) en agitación durante 30´ 

 

- Inmunodetección: 

1. Incubar 1 h con el anticuerpo monoclonal primario Sha31 diluido en 

tampón de saturación (1:8000) 

2. Lavar 3 x 10´con TBS + 0.05% Tween 20 con leche al 1% 

3. Incubar 30´ con el anticuerpo secundario Dako Polyclonal Goat Anti-Mouse 

Inmunoglobulins/AP, diluido en tampón de saturación (1: 500). Incubar en 

parafilm boca abajo 

4. Lavar 5 x 10´con TBS + 0.05% Tween 20 con leche al 1% 

 

- Revelado: 

1. Ajustar las membranas a pH alcalino con TBS pH 9.5 + 50 mmol/L de MgCl2, 

2 x 5´ en agitación rápida 

2. Revelar con NBT/BCIP (Cloruro de nitroblue tetrazolium) en agitación lenta 

durante 45´ 

 

 

Anexo 4. Técnica de inmunohistoquímica para la detección de Caspasa 3 

 

- Desparafinado: 

1. Xilol: 5´ 

2. Xilol: 5´ 

3. Alcohol 100°: 5´ 

4. Alcohol 100°: 5´ 

5. Alcohol 96°: 3´ 

6. Alcohol 70°: 3´ 

Lavar 2 x 5´ con H2Od 

 

- Inmunodetección:  

1. Bloquear la peroxidasa endógena utilizando una solución de peróxido de 

hidrógeno (33%) al 3% en H2Od durante 35´ 
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2. Lavar 10´ con agua corriente 

3. Incubar 1 h con solución de bloqueo (10 ml PBS + 150 μl suero de cerdo) 

4. Lavar 3 veces con PBS 

5. Incubar con el anticuerpo mouse monoclonal anti-Caspase-3 1:50 (Santa 

Cruz Biotechnology, sc-56052) en solución de bloqueo durante 24 h a 4°C 

6. Lavar 3 veces con PBS 

7. Incubar el anticuerpo secundario (polímero marcado Envision) Goat anti-

mouse (kit Envision DAB, Dako) durante 30´ 

8. Lavar 3 veces con PBS 

9. Teñir las muestras con DAB durante 5´ 

10. Parar la reacción con agua destilada 

11. Contrateñir con hematoxilina 1´ 

12. Lavar con agua corriente 5´ 

 

- Deshidratación y montaje 

 

 

Anexo 5. Técnica de inmunohistoquímica para la detección de NeuN, 

LC3-B y p62  

 

- Desparafinado: 

1. Xilol: 5´ 

2. Xilol: 5´ 

3. Alcohol 100°: 5´ 

4. Alcohol 100°: 5´ 

5. Alcohol 96°: 3´ 

6. Alcohol 70°: 3´ 

Lavar 2 x 5´ con H2Od 

 

- Desenmascarado de epítopos: 

1. Autoclavado hidratado con tampón citrato Tris EDTA: 10´ a 96°C 

2. Mantener un mínimo de 5´ en Wash buffer 

 

- Inmunodetección: 

1. Bloquear la peroxidasa endógena utilizando la solución de bloqueo (kit 

Envision-DAB, Dako, Dinamarca) durante 5´ 

2. Lavar 3 veces con Wash buffer 

3. Incubar con uno de los siguientes anticuerpos primarios: 

a. Mouse monoclonal anti NeuN, 1:100, 1 h a RT (ab104224, Abcam)  

b. Mouse monoclonal anti LC3B, 1:200, 1 h a RT (sc-271625; Santa Cruz 

Biotechnology) 
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c. Rabbit polyclonal anti p62, 1:200, 1 h a RT (PW9860; Enzo Life 

Sciences) 

4. Lavar 3 veces con Wash buffer 

5. Incubar con uno de los siguientes anticuerpos secundarios (polímero 

marcado Envision): 

a. Goat anti-mouse (kit Envision DAB, Dako) para NeuN y LC3B durante 

30´  

b. Goat anti-rabbit (kit Envision DAB, Dako) para p62, durante 30´  

6. Lavar 3 veces con Wash buffer  

7. Teñir las muestras con DAB durante 5-10´ 

8. Parar la reacción con agua destilada 

9. Contrateñir con hematoxilina 1´ 

10. Lavar con agua destilada 

 

