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INTRODUCCION

Juan C.Troncoso,* Claudia H. Kawas,** Carlos A. Pardo,*** Francisco Aguilar Rebolledo™***

RESUMEN

Este articulo reporta los estudios neuropatologicos de una mujer de 74 afios con enfer-
medad de Alzheimer (EA) y su hija de 47 afos sin demencia. El cerebro de la madre
mostro desarrollo de los cambios neuropatolédgicos completos para EA. Por lo contra-
rio, el cerebro de la hija revel6 solamente depositos de amiloide perineuronales difusos
en la corteza cerebral y anormalidades importantes en el sistema lisosomal-endosomal,
sin cambios neurofibrilares, microgliales o gliales.

Estas observaciones sugieren que los depositos de amiloide y los cambios lisosomales-
endosomales son eventos tempranos en la EA de inicio tardio y que ellos pueden
preceder el inicio clinico de la demencia por varias décadas. Estos nuevos hallazgos
aportan informacion valiosa en el diagndstico en términos del mejor conocimiento de
la fisiopatologia.

PALABRAS CLAVE: Enfermedad de Alzheimer, cambios neuropatoldgicos, hallazgos
preclinicos, eventos tempranos.

ABSTRACT

This paper report on the neuropathological examinations studies of a 74 year-old woman with
illness of Alzheimer’s (AD) and of her 47 year-old non-demented daughter.The mother’s brain
showed fully developed pathological changes of AD. By constrast, the brain of daughter’s re-
vealed only perineural depositions of diffuse amyloid in cerebral cortex and striking abnormali-
ties of the endosomal-lisosomal system, without neurofibrilary, glial, or microglial changes.
These observations suggest that the amyloid depositions and the endosomal-lisosomal changes
are early events in the late onset AD and that they may precede the onset of dementia by
several decades.

These findigns give a newly information about diagnostic value in terms of physiopathology.

KEY WORDS: Alzheimer’s disease, neurophathological changes, preclinical findings, early events.

proteina que forma el germen/nucleo/quid de las placas
seniles (SP), y el metabolismo de su precursor (APP), asi

La enfermedad de Alzheimer (EA) ha sido un fértil campo
de investigacion durante las Ultimas dos décadas y los re-
sultados de estas investigaciones son promisorios. Estudios
genéticos han identificado mutaciones en tres genes (APP(-
9 PS1,0-19 y £ PS2(!-19) que causan la mayoria de las formas
familiares de la enfermedad, y varios polimorfismos (apoli-
poproteina-E (APOE-4),%'9 alfa-2 macroglobulina,'® y el
LRP1(9 que constituyen factores de riesgo para la forma
esporadica de EA. Investigaciones de los mecanismos celu-
lares y moleculares de la enfermedad han revelado nuevos
conceptos sobre el origen del amiloide cerebral (AQ), la

como de la incorporacion de la proteina tau en los filamen-
tos patologicos (PHF) que conforman los ovillos neurofibri-
lares (NFT) caracteristicos de la enfermedad. Ademas, el
concepto de que mecanismos de inflamacion o reaccién
tisular son importantes en la fisiopatologia de la enferme-
dad esta ganando aceptacion y los resultados de las prime-
ras pruebas terapéuticas con antiinflamatorios han sido
auspiciosos.A pesar de estos avances, la neuropatologia de
EA sigue siendo definida en forma estatica y en términos de
placas seniles y ovillos neurofibrilares, los mismos elemen-
tos diagnésticos identificados por Alois Alzheimer (Figura I)
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Figura 1. En 1907 Alois Alzheimer, describio por primera vez los
hallazgos neuropatologicos de la enfermedad, que en la actualidad
lleva su nombre.

en 1907, aunque la vision contemporanea también in-
cluye el dano y degeneracion de sinapsis y neuronas.

Recientes observaciones en nuestro laboratorio en Johns
Hopkins y otros, sugieren que las lesiones patoldgicas en
AD son de naturaleza dinamica y pueden preceder las ma-
nifestaciones clinicas por varias décadas. Estas observacio-
nes son importantes pues nos hacen vislumbrar la posibili-
dad de tratar la enfermedad en forma muy precoz, y a la vez
nos desafian a descubrir métodos para diagnosticar AD en
una etapa preclinica. En este capitulo presentamos una re-
vision sobre la neuropatologia de AD con énfasis en las
lesiones precoces de la enfermedad y sus implicaciones fi-
siopatologicas.

