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ABREVIATURAS

1 ABREVIATURAS

D

dEC) Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob asociado a
transplante de duramadre

DFT Demencia frontotemporal

DFTL Degeneracion frontotemporal lobar

DFTL-FET Degeneracion frontotemporal lobar asociada a
proteinas FET

DFTL-TAU Degeneracion frontotemporal lobar asociada a
proteina TAU

DFTL-TDP Degeneracion frontotemporal lobar asociada a
proteina TDP

DFTL-UPS Degeneracion frontotemporal lobar asociada a
proteinas UPS

E

EA Enfermedad de Alzheimer

ECJ Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

EEB Encefalopatia espongiforme bovina

eEC) Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica

EET Encefalopatia espongiforme transmisible

ELA Esclerosis lateral amiotréfica

EEG Electroencefalograma

EH Enfermedad de Huntington

F

FET Familia de proteinas a la que pertenecen las
proteinas FUS, EWS y TAF15

FUS RNA- binding protein fused in sarcoma

FTD-MND Demencia frontotemporal asociada a la
enfermedad de la motoneurona

G

gEC) Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob genética

GFAP Proteina acida fibrilar glial

H

H/E Hematoxilina/eosina
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iEC) Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica

M

MND Enfermedad de la motoneurona

N

R

RMN Resonancia magnética nuclear

S

SNC Sistema nervioso central

SOD1 Superoxido dismutasa 1

T

TDP-43 TAR DNA-binding protein 43

P

PRNP Gen de la proteina pridon

Prp© Proteina prién celular

Prp>* Proteina prién patoldgica (Scrapie)

v

vEC) Variante de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
vPsPr Prionopatia variablemente sensible a la proteasa
W

wB Western-blot
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2 RESUMEN

Las enfermedades pridnicas son un grupo de enfermedades neurodegenerativas cuya
patogenia todavia no es bien conocida, y frente a las que actualmente no existe ningln
tratamiento, mas alld de cuidados paliativos. Su diagndstico definitivo requiere siempre la
caracterizaciéon a nivel histopatoldgico de vacuolizacién, muerte neuronal, depdsitos de
proteina prién patoldgica (PrP*) y gliosis en regiones especificas del sistema nervioso central.
Hasta no hace mucho la mayoria de los estudios neuropatoldgicos se han centrado en el dafo
neuronal y el depdsito de PrP* para intentar comprender mejor el progreso de estas
patologias, considerando las alteraciones gliales como un hallazgo secundario o consecuente al
proceso patoldgico. Sin embargo, en las ultimas décadas ha emergido la hipdtesis de la
neuroinflamacidon como posible causante del proceso neurodegenerativo. Segun esta hipotesis
la neuroglia, por sus propiedades inmunoldgicas y de proteccion, posee un papel central. Pero
ademads, se considera que en determinadas condiciones podria actuar de forma daifiina
exacerbando el dafo sobre el tejido nervioso que trata de proteger. Asi, el auge de la hipdtesis
neuroinflamatoria asociada a desérdenes neurodegenerativos sitla a las células gliales,
principalmente a la astroglia y la microglia, en el foco de los estudios dirigidos a establecer una

posible diana terapéutica capaz de frenar o ralentizar la neurodegeneracién.

Por otro lado, estudios recientes has demostrado que las enfermedades neurodegenerativas
comparten una caracteristica comuin que es la acumulacién de proteinas incorrectamente
plegadas o aberrantes. Se ha demostrado también que tienen en comun diversos aspectos a
nivel histopatoldgico y molecular, por lo que se han denominado enfermedades prion-like.
Este hecho ha convertido las enfermedades pridnicas en un modelo valido para tratar de

comprender el proceso patogénico de la neurodegeneracion en todas estas proteinopatias.

En esta tesis, se han llevado a cabo diversos estudios que analizan de forma exhaustiva los
cambios morfoldgicos de las problaciones astrociticas y microgliales en pacientes afectados
por diversas enfermedades neurodegenerativas. En concreto, por la enfermedad pridnica
humana mas frecuente (enfermedad de Creutzfeldt Jakob), y las enfermedades prion-like que
incluyen la enfermedad de Alzheimer, de Parkinson o de Huntington, la esclerosis lateral
amiotréfica y la demencia frontotemporal. El objetivo es definir las variaciones morfolégicas
de estas células gliales para conocer su comportamiento durante el proceso

neurodegenerativo.
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La principal conclusién del trabajo es que se confirma que los cambios observados en la
morfologia de ambas poblaciones gliales reflejan su implicacion en el proceso

neurodegenerativo, probablemente, de forma conjunta.

Uno de los resultados mas relevantes en relacién con la astroglia es que existen unos patrones
especificos en la capa molecular del cerebelo que comparten todas las patologias estudiadas,
tanto pridnicas como prion-like. Incluso, independientemente del tipo o cepa causal del caso
valorado. Por su morfologia parecen tratarse de células con capacidad neurogénica, lo que
sugiere un intento de reparacién del dafio. Pero se requieren estudios adicionales para

confirmarlo.

Ademas, dos alteraciones gliales se han descrito por primera vez en las enfermedades
pridnicas. En relacién con los astrocitos, un tipo peculiar de la corteza frontal denominado glia
interlaminar muestra varias alteraciones morfoldgicas que sélo habian sido descritas en la
enfermedad de Alzheimer. En relacién con la microglia, un tipo especifico conocido como
distrofica, aparece en la corteza frontal de pacientes afectados por este grupo de

enfermedades, cuando sélo habia sido observado en personas sanas ancianas.
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3 ABSTRACT

Prion diseases are a group of neurodegenerative diseases whose pathogenesis is not well-
known. Nowadays, there is no treatment beyond palliative cares. Its definitive diagnosis always
requiresthe characterization of vacuolization, neuronal loss, pathological prion protein (PrP*)
deposits and gliosisat histopathological level. So far, most of neuropathological studies have
been focused on neuronal damage and PrP* deposit in order to try to better understand its
progress, considering glial morphological changes as secondary findings or a consequence of
the pathogenic process. However, neuroinflammatory hypothesis has emerged some decades
ago in order to explain the pathogenesis of neurodegenerative disease.
According to this hypothesis, neuroglia, due to its immunological and protective properties, has
a pivotal role. Furthermore, it is suggested that in certain conditions glial cells could act in a
harmful way exacerbating the damage for nervous tissue initially protected.
Thus, the neuroinflammatory hypothesis associated with neurodegenerative disorders places
glial cells, mainly astroglia and microglia, at the focus of studies aimed to establish a possible

therapeutic target capable of slowing down or backing away neurodegeneration.

On the other hand, recent histopathological and molecular studies have proposed these
diseases as more and more acceptable models to understand the pathogenesis of other
neurodegenerative diseases better, since they are also characterized by different specific

abnormal protein deposits, thus coining the term “proteinopathies”.

In the experimental studies of this doctoral thesis, the similarities and variability of
morphological changes of astroglial and microglial populations of different patients affected by
distinct neurodegenerative diseases have been analysed in different brain regions, with the aim
of determining how these cells behave over the neurodegenerative process. For that purpose,
representative samples of the main prion diseases (Creutzfeldt Jakob disease) and other
common neurodegenerative diseases (Alzheimer disease, Parkinson disease, Hungtington

disease, Amyotrophic lateral sclerosis and Frontotemporal dementia) have been included.

The main conclusion of the work consists of that the changes observed in the morphology of
both glial populations are confirmed to reflect their involvement in the neurodegenerative

process, probably jointly.

One of the most relevant results in relation to astroglia is that there are specific patterns in the

molecular layer of the cerebellum that share all the pathologies studied, both prion and prion-
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like. Even, regardless of the type or causal strain of the case valued. On the basis of their
morphology, they seem to be cells with neurogenic capacity, which suggests an attempt to
repair the damage. Nevertheless,further studies are needed to confirm it.

In addition, two glial alterations have been described for the first time in prion diseases. In
relation to astrocytes, a peculiar type of the frontal cortex called interlaminar glia shows
several morphological alterations that had been only described in Alzheimer's disease. In
relation to microglia, a specific type known ‘dystrophic’, appears in the frontal cortex of
patients affected by this group of diseases, when it had only been observed in healthy elderly

people.
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4 REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Las enfermedades prionicas

4.1.1 Generalidades

Las enfermedades pridnicas, prionopatias o encefalopatias espongiformes transmisibles (EET)
son un grupo de enfermedades neurodegenerativas, con largos periodos de incubacion,
siempre con desenlace fatal. Afectan tanto a la especie humana como a ciertas especies

animales, siendo en algunos casos potencialmente zoonéticas.

En relacidn con las EET animales, ya en la literatura del siglo XIX se encuentran descripciones
de la enfermedad de Scrapie. Esta patologia afecta a las especies ovina y caprina de forma
endémica en la actualidad y constituye el prototipo de enfermedades pridnicas, utilizandose
como modelo para su estudio(Schneider et al., 2008). Actualmente también se conocen las
siguientes EET descritas en animales. La encefalopatia espongiforme bovina (EEB;Hope et al.,
1989), cuya relevancia aumenté al demostrarse su relacion con la variante de la enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob (VECJ;Will et al., 1996); la enfermedad caquectizante del ciervo (Williams
& Young, 1980), la encefalopatia de ungulados exéticos(Kirkwood & Cunningham, 1994), la
encefalopatia espongiforme felina(Aldhous, 1990), la encefalopatia transmisible del
vison(Hartsough & Burger, 1965), la encefalopatia espongiforme transmisible en primates no
humanos(Bons et al., 1996) y muy recientemente descrita, la encefalopatia espongiforme en
dromedarios, conocida como la enfermedad pridnica de camélidos(Babelhadj et al., 2018;

Tabla1.)
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Tabla 1.- Encefalopatias espongiformes transmisibles animales(Imran & Mahmood, 2011; Ironside et
al., 2017; Babelhadj et al., 2018).

Enfermedades pridnicas animales Especies afectadas Etiologia
Scrapie Oveja, cabra Adquirida
Scrapie atipico o Nor98 Oveja, cabra Idiopatica
Encefalopatia espongiforme bovina clasica Vaca Adquirida
(EEB)

Encefalopatia espongiforme bovina atipica Vaca Idiopatica

(EEB) tipoHy L

Enfermedad caquectizante del ciervo Ciervo, reno, alce Adquirida
Encefalopatia espongiforme felina Gato, felinos salvajes Adquirida
Encefalopatia transmisible del vison Visén Adquirida ¢é?
Encefalopatia espongiforme de animales Nyala, antilope, bisonte Adquirida
exoticos

Encefalopatia espongiforme transmisible en Lemur y macaco Adquirida

primates no humanos

Enfermedad pridnica del camello Dromedario Desconocida
Probablemente

adquirida

A principios del siglo XX se describid en Alemania la primera enfermedad pridnica
humanaconocida, denominandose enfermedad de Creutzfeldt-Jakob(Creutzfeldt, 1920; Jakob,
1921 a yb). Mas tarde, se identificé el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), que
afectaba a una familia austriaca (Gerstmann, 1936). Posteriormente, en una regién de Papua-
Nueva Guinea, se descubrid el Kuru, enfermedad que posteriormente fue relacionada con
rituales de canibalismo que se practicaban en las tribus afectadas (Gajdusek & Zigas, 1957). A
este grupo de enfermedades también pertenece el insomnio familiar fatal (IFF;Manetto et al.,
1992)y el insomnio esporadico fatal (IEF;Mastrianni et al., 1999).Se conoce también Ia

angiopatia cerebral amieloide causada por priones provocada por mutaciones en el gen que
codifica para la PrPSc (PrP-AAC;Ghetti et al., 1996). Y por ultimo, la proteinopatia mas

recientemente descrita es la denominada la proteinopatia variablemente sensible a la

proteasa (PVSPr;Gambetti et al., 2008).
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Tabla 2.-Enfermedades pridnicas humanas(Head, 2013; Ironside et al., 2017).

Enfermedades pridnicas humanas Etiologia mas probable
Kuru Adquirida
Variante de Creutzfeldt-Jakob (VECJ) Adquirida
Creutzfeldt-Jakob iatrogénico (iECJ) Adquirida
Creutzfeldt-Jakob genético (gECJ) Genética
Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) Genética
Insomnio Familiar Fatal (IFF) Genética
Angiopatia cerebral amiloide causada por Priones (PrP-CAA) Genética
Creutzfeldt-Jakob esporadico (eECJ) Idiopatica
Insominio esporadico fatal (IEF) idiopatica
Prionopatia variablemente sensible a la proteasa (PVSPr) Idiopatica

Asi, la etiologia de las enfermedades pridnicas se clasifican en tres tipos:
- Adquirida: Se produce debido a la infeccidn por unagente causal.
- Genética: Asociada a mutaciones en el gen que codifica la proteina pridn (PRNP).

- Esporadica o idiopatica: Se presenta en individuos en los que se han descartado las otras dos

posibles etiologias.

4.1.2 El agente etiologico

Durante el siglo XX se propusieron varias hipotesis sobre la etiologia del agente causal de este
grupo de enfermedades hasta ese momento desconocida. Pero no fue hasta 1982, cuando
Prusiner propusouna hipdtesis revolucionaria que contradecia el dogma central de la biologia
molecular (Crick, 1970), denominada actualmente como la hipétesis del pridn. La hipdtesis mas
aceptada actualmente es la que postulaqueel agente causalde este grupo de enfermedades
esuna proteina carente de material genético con capacidad autorreplicativa denominada

prién(proteinaceusinfectiousparticle;Prusiner, 1982).

La proteina prién patoldgica oPrP* es una isoforma de una proteina celular oPrPS, que estd
situada en la region extracelular de la membrana, ligada al glicosilfosfatidilinositol. Es ubicua

en todas las células del organismo de mamiferos (Moore et al., 2009; Ironside, 2014), siendo
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abundante encélulas del sistema nervioso central (SNC), tanto en las neuronas como en la
neuroglia. Aunque no estan totalmente determinadas, se le asocian una serie de funciones
como la adhesién celular, sefializacién, diferenciacion celular, mantenimiento de la
mielinizaciéon y del ritmo circadiano, homeostasis de iones metdlicos, participacién en la
homeostasis mitocondrial y en la neuroproteccion. Utilizando modelos de otras patologias
como la enfermedad de Alzheimer (EA), también se ha demostrado un papel protector frente a
procesos de estrés celular y la neurodegeneracionmediante la regulacién de los niveles de

proteina tau y B-amiloide(AB; Castle & Gill, 2017; Linden, 2017; Mabbott, 2017).

Desde el punto de vista bioquimico, el origen de este grupo de enfermedades se basa enun
cambio conformacional de la estructura terciaria de laPrP%, rica en a-hélice, que se
transformaen unaisoformaaberranterica en B-lamina (PrP*), disminuyendo su solubilidad y
aumentando su resistencia a las proteasas. Existen una serie de co-factores que parecen
intervenir en este proceso, siendo ARN, glicosaminoglicanos y lipidos firmes candidatos. Se
piensa que esta conversidon se produce en la superficie celular o a través de la via
endocitica(lronside, 2014; Mabbott, 2017).Lo que no esta claro es si se produce por pérdida de
funcionalidad fisiolégica o por ganancia de capacidad neurotodxica, ya que hay pocas evidencias
de que PrP*‘sea toxica por si misma. También se ha propuesto la existencia de productos
intermedios como causantes de la toxicidaden relacion con este cambio conformacional
(Ironside, 2014). La presencia de PrP%s necesaria para el desarrollo de la enfermedad(Bueler
et al., 1993) y para la replicacidn de la proteina (Prusiner et al., 1993; Manson et al., 1994), que
es capaz de autorreplicarse mediante el reclutamiento de PrP® para transformarse

enPrP*(Prusiner, 1982).

