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RESUMEN

Se ha postulado que en las enfermedades neurodegene-
rativas, las alteraciones en los fendmenos de neuroplasti-
cidad y adaptacion tienen una funcion muy importante,
como desencadenante o motor del curso patogénico de
las enfermedades. Para aclarar este extremo se ha llevado
a cabo un estudio morfohistoquimico comparativo en la
corteza cerebral prefrontal y en la corteza cerebelosa
(neocerebelo) de cerebros de enfermos de Alzheimer y
Creutzfeldt-Jakob (EA y ECJ). Se han analizado las varia-
ciones en marcadores supuestamente relacionados con
fenémenos de neuroplasticidad sinaptica (Drebrina, SNAP-
25), factor de activacion nuclear (NF kappa Beta -NFkB) e
isoforma neuronal de la 6xido nitrico sintasa (nNNOS) junto
a marcardores de neuropatologfa (acumulaciéon de protei-
nas beta —amiloide en EA y PrPsc en ECJ-, reaccion micro-
glial e induccién de enzimas pro-inflamatorias iNOS y
ciclo-oxigenasa 2 (COX-2). Los resultados han mostrado
grandes variaciones de los marcadores entre ambos pro-
cesos patolédgicos, entre las cortezas cerebral y cerebelo-
sa, entre diferentes areas de esas regiones y entre dife-
rentes estirpes neuronales y gliales. El significado de algu-
nos de los marcadores (NFkB, nNOS, proteinas sinapticas)

—>

ABSTRACT

Changes in neuroplasticity and neuronal adaptative
mechanisms have been postulated as origin and/or main
pathophysiological factor in neurodegenerative diseases.
To analyze these theories, a comparative morphohistoche-
mical study on the cerebral (prefrontal) and cerebellar
(neocerebellar) cortex from Alzheimer’s (AD) and Creutz-
feldt-Jakob (CJD) post-mortem brains has been carried
out. Variations in putative markers of neuroplasticity and
neuronal adaptation (synaptic proteins such as drebrin
and SNAP-25; nuclear factor NF kappa Beta -NFkB-; neu-
ronal isoform of oxide nitric synthase -nNOS) have been
studied in close association with neuropathological mar-
kers (beta-protein deposition — amyloid in AD and PrPsc in
CJD-; microglial activation, induction of iINOS and cyclo-
oxygenase 2 —COX-2). Results have shown sharp varia-
tions in these markers when compared AD and CJD; cere-
bral and cerebellar cortex; different areas of these anato-
mical regions; and different sets of neurons and glial cells.
The meaining of somme of these markers (NFkB; nNOS;
synaptic proteins) could be variable (plastic/adaptative or
involutive), depending on different factors (disease, anato-
mical region, general or local factors, etc.). Neuroplasticity
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puede ser variable (plastico o involutivo) segln los casos
(enfermedad, region, factores). La neuroplasticidad dismi-
nuye de manera diversa segln las areas cerebrales y sus
relaciones con las manifestaciones neuropatologicas tam-
bién son variables, aunque son manifiestos fenémenos de
neuroplasticidad/adaptacién en muchas areas y neuronas.

Se concluye que la activacion de los supuestos marcado-
res de neuroplasticidad en fases avanzadas de la enferme-
dad, con una idea terapéutica, puede activar fenémenos
involutivos en algunas regiones o neuronas del cerebro.

Palabras clave:

Enfermedad de Alzheimer; Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob;
neuroplasticidad; drebrina; SNAP-25; NFkB; isoformas de
NOS; COX-2; microglia; amiloide; depositos pridnicos.
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is evident in several brain regions or neurons, but this neu-
ronal feature decreases in different form depending also
on the disease and the anatomical region. Their relations-
hips to the neuropathological findings were also variable.
In conclusion, the activation of these putative markers of
neuroplasticity, considering as therapeutical targets, in
advanced steps of the diseases, could activate neuronal
involutive phenomena in several regions or neurons.

Key words:

Alzheimer’s Disease; Creutzfeldt-Jakob s Disease; neuro-
plasticity; drebrin; SNAP-25; NFkB; NOS isoforms; COX-2;
microglia; amyloid; prionic deposits.

INTRODUCCION

Los estudios sobre la etiologia y la patogenia de las
enfermedades neurodegenerativas (EN), y en espe-
cial sobre la enfermedad de Alzheimer (EA), desde
hace décadas, y la Enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (EC]J), desde hace unos pocos afos, pueden
cifrarse en decenas de miles. Comprenden tanto el
estudio del cerebro humano patologico como mode-
los animales o celulares, y abarcan la investiga-
cion de las alteraciones encontradas y los
mecanismos y procesos neuronales y gliales que
supuestamente las propician. Todos estos trabajos
han mostrado infinidad de cambios morfoldgicos y
bioquimicos, celulares y moleculares. La compleji-
dad de estas alteraciones es tal que hasta la fecha no
se ha podido todavia llegar a un consenso sobre la
posible tedrica «cascada de acontecimientos pato-
l6gicos» que lleva desde el cerebro normal al neu-
rodegenerativo especifico de cada patologia. En la
gran mayoria de los casos se ha prestado especial
atencion al analisis de los aspectos involutivos
como causa y motor de la evolucién de la enferme-
dad, con especial atencion a la implicacion de las
proteinas anOmalas mads caracteristicas de cada
proceso degenerativo (amiloide - 1,2-; neurofila-
mentos de los ovillos neurofibrilares -3-; acumula-
ciones pridnicas en patologias de esta etiologia — 4,
5-; etc.), a los déficits neurotransmisores (6, 7) y a los
fenémenos de involucion celular (reaccion glial — 8-
11; estrés oxidativo — 12-14-; reacciones pro-infla-

matorias -15-; apoptosis -16-18-; etc). En muchas de
las monografias mas modernas sobre los distintos
procesos que subyacen en las distintas entidades que
se pueden englobar como EN (especialmente EA y
EJC), se muestra una aparente identidad de las vias
neurodegenerativas, interviniendo la reaccion de la
microglia, el estrés oxidativo, la apoptosis, etc,
como mecanismos comunes de destruccion del SNC
aunque la clinica muestre grandes diferencias entre
los procesos patologicos (8, 11, 12, 16).