DESCRIPCION ORIGINAL DE LA ENFERMEDAD
DEALZHEIMER

La paciente original de Alzheimer, Auguste D., era una mu-
jer de 51 anos que comenzo6 su cuadro clinico con celos de
su esposo seguido de un rapido deterioro cognitivo y de la
conducta que hizo necesario internarla.'® Los principales
hallazgos neuropatologicos (Figura 2), descritos por Alois
Alzheimer y Perusini fueron atrofia del cerebro y la corteza
cerebral, placas seniles (argirofilicas), arahas neurofibrilares,
y pérdida de neuronas de la corteza cerebral.

DEGENERACION NEUROFIBRILAR INMUNO-
HISTOQUIMICA

La degeneracion neurofibrilar se caracteriza por una acu-
mulacion de fibrillas en el citoplasma de las neuronas, que
se extiende en forma de haces por la dendrita apical en las

Filamentos helicoidales pareados en placas

//.‘f- Amiloide en el centro de las placas
/

Amiloide en los vasos sanguineos

Figura 2. Diagrama esquemdtico
de la relacion hipotética entre ma-
rafias neurofibrilares, placas neu-
riticas y amiloide. Ademds de acii-
mulo de la amiloide dentro de los
vasos sanguineos con daiio a la
pared vascular y formacion de fi-
lamentos helicoidales pareados.
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neuronas piramidales y en forma de ovillo en las neuronas
multipolares, lo que da lugar a la formacion de las llamadas
madejas u ovillos neurofibrilares (neurofibrillary tangles)
(véase el esquema de la Figura 2). Esta puede ser visible en
tinciones de hematoxilina y eosina en grandes neuronas
piramidales del hipocampo, corteza entorrinal y parahipo-
campal o en los nucleos del tallo cerebral, y se tifie perfec-
tamente con técnicas especificas de plata (de ahi el término
de fibrillas argirdfilas) y también con anticuerpos especifi-
cos de distintas proteinas normales y anormales del citoes-
queleto.®”) En el examen con microscopia electronica se
observan dos tipos de fibrillas anormales: a) unas fibrillas
estan formadas por pares de filamentos de 8 a 10 nm de
diametro plegados helicoidalmente con un periodo entre
las zonas estrechas de 75 a 80 nm, que producen regiones
gruesas de 18 a 22 nm y regiones delgadas de 8 a 12 nm; b)
otras fibrillas estan constituidas por filamentos rectos de 10
a 20 nm de diametro. Ambos tipos pueden encontrarse en
una misma neurona.

La composicion de la degeneracion neurofibrilar es com-
pleja (Figuras 3 A, B, C, D). Se han encontrado proteinas tau
altamente fosforiladas, proteina Alz-50, neurofilamentos fos-
forilados de peso molecular alto y medio, proteinas asocia-
das a microtubulos, péptido A4 (componente amiloide), pro-
teinas exclusivas de la degeneracion neurofibrilar; vimentina,
actina y ubicuitina.('*-2)

Las proteinas tau son proteinas de 50 a 70 kDa de peso
molecular, asociadas a microttbulos y que forman a modo
de puentes que cruzan los microtibulos y estabilizan la
tubulina. En la EA, las proteinas tau estan altamente fosfo-
riladas, son insolubles y dificilmente degradables. Por este
motivo, los complejos formados por proteinas tau anor-
males y otras proteinas del citoesqueleto no se degradan
por proteolisis y se acumulan en forma de degeneracion
neurofibrilar. Acumulaciones de proteinas tau existen en
otras enfermedades neurodegenerativas humanas, como
la enfermedad de Pick, la paralisis supranuclear progresi-
va, la degeneracion corticobasal o los sindromes ligados al
cromosoma |7. La localizaciéon y distribucion, asi como la
asociacion con otras proteinas del citoesqueleto difiere,
sin embargo, de la EA.

Algunos anticuerpos frente a proteinas tau establecen
reacciones cruzadas con neurofilamentos fosforilados. Sin
embargo, el hecho de que depositos inmunorreactivos para
tau no presenten inmunorreactividad para epitopos de neu-
rofilamentos fosforilados confirma el depésito de ambos ti-
pos de proteinas anormales y no un mero reconocimiento
cruzado de un solo elemento anémalo. Existen también
anticuerpos que reconocen lugares diferentes de fosforila-
cion de tau, lo que permite conocer diferentes lesiones bio-
quimicas de la fosforilacion de tau en la EA. En la EA, se ha
descrito expresion de proteina Alz-50. Esta proteina se ex-
presa también en algunas subpoblaciones neuronales du-
rante el desarrollo. El significado de la proteina Alz-50 es
todavia oscuro, pero parece reconocer una forma fosforila-
da de proteina tau -130-.