4.1.3 Bases moleculares de las enfermedades pridnicas humanas

Para entender mejor estas enfermedades, hay que definir el fendmeno biolégico de cepa.
Durante afos se ha considerado exclusivo de este grupo de enfermedades, pero actualmente
se estd trasladando a otras enfermedades neurodegenerativas (Jucker & Walker, 2018). Se
define como un aislado animal o humano que después de haber sido inoculado en un
hospedador provoca una enfermedad con unas caracteristicas distintivas como el periodo de

incubacién, patrén de distribucion de PrP> y severidad de cambios neuropatoldgicos en
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diferentes areas del SNC. Se piensa que esta diversidad biolégica esta asociada a diferentes

conformaciones de la PrP*(Zerr & Parchi, 2018).

La técnica de Western-blot(WB) es clave para comprender la diversidad de cepas o tipos
dentro de este grupo de enfermedades. Los patrones obtenidos mediante esta técnica
juntocon lospolimorfismos del codén 129 son la base para la clasificacidon de las enfermedades
pridnicas humanas. A travésde ella se determinan diferentes perfiles de glicosilacion, ya que la
PrP>‘es parcialmente resistente a las proteasas. Sometiendo el tejido a tratamiento con
proteinasa K se consigue la digestién completa de la PrP® y una digestién parcial de la PrP*,
que dara lugar a un fragmento N-terminal resistente a la proteasa. Este fragmento presenta
diferentes estados de glicosilacion debido a su estructura, pudiendo diferenciarse entre
tresformas: monoglicosilada, diglicosilada o sin glicosilar.Cada uno se corresponderd con las
diferentes bandas de WBsegln su peso molecular. A su vez estas bandas difieren en su
movilidad electroforética, dando lugar a los patrones de bandas que corresponden a diferentes

tipos de PrP>, probablemente porque reflejen diferentes conformaciones de la proteina.

Por otro lado, independientemente de la etiologia de la enfermedad pridnica, existe una
influencia genética debido a diferentes polimorfismos del gen que tienen una influencia a
varios niveles, desde el fenotipo clinico, la predisposicidn o resistencia, hasta la duracién de la
enfermedad.En la ECJ el polimorfismo mas importante se localiza en el codén 129, que codifica
para 2 aminodacidosmetionina (M) o valina (V). Segun los pacientes presenten heterocigosis
(MV) u homocigosis (MM, VV), las caracteristica de los diferentes tipos de ECJ se ven

altamente influenciadas(Palmer et al., 1991; Pocchiari et al., 2004; Capellari et al., 2011).

Parchi and Gambetd® Caollinge”
Subtype Onset (Years) Duradon (Months) Subtype Onset (Years) Duradon (Months)
MMI* 42-91 1-18 IMM Short duration 56719 1-5
1 MM Long Duration 52-78 1-17
MVI® 51-72 25-9 MV 54-79 2-9
Wi 2449 I4-16 rAA' 41-79 59
MM2 49-77 9-36 Not reported —
MV2 40-81 5-n2 MV 61-77 7-2
w2 41-80 3-8 v 46-62 2-11
Immunoblot profile” Immunoblot profile’
Type | Type 2 Type | Type 2 Type 3
— — — —_— —
~21 KDa* ~19 kDa* Reative molecular mass not reported

*Parchi et dl, (1996, 1999); "Hill e al, 2003; “Share the mme&d:sease phenotype; “Referes o the PK-resisant PrP* fragments;
“Refers to relative molecular mass of the unglycosylated PrP™ fragment (black bars)

Figura 1.- Clasificacion de los tipos de eECJ y su relacidn con las diferentes clasificaciones de
PrPscsegL’m sus patrones de glicosilacidn y polimorfismos del codén 129 (Cali et al., 2006).
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Cuando el grupo de Parchi y Gambetti clasificd los distintos subtipos de eECJ en base a la
técnica molecular de WB y el genotipo que presentaba el paciente(Figura 1) distinguid
originalmente 2 tipos dePrP>: tipo 1 (21 kDa) y tipo 2 (19 kDa), haciendo referencia al nombrar
estos tipos dePrP*el peso molecular de la banda no glicosilada (Parchi et al., 1996; Parchi et
al.,, 1999). Posteriormente el grupo de Collinge realizd un experimento analogo en el que
determinaba que habia 3 tipos de PrP* en cuanto a su movilidad en gel(Collinge et al., 1996;
Wadsworth et al.,, 1999; Hill et al.,, 2003). Para el grupo de Collinge sus tipos 2 y 3
secorrespondian respectivamente con el tipo 1y 2 segun la clasificacién de Parchi y Gambetti e
identificaba un tipo 1 que parecia estar ~0,5 kDa por encima del tipo 1 de Parchi y Gambetti.Es
decir, el subtipo conocido actualmente como eEC) MM1 identificado por Parchi y Gambetties
heterogéneo, incuyendo 2 isoformas de PrP*‘con 2 fenotipos diferenciados. Lo que este
hallazgo basicamente demostrabaes que estas diferencias mediante WB pueden ser debidas a
variaciones en las condiciones experimentales (Wadsworth et al., 1999; Zanusso et al., 2001;

Notari et al., 2004).

Con la aparicién dela VECJ, se distingue claramente un nuevo tipo dePrP**denominado tipo
4(Hill et al., 2003) que destaca por su predominancia de la banda diglicosilada ademas de tener
un fragmento proteolitico de distinto tamafio llamada tipo 2B, seglun describe el grupo de
Parchi y Gambetti(Parchi et al., 1997). El tipo 5 corresponde a un patrén de bandas no visto en
muestras humanas, solamente observado en ratones transgénicos VV para el codéon 129
inoculados con vCID(Hill et al., 1997). Y un tipo 6 sélo descrito en una muestra de eEC] MM
con un patréon de bandas exclusivo (Hill et al., 2003). La relacion entre estas 2 clasificaciones de

PrP*seilustra en la Figura 2.
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Clasificacion de Parchi Clasificacién de Collinge

Type |

e
Type | *(\-[fl,vpﬂ"

I ,'G
~21 kDa* \ Type 2
e sCID

Type 2A

oy
— Uiy
- L
~19 kDa \ Type 3

Type 1B o

Gy,
g
— Type 4

Type 5

—— CID

AN

+b Modelo murino

— 7

Type 6

—————® 1 caso de sCJD

Figura 2.-Relacidn entre las clasificaciones de los tipos de PrP*asociados a EClestablecidas por
los grupos de Parchi y Collinge. Basado en Hill et al., 2003 y Cali et al., 2006.

Paralelamente han ido apareciendo nuevos tipos de PrP*, demostrando que los patrones
obtenidos no son tan exclusivos como se pensaba.Los mismos patrones asociados a los tipos 1
y 2A de eECJ también se han detectado en el enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénico
(iECJ). Tambiénse ha detectado en algunos casos de iECJ asociado a transplante de duramadre
(dECJ) un tipo denominado iPrP* o tipo intermedio inusual (20kDa;Kretzschmar et al.,

2003;Kobayashi et al., 2007).

Con la aparicién de la PVSPrse descubrié un tipo de PrP* con caracteristicas radicalmente
diferentes a lo visto hasta ese momento (Gambetti et al., 2008; Zou et al., 2010; Puoti et al.,
2012). Mediante el analisis por WBse identificaron 2 patrones de bandasen funcién del
anticuerpo utilizado: si reconocia especificamente el fragmento N-terminalde laPrP*, el patrén
de bandas comprendia 5 fragmentos(Zou et al., 2010); si el anticuerpo era especifico frente
alextremo C-terminal aparecia un perfil con 7 bandas.La relacidon de bandas caracteristicas de

PVSPry eECJ usando como modelo el subtipo VV2 se ilustra en la Figura 3.
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Figura 3.-Patrones de glicosilacion obtenidos para PVSPry eECJ. Las bandas en negro representan
los fragmentos detectados por anticuerpos frente a N-terminal; en gris, el fragmento reconocido
por anticuerpos frente a C-terminal. La banda Internal f(gris oscuro) representa 2 fragmentos
diferentes concomitantes de 7kDa para anticuerpos diferentes frente a N-terminal y C-terminal.
Modificado de Notari et al., 2018.

Para comprender mejor las bases moleculares de este grupo de enfermedades y su
clasificacion es necesario conocer el fendomeno de la concurrencia, descrito en el marco de la
eECJ (Parchi et al., 2009), que consiste en que en un mismo individuo coexisten varios tipos de

Prp*,

4.1.4 Diagnostico de las enfermedades pridnicas humanas

El programa de vigilancia y diagndstico delas enfermedades pridnicas en Espafia se lleva acabo
a través del Centro Nacional de Epidemiologia del Instituto Carlos llide acuerdo con las
recomendaciones del grupo europeo de vigilancia de las enfermedas pridnicas humanas
situado en Edinburgo. Existe un registro a nivel nacional de este grupo de enfermedades con el
objetivo de establecer un perfil clinico-epidemioldgico, identificar nuevos casos de iECJ y VvEC)

e identificar factores de riesgo(Instituto de Salud Carlos IIl, 2019 ).

Los casos son diagnosticados por sospecha clinica en un medio hospitalario por un neurdlogo,
generalmente. A continuacion, se llevan a cabo una serie de pruebas complementarias que se
describen mas adelante en esta revisidon. Para un diagndstico definitivo fiable, es necesario
realizar un diagndstico anatomopatoldgico de tejido del SNC extraido por autopsia. Existe la
posibilidad de realizar una biopsia cerebral ante mortem, pero al tratarse de un procedimiento
que conlleva un alto riesgo para el paciente, solo se realiza en aquellos casos que se requiera
descartar otra patologia curable (Cano et al., 2015). Una vez confirmado, a través de una red

de médicos y coordinadores epidemioldgicos,se declara el caso que sera incorporado en
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unregistro nacional de la enfermedad localizado en el Centro Nacional de Epidemiologia que a

su vez, lo transmite ala red de vigilancia epidemioldgica a nivel europeo (EUROCID, 2019).

4.1.4.1 Criterios de clasificacidn para el diagnéstico

La definicion de un caso de enfermedad pridnica (en funcién de los distintos grados de certeza:

posible, probable o definitivo) se determina en base a la aplicacion de unos

criteriosdiagndsticos establecidos de acuerdo con las recomendaciones del grupo europeo
para la vigilancia de EET humanas (National CJD Research& Surveillance Unit, NCIDRSU, 2019;
Figura 4).

1. SPORADIC CID (from January 2017)

11 DEFINITE]
Progressive neurological syndrome AND

Neuropathologically or immunocytochemically

or biochemically confirmed I Rapidly progressive cognitive impairment

12 PROBABLE: II A Myoclonus

1.2.1 I+2of HandIII B Visual or cerebellar problems
OR C Pyramidal or extrapyramidal features
122 T+20f and IV D Alineficmntism
OR
1.2.3 I+2 of land positive 14-3-3 I

OR

Typical EEG (generalised periodic complexes)

IV  High signal in caudate/putamen on MRIbrain scan
or at least two cortical regions (temporal, parietal,
occipital) either on DWIor FLAIR

1.2 4 Progressive neurological syndrome and
positive RT-QulC in CSF or other tissues

13 POSSIBLE:

I+2of I + duration < 2 years

2. ACCIDENTALLY TRANSMITTEDTSE

21 DEFINITE RELEVANT EXPOSURE RISKS FOR
THE CLASSIFICATION AS
, , o o IATROGENIC CJD
?eﬁnlte CJE)J with a recognised iatrogenic risk The relevance of any exposure to disease
actor (see box) causation must take nto account the timing
of the exposure in relation to disease onset
22 PROBABLE
+ Treatment with human pituitary growth,
2.2.1 Progressive predominant cerebellar hormone, human pitnitary ggnaﬁmghm or
syndrome in human pituitary humanaldurafrr.lata’hgahf;l Qe
hormone recipients + Comeal graftin which the comeal donor
P has been classified as definite or probable
2.1.2 Probable CID with recognised . gi?iuﬁ:;nnif:;-:igjcal instrments
fatrogenicrisk factor (see box) previously used in a case of definite or
probable human prion disease.
23 POSSIBLE
. . . ) This list is provisional as previously
Possible CID with a recognised risk factor ised mechanisms of human prion
(asraad and EURO masting Bled, 2006) disease may occur
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3. GENETICTSE

31 DEFINITE

32

4.1

4.2

4.3

3.1.1 Definite TSE + definite or probable
TSE in 1¥ degreerelative

3.1.2 Definite TSE with a pathogenic
PRNP mutation (see box)

PROBAELE

3.2.1 Progressive neuropsychiatric
disorder + definite or probable TSE

in 1*degree relative

3.2.2 Progressive neuropsychiatric
disorder + pathogenic PRNP

mutation (see box)

DEFINITE
1A and neuropathological

confirmation of vCID2

PROBABLE
4.2.1 Iand4/5of land IIIA

and IIIB
422 IandIV AS

POSSIBLE

Tand4/5ofTand I A

*PRNP MUTATIONS ASSOCIATED WITH,
G55 NEUROPATHOLOGICAL
PHENOTYPE
P102L, PI105L, A117V, G131V, F1985,
D202N, Q212P,Q217R.M232T.192 bpi

+PRNP MUTATIONS ASSOCIATED WITH
CJD NEUROPATHOLOGICAL
PHENOTYPE
D178N-129V, V180L V180I+M232R, T183A,
T188A E196K E200K V2031, R208H,
V210LE211Q.M232R, 96 bpi, 120 bpi, 144
bpi, 168 bpi, 48 bpdel

*PRNP MUTATIONS ASSOCIATED WITH
EEI NEUROPATHOL OGICAL
PHENOTYPE DIT8N-129M

+PRNP MUTATION ASSOCIATED WITH
VASCULAR PRP AMYLOID
Y1455

+PRNP MUTATIONS ASSOCIATED WITH
PROVEN BUT UNCLASSIFIED PRION
DISEASE
H127R, 216 bpi,

*MUTATIONS ASSOCTIATED WITH
NEURO-PSYCHIATRIC DISORDER BUT
NOT PROVEN PRION DISEASE
1138M, G1428,Q160S, T188K, M232R, 24
bpi. 48 bpi, 48 bpi + nucleotide substitution in
othergctapeptides

{additionallist ofmutations appended)

Progressive neuropsychiatric disorder
Duration ofillness > 6 months

Routine invesitgations donot suggest an
altemative diagnosis

No history ofpotentialiatrogenic exposure
No evidence of a familial form of TSE

aw>

"o

11 A Early psychiatric symptoms®
B Persistent painful sensory symptorns®
C Ataxia
D Myoclonus or chorea or dystonia
E Dementia

III A EEG doesnotshow the typicalappearance
of sporadic CJDF in the early stages of illness
B Bilateral pulvinarhigh signal on MEIscan

IV A Positive tonsil biopsy?

3 depression, anxiety, apathy, withdrawal, delisions.

b this includes both frank pain and/or dysaesthesia.

¢ thetypical appearance ofthe EEGin sporadic CJD consists of
generalised triphasic periodic complexes at approximately one
per second. Thesemay occasionally be seenin thelate stagesof
variant CTD

d tonsil biopsy is not recommendedroutinely, norin cases with
EEG appearances typical of sporadic CJD, but mav be usefulin
suspect cases in which the clinical features are compatible with
+(CID and MRI doesnot showbilateral pulyinar hish signal

e i change andextensive PrP deposition with florid

plaquesthronghoutthe cerebnim and cerebellum.