En un segundo término han quedado los estu-
dios sobre la adaptacion (12) y la plasticidad fisio-
logica (20-24), que ciertamente se encuentran
alteradas en mayor o menor grado, y a las que se
achaca gran parte de los déficits mentales, pero
que se consideran fen6menos secundarios a la dege-
neracion neuronal que es la que mds aparentemen-
te se manifiesta. Sin embargo, en los dltimos afios,
autores de gran prestigio en este terreno de las EN
han venido cuestionando este posicionamiento teo-
rico hasta llegar a concluir que las alteraciones
tanto en los fendmenos de plasticidad fisiologica (que
son continuamente puestos en marcha para cumplir
las funciones superiores), como en las respuestas
adaptativas o de recuperacion neuronal (que se
disparan para mantener estas funciones en condi-
ciones 6ptimas cuando son inducidos cambios neu-
ronales por modificaciones del medio interno o
externo), también pueden ser desencadenantes para
desarrollar la enfermedad neurodegenerativa o
determinantes de su curso patogénico (20-24).
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Se puede considerar, por tanto, de manera teé-
rica que junto a nuevos mecanismos y procesos de
degeneracion que se presentan en las EN, coexis-
ten cambios en otros fendémenos de plasticidad
fisiologica y de adaptacion/recuperacion siendo el
resultado de la evolucion patogénica el conjunto
resultante de las actuaciones conjuntas normales
y patologicas de estos tres mecanismos. De los
fenomenos plasticos y adaptativos se conoce bas-
tante poco, son muy dificiles de definir y estudiar
separadamente, existen pocos marcadores fia-
bles de los procesos y los trabajos que los han ana-
lizado en condiciones patologicas son muy escasos,
especulativos y poco concluyentes. Que las alte-
raciones de los fenémenos de plasticidad y de
adaptacién/recuperacion pueden ser la causa ini-
cial o indispensable que conduzca a la involu-
cion del tejido nervioso, y no una mera
manifestacion secundaria de los fenémenos estric-
tamente involutivos, puede ser un hecho rele-
vante para entender las EN vy, especialmente,
podria ser la base de tratamientos preventivos o
curativos eficaces para estos procesos patologicos
que todavia carecen de terapias especificas. Pero
antes de aplicar terapias que favorezcan supues-
tamente estos procesos adaptativos y de plastici-
dad, deben conocerse con exactitud hasta donde
llega cada uno de los procesos en su implicacion
con la enfermedad, como se imbrican y se influen-
cian, y finalmente cuales son los mecanismos que
selectivamente deberian ser favorecidos en este
nuevo contexto para frenar las «cascadas» de
acontecimientos involutivos y no acelerarlas aun
cuando tedricamente se benefician las funciones
neuronales.

En este trabajo se pretende analizar en dos regio-
nes del SNC (corteza cerebral y corteza cerebelosa)
de cerebros de enfermos de dos patologias neuro-
degenerativas, Enfermedad de Alzheimer (neuro-
degeneraciéon no pridnica) y Enfermedad de
Creutztfeldt-Jakob (enfermedad priénica), si algu-
nos de los marcadores clasicos de la plasticidad
cerebral en situacién de funcionamiento normal
(no patoldgico) se alteran o cambian su sentido
funcional. Atencion especial se presta a marcadores
de plasticidad sindptica (SNAP, drebrina) (25) y
factores de expresion génica (nuclear factor kappa
beta 6 NFkB) (26-27) frente a los cambios neuro-
patolégicos.
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MATERIAL Y METODOS

Material biologico

Se han empleado los siguientes grupos de cerebros:
Controles adultos (C]) (5 casos de 45 a 55 anos de
edad); Controles seniles (CS) (12 casos de a 68-78
anos de edad); Enfermos de Alzheimer esporadico
(EA) (17 casos de 68-78 anos de edad); Enfermos de
Creutzfeldt-Jakob esporadico (EC]) (12 casos, con
tipificacion y genotipado pridnico homogéneo y
patrén de afectacion neuropatologico similar y
representativo del grupo mayoritario espanol —
estudios no publicados llevados a cabo en el Centro
Nacional de Referencia para el antiguo Territo-
rio INSALUD, Alcorcon, Madrid). Las dreas de
estudio de los cerebros fueron corteza prefrontal
(area de asociacion) y cerebelo (I6bulo VI, neoce-
rebelo, lateral)

El tejido de control y el correspondiente a los
casos de Enfermedad de Alzheimer (EA) fue pro-
porcionado por el Banco de Tejidos para Investiga-
ciones Neurologicas (Facultad de Medicina, UCM;
Unidad Asociada al Instituto Cajal, CSIC), estando
debidamente diagnosticado por los responsables
neuropatologos (Drs. A. Rabano, A. Martinez y D.
Martin). El material que corresponde a la patologia
prionica humana, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
(ECJ), es adecuadamente diagnosticado, conserva-
do y manipulado por el Centro Nacional de Refe-
rencia para el antiguo Territorio IMSALUD, (A.
Rabano, Fundacion Hospital Alcorcon). Este mate-
rial fue obtenido dentro del proceso habitual de
estudio neuropatoldgico de los pacientes fallecidos
con sospecha de Encefalopatias Espongiformes
Transmisibles Humanas (EETH). Todos los cerebros
fueron obtenidos en autopsias llevadas a cabo entre
las 8 y las 12 horas del fallecimiento, cumpliendo
todos los requisitos legales. Se obtuvieron los per-
misos para la realizacion del estudio cumpliendo toda
la normativa vigente, garantizada por los Comités de
Investigacién y Etica correspondientes. Todos los
casos vienen informados y se posee un banco de
datos clinico-farmacoldgico, neuropatologico y
genético, para correlacionar los resultados.