- Deshidratación y montaje 

 

 

Anexo 6. Técnica de inmunohistoquímica para la detección de Ng y NfL  

 

- Desparafinado: 

1. Xilol: 5´ 

2. Xilol: 5´ 

3. Alcohol 100°: 5´ 

4. Alcohol 100°: 5´ 

5. Alcohol 96°: 3´ 

6. Alcohol 70°: 3´ 

Lavar 2 x 5´ con H2Od 

 

- Desenmascarado de epítopos: 

1. Autoclavado hidratado con tampón citrato Tris EDTA: 20´ a 96°C 

2. Mantener un mínimo de 5´ en Wash buffer 

 

- Inmunodetección: 

1. Bloquear la peroxidasa endógena utilizando la solución de bloqueo (kit 

Envision-DAB, Dako, Dinamarca) durante 5´ 

2. Lavar 3 veces con Wash buffer 

3. Incubar con uno de los siguientes anticuerpos primarios: 

a. Mouse anti Ng36 (1:400; in-house generated, Department of 

Psychiatry and Neurochemistry, Mölndal, Sweden) durante 24h a 

4°C  
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b. Mouse monoclonal anti NfL (1:500, Dako Agilent, Glostrup, 

Denmark, M076229-2) durante 24h a 4°C 

4. Lavar 3 veces con Wash buffer 

5. Incubar con el anticuerpo secundario Goat anti-mouse (kit Envision DAB, 

Dako) durante 30 minutos (polímero marcado Envision) 

6. Lavar 3 veces con Wash buffer  

7. Teñir las muestras con DAB durante 5-10´ 

8. Parar la reacción con agua destilada 

9. Contrateñir con hematoxilina 1´ 

10. Lavar con agua destilada 

 

- Deshidratación y montaje 

 

 

Anexo 7. Protocolo de Western blot para la detección de PrPSc 

 

- Homogeneizado:   

Preparar un homogeneizado de encéfalo al 10% (peso/volumen) en PBS, 

utilizando tubos de trituración y un homogeneizador automático, y realizando 

dos fases de homogeneizado a 6500 rpm. 

 

- Digestión: 

1. Diluir 10,7 μl de PK (18,6 mg/ml) en 1 ml de Tampón A (Bio-rad), y añadir 

200 μl de esta mezcla a 200 μl del homogeneizado 

2. Incubar a 37°C durante 10´ 

3. Añadir 200 μl de butanol y centrifugar a 15000g a 4°C durante 7´ 

4. Eliminar el sobrenadante, añadir 100 μl de Laemmli Sample Buffer 2x (Bio-

rad) y 

5. desnaturalizar a 100°C durante 5´ 

6. Centrifugar a 15000g a 4°C durante 15´ y recoger el sobrenadante 

 

- Electroforesis: 

1. Preparar buffer de electroforesis (Tris + glicina + SDS + H2Od) 

2. Diluir 10 μl de la muestra en 10 μl del tampón de carga 

3. Incubar las muestras a 95°C durante 5´ 

4. Cargar 25 μg de proteína en los pocillos del gel 

5. Realizar la electroforesis a 90 V durante 30’ y a 150 durante 90’ 

 

- Transferencia: 

1. Abrir el gel y montarlo sobre el sándwich (pre-cast membranes, Biorad) que 

viene ya preparado para la transferencia. 
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2. Usar el protocolo de transferencia en seco HIGH MW (10’) 

 

- Inmunodetección: 

1. Lavar la membrana con TTBS 3 x 5´ 

2. Bloquear la membrana en una solución de TTBS con leche desnatada al 2% 

durante 20’-30’ 

3. Incubar con el anticuerpo primario diluido en la solución de bloqueo 

durante 1 h a RT: Mouse monoclonal Sha31, 1:8000 (SPI-Bio) 

4. Lavar con TTBS 3 x 15´ 

5. Incubar con el anticuerpo secundario diluido en solución de bloqueo 

durante 1 h a RT: Goat anti-mouse IgG-HRP 1:4000 (Santa Cruz 

Biotechnology)  