Figura 4.- Criterios diagnésticos para los diferentes tipos de ECJ1) eECJ 2) iEC) 3) gECJ 4) vEC)
(National CID Research & Surveillance Unit, NCIDRSU, 2019)

Los criterios diagndsticos se elaboran a partir de la informacidn clinica (sospecha),

epidemioldgica y de laboratorio (pruebas complementarias). Estas ultimas se detallana

4.1.4.2 Criterio de laboratorio o pruebas complementarias
Hay que tener en cuenta que, como la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas,
lasenfermedades pridnicas no son uniformes, apareciendo muchas veces casos atipicos.

Ademas, no siempre se diagnostica al paciente en el mismo momento de la enfermedad(Cano
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4.1.4.2.1 Estudio genético

Resulta esencial ya que, como se ha explicadoanteriormente,se han descrito diversas
mutaciones del gen PRNP que han sido asociadas a la enfermedad, asi como diferentes
polimorfismos del codén 129 que influyen en la susceptibilidad a los diferentes tipos de ECJ

(Cano et al., 2015; Ironside et al., 2017; Zerr & Parchi, 2018).

4.1.4.2.2 Analisis de la proteina 14-3-3 en el liquido cefalorraquideo (LCR)

La proteina 14-3-3 es un marcador del dafio neuronal, puesto que aunque se expresa de forma

normal en el tejido neuronal, su presencia en el LCR aumenta en los casos de ECJ.

A pesar de constituirunode los principales biomarcadores utilizados en el diagndstico de las
enfermedadespridnicas no es suficientemente especifico puesto que también se observa un
incremento en otras patologias cerebrales. Ademads, los resultados varian entre pacientes y
posee una sensibilidad y especificidad dependiente del tipo de ECJ asi como de su fase de

desarrollo.

En los ultimos afios, otras proteinas como S100B o tau fosforilada también han sido incluidas
comoposibles biomarcadores. Aunque su analisis no estd todavia estandarizado, pueden
ayudar a establecer un diagndstico final(Cano et al., 2015; Ironside et al., 2017; Zerr & Parchi,

2018).

4.1.4.2.3 Deteccion de la PrP*en LCR

Recientemente se ha incluido la deteccidénde laPrP> en elLCR como criterio diagndstico, pero la
técnica utilizada para ello, eltest de conversidn inducida delaPrP*en tiempo real (real-time
quaking-induced conversion, RT QuiC), no estd disponible actualmente en los laboratorios

nacionales(Wilham et al., 2010).

4.1.4.2.4 Electroencefalograma (EEG)

Se trata de una herramienta diagndstica alrepresentar la actividad bioeléctrica del SNC (Figura

5).Apoya el diagndstico clinico, al observarse complejos periodosde ondas agudas bi- o
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trifasicas de forma variable entre las diferentes enfermedades pridnicas. Ayuda para clasificar
el diagndstico como “probable”, pero tiene sus deficiencias ya que la mayoria de las veces no
se detecta al inicio de la enfermedad sino que se detecta pasados unos 2 a 3 meses desde su
inicio. Ademds, presenta una baja especificidad ya que puede ofrecer falsos-positivos con
frecuencia, en casos como encefalitis, diferentes encefalopatias, intoxicacion por litio, linfoma
intracerebralu otras enfermedades neurodegenerativas que deben ser incluidas en el
diagnédstico diferencial.Para la interpretacion de esta técnicadeben tenerse en cuenta los
criterios de Steinhoff y Knight, establecidos por la OMS(Cano et al., 2015; Ironside et al., 2017;
Zerr & Parchi, 2018).
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Figura 5.-EEG de paciente de eECJ subtipo MV1.

Grabaciones documentadas desde

234 hasta 57 dias antes de la muerte(Wieser et al., 2004).

4.1.4.2.5

Imagen o tomografia por resonancia magnética nuclear(RMN)

La imagen por RMN presenta mucha mayor precision que el EEG. Con ella se pueden realizar
diferentes analisis como las denominadas T1, T2, FLAIR y principalmente DWIlen la corteza
cerebral, que permiten estimar el estado del SNC. Ademas de detectar la enfermedad en
estados iniciales, muestran una hiperintensidad que refleja el cambio espongiforme en la eECJ.

Los perfiles de RMN y su evolucién durante el desarrollo de la enfermedad reflejan los
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diferentes perfiles neuropatolégicos de los diferentes tipos de enfermedades pridnicas, incluso

de los subtipos de eECJ(Cano et al., 2015; Ironside et al., 2017; Zerr & Parchi, 2018).

En el 90% de los casos de VECJ (Zeidler et al., 2000) se detecta una afectacion del tdlamo
posterior, conocido como “signo del pulvinar” (Figura 6). También se observa una alta
intensidad en los ganglios basales y la corteza cerebral(Brandel & Knight, 2018). Otro signo
detectable en este tipo es el “signo del palo de hockey”, que consiste en el signo del pulvinar
combinado con un aumento de sefial en el niucleo dorsomedial del tdlamo, apareciendo
aproximadamente en el 50% de los casos. Estos signos ayudan a orientarse hacia un
diagnodstico definitivo, pero no son concluyentes puesto que pueden aparecer en otras

|II

enfermedades pridnicas. Por otro lado, en un caso de VEC) se ha descritoel “signo de la
cruz”’,que consiste en una hiperintensidad pontina caracteristico de wuna atrofia

multisistémica(Ortega-Cubero et al., 2013).

Figura 6.- RMN mostrando el “signo del pulvinar” en un caso de vECJ,en el quese observa una
hiperintensidad del nucleo caudado y putamen, pero una intensidad mucho mayor en la
region talamica posterior (Brandel & Knight, 2018).

4.1.4.2.6 Estudio anatomopatoldgico

Es el Unico método que permite establecer el diagnéstico definitivo de las enfermedades

priénicas humanas.

Macroscépicamente, el encéfalo de pacientes afectados por enfermedades pridnicas es similar
al de pacientes de edad anciana, excepto en los casos donde se observa atrofia, que resulta

directamente proporcional a la duracion de la enfermedad. Este hallazgo se ha
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observadoprincipalmente en casosde ECJpanencefdlico afectando al cerebro y cerebelo, y en

algunos casos de eECJ, vECJ, iCJD o GSS, pero solamente a nivel cerebelar(lronside et al., 2017).

Microscépicamente, las lesiones caracteristicas asociadas a las enfermedades pridnicassonel
cambio espongiforme,gliosis reactiva, muerte neuronal, acumulacién de PrP* y formacién de
placas amiloides(lronside, 2014). Estas caracteristicas son muy variables, tanto en intensidad
como en distribucion, no sélo entre las diferentes formas de ECJ sino también entre

individuos(lronside et al., 2017).

El cambio espongiforme se debe a la vacuolizaciénlocalizada esencialmente en la sustancia
gris, aunque también puede aparecer en la sustancia blanca, que no debe confundirse nunca
con artefactos asociados a la retraccién del tejido o al edema cerebral. Hay que tener en
cuenta que la vacuolizacidon de la sustancia gris también aparece en otras encefalopatias
metabdlicas y sindromes toxicos(Ironside et al., 2017). Aunque se considera una caracteristica
exclusiva de este grupo de enfermedades, se ha descrito el cambio espongiformeen casos de
demencia con cuerpos de Lewy, EA(Smith et al., 1987; Sherzai et al., 2013)o esclerosis lateral
amiotroéfica (ELA; Saberi et al., 2015). Las vacuolas tienen un tamafio aproximado de 2 a 20um

de didmetro, y a veces pueden mostrarse de forma confluente(lronside et al., 2017).

El diagnéstico neuropatoldgico definitivo de una enfermedad pridnica exige la realizacidn de
técnicas moleculares o de inmunohistoquimica (IHQ) para la deteccién de PrP*en el tejido. En
concreto, los patrones inmunohistoquimicos son una herramienta utilizada no sélo en el

diagndstico, sino también en la clasificacidn de las enfermedades pridnicas.

En estas enfermedades aparecen placas amiloides mayoritariamente compuestas por PrP*,
quepresentan diferentes morfologias visualizables mediante técnicas como la H/E, tinciones
amiloideas o IHQ para la deteccion de PrP*. Segun la bibliografia (Ironside et al., 2017) se

clasifican los siguientes tipos:

- Placas tipo Kuru: constan de un nucleo denso que irradia fibras periféricas. Originariamente
fue descrito en casos de Kuru(Fowler & Robertson, 1959; Klatzo et al., 1959; Sikorska et al.,
2009),pero también se ha observado en el subtipo MV2de eECJ (Parchi et al., 1999) y de iECJ

asociados a hormona de crecimiento (Billette de Villemeur & Pradel, 1994; Cali et al., 2015).

- Placas multicéntricas: consisten en placas grandes e irregulares. Este hallazgo es una
caracteristica de GSS asociado a diferentes mutaciones del gen PRNP(Gerstmann, 1936;

Ironside et al., 2017; Ghetti et al., 2018).
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- Placas floridas: consisten en un nucleo amiloideeosinofilico del cual irradian fibras periféricas
que a su vez estan rodeadas de vacuolas o cambio espongiforme. Este hallazgo es considerado
como criterio diagndstico de vECJ(Ironside et al., 2017; Brandel & Knight, 2018). Muy parecidas
a las placas tipo kuru(Brandel & Knight, 2018), también han sido detectadas en casos de dEC)
(Shimizu et al., 1999; Kobayashi et al., 2018). Paraddjicamente, fueron descritas por primera
vez en un experimento en modelo murinowild-type inoculado con 3 cepas de Scrapie (Fraser,

1979).

- Microplacas: son caracteristicas de PVSPr, su localizacién principal es el cdrtexcerebelar y
raramente aparecen en el hipocampo. Tienen una forma irregular y pueden presentarse
fusionadas (Gambetti et al., 2008; Zou et al., 2010). A nivel ultraestructural se observan unas
estructuras débilmente definidas con un cluster de fibras en una matriz amorfo-granular,

interpretada como placas amiloideas inmaduras (Gambetti et al., 2008).

En el caso especifico de la VECJ exite una prueba diagndstica in vivo complementaria que
consiste en la deteccidn de laPrP* en unabiopsia de tonsila. Esta asociacién con el sistema
linforreticular es una caracteristica patogénica exclusiva de este tipo de ECJ, de manera que un
resultado positivo en un contexto determinado puede definir un caso como positivo definitivo.
Aln asi, no se suele utilizar porque su sensibilidad no alcanza el 100% (Brandel & Knight,

2018).

4.1.4.3 Criterio epidemioldgico

Esencialmente util en el caso de vECJ e iEC).

-Para el vECIJ: cuando el historial del paciente sugiere una posible transmisién por exposicién a

tejidos a partir de un caso confirmado. Por una transfusidon sanguinea, por ejemplo.

-Para el iECJ: cuando existe posibilidad de exposicion a los tratamientos iatrogénicos
detallados en el apartado siguienteo a instrumentos neuroquirurgicos utilizados en pacientes

afectados por una enfermedad pridnica confirmada o probable(Cano et al., 2015).
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4.1.4.4 Técnicasde diagnostico auxiliares para la deteccidn de priones

Estas técnicas se utilizan por la experiencia en investigacidon, pero no estan oficialmente

reconocidas por la Unidn Europea para el diagndstico de la enfermedad (Ironside et al., 2017).

-La transmisién experimental in vivo, que consiste en inocular un extracto de tejido infectado
en animales. Principalmente realizada en modelos murinoswild-type o transgénicos(para
sobre-expresar el genPRNPhumano), permite detectar la infectividad de una muestra
inoculada. Es considerada la técnica mas sensible y resulta bdsica para diferenciar cepas

pridénicas. Pero no se usa con frecuencia debido a su alto coste de tiempo y recursos.

- Inmunoensayos basado en la conformacidn de la PrP*. La mayoria de estas técnicas estan
basadas en la resistencia de la PrP*‘a la proteasa o/y su agregacion in vivo. Estas técnicas estan
basadas en un método alternativo para detectar las diferencias conformacionales entre la

PrP*‘y PrPS, pero no estan estandarizadas como métodosde diagndstico(Safar et al., 2005).

- La amplificacion ciclica de proteina mal plegada (protein misfolding cyclic
amplification,PMCA) es una técnica in vitro que detecta niveles muy bajos de PrP*‘en una
muestra de tejido incrementando los niveles de ésta para su posterior deteccion y
caracterizacion por otras técnicas. Esta técnica consiste en amplificar una pequefia cantidad de
PrP*° que acttia como molde o nucleo de crecimiento en un medio saturado de PrP‘que actua
de sustrato, simulando in vitro la replicacidon de priones in vivo(Saborio et al., 2001).Algunos
estudios apoyan que esta técnica permite ampliar la cantidad de PrP*hasta lograr detectar
PrP*en fluidos como la sangre y orina de vECJ(Moda et al.,, 2014; Concha-Marambio et al.,

2016).

- La RT-QuIC(Wilham et al., 2010)es una técnica in vitrobasada en la PMCA en la quese
sustituye el sustrato por una PrP recombinante. Los estudios realizados apoyan que tiene una
mayor sensibilidad que la PMCA, incluso algunos de ellos han detectadoPrP*en hisopos

nasales de pacientes con eECJ mediante esta técnica (Zanusso et al. 2016).

4.1.5 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

Descubierta en 1920 por los dos investigadores alemanes anteriormente citados, es una

enfermedad rara que aparece en 1 6 2 casos por milléon de habitantes al afio, siendo la mayoria
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de ellos (85 %) de origen esporadico. Los casos de origen genético y adquirido constituyen el

10% y 5%, respectivamente.

A continuacidén se detallan los distintos tipos en funcion del origen del agente etioldgico (Head

& Ironside, 2012).

4.1.5.1 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica (eECJ)

Es la forma mdas comun de ECJ a pesar de ser una enfermedad rara que afecta a 2 personas por
millon por afio (Minikel et al., 2016) y se distribuye mundialmente de forma aleatoria (Cousens
et al., 1997).No se conoce su origen, esdecir, es una forma idiopatica de enfermedad pridnica
en la queno hay evidencias que la asocien con una fuente ambiental infecciosa. Se piensa que
muchos de estos casos son causados por mutaciones somaticas o debidos a un cambio

estocastico en la estructura de la PrP*(Head & Ironside, 2012; Zerr & Parchi, 2018).

Afecta principalmente a ancianos (Ladogana et al., 2005), aunque existe alguin caso descritoen
pacientesjovenes(Will et al., 1998).La duracidn media de la enfermedad es corta, alrededor de
unos 6 meses (Pocchiari et al., 2004), aunque hay casos de curso atipico (Brown et al., 1984;
Zerr & Parchi, 2018). La media de duracién de la enfermedadtambiénpuede variar entre los

distintos subtipos de eECJ (Pocchiari et al., 2004).

La eECJ es una enfermedad muy heterogénea con un amplio espectro de formas fenotipicas
asociadas a la edad de inicio, caracteristicas, ratio de progresion y clinica. La clinica en los
estadios iniciales o fase prodrémica se caracteriza por un cambio de comportamiento social,
depresion, fobias, debilidad general (adinamia), cefaleas, mareos e incluso existen registros de
casos de enfermos conproblemas de suefio y trastornos alimenticios relacionados con la
pérdida de peso. Los sintomas son muy variados e inespecificos (Zerr & Parchi, 2018). Resulta
dificil distinguiresta enfermedad de otras demencias en este estadio(Head & Ironside, 2012).
Sus principales caracteristicas clinicas neuropsiquiatricas son demencia progresiva, ataxia,
signos visuales,miocloniasy anormalidades en el tono muscular, apatia, disforia, trastornos
alimenticios, agitacién, alucinaciones, tratornos de suefio, ansiedad, problemas motrices,

irritabilidad, desinhibicidn,euforia o delirios (Zerr & Parchi, 2018).