Las neuronas con degeneracion neurofibrilar se tifien
con anticuerpos frente a ubicuitina. La ubicuitina es un pép-
tido que se une normalmente a las proteinas para iniciar su
degradacion proteolitica. La dificultad de degradacion de
las proteinas anormales en la degeneracion neurofibrilar
explica la incorporacion excesiva de ubicuitina y la anor-
mal inmunorreactividad para este péptido, cuya acumula-
cion es, probablemente, un hecho secundario en la EA. La
presencia de BA4, por el contrario, es un hecho primario
asociado a la degeneracion neurofibrilar en la EA.

La permanencia de acumulaciones de fibrillas anémalas
en el neurdpilo, una vez muertas las neuronas, da lugar a la
formacion de las llamadas madejas fantasma (ghost tangles)
(Figuras 3 A, B, C, D).

Estos cambios patologicos son caracteristicos de las eta-
pas avanzadas de la enfermedad y hasta hoy dia constitu-
yen los pilares del diagndstico patologico de AD.("2) Las
imagenes de camara lucida de Perusini'® nos demuestran
la complejidad celular de las placas seniles, la presencia de
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Figuras 3 A, B, C, D. Examen microscdpico de la enfermedad de
Alzheimer. A placas seniles en neuronas con degeneracion neurofi-
brilar. B acumulacion de proteina tau fosforilada. C angiopatia
amiloide en las paredes de un vaso sanguineo. D inmunohistoqui-
mica para amiloide f3 A4.
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astrocitos y microglia, el nicleo de amiloide y la degenera-
cion de neuritas. Investigaciones ulteriores han refinado
nuestro entendimiento de la patologia de AD, incluyendo la
descripcion de dafo sinaptico,?? lesiones oxidativas,®¥ y
procesos inflamatorios.®?® En suma, tenemos un cuadro
bastante detallado de los cambios patologicos presentes en
etapas avanzadas o terminales de AD. Sin embargo, aparte
de su utilidad diagnéstica, jcual es el valor de esta informa-
cion en términos de la fisiopatologia de la enfermedad?

VALOR DIAGN(:)STICO ENTERMINOS DE SU
FISIOPATOLOGIA

Su valor es bastante limitado pues lo que tenemos es una
imagen estatica temporal de los eventos patologicos que
no nos permite establecer una secuencia causal o tempo-
ral. Por este motivo nuestro laboratorio se embarco hace
quince anos en un proyecto de investigacion clinico-pato-
l6gico en pacientes en etapas precoces de demencia y tam-
bién en ancianos con pleno uso de sus facultades menta-
les. No tardamos mucho en darnos cuenta, al igual que
otros investigadores,?” que individuos con deterioro cog-

nitivo moderado, e.g. puntaje en Minimental 25-20 (de un
maximo de 30 puntos), ya tienen un cuadro patologico
avanzado, vale decir con placas seniles de tipo neuritico y
ovillos neurofibrilares.

Al mismo tiempo, descubrimos un grupo de cerebros
con abundantes placas seniles neuriticas en la neocorte-

za, pero sin ovillos neurofibrilares. Algunos de estos ce-
rebros eran de individuos con examenes cognitivo y neu-
rolégico normales durante el dltimo aho de vida, pero
otros correspondian a pacientes en etapas iniciales de
demencia.(®? Estas observaciones establecieron que no
es necesario tener ovillos neurofibrilares en la neocorte-
za para desarrollar demencia y que, a nuestro juicio, ovi-
llos neurofibrilares son alteraciones muy tardias en la
cascada patologica de AD.

Sin embargo, estos mismos hallazgos nos confronta-
ron con la pregunta de por qué, teniendo el mismo tipo
y magnitud de cambios patologicos, algunos individuos
desarrollaban demencia y otros no. Nuestros estudios
indicaron que en ambos grupos las placas seniles te-
nian amiloide, degeneracion de neuritas, y astrocitos
reactivos en la periferia de la placa. La Unica diferencia
importante entre estos dos grupos es la activacion mi-
croglial, detectada con inmunorreactividad con el anti-
cuerpo HLA-DR en los individuos dementes. Esta ob-
servacion implica que la reaccion astrocitica en placas
seniles precede la activacion de la microglia y que esta
activacion tiene un rol importante en el desarrollo de
demencia en AD. Este concepto tiene una buena funda-
cion bioldgica ya que la microglia activada produce ci-
toquinas y radicales libres que son neurotéxicos®") y
ademas explicaria por qué el uso cronico de antiinfla-
matorios puede reducir el riesgo y la progresion de
AD'(3Z-34)