Las muestras fijadas de los cerebros fueron obte-
nidas por inmersion durante unos 15 dias en 4%-p-
formaldehido/PBS. Posteriormente fueron procesadas
para disponer de bloques de parafina y secciones
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seriadas de 5 y 25 micras de espesor. El material
incluido en parafina, correspondiente a casos EC],
fue descontaminado, previamente al proceso de
inclusion, mediante inmersion en acido formico al
98% durante 1 hora.

Tinciones e inmunotinciones

Las técnicas histologicas (H/E, Bielschowsky) e
histoquimicas se llevaron a cabo en la forma habitual
(28-30). Se usaron los siguientes anticuerpos pri-
marios (a la concentracion que se indica) contra:
SNAP-25 (Chemicon; 1:50), drebrina (Abcam;
1:250), NF-KapaB (Chemicon; 1:100), isoformas
enzimaticas de la 6xido nitrico sintasa (NOS) (nNOS
—Chemicon; 1-500-, iNOS —Chemicon; 1:500), ciclo-
oxigenasa 2 (COX-2 — Chemicon; 1:100), beta-ami-
loide 1-42 (Dako, 1:50, tras 2min en acido formico
y 2,5 min de tratamiento con calor y presion), proteina
prionica PrP (3F4/monoclonal de Dako; 1:50, tras 2
min de tratamiento con proteinasa K -Dako- y 10 min
de tratamiento en autoclave a 121°Cy 1 atmosfera de
presion) (29) y la proteina marcadora de células de
estirpe mesodérmica (microglia) CD-68 (Dako;
1:3000) Las incubaciones se llevaron a cabo con
cortes de 5 micras sobre portas en cimara humeda.
Las incubaciones se realizaron de manera tal que los
cortes se secuenciaran para que se tuviera una vision
de contigiiidad entre las distintas inmunotinciones y
comparar las zonas inmunopositivas y las manifes-
taciones neuropatologicas. Los tiempos de incuba-
cion oscilaron entre 1 de 1h (CD-68) y 24 h (PrP) a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se lavaron dos veces en PBS, y se incu-
baron con el anticuerpo secundario biotinilado (IgG
anti-raton o anti-conejo segun corresponda) de Vec-
tastain, dilucion 1:100, durante 1 hora y a tempera-
tura ambiente. Posteriormente se incubaron con el
complejo ABC (Vectastain) durante 1 hora, y se
revelaron con diamino-bencidina (DAB) durante 2-
3 min. En algtn caso se utiliz6 el revelado con niquel
para intensificar la reaccion. Parte de los portas fue-
ron contrastados con Hematoxilina de Carazzi
durante 2 min.. Finalmente las preparaciones se des-
hidrataron segtin la técnica habitual, montandose en
Entellan.

Las preparaciones fueron fotografiadas con un
microscopio NIKON Eclipse 2200, para su poste-
rior estudio.

Alteraciones de los fendmenos de neuroplasticidad en
las enfermedades de Alzheimer y Creutzfeldt-Jakob.
Interrelaciones con fenémenos involutivos

RESULTADOS

Todos los anticuerpos empleados dieron positivi-
dades en algunos tipos neuronales o gliales, o en el
neuropilo, de las muestras estudiadas con suficien-
te intensidad, repetitividad y constancia de las varia-
ciones entre los grupos de estudio como para obtener
resultados valorables. En las tablas I (en corteza
cerebral) y II (en corteza cerebelosa) se recogen de
manera resumida las caracteristicas mas sobresa-
lientes de las distintas técnicas llevadas a cabo y
los cambios mas notables entre los grupos de estudio
(Adulto —C]J-; Senil —=CS-; Alzheimer —EA-; Creutz-
feldt-Jakob -EC]J-).

Los marcadores neuropatologicos (acumulacion
de beta-proteinas —beta-amiloide en Alzheimer y pro-
teina pridnica, PrPsc, en EC]J- y microglia -CD68-
) mostraron una diferencia clara entre las patologias
asi como entre las regiones. Las placas beta-ami-
loideas son una caracteristica de la corteza cerebral
en la EA. Aparecen distribuidas al azar entre todas
las capas. Son de diversos tipos (Figura 1), pudien-
do clasificarse de manera sencilla en amiloideas
(solo con depositos de amiloide) o amiloideo-neu-
riticas (con neuriticas muy tangibles encerradas en
los depésitos y gran numero de células gliales). En
cerebelo practicamente no existen placas, y el ami-
lode difuso se demuestra con dificultad (Figuras
2-4). Mediante la técnica de Bielschowsky se demues-
tran depositos impregnados metalicamente en zonas
mas o menos extensas (desde unas micras cuadradas
a folias enteras) de la capa molecular y algunos
puntos de la capa de Purkinje o la capa granular. No
parece existir mayor acumulacion de microglia en las
zonas con abundante amiloide difuso. Las acumu-
laciones de PrPsc en los casos de ECJ (Figuras 5-7)
se encuentran ampliamente difundidas y dispersas
por todas las capas de la corteza cerebral y cerebe-
losa. Los dep6sitos son muy polimorfos. En general
aparecen de forma difusa en casi todas las zonas,
siendo esta la tinica manifestacion en algunas capas
de muchas areas de la corteza cerebral y en la capa
molecular de la corteza cerebelosa. Sobre este fondo
difuso, mas o menos intenso, aparecen granula-
ciones gruesas de distinto tamafo (2-25 micras)
que confluyen formando placas de intensidad diver-
sa por todo el neuropilo. La relacion con células de
microglia o con neuronas alteradas es variable en
todas las zonas.
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TABLA 1. Resumen del estudio inmunohistoquimico en corteza cerebral