Conforme la enfermedad avanza los sintomas neuroldgicos aumentan: demencia, signos
visuales, cerebelares, piramidales y extrapiramidales, mioclonia y mutismo acinético(Otto et
al., 1998). Algunos pacientes muestran disartia, apraxia, alucinaciones y ataques epilépticos.

En los ultimos estadios de la enfermedad la clinica consiste en una postracion completa en la
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queel paciente pierde el contacto total con el medio. La principal causa de la muerte es

provocada por una neumonia por aspiracion(Zerr & Parchi, 2018).

Antes del establecimiento de los 6 subtipos de eEClJque se indican en la Tabla 3(recientemente
se ha afiadido un séptimo subtipo muy infrecuente),existia otra clasificacion basada
exclusivamente con su fenotipo clinico. La variante mioclénica o sindrome de Heidenhain
correspondia al subtipo MM1/MV1, la variante ataxica/cerebelarcorrespondia al subtipo VV2,
el sindromede Brownell-Oppenheimer o también llamado variante ataxica correspondia al
subtipo MV2. A este ultimo subtipo algunos autores lo han denominado variante con placas
Kuru debido a a la presencia de placas caracteristicas. El subtipo MM2Tse denominaba antes
de las clasificaciones moleculares tipo variante talamica (Parchi et al., 1999; Puoti et al., 2012;
Sikorska et al., 2012). A continuacion se resume la actual clasificaciéon de eECJ en base a las
diversas combinaciones de tipo de PrP* (tipo 1y tipo 2) y haplotipo del codén 129 (M o V)
(;Palmer et al.,, 1991; Parchi et al.,, 1996;Parchi, Giese, et al., 1999)con las caracteristicas

clinico-patoldgicas de cada una de ellas.

Tabla 3.-Caracteristicas identificativas de los subtipos de eECJ (Zerr & Parchi, 2018).

Median
age at Median
onset duration Muost prominent
Mo locular disease (rangz) (rangz) climcal signs’
subtvpe (years) (months) sy mptoms Distinctive histopathologic features
Frequent MM 1V} 68 (31-86) 4(1-24) Dementia, cortical Meocortex (especially in occipital
AnopEld, ataxia, lobe), stnatum, thalamus, and
mry ocloms cemchellum constanthy affected
“synmapte type” P staiming
MV2E 65 (36-83) 17 (4-4E) Ataoa, dementia, Sitmilar to W'V2 with more
extrapyrmidal involvement of the cenchral
cortex, amyloid kum plagues in
the cerebellum, plague-like focal
PrP deposits
VW2 b (H—E3) 6.5 (3-18) Prominent ataxia, Prominent pathology in cerebellum
late dementia and subcortical areas, late cortical
imvalvement, plagque-like and
permeuronal Pri* stamimg
Rarc MM2T 52 (26-T1) 16 (B=36) Ataxia, diplopia, Atrophy of the thalamus and
psvchmtricsigns, inferior olive, focal spongiosis
sleep loss, late limited to the cerchral contex
cognitive
impaimment
MM2C 64 (49-T7) 16 (9-36) Progressive Spongiosis with large confluent
dementia for vacuoles; penvacuolar P
several months staming
Vil 44 (19-55) 21 (17—42) Dementia at onset, Severe pathology m the cerchral
later ataxia and cortex and striatum with sparing
extrapymamidal of brainstem nuclel and
cerchdlum
MM 58 (48-T0) 22 (13-38) Progressive Modemte to sever: pathology.

dementia and
neurologic signs
for several
momnths

MM 1-like lesion profile.
Widespread Pri* amy loid plaques
mm subcortical and deep mucla
white matter

"p-, with PrP amyloid plagues in whie matter,

33



REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1.5.1.1 SubtipoMM1/MV1:

Estos dos subtipos se consideran uno solo ya que fenotipicamente son indistinguibles. Es
considerada la forma clasica de eEC) y corresponde al 65% de los casos.
Los sintomas iniciales, aunque no siempre aparecen, se caracterizan por deficiencia cognitiva,

signos visuales, disfuncidn lingtistica, ataxia y mioclonia(Parchi, et al., 1999; Zerr et al., 2000).

Histopatoldgicamente se relaciona con una espongiosis cldsica consistente en vacuolas
pequefias que afectan esencialmente el neuropilo del I6bulo occipital, cuerpo estriado, tdlamo,

tronco encefalico e hipocampo. En la capa molecular del cerebelo, aparece de forma focal.

Inmunohistoquimicamente, los depdsitos de PrP*son de tiposindptico localizado
principalmente en la corteza frontal y el cerebelo; en menor medida aparece en los ganglios
basales y el talamo(Parchi et al., 2012). Aveces también pueden presentar un patron

coalescente (Parchi et al., 1999).

4.1.5.1.2 Subtipo VV2

Descrito en el 15-20% de los pacientes afectados por eECJ. Se caracteriza por sintomas
cerebelares en fases iniciales. Ademas la clinica incluye signos visuales, pérdida de memoria,
cambios de comportamiento y afectacidon del sistema nervioso periférico. Signos como la

deficiencia cognitiva, la demencia y miocloniasson mas tardios (Baiardi et al., 2017).

Histopatoldgicamente se ve afectada la sustancia gris del sistema limbico (subcortical), el
cuerpo estriado, talamo, hipotalamo, cerebelo, tronco encefdlico y neocdrtex, que se ve

afectado de forma mas difusa.

La inmunohistoquimicamuestra unos depdsitos de PrP*tipo placa, ademds de un depésito

sindptico y perineuronal prominente (Parchiet al., 1999 y 2012; Baiardi et al., 2017).
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4.1.5.1.3 Subtipo MV2K

El porcentaje de individuos afectados es del 10% y presenta muchas similitudes con el fenotipo
VV2, pero se diferencia en que se observa una progresion mas lenta.Los signos clinicos iniciales
son variables comenzando normalmente con demencia, aunque se han registrado casos que

comienzancon ataxia o signos piramidales.

Su principal caracteristica neuropatoldgica distintiva es la presencia de placas tipo kuru en la

capa granular del cerebelo.

Este subtipo presentacambios histopatoldgicos similares al subtipo VV2 como la presencia de

depdsitos tipo placa(Parchiet al., 1999 y 2012; Zerr & Parchi, 2018).

4.1.5.1.4 Subtipo VV1

La frecuencia de este subtipo es del 1%, considerandose el subtipo mas raro. Destaca por
afectar principalmente a pacientes masculinos jovenes. La clinica en estadios iniciales consiste
en desdérdenes psiquiatricos o cognitivos y conforme la enfermedad avanza comienzan a

aparecer signos extrapiramidales y ataxia.

Las regiones corticoestriatales son las mas afectadas, destacando el l6bulo occipital en el
quese detecta cambio espongiforme en las capas mas profundas del cértex cerebral, viéndose
las regiones subcorticales como el cerebelo, afectadas en menor medida. Se observa la

presencia de neuronas balonizadasen la corteza cerebral.

Caracterizado principalmente por el depdsito sindptico muy difuso en la corteza cerebral

(Parchiet al., 1999 y 2012; Zerr & Parchi, 2018).
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4.1.5.1.5 Subtipo MM2T

También es conocido como insomnio familiar esporadico.Es infrecuente y la clinica es muy
heterogénea, destacando la ataxia o los fallos cognitivos frente a signos visuales o
psiquiatricos. Cuando los pacientes muestran incapacidad de mantener o iniciar el suefo se

relaciona con estadiosavanzados.

Desde el punto de vista neuropatoldgico aparece una atrofia muy prominente en el tdlamo y el
nucleo de la oliva inferior, viéndose otras areas cerebrales como el cerebelo, afectadas en
menor medida.La espongiosis puede sélo afectar a la corteza cerebral, o incluso no estar

presente. Es el Unico subtipo en el queel cuerpo estriado no se ve afectado.

La corteza cerebral es donde se encuentra la acumulacién mas significativa de PrP*(Parchi et

al., 1999; Puoti et al., 2012; Zerr & Parchi, 2018).

4.1.5.1.6 Subtipo MM2C
Esta variante cortical del subtipo MM2 se caracteriza por una demencia progresiva, fallos
cognitivos, afasia, apraxia, signos visuales y cerebelares.

Desde el punto de vista neuropatoldgico es similar al subtipo MM1/MV1, a excepcién del
cerebelo que aparece poco afectado. La espongiosis se presenta con vacuolas grandes e

irregulares (coarse), similares a racimos de uva.

Esta peculiar espongiosis ademds esta estrechamenteasociada a los depdsitos de PrP*, que

son de tipo perivacuolar irregular(Parchiet al., 1999 y 2012).

4.1.5.1.7 Subtipo p-MM1

Establecido recientemente como un subtipo independiente, es muy poco frecuente. Posee
caracteristicas similares a MM1, aunque presenta una clinica muy lenta en comparacion con el

MM1 original.
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Histopatoldgicamente se observan placas amiloides tipo kuru en zonas subcorticales y en

nucleos profundos de la sustancia blanca(Kobayashi et al., 2008; Rossi et al., 2017).

4.1.5.1.8 Subtipos Mixtos

Tambiénse han descritocasos de eECJ denominados mixtosen los que concurren los tipo 1y 2
de PrP*. Estos subtipos mixtos incluyen todos los genotipos posibles para el codén 129,
aunque en distinta frecuencia. Los pacientes que lospresentan tienen una combinacion de

caracteristicas fenotipicas desubtipos puros(Parchi et al., 2009).

El subtipo mixto mas habitual es el MM1/MV1 + 2C, que resulta mas frecuente de lo que cabe
esperar, pero es dificil detectarlo por WB ya que este fendmeno aparece sélo en regiones
restringidas como talamo y corteza cerebral. El fenotipo clinico es similar a MM1/MV1, puesto
que neuropatolégicamente es igual al subtipo MM1, pero con depdsitos focales de PrP*tipo 2.

Esto también secorrelaciona con la clinica de los pacientes(Parchi et al., 2009).

También se han detectado otros subtipos mixtos como VV2+1,MV2k+ 2C y MM2T +C pero en
casos muy raros, observandose de nuevo una confluencia delos correspondientes fenotipos

puros (Parchi et al., 2009; Parchi & Saverioni, 2012).

4.1.5.2 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob genética (gECJ)

Aproximadamente del 10-15% de los pacientes diagnosticados de enfermedades pridnicas
tienen una base genética, es decir, una mutacién en el gen PRNP que codifica para la PrPC. Este
gen esta situado en el brazo corto del cromosoma 20 (20p12)(Ladogana & Kovacs, 2018). Sélo
posee una copia con una longitud de 16 kb con tan sélo 2 exones(Puckett et al., 1991). La
secuencia inicial de la PrPS, codificada por el segundo exdn, antes del proceso post-
traduccional consiste en 253 aminodcidos que contiene una regidn inestable en el extremo N-

terminal (region de octapéptidos)situada entre los aminoacidos 51 y 91(Liao et al., 1986).
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PRNP variants
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Figura 7.-Esquema del gen PRNP con los loci de las mutaciones descritas

y los polimorfismos asociados con ECJ (Takada et al., 2018).
Todas las mutaciones que han sido descritas hasta el momento son autosémicas dominantes
con diferente penetrancia (Ladogana et al., 2005), que aumenta con la edad (Mastrianni,
2010). Las mutaciones en este gen provocan ademas de gECJ, GSS, IFF. Alrededor del 50% de
estas mutaciones se presentansin un historial familiar, es decir, de forma espontdnea
provocando a veces un fenotipo desconocido hasta el momento. Por eso se prefiere el término
gEC) mas que a enfermedad de Creutzfeldt-Jakob familiar(fECJ), referido a una herencia
familiar. La mayoria de las mutaciones son muy raras y en muchas ocasiones originan un
fenotipo mas préximo a otra enfermedad neurodegenerativa que a una enfermedad pridnica

estandar(Schmitz et al., 2017).

La clinica depende del tipo de mutacién. Habitualmente la enfermedad se origina en una edad
mas temprana en comparacion con eECJ variando el rango de edad de inicio entre 30 y 70 afios

(Gambetti et al., 2003).

Todas estas mutaciones se clasifican en varios tipos (Schmitz et al., 2017; Ladogana & Kovacs,

2018; Takada et al., 2018):

- Mutaciones puntuales: afectan a un par de bases de un coddn, provocando el cambio de un
aminodacido. La mds comun en la poblacién europea afectaa los codones 178, 200 y 210.En
concreto, la mutacion E200K o la V210I, que presentan una clinica y una neuropatologia similar

al eECJ. El fenotipo habitual suele presentarse como un gECJ tipico, un GSS o IFF.

- Mutaciones por insercién: consisten en la insercion de pares de bases causando

enfermedades atipicas que van desde un ECJ a un GSS.
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- Mutaciones STOP: consisten en mutaciones puntuales que generan un codén STOP
produciendo una proteina prién anormal truncada; son muy raras y producen fenotipos muy
inusuales que pueden ser desde un ECJ cldsico a fenotipos que correspondan a otras
enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, la mutacién Q160X presenta un fenotipo
clinicos similar a la EA (Jayadev et al., 2011). O la Q227X, que presentan AAC-PrP (Jansen et al.,
2010). O la Y163X, que provoca fenotipos muy atipicos como la amiloidosis sistémica por

PrP*(Mead et al., 2013).

- Mutaciones en la regidn de octapéptidos: la mayoria consisten en inserciones de repeticiones
de octapéptidos, es decir, aumento del nimero de octapéptidos (se han descrito desde 1 hasta
12). También existen deleciones de repeticiones de octapéptidos. Los fenotipos clinicos
descritos varian desde ECJ clasico a GSS (Schmitz et al., 2017; Takada et al., 2018).En muchos
casos existe una correlacion entre la cantidad de inserciones con el inicio y la duracién de la
enfermedad. Se conocen mutaciones de delecidon en esta regidn en las quelos pacientes
presentan fenotipos similares a otras enfermedades neurodegenerativas, tales como una

delecion en el coddn 82, que provoca un fenotipo similar a la EA (Perry et al., 1995) .

Dentro de los polimorfismos del gen PRNP humano, el mas importante de todos es el codén
129 (M; V). Como ya se ha mencionado, tiene una gran influencia en el fenotipo vy
susceptibilidad de las enfermedades pridnicas, principalmente en el geCJ(Parchi et al., 1999;
Kobayashi et al., 2015). Por ejemplo, en la mutacidon D178N, si el codén 129 codifica M, el
fenotipo es similar a un IFF; en cambio, si codifica V es mas parecido a un gECJ. Es decir, en
muchas ocasiones el fenotipo depende de la mutacién, pero segin el codén 129 éste cambia
(Goldfarb et al., 1992; Zarranz et al., 2005). Hay que especificar que esta influencia se observa
cuando la mutacién y el polimorfismo estan en el mismo alelo en posicién cis(Capellari et al.,
2011).También existen otros polimorfismos como el M232R que se encuentra en pacientes
sanos con una relativa alta frecuencia (Minikel et al., 2016), pero también representa un factor
de riesgo elevado. Tiene una penetrancia muy baja y se han identificadopacientes de eEClen

los queaparece esta mutacién(Beck et al., 2012; Ladogana & Kovacs, 2018).