6. Lavar con TTBS 3 x 15´ 

 

- Revelar la membrana durante 5´ utilizando Luminol (ThermoFisher) y visualizarla con 

Versa Doc System (Bio-rad) 

 

 

Anexo 8. Protocolo de Western blot para LC3-B, p62, NeuN, Ng, NfL 

  

- Homogeneizado:   

Preparar un homogeneizado de encéfalo al 10% (peso/volumen) en PBS, 

utilizando tubos de trituración y un homogeneizador automático, y realizando 

dos fases de homogeneizado a 6500 rpm. 

 

- Electroforesis: 

1. Preparar buffer de electroforesis (Tris + glicina + SDS + H2Od) 

2. Diluir 10 μl de la muestra en 10 μl del tampón de carga 

3. Incubar las muestras a 95°C durante 5´ 

4. Cargar 25 μg de proteína en los pocillos del gel 

5. Realizar la electroforesis a 120 V durante 80-85´ 

 

- Transferencia: 

1. Abrir el gel y montarlo sobre el sándwich (pre-cast membranes, Biorad) que 

viene ya preparado para la transferencia. 

2. Usar el protocolo de transferencia en seco HIGH MW (10’) 

 

- Inmunodetección: 

1. Lavar la membrana con TTBS 3 x 5´ 

2. Bloquear la membrana en una solución de TTBS con leche desnatada al 2% 

durante 20’-30’ 
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3. Incubar con el anticuerpo primario diluido en la solución de bloqueo durante 1 

h a RT: 

a. Mouse monoclonal anti NeuN, 1:1000, 1 h a RT (ab104224, Abcam)  

b. Mouse monoclonal anti LC3B, 1:5000, 1 h a RT (sc-271625; Santa Cruz 

Biotechnology) 

c. Rabbit polyclonal anti p62, 1:1000, 1 h a RT (PW9860; Enzo Life 

Sciences) 

d. Mouse anti Ng36, 1:2000, 1 h a RT (in-house generated, Department of 

Psychiatry and Neurochemistry, Mölndal, Sweden)  

e. Mouse monoclonal anti NfL, 1:1000, 1 h a RT (M076229-2, Dako Agilent)  

4. Lavar con TTBS 3 x 15´ 

5. Incubar con el anticuerpo secundario diluido en solución de bloqueo durante 1 

h a RT: 

a. Goat anti-mouse IgG-HRP 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology) para 

NeuN, LC3B, Ng y NfL 

b. Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology) para p62 

6. Lavar con TTBS 3 x 15´ 

 

- Revelar la membrana durante 5´ utilizando Luminol (ThermoFisher) y visualizarla con 

Versa Doc System (Bio-rad) 

 

 

Anexo 9. Protocolo de Dot blot para la detección de PrPSc 

 

- Digestión: 

1. Añadir 2 μl de SDS al 3% a 18 μl del homogeneizado 

2. Diluir la PK (18,6 mg/ml) en DPBS 1x y añadir 5 μl a la muestra 

3. Incubar a 37°C durante 1 h 

4. Añadir 25 μl de Laemmli Sample Buffer 2x (Bio-rad) para detener la 

digestión 

5. Desnaturalizar a 95°C durante 5´ 

 

- Transferencia: 

1. Añadir 25 μl de SDS al 1% a 5 μl de la muestra desnaturalizada 

2. Inmersión del papel Whatman y de la membrana de nitrocelulosa (0,2 μm) 

en buffer de 

3. transferencia 

4. Depositar suavemente 30 μl de la muestra sobre la membrana 

5. Esperar 20-30´´ 

6. Limpiar los pocillos añadiendo 100 μl de SDS al 1% (2 veces) y esperar 1´ 

7. Limpiar la membrana con PBST (10´´ x 2) 



  Anexos 

215 

- Inmunodetección: 