Anticuerpo

Control joven

Control senil

Alzheimer

Creutzfeldt-Jakob

Beta-Amiloide

PrPsc

Microglia

Tipos celulares:

R= sin prolongaciones
Ep= con cortas
prolongaciones

Eg= con largas y
ramificadas
prolongaciones

Drebrina

12, 4= neuronas
no piramidales
(interneuronas) de

las capas Il'y IV
SNAP-25
NFkB
Neuronas
piramidales,
capas llly V
COX-2

nNOS

iNOS

Negativo

Negativo

Células muy dispersas.
Tipo Ep predominante

Reaccion difusa pero
homogénea por todas
las capas. Reaccion
débil en algunos
citoplasmas de células
piramidales

Reaccién media en
neuropilo y algunas
neuronas piramidales

En neuronas dispersas
especialmente P5 y P3

(formaciones granulares)

Reaccion débil en
piramidales dispersas

Neuronas piramidales
en escaso nimero y

dispersas. Granulaciones

en Piramidales

Practicamente
negativo en todas las
neuronas, piramidales,
no piramidales

y gliales

Negativo (alglin caso
con placas muy
dispersas)

Negativo

TCélulas muy dispersas
(tipos: Ep predominante

con TRy TEg)

=N

Reaccion similar al joven

0 muy débil. Disminuye
mucho en algunas
zonas

=/ casi igual

=/{ similar al control
joven

=/11 Reaccién mas
fuerte y/o mas nimero
de piramidales

T

Aproximadamente
similar pero reaccion
mas fuerte

=/

Aumento en algunas
neuronas piramidales
en forma granular

o

Placas amiloideas y
amiloideas/neuriticas

Negativo

T 1TCélulas dispersas
abundantes en todas las

capas, y agrupadas cerca

de placas amiloides.
Tipos celulares: Ep,
Egy R (predominante)

W

Disminucion o

negatividad en neuropilo.

No relacion con placas.
Aparicion en grupos
de 14y algunas 12

L
Pérdida de intensidad
variable y difusa

=/11 aumento en
grupos de P3y P5.
Depdsitos granulares
y/o difusos

11 Piramidales méas
fuertes en mayor
nUmero. Células no
piramidales y gliales
positivas

N

Similar a los casos
seniles pero reaccion
mas fuerte

17 Fuerte aumento en

neuronas piramidales

y no piramidales de forma

dispersa. Glia positiva
cerca de placas

Negativo (alglin caso con
placas muy dispersas)

Placas dispersas, de diferente
tamano, forma e intensidad,
en todas las capas. Zonas
con fondo difuso, bastante
homogéneo y con variable
nimero de placas

T Células muy abundantes
en todas las capas con
agrupaciones en algunos
casos. Tipos Ep, Egy R
intermezclados

LL{ Disminucién muy
marcada. Negatividad
en neuropilo

LU Intensidad
muy reducida

=/T1T/L! Enormes P3-P5
variaciones con zonas de
aumento y disminucion.
Aparicion en todos los tipos
neuronales

lgual que Alzheimer

i)

Reaccion variable, mas
fuerte que Alzheimer

0 mas débil

T
Mayor reactividad que
en Alzheimer
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TABLA II. Resumen del estudio inmunohistoquimico en corteza cerebral

Control joven

Control senil

Alzheimer

Creutzfeldt-Jakob

Beta-Amiloide

PrPsc

Microglia
Tipos celulares:

R= sin prolongaciones

Ep= con cortas
prolongaciones
Eg= con largas y

Negativo

Negativo

Células muy escasas
(Casi solo en substancia
blanca). Tipo Ep
predominante

ramificadas prolongaciones

Drebrina

SNAP-25

NFkB

COX-2

nNOS

iNOS

Reaccion difusa en
molecular. Homogénea
en células de Purkinje y
Golgi que es fuerte.

Moderada en capa
molecular generalmente
homogénea. Algunas
células de Purkinje y
Golgi fuertes.

Reaccion muy débil,
solo visible en células de

Purkinje. Capa molecular
negativa

Reaccion muy escasa

Reaccion muy ligera en
neuronas muy dispersas

Negativo

Negativo

Negativo

=/

Tipo Ep predominante

=/ Células de Purkinje
y Golgi (en algunas
muy fuerte y otras mas
débiles y zonas
variables)

=/| Baja en la molecular.
Algunas células de
Purkinje y Golgi
moderadas

=/| Practicamente igual,
las células de Purkinje y
Golgi las de mayor
aumento. Similar al
control joven

T en algunas células de
Purkinje de manera
dispersa

=/1 similar al control
joven

=/T/117 Algunas
células de Purkinje
positivas

Amiloide difuso en capa
molecular y Purkinje en
especial. Formaciones
muy diversas y folias
libres de amiloide

Negativo

T

Muy parecido al senil.
Ep y R predominantes

1 en la capa molecular,
mas débil que control
joven.

=/L/17 en células de
Purkinje y Golgi (algunas
fuerte reaccion)

L4 No hay reaccién en
la capa molecular. Las
células de Purkinje y
Golgi, reciben fibras muy
positivas (cestos, etc.)

=/T1 Aumento en algunas
células de Purkinje y
Golgi en algunas folias.
Otras folias son
negativas. Aumento
mayor en células Golgi

11 Similar al senil en
patrén general. Mayor
aumento en células de
Purkinje y Golgi. Algunas
fibras (cestos) muy
positivas. Glia positiva

/11T Aumento fuerte
difuso en la capa
moleculary en
algunas células
estrelladas y cesto

T/17T Aumento en células
de Purkinje, Golgi, Lugaro,
estrelladas y cestos.