En la gECJ aparece la PrP>tipo 1y tipo 2, pero determinadas mutaciones afectan a los ratios de

la diferentes glicoformas(Hill et al., 2006).
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4.1.5.3 Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica (iECJ)

La iEC) forma parte de las enfermedades pridnicas adquiridas junto con el kuru y la vECJ. El
término iatrogénico se refiere a que la fuente infecciosa esta asociada a procedimientos

médicos y/o quirurgicos.

Aunque ya habia sospechas previas en otros casos, este tipo se confirmé en 1974, asociado a
un trasplante de cdérnea procedente de uncaddver(Duffy et al., 1974). Segin los datos
epidemioldgicos (Brown et al.,, 2012), las causas principales de transmisién de iECJ son: la
administracién de hormona de crecimiento contaminada (226 casos) y a través de trasplante
de duramadre (228 casos). Ademas, se han comunicado casos asociados a intervenciones en el
ambito de la Neurocirugia (4 casos) o la utilizacidon de electrodos estereotacticospara EEG (2
casos), trasplante de cérnea (2 casos), administracion de hormona gonadotrépica (4 casos) o

por transfusion sanguinea durante la epidemia de vECJ (4 casos; EUROCID, 2019)

Tanto la presentacién clinica como la neuropatologiaque presentan los pacientes afectados de
iECJdependen dela via por la que ha sido transmitida la enfermedad. Si la viatiene contacto
directo con el SNC, se asocia con una clinica y supervivencia similares a la dela eECJ. En
cambio, si se asocia a una via periférica de transmisién, suele presentarse un sindrome
cerebelar progresivo con una media de supervivencia de 12 meses (Rudge et al., 2015; Will &

Ironside, 2017).

Debido a la frecuencia relativa de los casos descritos de este tipo iatrogénico, se detallan a

continuacion los mas estudiados:

4.1.5.3.1 ECJ asociado a trasplante de dura madre (dECJ)

El tiempo de incubacion varia desde 1 afo hasta 30 afios y 11 meses. Debido a sus
caracteristicas neuropatolégicas se consideran2 tipos principales: con y sin placas(Noguchi-

Shinohara et al., 2007).

Con placa: se denomina asi porque aparece un depésito amiloide de PrP*similar a las placas
floridas encontradas en la vECJ (Shimizu et al., 1999). Se considera similar al subtipo de eECJ

MV?2 (Kobayashi et al., 2018)

La clinica, progresiva y relativamente larga, se caracteriza por un inicio con problemas

progresivos en la marcha como ataxia. La neuropatologia consiste en atrofia cerebral
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moderada, depdsito perineuronal dePrP>, placas dePrP> amiloide que se distribuyen por la
sustancia gris cerebral asi como la sustancia gris y blanca cerebelar. Algunas de estas placas
estan rodeadas de vacuolas, adoptando un aspecto de placa florida (Satoh et al., 2003; Yamada

et al., 2009).

- Sin placa: se caracteriza por su similitud ala eEC) MM1/MV1, tanto en la clinica como en su
neuropatologia.Se caracteriza por un depésito de PrP*sinptico y atrofia cerebral (Satoh et al.,
2003; Yamada et al., 2009). Hay estudios realizados en animales de experimentaciéon que
asocian estos 2 tipos diferenciados a cepas de eECJ (Kobayashi et al., 2007 y2009; Kobayashi et
al., 2014).

Algunas evidencias apuntan que la infeccién con la cepa M1 de eECJ o su concurrencia con
M1+M2C podria ser responsable de este tipo; y la cepa V2 seria responsable del anterior (con

placa) (Kobayashi et al., 2018).

4.1.5.3.2 ECJ asociado a hormona de crecimiento humana (hGHECJ)

El periodo de incubacion de esta enfermedad varia entre 5 y 42 afios (Kobayashi et al., 2018),
segun algunos estudios, en relacion con el genotipo que codifica el codén 129 (Rudge et al.,
2015). La clinica mas comun inicial consiste en ataxia seguida de temblores, sensaciones
dolorosas y de hipersensibilidad en las piernas, somnolencia, mareos, dolor de cabeza,
mioclonias y deterioro cognitivo (Will, 2003; Rudge et al., 2015). Continla con disartia, ataxia
cerebelar, signos piramidales, incontinencia fecal e wurinaria y finalmente mutismo

acinético(Kobayashi et al., 2018).

De manera similar a dECJ, eneste tipo de casos se consideran dos subtiposen funcién de sus
caracteristicas neuropatoldgicas(Delisle et al., 1993; Billette de Villemeur & Pradel, 1994; Croes

et al., 2002; Cali et al., 2015):

Con placa:denominado asi por la presencia de placas de forma similar al tipo placa hallado en

la dEC]J.
Sin placa:con caracteristicas similares ala eEC) MM1/MV1.

De la misma manera que la dECJ, estos tipos podrian estar causados por cepas de eECJ (Cali et

al., 2015). La cepa M1 o la concurrencia con M1+M2C estaria relacionado con el tipo no placa;
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y el tipo placa estaria relacionado con la cepa V2. A diferencia del dECJ, en el hGHEC] la
mayoria de los pacientes se muestran afectados por la cepa V2 mientras que la cepa M1 se
encuentra poco representada (Rudge et al., 2015; Ritchie et al., 2017). Esta diferencia podria
deberse a la ruta de infeccidén, ya que en una es intramuscular o subcutanea y en la otra es
intracerebral; la cepa M1 podria reducir su eficiencia infectiva en rutas periféricas (Kobayashi

et al., 2018).

El analisis del coddon 129 también es importante en la iEC) para conocer su resistencia ala
enfermedad. La distribucion de los polimorfismos para este coddn es similar a eEC),
confiriendo resistencia a los genotipos heterocigotos (Brown et al., 2012), aunquetambién se

han encontrado excepciones (Rudge et al., 2015).

4.1.5.4 Variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (VECJ)

Esta enfermedad estd directamente relacionada con la EEB. Ambas aparecieron por primera
vez en Reino Unido a finales del siglo XX, provocando un enorme impacto social y econémico
en toda Europa. La demostracion del cardcter zoonético de la enfermedad bovina conllevé la
aplicacion de medidas de proteccion de salud publicabloqueando la industria carnica y
restringiendo las donaciones de sangre, al causar una de las mas importantes crisis

alimentarias de la historia (Diack et al., 2014) denominada “crisis de la vacas locas”.

La EEB fue detectada por primera vez en 1985 en ganado bovino (Wells et al., 1987).
Posteriormente se demostrd su transmisién de forma natural a otras especies animales
(Aldhous, 1990; Bruce et al., 1994; Fraser et al., 1994; Kirkwood & Cunningham, 1994). Y diez
afos después se describié una forma atipica de la ECJ que se denomind “nueva variante de

ECJ)” (VECJ)(Will et al., 1996).

Mas alla de la relacion epidemiolégica entreambas enfermedades que indicabala aparicion de
una nueva EET humana en el pais mas afectado por EEB, se identificaronotras evidencias
bioldgicas como que la EEB y lavEC) poseian una migracién idéntica en WB, denominada
PrP*tipo 4 o 2B(Collinge et al., 1996), o que en experimentos con modelo murino inoculado
con ambos agentes etioldgicos se confirmaba que era el mismo (Bruce et al., 1997; Hill et al.,

1997; Brown et al., 2003; Ritchie et al., 2009).
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En 2016 el ndmero total de casos ascendia a 231 (http://www.cjd.ac.uk/data.html) definidos
como probables o definitivos de vECJ en todo el mundo, concretamente en 12 paises, de los
cuales el pais mas afectado fue el Reino Unido, pais de origen. El origen dela vECJ ha sido
asociado al consumo de productos carnicos derivados del vacuno infectados con EEB (Ward et
al., 2006) y se asume que la exportacién de éstos desde el pais de origen de la enfermedad fue

el causante de la enfermedad en el resto de paises (Sanchez-Juan et al., 2007).

Este tipo de ECJ tiene un inicio a edades mas tempranas que la eECJ y la duracién del periodo
de incubacién es de unos 14 meses; es significativamente mas lenta que la eECJ. Presenta una
fase inicial alrededor de 6 meses caracterizada por unos signos psiquiatricos como depresion,
delirio o ansiedad(Zeidler et al., 1997) seguido por signos neurolégicos caracteristicos

deECJ(Zeidler et al., 1997).

La influencia del genotipo para el codén 129 es especialmente notable en este tipo de ECJ.
Todos los casos definitivos o probables de vEC) hasta 2016 fueron MM, aunque también
surgieron excepciones.Se constaté un caso de un paciente asintomatico infectado por via
secundaria sanguinea heterocigoto para este coddén (Peden et al., 2004) y otro caso también
heterocigoto definido como probable al no realizarse la autopsia (Kaski et al., 2009). No fue
hasta 2017 cuando se publicé el primer caso de un paciente de vECJ definitivo presentando un

genotipo heterocigoto MV para el codén 129 (Mok et al., 2017).

Diversos estudios utilizandolineas transgénicas murinas indican que el gradiente de
susceptibilidad frente ala vECJ se establece en funcién del genotipo:MM > MV > VV(Hill et al.,
1997; Asante et al., 2002; Bishop et al., 2006). Estos datos concuerdan con los datos vistos en
la poblacién, y acorde con estos datos, se podria hipotetizar una nueva epidemia de vECJ de

pacientes que son asintomdaticos actualmente.

Para comprobar esta hipdtesis se realizaron una serie de estudios retrospectivos anénimos de
tonsilas y apéndices donde todos los genotipos en mayor o menor medida mostraban
depdsitos de PrP*, lo gue confirmaba las sospechas (Frosh et al., 2004; Hilton et al., 2004,

Clewley et al., 2009; de Marco et al., 2010; Gill et al., 2013).

Macroscépicamente sélo se encuentran anormalidades en casos de larga duracidn y se
identifican como atrofia de la corteza cerebral y atrofia cerebelar, principalmente en la vermis
(Brandel & Knight, 2018). A diferencia del resto de formas de ECJ, en este tipo se ha

evidenciado la implicacion del sistema linforreticular y sistema nervioso periférico (Hill et al.,

13
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1999). Como se habia mencionado anteriormente, probablemente asociado a su curso

patogénico.

A nivel microscépico presenta las lesiones descritas en el resto de enfermedades pridnicas. La
espongiosis se distribuye por la corteza cerebral de forma irregular afectando a todas las
capas. El cortex entorrinal se ve afectado por cambio espongiforme microvacuolar. El nicleo
caudado y el putamen siempre muestran vacuolizacion confluente, asi como los ganglios
basales. Este tipo de espongiosis es rara, apareciendo a veces en el cortex frontal y occipital. El
tdlamo presenta vacuolizacién focal. Cambios espongiformes moderados se detectan en el
hipotdlamo, en la materia gris periacueductal del mesencéfalo, del puente y la médula, pero
no en la espinal dorsal(Brandel & Knight, 2018). El cerebelo también muestra espongiosis, en

concreto vacuolizacién confluente en la capa molecular.

El hallazgo neuropatoldgico caracteristico consiste en grandes placas de PrP* fibrilares en el
cortex cerebral, cerebelo, ganglios basales, tdlamo e hipotdlamo. Estas placas son similares a
las tipo kuru, pero estan rodeadas de un halo de vacuolas. También aparecen placas mas
pequefias que se agrupan a menudo enclusters. Asi como otro tipo de depdsitos amorfos
pericelulares, perivasculares y depdsito sindptico en diferentes dreas cerebrales (Head &

Ironside, 2012; Brandel & Knight, 2018)

Algunas evidencias apuntan a que sélo existe una cepa de vECJ, ya que a diferencia de otros
tipos de ECJ, existe una uniformidad bioquimica y patoldgica en todas las areas cerebrales
(Brandel et al., 2009). Observaciones realizadas en estudios de transmisién experimental
refuerzan esta idea (Diack et al., 2012), aunque algunos autores defienden la coexistencia de 2
cepas, aunque una de ellas sea predominante (Bishop et al., 2006; Beringue et al., 2008; Haik &

Brandel, 2011).

4.1.6 Prionopatia variablemente sensible a proteasa (PVSPr)

Descrita en 2008 (Gambetti et al., 2008), aunque caracterizada y renombrada dos afios
después (Zou et al., 2010), es una enfermedad que abarca el 2% de los casos de enfermedades
pridnicas esporadicas humanas. No se han encontrado mutaciones enel gen PRNP asociadas a
esta patologia. Aunque los casos estan extendidos por todo el mundo, hasta la fecha sélo se
han reportado 37 casos(Notari et al., 2018), aunque se estima que pueda haber mas casos, ya
que esta enfermedad puede ser mal diagnosticada como otro tipo de demencia en la que no

se realiza la autopsia habitualmente (Puoti et al., 2012).0 también hayan podido ser

44



REVISION BIBLIOGRAFICA

registrados como otro tipo de demencia debido a un diagndstico erréneo en base a su atipica
presentacion. De hecho, uno de los casos corresponde a una anciana de 93 afios que fue
diagnosticada accidentalmente post-mortem, puesto que no presentaba ningun tipo de
sintomatologia clinica (Ghoshal et al., 2015). Durante un exhaustivo analisis de casos sobre
enfermedades pridnicas en el “US National Prion Disease Pathology Surveillance Center”, se
detectduna serie de casos recurrentes en los que se demostraba la presencia de PrP*‘en
muestras de SNCmediante la técnica de inmunohistoquimica, pero no mediante las técnicas
bioquimicas de electroforesis einmunoblot(Notari et al., 2018). Al profundizar en ellos, se ha
identificado un tipo diferente de PrP*particularmente sensible a la digestién por proteinasa K,
gue en consecuencia, muestra un perfil de bandas distintivomediante la técnica de WB, como

se ilustraba en la Figura 3.

Los pacientes afectados portan los 3 polimorfismos genéticos del codén 129 del gen PRNP.
Aunque mayoritariamente los pacientesafectados presentan el genotipo VV y los menos
afectados el genotipo MM(a diferencia del eECJ); en menor medida el genotipo MV y por

ultimo, MM.

La edad media de inicio de la enfermedad es de 70 afios y la media de supervivencia del
paciente es de unos 2 afios.Presenta unos sintomas clinicos atipicos de demencia diferente a la
presentada en los casos de eECJ. Incluye signos psiquidtricos como desinhibicién, euforia,
impulsividad y apatia, cambios de humor, deterioro en el habla y lenguajey dafio cognitivo.
Sintomas cerebelares,parkinsonismo, ataxia, mioclonia se desarrollan conforme avanza la

enfermedad.

En relaciéon con su diagnostico, los tests clinicos usados para enfermedades pridnicas tipicas
son a menudo ineficientes para detectar la PVSPr. El EEG también resulta ineficienteen
estadios inicales y la presencia de proteina 14-3-3 suele ser negativa. A pesar de que [aRMN,
como ya se ha enunciado en el capitulo anterior, es una herramienta muy especifica y sensible
para la forma esporadica de ECJ, no es capaz de mostrar imagenes tipicas o compatibles con
una enfermedad pridnica en los casos de PVSPr. Sélo es observable una atrofia cortical difusa y
cerebelar. Por todo ello, enmuchas ocasiones han sido erroneamente diagnosticados como
otro tipo de demencia, como la demencia frontotemporal lobarpor la afasia y parkinsonismo

que presentan, excepto cuando estd muy avanzada.

A pesar de toda estaambigliedad hay elementos como la ataxia y su rapida evolucién clinica

gue sugieren clasificarlos dentro de las enfermedades pridnicas.Pero también presentan otra
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caracteristica atipica que esel extensoperiodo de incubacién de la enfermedad (incluso hay

casos descritos de 6 a 7 afios; Head et al., 2013).