6. Bloqueo de la membrana en 50 ml de PBST 0,1% + BSA 2% durante 30´ en 

agitación lenta 

7. Incubación con 30 ml del anticuerpo primario Sha31, diluido 1:8000 en 

PBST + BSA, 

8. durante 30´ en agitación lenta 

9. Lavado con PBST 1 x 5´y 1 x 10´ en agitación rápida 

10. Incubación con 40 ml del anticuerpo secundario HRP anti-mouse (Bio-rad), 

diluido 

11. 1:5000 en PBST + BSA durante 20´ en agitación lenta 

12. 5. Lavado con PBST 1 x 5´y 2 x 10´ en agitación rápida 

13. 6. Sumergir la membrana en H2Od para eliminar los restos de PBST 

 

- Revelar la membrana con 250 μl de luminol y 250 μl de peróxido (Pierce) y visualizarla 

con Versa Doc System (Bio-rad) 

 

 

Anexo 10. Protocolo de RT-qPCR a partir de tejido nervioso 

 

- Extracción de RNA (RNeasy Lipid Tissue Mini kit, Qiagen): 

1. Homogeneizar 100 mg de tejido nervioso en 1ml de Qiazol Lysis Reagent 

(Qiagen) 

2. Transferir el homogeneizado a un eppendorf  

3. Añadir 200 µl de cloroformo y agitar fuertemente 15 seg 

4. Dejar reposar 2-3 min 

5. Centrifugar a 12.000g, 15 min, 4°C 

6. Dejar que el centrifugado se atempere a RT 

7. Transferir la fase acuosa, a un tubo nuevo  

8. Añadir 1 volumen de etanol al 70% y vortear 

9. Transferir hasta 700µl a una columna. Centrifugar 15 seg a 8.000g, a 15-25°C 

10. Descartar sobrenadante, añadir 700 µl de Buffer RW1 y centrifugar 15 seg a 

8.000g 

11. Descartar sobrenadante, añadir 500 µl de Buffer RPE y centrifugar 15 seg a 

8.000g 

12. Descartar sobrenadante, añadir 500 µl de Buffer RPE y centrifugar 2 min a 

8.000g 

13. Colocar la columna en un tubo colector de 1.5 ml, añadir 50µl de RNase free 

water y centrifugar 1 min a 8.000 g 

14. Eliminar la columna y medir la cantidad de ácido nucleico total con el 

Nanodrop UV Spectrophotometer Q3000 (Quawell). Conservar las muestras 

a -80°C 
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- Retrotranscripción a cDNA: Utilizar el kit de retrotranscripción qScript™ cDNA 

SuperMix (Quanta Biosciences) según las instrucciones del fabricante. Una vez realizada 

la retrotranscripción, diluir el cDNA resultante 1:10 en DNase free water y conservar a -

20°C.  

 

- PCR cuantitativa a tiempo real: 

1. Utilizar una placa de 96 pocillos y añadir a cada uno: 

a. 5 µl de Fast SYBR Green Master Mix (PE Applied Biosystems) 

b. 0,15 µl del primer forward a la concentración deseada 

c. 0,15 µl del primer reverse a la concentración deseada 

d. 2,9 µl de agua purificada 

e. 2 µl de cDNA 

2. Analizar en el termociclador utilizando un paso inicial de 10 min a 95°C, 

seguido por 40-45 ciclos de 15 seg a 95°C y 30 seg a la temperatura de 

hibridación de los primers 

3. Realizar la curva de disociación (15 seg a 95°C, 1 min a 60°C, 15 seg a 95°C y 

15 seg a 60°C)  

 

 

Anexo 11. Preparación de inóculos para bioensayo 

 

1. Homogenizar el tejido en suero salino fisiológico al 10% (0,1 g por cada ml de 

suero), empleando tubos de 1,5 ml con microcuentas de cerámicas y el 

homogenizados de tejidos TeSeE PRECESS 48 (Bio-Rad). 

2. Filtrar el homogenizado a través de una gasa estéril empleando una 

jeringuilla. 

3. Añadir 1 μl del antibiótico ESPES Inyect (CASIER) por cada 2 ml de inóculo. 

Agitar para mezclar bien. 

4. Realizar un cultivo de los inóculos en placas de agar sangre para asegurar su 

esterilidad. Incubar las placas a 37ºC durante una noche. 