En algunas folias
involucionadas se ven
fibras positivas en la
granular y molecular.

Solo algunas folias tienen
ligero aumento difuso y
homogéneo en la molecular

Negativo

Acumulacion difusa en capa
molecular, placas diversas en
tamano y forma en capa de
Purkinje y granular

M

Tipos Ep, Eg y R.

Ep, predomina en la capa
moleculary R, en la
substancia blanca y
granular

L1 Reaccién débil o
negativa en la molecular.
UL Muy pocas células
de Purkinje y Golgi positivas

LU No hay reaccion en
molecular. Alguna célula
de Purkinje, muy dispersa
positiva

=/T1/ Variaciones muy
marcadas folia a folia pero
muy débil reaccion en
general. Algunas células
de Purkinje y Golgi

muy positivas.

11 Igual que Alzheimer

T/ Aumenta en
algunas neuronas de
Purkinje, de la molecular
(estrelladas) y granular
(Golgi). Muchas folias
presentan reaccion difusa
homogénea en la molecular

M

Aumento fuerte en células
de Purkinje, Golgi, Lugaro,
estrelladas y cestos, e
intensa reaccion en la
molecular
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La reaccion microglial se encontr6 ya en forma
difusa en corteza cerebral senil y bastante generali-
zada en EA, mientras que era inapreciable en cerebelo
de CS, o de EA (Figuras 8 y 9). En caso de EC]J, la
reaccion microglial (expresada tanto en nimero de
células, como hipertrofia del cuerpo y prolonga-
ciones -mayor tamafo en espesor y/longitud- o pre-
sencia de formas redondeadas) es enormemente
superior a la EA, tanto en corteza como en cerebelo
(Figuras 10-12). En el cerebelo de ECJ existe una
clara diferenciacion de formas entre capa granular
(redondeadas principalmente) (Figura 13) y capa
molecular (formas ramificadas) (Figura 14). En la EA
parece existir un cierto grado de relacion entre las pla-
cas amiloideas y la existencia de agrupaciones micro-
gliales. Esto no es evidente en EC]J.

El factor de activacion nuclear NF kappa Beta
(KFkB) aparece positivo como finas granulaciones en
las grandes neuronas (piramidales en corteza y Pur-
kinje en cerebelo) de los cerebros adultos. En los seni-
les, la reaccion y disposicion parecer ser similar
aunque existen areas con una menor reactividad. En
la EA parece que existe un ligero o mediano incre-
mento de los depdsitos en corteza (que parecen
cambiar también de tipo, siendo mas difusos) de
manera bastante homogénea (Figura 15), mientras
que en el cerebelo existen claramente folias con
aumento y con disminucion de la reaccion (Figuras
16-17). En los casos de EC]J se observan variaciones
muy marcadas folia a folia pero muy débil reac-
cion en general. Algunas células de Purkinje y Golgi
muy positivas (Figura 18).

Los marcadores de neuroplasticidad sindptica dre-
brina (Figuras 19-22) y SNAP-25 (Figuras 23-26)
parecen seguir un patrén bastante similar en corteza
cerebral y en corteza cerebelosa. En la senilidad
parecen disminuir de manera muy ligera, mientras que
enla EAy en los ECJ la disminucion de la reactividad
es fuerte. Hay que sefialar que en la corteza cerebral
de la EA la reaccion del neuropilo disminuye mucho
menos que en la ECJ (donde casi se negativiza) y que
en algunas células piramidales la reaccion es mas fuer-
te. En cerebelo de EA también se muestran células de
Purkinje (Figura 25) y de Golgi mds reactivas, y
algunas fibras de la capa molecular dan reaccion
positiva, especialmente las fibras de los cestos.

La ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) presenta una reaccion
muy débil en los adultos (Figura 27), practicamente
solo apreciable como finas granulaciones en algunas

Alteraciones de los fendmenos de neuroplasticidad en
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neuronas piramidales o de Purkinje localizadas muy
dispersamente. Mayor nimero de estas neuronas
positivas se observa en los controles seniles. En la EA,
en la corteza existen mayor nimero de piramidales
positivas, generalmente con reaccion mas intensa, y al
mismo tiempo es posible observar células no pira-
midales y células gliales con inmunoplasticidad. Exis-
ten dreas (que comprenden 1 o varias capas) con
mayor nimero de neuronas piramidales o no pira-
midales positivas que no se corresponden con el
numero de placas. En el cerebelo se observa aumen-
to de células inmunopositivas de Purkinje y de Golgi,
incluso algunas células grano y gliales dispersas en los
cerebelos de EA (Figuras 28, 30) y ECJ (aqui con mas
intensidad en algunas folias). También existen algu-
nas fibras con reactividad fuerte (fibras de los cestos
especialmente) (Figura 29). Las variaciones folia a folia
en la EA son mayores que en seniles, siendo mas
homogéneas en el caso de los EC].

Las isoformas de la 6xido nitrico sintasa (NOS)
también presentan variaciones (Figuras 31-35). En la
corteza cerebral la forma neuronal (nNOS) es escasa,
generalmente en el soma de las células piramidales,
aumentando en la senilidad y la EA, y siendo variable
en EC]J. La forma inducible (iNOS) es muy escasa en las
neuronas piramidales y no piramidales de los contro-
les adultos, con un incremento muy ligero en la senili-
dad y aumento fuerte en la EA, incluso apareciendo en
células gliales. Parece mas fuerte en zonas con mayor
densidad de placas. Es muy fuerte en los casos de EC]
en el cerebelo, la nNOS hay una reaccion muy ligera en
células dispersas en los casos control adulto y senil. Esta
reaccion aumenta mucho en la capa molecular y en
algunas células estrelladas y cestos, mientras que las célu-
las de Purkinje son negativas en los casos de EA (Figu-
ra 31). Por su parte, en los casos de EC]J el aumento es
mayor, asi como el nimero de células estrelladas y
cesto de la capa molecular (Figura 32). La forma indu-
cible (iNOS) presenta una inmunorreaccion ligera en las
células de Purkinje en los casos control senil (Figura 33),
que aumenta en los casos de EA (Figura 34) con algu-
nas fibras de la capa molecular y granular positivas, y
aun mas en los casos de EC] (Figura 35).