Histopatoldgicamente, independientemente del genotipo que presentan,comparten
caracteristicas similares con diferencias poco sustanciales. Espongiosis moderada a nivel de
neocoértex cerebral, cértex entorrinal, ganglios basales y talamo; también se observa una ligera
espongiosis en la capa molecular del cerebelo y el hipocampo no afectado, presentando una
distribucidn muy parecida a la de los casos de eEC) MM1, pero mucho menos severa, con un
tipo diferente de vacuolasmas grandes y que no llegan a ser confluentes como en el tipo eECJ
MM?2. El depdsito de PrP* forma unas placas pequefias caracteristicas de estaenfermedad.
Estas se localizan principalmente en la capa molecular del cerebelo y raras veces aparecen en
el hipocampo, aunque existen estudios de su presencia en areas dorsales del mesencéfalo.
Estas poseen forma irregular. Los nucleos de estas placas pueden estar fusionados.Consisten
en granulos irregulares entremezclados con un depésito de tipo sindpticoque se agrupan en

clusters.

Muchos de los casos de PVSPrmuestran patologia tipo tau en la corteza temporal, asi como
depdsitos de AP, neuronas balonizadasopre-ovillos neurofibrilares. Por ello, han sido
diagnosticados como Braak tipo 2 o superior, o coexistentes con enfermedad de los cuerpos de

Lewis, de los granos argiréfilos y ELA (Notari et al., 2018).

4.2 Enfermedades prion-like

Muchas enfermedades neurodegenerativas como la EA,la enfermedad de Parkinson (EP) o de
Huntington (EH), demencia frontotemporal (DFT) oELA se caracterizan por laacumulacion
progresiva de una proteina aberrante (que se forma a partir de una isoforma fisiolégica
adoptando una conformacidn que resulta patolégica) en el SNC. Existen estudios
experimentales que indican que la formacién deestas proteinas anormales se originan por la
agregacion germinal prion-like, provocando suproliferacién y acumulaciénintra / extracelular,
lo que constituye las alteracionesespecificas de las diferentes enfermedades

neurodegenerativas. Los tipos de depdsitos proteicos resultantes,asi como el fenotipo de la
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patologia asociada a cada una de ellas estan controlados por el propio agente y el hospedador,

de forma similar a las enfermedades pridnicas(Jucker & Walker, 2018).

Elpapel del hospedador es importante. Ya que es en el queocurre la germinacidn proteopatica,
provee de un ambiente bioquimico y fisiolégico que mantiene o restringe la proliferacion,
auto-ensamblaje y propagacion del agente etioldgico. Este mecanismo germinal proteopatico,
consistente en que proteinas que adquieren una conformacién alternativa son capaces de
autopropagarse, fue identificado por primera vez en el grupo de las enfermedades pridnicas.
Una vez se encuentran en el organismo, ya tengan un origen infeccioso, genético o idiopatico,
se agrupan en un proceso similar a la cristalizacidn, auto-replicindose e invadiendo difentes

areas del SNC(Jucker & Walker, 2018).

Asi, estas proteinas que estan asociadas adiversas enfermedades neurodegenerativas
comparten su mecanismo patogénico con las enfermedades pridnicas:AB(implicado en EAy en
la angiopatia cerebral amiloide, AAC), proteina tau (en tauopatias, EA y otras enfermedades
neurodegenerativas), a-sinucleina (EP, enfermedad de cuerpos de Lewis y atrofia
multisistémica), huntingtina (EH) y varias proteinas asociadas como la superéxido dismutasa
(SOD1) y la proteina de union a ADN TAR-43 (TDP-43) dentro del espectro de los sindromes de
DFTy ELA.

Al igual que la PrP*°en las enfermedades pridnicas, todas estas proteinasposeen capacidad
germinal autocatalitica que les permite replicarse y transmitirse célula a célula por diferentes
regiones del SNC. Los estudios anatomopatoldgicos realizados sobre diversas secciones
transversales indican que estos agentes no se distribuyen aleatoriamente, dando lugar a
patrones espacio-temporales especificos de cada enfermedad(Braak et al., 2003; Braak et al.,
2006; Brettschneider et al., 2013). Apoyando la observacion anterior se ha confirmado in
vivoque las conexiones neuronales median enla progresion de estos agentes entre regiones del

SNC interconectadas (Iturria-Medina & Evans, 2015).

Y también tienen tendencia a formar amiloide. Generando conjuntos de pequeiios oligdmeros
autopropagantes quepueden interrumpir las funciones celulares vy tisulares. Se ha visto que

estos gérmenes de ABson ricos enlamina B,aligual que la PrP>*(Eisenberg & Jucker, 2012).

Por otro lado, estudios experimentales en modelo murinohan demostrado una capacidad de
propagacionsimilar a la PrP>deestos gérmenes de proteinas mal plegadas procedentes de
extractos de encéfalo de pacientes afectados por  variasenfermedades

neurodegenerativas,resultando necesarios y suficientes para inducir su agregacion en
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estemodelo. Se ha logrado, tanto por via intracerebral como por via peritoneal, con AB(Kane et
al.,, 2000; Meyer-Luehmann et al., 2006), proteina tau(Clavaguera et al., 2009; Clavaguera et
al., 2014),a- sinucleina(Luk et al., 2012; Sargent et al., 2017),SOD1 (Ayers et al., 2014),TDP-
43(Porta et al., 2018)o huntingtina(Jeon et al., 2016).Sin embargo, en modelos wild type el
éxito de este proceso se evidencia de manera mas restringida(Jucker & Walker, 2018), por lo
qgue el factor del hospedador resulta clave en todas estas proteinopatias.Este proceso de
transmisidon también ha sido detectado en humanosasociado a procedimientos iatrogénicos.
Por ejemplo, para ABse ha detactado tanto por via periférica como intracerebral(Jaunmuktane
et al., 2015; Frontzek et al., 2016; Hamaguchi et al., 2016; Ritchie et al., 2017). En el caso de la
huntingtina, se ha visto la transmision de esta proteina a tejido neuronal estriatal
transplantado apacientes con una EH avanzada.Esta transmisidn se produce desde el tejido del
propio paciente hacia el tejido transplantado(Cicchetti et al., 2014).Para la a- sinucleina se ha

descrito una situacién similar(Kordower et al., 2008; Li et al., 2008).

En modelo murino se ha demostrado que la transmision a través del SNC delaa- sinucleina
(Luk et al., 2012; Rey et al., 2016)o de laproteina tau(Clavaguera et al., 2009; Liu et al., 2012;
Clavaguera et al., 2013) es selectiva, a través de neuronas concretas, y se transporta a areas
anatdmicas interconectadas, tal y como sucede en las enfermedades pridnicas(Fraser, 1982;

Kimberlin & Walker, 1986; Liberski et al., 2012; Rangel et al., 2014).

El concepto de cepa, hasta hace poco exclusivo de las enfermedades pridnicas, también ha
sido trasladado a otras enfermedades neurodegenerativas. Enla EA se ha detectadola
existencia de diversas cepas, incluso se ha evidenciado una heterogeneicidad molecular y
estructural deABrelacionada con diferentes subtipos clinicos(Watts et al., 2014; Qiang et al.,,
2017; Rasmussen et al.,, 2017; Di Fede et al., 2018).Se ha comprobado que esta proteina
extraida de pacientes ancianos sin demencia muestra propiedades diferentes a la procedente
de pacientes afectados deEA(Piccini et al., 2005). En relacién conla proteina tau también se ha
detectado este fendmeno(Kaufman et al., 2016; Narasimhan et al.,, 2017) mediante
experimentos murinos en los que se inoculaban extractos de gérmenes de tau a partir de
cerebros humanos afectados por diferentes tauopatias y se veia cémo se induce la formacion
de depdsito proteico detau siguiendo un patrén similar a la enfermedad originaria(Clavaguera
et al., 2013; Boluda et al., 2015; Narasimhan et al., 2017). Observaciones similares se han
obtenido a partir de estudios con a-sinucleina(Prusiner et al., 2015).De manera semejante a la

PrP>, los agregados deesta proteina han mostrado diferentes patrones de escision con
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proteinasa K, indicando la asociacidn con diferentes conformaciones moleculares (Guo et al.,

2013).

Otra propiedad que comparten estas proteinas mal plegadas es la resistencia a la inactivizacion
fisico-quimica mediante elcalor y laproteinasa K. En concreto, AB(Eisele et al., 2009; Langer et
al.,, 2011), proteina tau (Kaufman et al., 2017) y a-sinucleina (Woerman et al., 2018).El
tratamiento de APcon formaldehido también resulté ineficaz, tal y como ocurre frente

alaPrP*(Fritschi et al., 2014).

Desde el punto de vista neuropatoldgico, todas estas enfermedades neurodegenerativas
comparten alteracionescon las enfermedades pridnicas, como la muerte neuronal, la
acumulacion de proteinas mal-plegadas intra/extracelularmente con formacién ocasional de
placas amiloideas vygliosis. Incluso un fendmeno considerado caracteristico de las
enfermedades pridnicas como es la espongiosis también ha sido descrito en casos de EA, en la
enfermedad de los cuerpos de Lewis y ELA (Smith et al., 1987; Sherzai et al., 2013; Saberi et al.,
2015).

4.2.1 Enfermedad de Alzheimer (EA)

Se trata de una enfermedad neurodegenerativa progresiva irreversible descrita por Alzheimer
en 1907 (Alzheimer et al., 1995). Es la principal causa de demencia a nivel mundial(Reitz &
Mayeux, 2014). Existen varios subtipos en funcidon de una serie de caracteristicas. La EA de
inicio tardio (LOAD o SAD)es el tipo mas habitual, de origen esporadico, afecta a personas
mayores de 60 afos cuyo origen es desconocido, aunque se ha demostrado una influencia
familiar(Gatz et al.,, 2006; Bertram et al., 2010).En concreto, se conoce que las variantes
alélicasAPOE4 o TREM2 aumentan el riesgo a padecer la enfermedad (Chouraki & Seshadri,
2014; Calero et al., 2015).Por otro lado, la EA de inicio temprano (EOAD o FAD) se considera de
origen genético, provocado principalmente por mutaciones en 3 genes:2 preselinas (PSEN1 y
PSEN2) yuna proteina precursora de amiloide (APP)(Gatz et al.,2006;Bertram et al., 2010).Por
ultimo, existen varios subtipos clinicos, unakEA preclinica (sin sintomas aparantes) y una EA
prodromal, en la quese detecta un leve déficit cognitivo (como estadios de amnesia;Calderon-

Garciduenas & Duyckaerts, 2017).
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Existe una clasificacién neuropatoldgica paralela que define3 tipos:uno tipico y dosatipicos,
qgue no encajan en los estadios de Braak. Unopredominantemente limbico yotro sin afectacion

del hipocampo(Murray et al., 2011).

El cuadro clinico consiste en fallos cognitivos, como pérdida de memoria y dificultades en el
lenguaje, y no cognitivos, de comportamiento o sintomas psiquiatricos (como depresion o

alucinaciones;Burns et al., 1990).

Existen varias hipdtesis sobre la posible patogénesis dela EA. La hipdtesis colinérgica es la mas
antigua y se basa en que los pacientes afectados sufren una disminucién de la actividad
colinérgica debido a la disfuncion de las enzimas acetiltransferasa y acetilcolinesterasa(Davies

& Maloney, 1976; Barage & Sonawane, 2015).

La hipdtesis tau se basa en la deteccion mediante valoracién neuropatolégica de depdsitos
anormales neurofibrilares de proteina tau intraneuronal(Trojanowski & Mattson, 2003).Se
sabe que la pérdida de funciones fisioldgicas de esta proteina provoca fallos a nivel del
citoesqueleto (Roy et al., 2005) por ser una fosfoproteina codificada por el gen MAPT
(localizada en el gen 17g21) que se encarga de regular la polimerizacién de los neurotubulos.
Por splicing alternativo, puede dar lugar a 2 isoformas de esta proteina tau con 3 6 4
repeticiones que estan hiperfosforiladas y que son las que se acumulan en los casos de EA

(Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017).

La hipdtesis de la cascada amiloide propone que la neurodegeneracion esta provocada por la
acumulacién anormal de AB. Esta acumulacién provoca dafio neuritico y formacién de ovillos
de proteina tau que lleva a la disfuncién y muerte neuronal(Hardy & Higgins, 1992). Segun las
evidencias genéticas y bioquimicas, esta hipdtesis es la mas aceptada(Goate et al., 1991; Kayed
et al., 2003). AB es una proteina que se sintetiza en el SNCcomo producto de la escisidn de una
proteina transmembrana llamada APP, codificada por el gen APP(situado en el cromosoma 21).
Esta escisién es causada por la enzima B-secretasa (BACE1) y el complejoy-secretasa, en el
quela presenilina intervienetambién(Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017), pudiendo
liberarse varios tipos de péptidos de AR dependiendo de la longitud del extremo C-terminal.
Segun el numero de aminoacidos, los diferentes tipos de AP varian de 36 a 43, siendo el AB40
y el AB42 los mas abundantes. La funcién de AR es muy poco conocida(Thal et al., 2015;

Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017).

Macroscépicamente, se observa una atrofiacreciente con la progresién de la enfermedad en

dreas como corteza entorrinal, hipocampo, amigdala y regiones asociadas al neocértex.
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También se observa una despigmentacion del locus cerileo (Calderon-Garciduenas &

Duyckaerts, 2017).

A nivel microscépico se definen ademds lo que se denominan signos positivos y negativos
(Duyckaerts et al., 2009; Serrano-Pozo et al., 2011). Entrelos signos positivos se incluyen las
placas amiloides o seniles (Bamburg & Bloom, 2009), los ovillos neurofibrilares y filamentos en
el neuropilo y lasneuritas con tau hiperfosforiladaacompafiadas de gliosis. Es frecuente la AAC
o congofilica, asi como la degeneracién granulovascular y loscuerpos de Hirano en el

hipocampo.

Como signos negativos aparecen la pérdida neuronal y de elementos sindpticos (Duyckaerts et

al., 2009; Serrano-Pozo et al., 2011; Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017).