5. Alicuotar inóculos y conservar congelados a -80°C. 
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Anexo 12. Protocolo para la técnica de Protein Mysfolding Cyclic 

Amplification (PMCA) 

 

- Preparación los sustratos (homogenizados de material sano):  

1. Pesar 1.5-1.9 g de cerebros sanos perfundidos y añadirlos junto con 10 

volúmenes de tampón PMCA en un “potter” (homogenizador), para 

conseguir un homogenizado al 10%. Homogenizar cuidadosamente 

2. Verter el homogenizado en un Falcon de 50 ml 

3. Dejar los homogenizados reposando 1h en hielo para permitir que las 

membranas sean digeridas por el tritón del tampón PMCA 

4. Conservar a -80°C. 

- Preparar las semillas (homogenizados de material infeccioso): 

1. Pesar 1.5-1.9 g de cerebros y añadirlos junto con la cantidad 

correspondiente de PBS en un tubo de homogenización con 

microcuentas de 1.5 ml de PBS para conseguir un homogenizado al 10% 

2. Someter a los tubos a 2-3 ciclos de homogenización en modo 2 

3. Alicuotar 100 μl del sobrenadante en eppendorfs de 1.5 ml 

4. Conservar a -20°C en posición vertical 

- Dilución seriada 1:10 de las semillas: 

1. Preparar un strip con 8 microtubos para cada serie de diluciones, y 

colocar 90 μl de tampón PMCA en cada uno 

2. Coger 10 μl de la semilla y añadirlo al primer microtubo (dilución 10-1) 

3. Coger 10 μl de la nueva dilución y añadirla al siguiente microtubo 

(dilución 102). Continuar diluyendo seriadamente hasta dilución 10-8 

- Preparación de la placa de PMCA: 

1. Colocar un trozo de papel de aluminio sobre la poyata y una placa de 96 

pocillos estéril para PMCA. 

2. Descongelar el sustrato al baño María 37°C 

3. Colocar una cuenta de teflón de 0.22 μm de diámetro en el fondo de cada 

pocillo de la placa de 96 pocillos. Manejarlas con pinzas estériles.  

4. Homogenizar el sustrato descongelado con una pipeta de 1000 μl  

5. Verter el sustrato en una bañera y con una pipeta multicanal de 200 μl, 

colocar 45 μl de sustrato en cada pocillo. Usar pipeteo inverso 

a. Si se usa sustrato con dextrano al 0.5%, mezclar 40 μl de sustrato 

con 5 μl de una solución de dextrano al 5%. 

6. Con una pipeta multicanal de 10 μl, coger 5 μl de cada microtubo de los 

strips preparados con la dilución de las semillas depositarlos en el pocillo 

correspondiente de la placa de PMCA. Mezclar bien mediante pipeteo 

7. Cerrar los pocillos con las tiras de tapas estériles 

8. Aislar la placa con parafilm 
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- PMCA: 

1. Asegurar que el circuito de agua está activado: baño maría y bomba 

peristáltica encendidos, Ta de la cámara de sonicador de mínimo 37°C y 

flujo constante 

2. Colocar la placa en la gradilla del sonicador y colocar encima otra gradilla 

3. Verificar que el nivel del agua de la corona del sonicador llega al nivel de 

la muestra en los pocillos de la placa 

4. Colocar la tapa del sonicador y cerrar la cámara anecoica 

5. Establecer los parámetros de sonicación. Para 24 horas: amplitud 75; 

tiempo total de sonicación: 16 min; tiempo de cada sonicación: 10 seg; 

tiempo entre cada sonicación: 14 min 50 seg 

- Siguiente ciclo de PMCA: 

1. Preparar la nueva placa de PMCA con sustrato de la misma manera 

2. Sacar la placa de PMCA del sonicador y centrifugarla para recuperar todo 

el volumen en el fondo de los pocillos 

3. Retirar el parafilm y las filas de tapas evitando la propulsión de gotas y la 

contaminación de los pocillos 

4. Coger 5 μl de cada pocillo y añadirlos a la nueva placa de PMCA y colocar 

en el sonicador 

5. Cerrar la placa vieja con un papel film adhesivo con la referencia de la 

placa y guardar a -20°C 
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