DISCUSION

El conjunto de los resultados ha mostrado gran-
des diferencias de cambios entre las dos patologi-
as estudiadas, EA y EC]J, asi como entre las dos

o
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Figuras 1-4. Acumulaciones de proteina beta-amiloide en casos de EA. 1- Placas amiloides en corteza cerebral (250x). 2.-
Folia cerebelosa con practica negatividad amiloidea (50x). 3.- Folia cerebelosa con depdsitos de amiloide difuso en capa
molecular (50x). 4.- Detalle de area de la capa molecular con amiloide difuso (250x).

Figuras 5-7. Acumulaciones de proteina pridnica patoldgica PrPsc en casos de ECJ (120x). 5.- Acumulaciones polimorfas,
en placas, granulaciones gruesas y granulaciones difusas, muy densamente empaquetadas en cerebelo (150x). 6.- Detalle
de las granulaciones PrPsc en la capa granular. 7.- Detalle de las acumulaciones de PrPsc en la capa molecular (150x).
Figuras 8-14. Microglia marcada con anticuerpo contra la proteina CD-68. 8-9.- Células microgliales en corteza cerebral
(reaccion en todas las capas con baja densidad pero homogéneamente distribuidas, generalmente con prolongaciones) y en
corteza cerebelosa de un caso de EA (sin reaccion microglial, solo en substancia blanca). 10-14.- Gran reaccion microglial
en corteza cerebral (10, 12) y cerebelo (11, 13, 14). Se observan distintos tipos aislados y agrupados en corteza cerebral
(pequenos con prolongaciones, hipertréficos con prolongaciones, normales o hipertréficos y formaciones redondeadas) (12).
En cerebelo existen formas redondeadas fagociticas predominantes en la capa granular 13) y formas con prolongaciones en
la capa molecular (14). 8,10 (60x); 9,11 (50x); 12,14 (150x); 13 (100x).

Figuras 15-18. Inmunotincién con anti-NF kappa Beta. 15.- Reaccién en neuronas piramidales de un caso de EA, con
intensidad similar o superior a las neuronas de los casos control senil. 16 y 17.- Reacciéon en neuronas de Purkinje débil
(16) y mas fuerte (17) en un caso de EA. Esta situacion de variabilidad es similar al control senil (preparaciones sin
contrastar con hematoxilina). 18.- Reaccion positiva en neuronas de Purkinje y de Golgi de un caso de ECJ. 15-17 (100x);

18 (250x).

areas del SNC analizadas, corteza cerebral y corteza
cerebelosa. Ya que los marcadores estudiados
representan eslabones de distintos procesos fisio-
l6gicos neuronales. Ello sugiere que existen cambios
diversos de distintos procesos degenerativos y de la
neuroplasticidad o la adaptacion fisiologicas. De
manera resumida se van a analizar los puntos mas
sobresalientes de los resultados: a) diferencias
neurodegenerativas entre EA y EC]J; b) diferencias
neurodegenerativas entre las distintas regiones
del SNC en EA y ECJ; ¢) Significado de los cambios
en los marcadores (involucién, adaptacion) e
implicacién de la neuroplasticidad en el censo
patologico.

a) Diferencias neurodegenerativas entre la EA y
EC]J. Tanto la acumulacion de proteinas neurotdxi-
cas de configuracion beta, como la reaccion micro-
glial, con su correlato de produccion de citoquinas
generacion de estrés oxidativo e induccién de invo-
lucion sindptica y apoptosis neuronal se consideran
fundamentales en las «cascadas patogéneas» de
involucion del SNC en la EA y ECJ. Sin embargo, los
patrones observados no se corresponden en absoluto.
La reaccion microglial en la EA es variable en corteza
cerebral, relacionandose con los acimulos proteicos
en una gran parte, y es negativa en cerebelo. Sin
embargo es muy fuerte y homogénea la reaccion
en EC]J sin casi relacion con zonas de mayor o
menor acumulo de PrPsc. De alguna manera parece
que la reaccion microglial a la presencia de PrPsc es
generaliza y masiva en ECJ aun antes de que los acu-

mulos de PrPsc ocupen el neuropilo de las distintas
capas corticales, mientras que la reaccion en EA
parece mds secundaria a la formacién del amiloide.
Esta microgliosis tan intensa en EC]J ya ha sido
apreciada en muchos estudios neuropatologicos (4-
5). El cuadro de involucién de los marcadores sinap-
ticos drebrina y SNAP-25, claramente no se
correlacionan con la reaccion microglial y acumu-
lacion de las proteinas beta ya que en el cerebelo la
disminucién de estos marcadores en la EA no se
acompaiia de microgliosis y si en el caso de EC]J. En
algunos casos (COX-2) las imagenes entre EA y
ECJ pueden ser similares pero en la mayoria de los
casos se muestran patrones diferentes por su inten-
sidad o por las variaciones entre las inmunorreac-
ciones neuronales (nNOS, iNOS, drebrina)

b) Diferencias neurodegenerativas entre las distintas
regiones y zonas del SNC. Aunque se describen de
una manera genérica las alteraciones neuropatolo-
gicas y las «cascadas neurodegenerativas» en la EA
y EC]J, existen diversos trabajos que han puesto de
manifiesto que las diferentes zonas del SNC y sus
capas o regiones responden de manera muy distinta
(16,24, 28, 31). El cerebelo en la EA muestra una
resistencia muy acusada y una respuesta diferente (28,
31). Nosotros ya habiamos descrito un subgrupo de
afectados sin acumulacién de amiloide (28), y se
conoce desde hace mucho tiempo que las acumula-
ciones amiloideas son totalmente diferentes a las
de la corteza cerebral (amiloide difuso). Esta resis-
tencia en la EA a la formacion de acumulaciones ami-
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Figuras 27-30. Inmunotincién con anti-COX-2. 27.- Reaccion practicamente negativa en neuronas y fibras de un caso
control (100x). 28.- Reaccion positiva en neuronas de Purkinje y fibras de un caso de EA (100x). 29 y 30.- Reaccion
fuertemente positiva en fibras de los cestos (29) (400x) y astrocitos de la substancia blanca y células de microglia de la

capa de los granos (30) (150x) en un caso de EA.