Pero la neuropatologia caracteristica de esta enfermedad es la acumulacién extracelular de AB
formando depdsitos en el parénquima y las paredes vasculares, e intracelular de proteina tau
hiperfosforilada (Hyman et al.,, 2012). Hay que puntualizar que los depdsitos de AP
representan la parte visible del AB (McLean et al., 1999), ya que se ha demostrado que otra
parte esta presente en forma de oligdmeros solubles con alta toxicidad(Walsh & Selkoe, 2007).
Existen varias clasificaciones de los depdsitos encontrados en la EA, que pueden ser difusos,

focales o estrellados (Delaere et al., 1991).
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Figura 8.- Diferentes depdsitos de AB tefiidos mediante H/E(A 'y
C) o IHQ frente a AB (B, Dy F). (A y C) Placa senil, con centro (*)
denso que se tifie con rojo congo y flechas indicando los limites
de la placa (Cy D) Cotton-wool plaques (E) Placa difusa (F) Ghost
tangle como depdsito extracelular (Calderon-Garciduenas &
Duyckaerts, 2017)

Segunla masgeneral, se clasifican en placas difusas o placas con un nucleo densoque se tifien
con diferentes colorantes como el rojo congo y la tioflavina-S; las placas difusas generalmente
aparecen en personas ancianas y las placas de nucleo denso estdn asociadas a personas
enfermas. No se conoce el papel de estas placas amiloides, ya que personas mayores con las
funciones cognitivas intactas las presentan (Serrano-Pozo et al., 2011). Las placas de nucleo
denso consisten en un nudcleo denso del que irradian filamentos extracelulares donde se
localizan células gliales y neuritas distréficas, presentando un anillo exterior positivo frente a
AB(Serrano-Pozo et al., 2011).Existe otro tipo de placas conocidas como cotton-wool plaques,
asociadas principalmente al FAD (muy raras veces en el SAD), con una morfologia esférica y
gue carecen de nucleo denso (Le et al., 2001). Otros autores distinguen entre placas primitivas,
clasicas o burn-out, en funcion de la evolucion de la placa(Serrano-Pozo et al., 2011). Algunas

de estas placas se muestran en la Figura 8.
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Figura 9.- llustracidn de la patologia neurofibrilar tefiida con

(A'y B) H/E o (C - F) IHQ frente a tau (A) Ovillo neurofibrilar

dentro de una neurona (flecha) (B) Ghost tangle (C) Ovillo

neurofibrilar de tau en el soma neuronal (flecha grande) y en

las dendritas (flecha pequeiia) (D) Tangle-associated neuritic

cluster (E) Corona de placa senil (F) Proceso neuronal relleno

de proteina tau (Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017)
Los ovillos neurofibrilares mostrados en la Figura 9 son inclusiones de filamentos intracelulares
formados por proteina tau hiperfosforilada mal plegada y son argirofilos(Braak & Braak, 1991).
Morfolégicamente se distinguen 3 tipos: pre-ovillos neurofibrilares (si no poseen elementos
fibrilares), ovillos neurofibrilares maduros y ovillos neurofibrilares fantasmao ghost tangle,los
Unicos extracelulares (debido a la muerte neuronal). Este Ultimo puede formar un cluster de
neuritas denominandose ovillo asociado a neuritas(Calderon-Garciduenas & Duyckaerts,
2017).A diferencia dela AB, los patrones espacio-temporales de la proteina tauson mucho mas
predecibles(Braak & Braak, 1991; Braak et al., 2006). Por ello, seestablecierondiferentes
estadios para la proteina tau que se pueden resumir en tres: 1) los ovillos neurofibrilares estan
presente en la corteza entorrinal 2) avanzan hacia el sistema limbico y 3) llegan a la corteza

cerebral(Braak & Braak, 1991). El avance de esta proteina aberrante va asociado a una

degeneracion neuronal (Braak & Braak, 1991; Serrano-Pozo et al., 2011).
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Braak y Braak,propusieron un segundo sistema de estadios para el AB, aunque menos preciso,
que diferencia tres fases: 1) Estadio A, en el que AB aparece en los |ébulos frontal, temporal y
occipital 2)Estadio B, en el que toda la corteza se ve afectada junto con el hipocampo 3)
Estadio C, en el queelABavanza hacia otras areas como el cerebelo, nucleo subcortical, cuerpo

estriado, tdlamoe hipotdlamo entre otras (Braak & Braak, 1991).

Posteriormente, este estadiaje fue actualizado y denominado escala de Thal, proponiendo una
progresion descendiente de AB que se puede resumir en 3 fases: 1) fase isocortical 2) fase

limbica 3) fase subcortical (Thal et al., 2002; Serrano-Pozo et al., 2011).

AB también se puede acumular en las paredes vasculares constituyendo las lesiones
caracteristicas de la ACC mostradas en la Figura 10,consistentes en unamicroangiopatia
(cuando afecta a capilares) o unamacroangiopatia (cuando afecta a vasos de mayor
calibre)(Greenberg & Vonsattel, 1997; Thal et al., 2002; Calderon-Garciduenas & Duyckaerts,
2017).
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Figura 10.- AAC tefiida mediante inmunohistoquimica (IHQ) frente a AB en diferentes
localizaciones (A) En la pared arterial y parénquima perivascular(macroangiopatia) (B) En
capilares (microangiopatia) (Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017).

La degeneracién granulovascular y loscuerpos de Hirano son lesiones presentes
exclusivamente en el citoplasma de las neuronas piramidales del hipocampo, pudiendo
aparecer también en personas adultas sin demencia(Ball, 1978; Xu et al., 1992). La primera
lesién consiste en la acumulacién de membranas celulares (Calderon-Garciduenas &
Duyckaerts, 2017). Los cuerpos de Hirano son inclusiones eosinofilicas, con forma de bastén
que aparecen en casos de EA(Gibson & Tomlinson, 1977), pero originariamente fueron
descritos en el sindrome de ELA-parkinsonismo-demencia de Guam (Hirano et al., 1968;

Hirano, 1994), y también han sido vistos en casos deECJ(Sikorska et al., 2009).
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Aparece también una lesidon conocida como hilos del neuropilo, principalmente formados por
proteinatau con una morfologia caracteristicamostrada en la Figura 9 (Giannakopoulos et al.,

2007; Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017).

Existe un criterio basado en el analisis de diferentes cambios neuropatologicos observados en
EA. Este criterio para esta enfermedad denominado sistema ABC, estd basado en la
combinacion de 3 escalas: A para el AB evaluado por la escala de Thal, B referido a los estadios
de Braak, donde se evalua la agregacion de fosfotau, y C de CERAD (Consortium to Establish a
Registry for AD), en las quese analiza la densidad de placas neuriticas(Hyman et al., 2012;
Montine et al., 2012; Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017).Es frecuente el hallazgo de
otras lesiones comdrbidas como la presencia de cuerpos de Lewis, esclerosis del hipocampo,
acumulacién de TDP-43 (Josephs et al., 2014), asi como lesiones vasculares que pueden estar

relacionadas con AAC(Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017).

Figura 11.- Otros cambios neuropatoldgicos asociados a la EA (A) Degeneracién granulovacuolar,
granulos eosinofilicos rodeados de un halo blanco tenidos con H/E (B) Granulos perisomaticos tefiidos
con IHQ frente a ubiquitina (Calderon-Garciduenas & Duyckaerts, 2017).

4.2.2 Enfermedad de Parkinson (EP)

Enfermedad neurodegenerativa progresiva lenta incurablecaracterizada por la muerte de las
neuronas dopaminérgicas de la parte compacta de la sustancia negra. Esta muerte neuronal
provoca un déficit dopaminérgico enlos ganglios basales manifestandose a nivel clinico como
un deterioro motor clasico parkinsoniano. Se conoce que estan implicados otros
neurotransmisores y otras regiones del SNC. Principalmente se considera una enfermedad
esporadica que resulta de una compleja interaccion entre factores genéticos vy
ambientales(Kalia & Lang, 2015), afectando mayoritariamente a personas a partir de 60 afos.
Aunque se ha propuesto que puede ser causado por la influencia ambiental comodrogas o
toxinas(Dickson, 2012), suorigen genético ha sido confirmado. Se han identificado varias

mutaciones autosémicas dominantes en diferentes genes como SNCA, LRRK2, VPS35, EIF4G1,



REVISION BIBLIOGRAFICA

CHCHD2 yDNAJC1;y mutaciones autosdmicas recesivas, comoPARK2 relacionadas con la
enfermedad (Kalia & Lang, 2015; Mullin & Schapira, 2015).

La patogénesis de esta enfermedad es desconocida. Existen hipdtesis no concluyentes que se
hanasociado a fallos en diferentes procesos celulares como la regulaciéon de la proteostasis,
agregacion de proteinas como a-sinucleina y tau, trafico de membranas y proteinas en el
citoplasma, funciones sinapticas, funciones mitocondriales, del sistema ubiquitina-proteosoma
o la via lisosdmica-autofagica (Kalia & Lang, 2015).

Los sintomas clinicos se caracterizan por alteracionesmotoras que incluyen bradiquinesia,
rigidez muscular, temblores, fallos posturales y dela marcha(Gibb & Lees, 1988).Pero son
heterogéneos y de hecho han servido para la clasificacion endiferentes subtipos (Marras &
Lang, 2013; Thenganatt & Jankovic, 2014; Kalia & Lang, 2015) que se han relacionado con
diferentes etiologias y vias patogénicas (Marras & Lang, 2013).

-Temblor dominante.

- Con fenotipo acinético: inestabilidad postural, problemas en la marcha y rigidez acinéticasin
temblores.

- Atipico, que agrupa fenotipos mixtos o indeterminados.

Los sintomas no motores, como disfunciones olfatorias, deterioro cognitivo, sintomas
psiquiatricos, problemas de suefio, dolor, fatiga y disfuncién del sistema auténomo como el
estrefiimiento, suelen ocurrir en estadios previos a los sintomas motores,como parte de la fase
prodromal, pudiendo manifestarse incluso 10 afios antes(Martinez-Martin et al., 2011; Khoo et
al., 2013).

No existe un diagndstico definitivo en estadios tempranos. Siempre es post-mortem, mediante
la deteccidn de la presencia de degeneracidén en las neuronas dopaminérgicas de la parte
compacta de la sustancia negra junto a depdsitos anormales de a-sinucleina denominados

cuerpos de Lewis.
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Figura 12.- Lesiones histopatoldgicas tipicas de EP tenidas con H/E (A-C) Cuerpos de Lewis, estructuras
eosinofilicas rodeadas de un halo localizado en neuronas del ntcleo motor del nervio vago y la
sustancia negra. (D-F) Cuerpos palidos, carentes de halo. Modificado de (Alafuzoff & Hartikainen, 2017).
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Figura 13.- Inmunohistoquimica frente a a-sinucleina. (A) Cuerpo de Lewis en

B
'.. ‘I .'-i'_ Ty .

i e

una neurona del nervio vago. (B) Granulos en una neurona de la sustancia
negra. (C) Inclusion en una neurona de la amigdala. Modificado de (Alafuzoff
& Hartikainen, 2017)
Desde el punto de vista microscopico, la patologia caracteristica esla ya referida degeneracion

de las neuronas dopaminérgicas de la parte compactade la sustancia negra, también de las
neuronas del locus ceruleo, nicleo basal de Meynert localizado en la sustancia innominada,
nucleo pedunculopontino, nucleos del rafe, ndcleo dorsal del nervio vago, amigdala e
hipotdlamo (Dickson, 2012). Otra caracteristica neuropatolégica de la EP es la patologia de
Lewis, que consiste enla presencia de depdsitos intracelulares de a-sinucleina,asi como en los
procesos neuronales denominados neuritas de Lewis. Algunos de estos depdsitos se pueden
observar en las Figuras 12 y 13(Dickson et al., 2009). La patologia de Lewis no sélo se limita al
SNC, sino que aparece distribuida por varios érganos (Beach et al., 2010) y la toxicidad no sélo
se asocia a estos depdsitos, sino también a la presencia de oligdmeros deesta
proteina(Cremades et al., 2012). La EP es mdas compleja que la patologia de Lewis (ésta no es
exclusiva del Parkinson), e incluso se han descrito casos de EP genético de inicio temprano sin
patologia de Lewis(Doherty et al., 2013).Por otra parte, la presencia de depdsitos de AB y
ovillos neurofibrilares descritos en la EA son a menudo detectados también en esta
enfermedad (Irwin et al., 2012).

Han sido propuestos 6 estadios de distribucidn espacio-temporal de la patologia de Lewis en la
EPdesde el sistema nervioso periférico hasta extenderse en los ultimos estadiosalas regiones
corticales del SNC(Braak et al., 2003).

Algunos autores denominan algunas patologias como sindromes parkinsonianos por su
relacién con la EP, como es el caso dela demencia de Guam,la pardlisis supranuclear o la
demencia frontotemporal, entre otras. Asi, esta clasificacién resulta poco concisa al variar
dependiendono sélo del autor sino también de que la variable que se tenga en cuentasea la

sintomatologia clinica o las caracteristicas neuropatologicas(Dickson, 2012).

4.2.3 Enfermedad de Huntington (EH)
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Es una enfermedad neurodegenerativa genética fatal autosdmica dominante en la que los
pacientes muestran deterioro motor, cognitivo y sintomas psiquiatricos. Suele iniciarse a una
edad adulta(a partir de 40 afios) con una progresion irreversible y unaduracién media de 10 a
15 afos(Ross & Tabrizi, 2011). Descrita por Huntington en 1872, esta extendida por todo el
mundo, aunque su frecuencia varia entre poblaciones, siendo entre 5-10 casos por 100.000
habitantes al afio en Europa y Norte América (Borrell-Pages et al., 2006).

Los sintomas motores cldsicos consisten en signos extrapiramidales como bradiquinesia,
deterioro en la marcha, rigidez, mioclonias, alteraciones oculomotoras y del habla,siendo la
corea el signo mas llamativo (Ross & Tabrizi, 2011). Los sintomas cognitivos afectan a la
comprension, al juicio, a la memoria yal razonamiento.En estadios tardios pueden desarrollar
demencia(Harrington et al., 2012). Lossintomas psiquiatricos son principalmente depresion,
problemas de suefio, ansiedad, apatia, irritabilidad, comportamientos y pensamientos
compulsivos,siendo el suicidio la segunda causa de muerte(Ghosh & Tabrizi, 2018).

La etiologia de esta enfermedad parece ser una mutacién consistente en una expansién de las
repeticiones del triplete CAG en el exdn 1 del gen que codifica para la proteina huntingtina,
situado en el brazo corto del cromosoma 4 (4p16.3).Como resultado de esta mutacidn
surgeuna elongacién de un tramo de poliglutamina en el extremo N-terminal de la proteina
mutada(Ghosh & Tabrizi, 2018).Aunque se han identificado varios alelos (entre 10 a 35
repeticiones, siendo la media en la poblacion de 18 repeticiones;Snell et al., 1993), la mutacion
comienza a ser deletérea y totalmente penetrante a partir de 40 repeticiones. Cuando
presentan entre 36 y 40 repeticioneslosindividuos que la portan pueden o no manifestar
algunos sintomasen edades muy tardias(Rubinsztein et al., 1996). Cuando el nimero de
repeticiones es menor,en un rango de 27 a 35 repeticiones, suelen ser asintomaticos. En la
descendencia de estos individuos se observa el fendmeno de anticipacion, es decir, la
descencencia puede adquirir mayor nimero de repeticiones y heredar la enfermedad(Zuhlke
et al., 1993; Semaka et al., 2013).Por lo tanto, existe una correlaciéon entre un mayor nimero
de repeticiones con un inicio de la enfermedad mas temprano, aunque parece existir ademas
un factor ambiental o genético desconocido(Wexler et al., 2004). Incluso hay casos muy raros
en personas menores de 20 afios, en cuyos casos se denomina EH juvenil(Andrew et al., 1993).
La huntingtina es una proteinaestructural con un peso molecular de 350 kDa(Hoogeveen et al.,
1993)que se expresa en todas las neuronas y células gliales (Rub et al.,, 2016; Figura 14).
Participa en la via endocitica, en el transporte axonal y en el movimiento anterdgrado de las
mitocondrias a lo largo de los axones, presentando actividad anti-apoptética(Borrell-Pages et

al., 2006; Rub et al., 2016).
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La expansion del tramode poliglutamina causada por las mutaciones citadas, provoca un
cambio conformacional que activa una cascada patogénica provocando depdsitos de
huntingtina anormal en el citoplasma, nucleo, dendritas o axén(Gutekunst et al., 1999; Borrell-
Pages et al.,, 2006).Se piensa que la huntingtina mutada adquiere funciones todxicas e
interactla con otras proteinas interrupiendo funciones celulares(Borrell-Pages et al., 2006),
aunque los depdsitos de esta proteina no estan correlacionadas con las regiones donde es mas

evidente la muerte neuronal(Gutekunst et al., 1999).
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Figura 14.-Inmunohistoquimica frente a huntingtina en el
cuerpo estriado (Waldvogel et al., 2015)

Macroscopicamente se observa atrofia cerebral, mientras que microscopicamentese
caracteriza esencialmente por una degeneracién neuronal del cuerpo estriado(nucleo caudado
y el putamen)debido a la degeneracidon de la mayoria de las neuronas espinosas medias
GABAérgicas que se proyectan hacia el globo pdlido y la sustancia negra.Ademas,aparece una
atrofia del cortex cerebral, de la sustancia blanca subcortical, del talamo, delntcleo
hipotalamico y delglobo palido(Halliday et al., 1998; Rub et al., 2016). Actualmente,algunos
autores consideran que es un sindrome multisistémico que incluye afectacién de otras dreas,
como el cerebelo o nucleos del tronco encefélico donde la atrofia no es tan evidente (Rub et
al., 2016).En funcion del grado de atrofia cerebral a nivel macroscépico, de la pérdida neuronal
y el grado deastrogliosis en el cuerpo estriado a nivel microscdpico,se han establecido 5 grados

de afectacion conocidos como sistema de gradacion de Vonsattel(Vonsattel et al., 1985).