Figura 3. Depdsitos de A, placas seniles y ovi-
llos neurofibrilares en las etapas precoces y tar-
dias de la enfermedad de Alzheimer. Cortes his-
tologicos corresponden a la circunvolucion
temporal media del sujeto 1 (madre, A-C) y suje-
to 2 (hija, D-F). La tincién argéntica de Hirano
identifica placas seniles y ovillos neurofibrilares
(flechas). Placa senil (A) revela inmunorreacti-
vidad con anticuerpo para A42 (B) y AB40(C).
Tincion argéntica que demuestra miltiples de-
positos difusos de AB en la neurdpila (D) y alre-
dedor de cuerpos neuronales (E). Neurona cor-
tical rodeada por inmunorreactividad al
anticuerpo para AB42 (F). Escala A (igual para
B,C E yF)=_85um; escala D =170 um.
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PACIENTESY EXAMEN CLIiNICO

La oportunidad de examinar los cerebros de una de nues-
tras pacientes con AD y de su hija, las cuales murieron
simultaneamente, nos ha brindado una vision Unica de
las etapas preclinicas de AD. La madre tenia 74 anos de
edad, una historia de cinco anos de demencia progresi-
va, con un puntaje de 12 en el Minimental (de un maxi-
mo de 30 puntos), y era ApoE 4/4. La hija, de 47 anos,
era normal, trabajaba como enfermera y también cuida-
ba a su madre.

NEUROPATOLOGIA

El cuadro neuropatologico de la madre era el tipico de
AD con placas neuriticas y arahas neurofibrilares en la
corteza cerebral. En tinciones de plata, el cerebro de la
hija mostro gran nimero de depositos de amiloide difu-
so, en especial alrededor de neuronas que aparecian
morfolégicamente normales. El amiloide reaccioné con
anticuerpos para AB, pero era negativo con tioflavina y
Congo Red, indicando que no habia formacién de fibri-
llas de amiloide. Alun mas, los depésitos de amiloide no
estaban asociados a reacciones astrociticas o de micro-
glia (Figura 3).

Investigaciones ulteriores revelaron que tanto las neuro-
nas de la madre como de la hija tenian una gran expansion
de lisosomas y endosomas, afirmando la hipotesis de que
estos compartimentos celulares son importantes en el me-
tabolismo del APP y que la generacion de ATl es, al menos
en parte, un proceso intracelular® (Figura 4).

Figura 4. Alteraciones de los compartimentos de
endosomas y lisosomas en neuronas corticales
ocurren en las etapas precoces de la enfermedad
de Alzheimer. En la corteza frontal de un indivi-
duo normal (A 'y recuadro), el anticuerpo anti-
rab 5 identifica un grupo de organelos esféricos y
pequeiios (flecha), adosados a la membrana ce-
lular. En un claro contraste, los compartimentos
endosoémicos en neuronas piramidales corticales
del sujeto 1 (madre) (B y recuadro) y del sujeto 2
(hija) (C) aparecen hipertrdficos. El anticuerpo
para catepsina (D) demostro un aumento en la
densidady niimero de lisosomas (flechas) en neu-
ronas corticales de ambos sujetos, madre (E 'y
recuadro) e hija (F), comparados con el control
(D y recuadro). Escala para paneles A-C = 5 ym;
para recuadros A, B, D, y E = 2 um; para los
paneles D-F = 10 um.

DISCUSION

Pacientes con el sindrome de Down presentan lesiones
de AD precozmente en la tercera y cuarta décadas.®%3”
Nuestras observaciones preliminares de la neuropato-
logia en casos de sindrome de Down menores de 35
anos indican qué depdsitos extracelulares de amiloide
aparecen incluso antes de los 20 ahos, que las placas
neuriticas aparecen después de los 20 afhos, y que los
NFT son las lesiones mas tardias en aparecer. Sin em-
bargo, el hallazgo mas sorprendente en este estudio fue
la presencia de amiloide en el citoplasma neuronal en el
cerebro de infantes. Investigaciones para esclarecer la
localizacion del amiloide intracelular en estos casos es-
tan en progreso.

En conjunto, nuestras observaciones sugieren que la
demencia de AD vy la patologia clasica que la acompana es
la culminacion de un proceso crénico que cursa por mu-
chas décadas.
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