Figuras 31-32. Inmunotincién con anti-nNOS. 31.- Reaccién positiva en la capa molecular (fibras y células estrelladas,
células de Purkinje negativas como el control senil) de un caso de EA (120x). 32.- Reaccion fuertemente positiva en
células estrelladas y cesto de la capa molecular (negativa en fibras y neuronas de Purkinje) de un caso de ECJ (100x).
Figuras 33-35. Inmunotincion con anti-iNOS. 33.- Reaccion ligeramente positiva en algunas células de Purkinje de un
caso control senil. 34.- Positividad (algo superior en neuronas de Purkinje de un caso de EA y en algunas fibras de la
capas molecular y granular. 35.- Intensa reaccion en neuronas y fibras de todas las capas cerebelosas de un casos de

ECJ. (120x)

loideas y la reaccion glial no es, sin embargo, indicio
de no afectacion, sino una respuesta diferente. Tene-
mos una disminucién de marcadores sinapticos
(drebrina, SNAP-25) y aun aumento de COX-2,
nNOS e iNOS (muy superior frente al senil nor-
mal) que no se corresponden con la aparente falta de
respuesta microglial y amiloide. En trabajos ante-
riores ya se observé que la acumulacion de proteina
precursora de amiloide (APP) es neuronas era simi-
lar en todas las capas de EA, con o sin acumulacion
de amiloide (28). Esto avala el hecho de que la EA es
una enfermedad sistémica pero que afecta de diferente
manera a las diversas neuronas (14, 16, 28). En su
conjunto, sobre una posible susceptibilidad genéti-
ca (14), diversos factores generales y locales deben
producir modificaciones concretas en cada neurona
de cada tipo neuronal pues en caso contrario no
podria explicarse la diferente inmunorreactividad de
los distintos marcadores utilizados en las distintas
zonas anatOmicas, las diferentes neuronas y las
variaciones regionales folia a folia en la corteza
cerebelosa o entre distintas areas de una zona de la
corteza cerebral o cerebelosa (28).

En el caso de ECJ también se encuentran varia-
ciones mas pequenas en las zonas de acumulacion de
PrPsc (algunas capas, de dreas cerebrales, algunas
folias cerebelosas) y de acumulacién de microglia
reactiva. Es muy significativo el hecho de que en cere-
belo exista una diferencia de células microgliales
reactivas en la capa molecular (con prolongacio-
nes mayoritariamente) y en la capa de los granos
redondeadas, fagociticas sin prolongaciones). Ello
indica de manera clara que los desencadenantes
gliotoxicos deben ser diferentes y, por consiguiente,
la involucion debe ser distinta. Las diferencias en la
acumulacién de proteina fibrilar y la respuesta

microglial tiene que condicionar de manera muy
acusada la «cascada neurodegenerativa» que las
consecuencias (p.e., la produccion de citoquinas y
radicales libres de oxigeno y nitrogeno) que produ-
cen apoptosis neuronal tiene que ser muy distin-
tas. Es el caso del cerebelo en la EA se ha propuesto
que existe una detencion de la neuroinflamacion
(31), pero muchos de nuestros resultados (COX-2,
iNOS) muestran una mayor similitud EA/EC] que
EA/control senil.

c) Significado de los cambios en los marcadores e
implicacion de la neuroplasticidad en el curso pato-
l6gico. La involucion de las conexiones sindpticas en
la EA y en la ECJ esta siendo considerada como
un hecho (22, 24, 30). Para algunos autores es la pri-
mera consecuencia toxica del error metabdlico que
lleva a la formacion del inicial péptido beta-amiloi-
de o pri6én patégeno y/o primera consecuencia toxi-
ca de este elemento (12, 30). Para otros autores
esta caida de las conexiones sinapticas o alteracion
de neuroplasticidad, es el origen de ello (20-24).
Algunos otros autores piensan que la pérdida sinap-
tica solo ocurre al final de la enfermedad (32). Fisio-
l6gicamente estas conexiones estan continuamente
remodelandose, y una caida en la sintesis de protei-
nas sindpticas (como las presindpticas drebrina y
SNAP-25), o en el factor nuclear NFkappa B que esti-
mula la sintesis de las mismas por el funcionamien-
to sinaptico (base, p.e., del aprendizaje y la memoria
-34) podrian dar lugar a una disfuncionalidad que
alterara los sistemas neuronales y los precipitara
por la via neurodegenerativa. La disminucién de
los marcadores sindpticos nombrados en el neuropilo
indican que existe una gran disminucion de la funcion
sindptica (35-36) pero debe ser analizada con deta-
lle en cada region. Por ejemplo, en la EA no hay una
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gran pérdida de neuronas de Purkinje (4,5 a 16,8%,
datos sin publicar), ni de Golgi y ni existe pérdida de
inmunorreactividad por lo que parece existir una dis-
minucion de sinapsis.

Estudios en material impregnado por el método de
Golgi muestran una pérdida del 40-60 % en espinas
de Purkinje (datos sin publicar), lo que parece indi-
car una pérdida en la sintesis de estos marcadores
superior a la pérdida sindptica. Esto confirmaria
la teoria de pérdida de plasticidad (22, 24). En cor-
teza, la pérdida en sinapsis es mucho mayor, y
podria estar mejor correlacionada con la disminucion
de estos marcadores, como ocurre en el hipocampo
(35-36). Por otra parte se muestra que algunas célu-
las en cerebro y cerebelo pueden presentar mayor
inmunorreactividad lo que indicaria una respuesta
plastica sobre otros circuitos, es decir, sobre los cir-
cuitos eferentes de las cortezas afectadas ya que las
neuronas piramidales y las células de Purkinje son las
vias de respuesta de estas areas del SNC. Las res-
puestas adaptativas en circuitos locales se encon-
trarian especialmente en las células de Golgi y fibras
de los cestos del cerebelo, todas ellas inhibitorias. En
los EC]J, la neuroplasticidad parece que se encuentra
mucho mas deprimida, pues tal como se ha descrito
por algunos autores (30) la caida de las proteinas
sindpticas parece muy superior a la desaparicion
de sinapsis.

Respecto al NFkB nuestros resultados han mos-
trado variaciones muy heterogéneas, lo que nos lleva
a concluir que gran parte de la reaccion NFkB
demostrada en neuronas podria ser una expresion
de la induccion de dicha neurona hacia la via apop-
totica. La utilizacion de los factores nucleares
como eslabon en la via de la produccion de caspa-
sas y proteinas pro-apoptoticas ha sido descrita por
algunos autores (26-27). Por ello, la posible utili-
zacion de estimuladores de NFkB debe quedar
todavia en suspenso hasta averiguar que otros fac-
tores hacen que esta posible estimulacion produz-
ca sintesis de proteinas neuropldsticas o proteinas
que significan la muerte celular. Algunas expe-
riencias han sefialado que factores como la depri-
vacion de NGF (37), acumulacion de amiloide
(16), estrés oxidativo (12, 14, 38, 39) y APOE
(14) inducen apoptosis. Queda totalmente abierta
la posibilidad de que la NFkB actué en ambas vias
simultineamente en distintas neuronas o en las
mismas, dependiendo su resultado final en cada caso
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de otros factores intrinsecos o extrinsecos a la
neurona (generales o locales en este tltimo caso).

Aunque los resultados sobre la COX-2 parecen
indicar que aumenta con la reaccion patologica tal
como se ha propuesto (41), no cabe descartar que
pueda también tener algtn papel en fenémenos
adaptativos (42). Hay que sefialar que la reactividad
en cerebelo, especialmente en la EA, contradice la teo-
ria sobre la detencion de la neuroinflamaciéon en
cerebelo (31). La reactividad mostrada por la iNOS
parece estar de acuerdo con el hecho de que participa
en fenémenos involutivos (38-40). Sin embargo, la
nINOS descrita como participante en mecanismos de
adaptacion y respuesta neuronal en estas patologias
parecen ser mas indicadores del dafo celular que de
fenémenos reparativos. En este sentido estamos de
acuerdo con recientes estudios que parecen indicar
que esto ocurre en la EA (39-40).

CONCLUSIONES

Tras analizar con distintos marcadores neuropa-
tologicos y de procesos de neuroplasticidad la corteza
cerebral frontal y la corteza cerebelosa de casos
seniles normales, Alzheimer y Creutzfeldt-Jakob se
ha llegado a las siguientes conclusiones:

a) Las «cascadas» de acontecimientos neurode-
generativos que ocurren en estas dos enfermeda-
des neurodegenerativas aun pudiendo contar con
elementos, mecanismos o procesos involutivos idén-
ticos (reactividad microglial y acumulacion de beta
proteinas neurotoxicas) no siguen patrones de invo-
lucién comunes pues los marcadores dan cuadros
muy diferentes entre algunos de ellos y especial-
mente cuando se analizan conjuntamente,

b) Existen claras diferencias neurodegenerativas
entre distintas regiones del SNC en cada una de las
patologias estudiadas. En el cerebelo se encuentran
las mayores diferencias (p.e., en la EA se acumula
amiloide difuso, no en placas y no existe reaccion
microglial aunque hay disminucién de marcadores
de neuroplasticidad; en la ECJ existen diferencias
entre las formaciones microgliales que aparecen en
las distintas capas), aunque también existen en cor-
teza cerebral. Las diferencias de inmunorreaccion en
las areas del SNC, diversas regiones anatomicas de
las mismas y areas de la misma region, asi como entre
neuronas de la misma o de distinta estirpe, sugieren
la existencia de factores generales y focales, especi-
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ficas e inespecificas, que condicionan las variaciones
en las respuestas de cada neurona con independen-
cia de la patologia general y la regional.

¢) La disminuciéon de «marcadores sindp-
ticos» (drebrina, SNAP-25) tienen diferente expre-
sion en las distintas dreas consideradas dependien-
do de la pérdida de sinapsis. En las regiones con
mantenimiento de la estructura de los circuitos
parece indicar una clara caida de la neuroplasticidad.
Su relacion con la neuropatologia depende la zona del
SNC, siendo mas marcada en cerebelo y en la EA
donde la patologia es menor.
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d) El factor NFkB en las enfermedades neurode-
generativas puede estar mas relacionado con la invo-
lucién y apoptosis de algunas neuronas que con la
neuroplasticidad de otras. Lo mismo ocurre con la iso-
forma nNOS que parece aumentar en neuronas muy
relacionadas con areas en involucion.

e) Aunque existen indicios de que hay fenomenos
adaptativos dentro del marco general involutivo
deben aclararse todavia el papel de todos los esla-
bones en las posibles vias adaptativas antes de faci-
litar la neurodegeneracion en algunas neuronas que
utilizan estos eslabones en su proceso destructivo.
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