4.2.4 Demencia Frontotemporal (DFT)
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Los estudios epidemioldgicos apuntan que la DFT afecta de 1,6 a 4,1 casos por 100.000
habitantes al afio. Ademas, es la segunda causa de demencia mas comudn en personas menores
de 65 afios. De forma general la media de edad de supervivencia es de 6 a 11 afios desde el

inicio de los sintomas, variando entre las diferentes patologias. El 40% de los casos tienen un

historial familiar.

Es un sindrome neurodegenerativo que afecta principalmente a las regiones frontal y temporal
del encéfalo. Compuesto por multiples entidades neuropatoldgicas, es francamente
heterogéneo y esta asociado con diversas patologias neurodegenerativas. Por ello,la clinica es
muy variable,aunque principalmente incluye cambios progresivos cognitivos implicados en el

comportamiento, la personalidad, el lenguaje y laafectacion motriz(Olney et al., 2017; Deleon

& Miller, 2018).

Existen unos subtipos clinicosprincipales que son(Olney et al., 2017; Deleon & Miller, 2018):
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Figura 15.-Correlacién entre los subtipos clinico y neuropatolégicos dentro del espectro de la
DFT (Olney et al., 2017).
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Demenciafrontotemporal variante de comportamiento

Es la variante mas comun y como su nombre indica, se manifiesta con anormalidades del
comportamiento como la desinhibicion, pérdida de empatia, comportamiento
compulsivo(golpear, frotar o morderse los labios), cambios en la dieta, hiperoralidade incluso
pueden llegar a aparecer comportamientos delictivos. Estos cambios se corresponden con
atrofia y disfuncidonde las areas paralimbicas medial y frontal, la corteza frontal orbital, el
cortex cingulado anterior, y la corteza frontoinsular. La atrofiaes a menudo mas prominente en

el hemisferio derecho.

Las afasias progresivas primarias,se refieren a un grupo de sindromes neurodegenerativos que
implican fallos en el lenguaje, incluyendo la afasia progresiva primaria variante agramatical no
fluida, la afasia progresiva primaria variante semantica y la afasia primaria logopédica,

neuropatolégicamente mas relacionada con la EA.

Afasia progresiva primaria variante agramatical no fluida

Se caracteriza por un “agramatismo”, déficits en el habla y la bisqueda de palabras, incluso
introducen sonidos erréneos inconscientemente. Se detecta atrofia de las areas de Broadman

44 y 45; también llamadas area de Broca,en el giro izquierdo inferior frontal y la insula.

Afasia progresiva primaria variante semantica

Consiste en una predominante pérdida del conocimiento de objetos y palabras. Pueden
aparecer sintomas de comportamiento similares a los de la bvDFT. Se observa una atrofia

bilateral anterior del I6bulo temporal.

Estas afasias sonlos subtipos clinicos principales, perotambién existen otros dentro del
espectro de la DFT: demencia frontotemporal asociada a enfermedad de la motoneurona (FTD-
MND), pardlisis supranuclear progresiva (PSP) y sindrome corticobasal (SCB; Olney et al.,

2017).

El diagndstico clinico de estas enfermedades es muy complicado, ya que los sintomas iniciales
se confunden con enfermedades psiquiatricas,por lo queexiste un alto riesgo de diagndstico

erroneo. Por otro lado, existeuna correlacién entre el desarrollo de los sintomas y las areas a
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las quese extiende la afectacién. De hecho, la valoracién de areas afectadas mediante

RMNresulta de gran ayuda en el diagnéstico clinico (Olney et al., 2017).

Desde el punto de vista neuropatoldgico, el término correctamente usado es degeneracion
frontotemporal lobar (DFTL). De manera estricta, es definido como un proceso
neurodegenerativo que produce una muerte neuronal selectiva asi como gliosis en los I6bulos
temporales y frontales del encéfalo(Mackenzie et al., 2009). Pero en la practicano se aplica de
manera estricta para poder abarcar los diferentes subtipos neuropatolégicos asociados con los
fenotipos clinicos dela enfermedad, ya que en muchos casos se observan mas areas implicadas
que el I6bulo temporal y frontal. Estos subtiposneuropatolégicos se clasifican en funcién de

patrones inmunohistoquimicos de proteina acumulada.

Se agrupan en funcidon de la proteina a la que se encuentran asociadas: tau (DFTL-tau), TDP-43
(DFTL-TDP), proteinas FET (DFTL-FET)oUPS (DFTL UPS) (Mackenzie et al., 2010;0lney et al.,
2017). La correlacion entre los diferentes subtipos clinicos y subtipos neuropatolédgicos de

DFTL se explica en la Figura 15.

Degeneracion frontotemporal lobar asociado a proteina tau (DFTL-tau)

Uno de los subtipos neuropatoldgicos mds importantes en los queesta implicada la proteina
taues la DFTL-tau.El conjunto de sindromes neurodegenerativos que abarcan una acumulacién
mayoritaria de inclusiones de proteina hiperfosforilada tau (Kovacs, 2017; Olney et al., 2017)
se conocen como tautopatias. DFTL-tau secorresponde con unatautopatia primaria ya que
estos agregados son la lesién principal. También existen tautopatias secundarias fuera del
espectro de DFTL como por ejemplo el EA, en el quela proteina tau aparece como una lesion

secundaria (Lebouvier et al., 2017).

Para entender la clasificacién de las tautopatias hay que entender cémo se procesa la proteina.
La proteina tau es laencargada de ensamblar los microtubulos. Su funcién es transportar y
estabilizar las estructuras celulares, participando en diversas vias de sefializacion. El gen que
codifica la proteina tau (MAPT), del que han sido descritas 15 mutaciones asociadas con DFTL-
tau, se encuentra en el cromosoma 17 (17921). Un splicing alternativo de este gen genera 6
isoformas diferentes: 3 de ellas generan la isoforma 4R y otras 3, la isoforma 3R. El ratio de

ambas isoformas sirve para establecer la siguiente clasificacion(Kovacs, 2017):
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- Enfermedad de Pick (tau 3R)

Enfermedad mayoritariamente esporadica, aunque se ha demostrado su asociacion a algunas
mutaciones (como L315R o S320F). Puede presentar 3 fenotipos clinicos diferentes. La
neuropatologia muestraneuronas balonizadasque muestranen el citoplasma unas inclusiones
grandes esféricas y argirofilicas conocidas como cuerpos de Pick; estas inclusiones estan
compuestas mayoritariamente por tau 3R, aunque en ocasiones puede aparecer tau 4R. En
esta enfermedad se observa una atrofia de las regiones ventrales de los Iébulos frontal y

temporal, asi como del giro cingulado anterior y la insula(Olney et al., 2017).
- Paralisis supranuclear progresiva (PSP; tau 4R)

Esta enfermedad muestra pérdida neuronal y ovillos neurofibrilares en ganglios basales,
tronco encefdlico y cerebelo. Se caracteriza por presentar astrocitos en penacho y espinososasi
como ovillos neurofibrilares esféricos en el ndcleo subcortical y con morfologia “de llama”. El
citoplasma de los oligodendrocitos muestra cuerpos en espiral en el cortex cerebral. Las
inclusiones estan formadas portau 4R, éstas se localizan tanto en la corteza como en el tronco

encefalico o en el bulbo raquideo(Olney et al., 2017).
- Degeneraciodn corticobasal (DCB; tau 4R)

La caracteristica principal de esta enfermedad desde el punto de vista neuropatoldgico es
lapresencia de placas astrociticas, queconsisten en placas compuestas por tau 4R
hiperfosforiladaslocalizadasen losprocesos astrociticos. Al igual queenla paralisis supranuclear
progresiva, se observanastrocitos espinosos, inclusiones neuronales granulares, ovillos
neurofibrilares y neuronas balonizadas. La caracteristica mas distintiva es la presencia de

depdsitos tipo tau y cuerpos en espiral en la sustancia blanca subcortical(Olney et al., 2017).
- Tauopatia globular glial (TGG)

Es una tauopatia muy rara, cuya clasificaciénpatoldgica es muy reciente. Tiene varios subtipos
y estad relacionada con el fenotipo clinico bvDFT y/o con laenfermedad de la motoneurona
(MND). Presenta grandes inclusiones de tau 4R con forma globular en astrocitos y

oligodendrocitos(Olney et al., 2017).
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- Enfermedad de los granos argiréfilos (EGA)

En esta tauopatia se observaninclusiones de tau 4R argiréfilas fusiformes que presentanformas
redondeadaso “de coma”, presentes en los I6bulos temporales y estructuras limbicas. Puede
ocurrir de froma aislada o en el contexto de otras enfermedades neurodegenerativas como la

EA(Olney et al., 2017).
-Degeneracién frontotemporal lobar asociado a proteina TDP-43 (DFTL-TDP)

La TDP-43 o proteina TAR de unién al DNA 43,pertenece a una familia de ribonucleoproteinas
nucleares encargadas del procesamiento y estabilizacion de microARN. No se conoce su
funcién exacta, pero participa en funciones vitales para la célula. Estda implicada
principalmente en la ELA y la DFTL-TDP. Antes de2011se conocia como FTLD-U (ubiquitina
positiva, tau negativa), ya que la proteina TDP-43 aparece en forma de agregados
citoplasmdticos de las neuronas, lo que conlleva una ubiquitinizacion y una posterior

degradacion.Actualmente se divide en los tiposA, B, Cy D(Olney et al., 2017).
-Degeneracion frontotemporal lobar asociado a proteinas FET (DFTL-FET)

FET es el acrénimo de una familia de proteinas a la que pertenece la proteina de unién a ARN
de fusién en el sarcoma (FUS). No se conocen bien sus funciones, pero se piensa que son
similares a las de TDP-43. Inclusiones citoplasmaticas de esta proteina aparecen en pacientes
de DFT ytambién en MND. Parece ser que las mutaciones en FUS estan asociadas a MND, pero
en DFT son espordadicas, por lo que se establece una estrecha relacidn entre ambas
enfermedades en base a que, aunque con diferentes mecanismos patoldgicos, en ambas

aparecen depdsitos de esta proteina.

Las proteinas EWS y TAF15también forman parte de la familia de las proteinas FET y junto con
FUS estan implicadas en otras patologias incluidas dentro del grupo de DFTL-FET como la
enfermedad por inclusidon neuronal de filamentos intermedios, la enfermedad de cuerpos de

inclusion basofilicosyDFTL atipica ubiquitina positivo(Olney et al., 2017).
Degeneracion frontotemporal lobar asociado a proteinas UPS (FTLD-UPS)

Es una forma rara asociada a la mutacién CHMP2B en el cromosoma 3. También se ha asociado
a FTD genético y ELA. Presenta inclusiones de ubiquitina, pero es negativa para tau, TDP-43 y

proteinas FET(Olney et al., 2017).
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Por ultimo, indicar quealrededor del 40% de los casos tienen un componente familiar, por lo
que se considera unademencia frontotemporal genética. Aunque existen muchas mutaciones
asociadas a esta enfermedad, las mas importantes se localizan en el gen C90RF72(implicado
también en MND), el gen MAPT(que codifica tau) y el gen GRN(que codifica progranulina)
(Olney et al., 2017).

4.2.5 Esclerosis lateral amiotrofica (ELA)

Enfermedad neurodegenerativa fatal considerada la principal patologiade las neuronas
motoras.Esta entidad es también conocida como la enfermedad de Lou Gehring o Charcot.
Muchas evidencias apuntan que desde el punto de vista clinico, genético y patoldgico se
solapa con la DFTL. Por otro lado,es preciso indicar queesta enfermedad se encuentraincluida
dentro del espectro de las enfermedades de la motoneurona (MND)(Hortobagyi & Cairns,
2017).

Desde el punto de vista clinico provoca una pardlisis progresiva que lleva a la muerte por fallo
respiratorio. La duracion de esta enfermedad es de 3 a 5 afios desde que comienzan los
primeros sintomas (Ajroud-Driss & Siddique, 2015).

El origen de esta enfermedad puede ser esporadico o genético, considerandoseun 90% de los
casos comoesporadicos y un 10% genéticos. Todas las mutaciones que causan la forma
genética son autosémicas dominantes, y muchas estan implicadas en la DFTL(AI-Chalabi et al.,
2012). La primera mutacion causante directa de esta enfermedad fue descubierta en el gen
SOD1, que codifica para la proteina superdxido dismutasa 1 (Rosen et al.,, 1993).Aunque no
todas se consideran responsables de la aparicién de la enfermedad, actualmente se conocen
mas de 100 mutaciones en este gen que se encuentran relacionadas con diferentes fenotipos
de la enfermedad.Por ejemplo, las mutaciones en el gen TARDBPse asocian a un fenotipo
similar al ELA esporadico, pero con mayor implicacidn bulbar(Gitcho et al., 2008; Sreedharan et
al., 2008). Mientras, las mutaciones en la proteina FUS y otras proteinas de su familia y la de
proteinas FET también causan ELA genético, estando implicadas en la DFT, como se ha
mencionado con anterioridad(Vance et al., 2009; Al-Chalabi et al., 2012). Mutaciones en el
genC9ORF72también se asocian a fenotipos del espectro de ELA /DFT (Murray, Delesus-
Hernandez, et al., 2011). A su vez, todas estas mutaciones también constituyen un factor de

riesgo en la forma esporadica de ELA (Al-Chalabi et al., 2012; Hortobagyi & Cairns, 2017).
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No es habitual observar ningin cambio macroscépico en el encéfalo, sélo en ciertas ocasiones
se observa una atrofia del giro precentral.La médula espinal no muestra anormalidades, sdlo a
veces, como caracteristica especifica, un adelgazamiento de las raices nerviosas anteriores con

una decoloracién parda de las leptomeninges y del propio nervio(Hortobagyi & Cairns, 2017).

Microscépicamente se observa una pérdida masiva de neuronas piramidales motoras grandes,
tanto superiores(células de Betz) localizadas en la corteza motora primaria, como inferiores,

que se localizan en el asta anterior de la médula espinal.

Se observa gliosis en el giro precentral (corteza motora primaria). Y cuando la pérdida de
motoneuronas es muy marcada se puede apreciar palidez en la mielina. Incluso se puede

encontrar zonas de espongiosis en este area encefalica (Saberi et al., 2015).

En pacientes ancianos aparecen lesiones caracteristicas de otras enfermedades
neurodegenerativas como placas de AB, ovillos neurofibrilares o cuerpos de Lewis.

En el tronco cerebral, en concreto en el ndcleo del nervio hipogloso de la médula oblongada,
en el ndcleo motor del nervio del trigémino y en el nicleo motor del nervio facial localizado en
el puente, se observa una pérdida significativa de neuronas, gliosis y depdsitos proteicos o

inclusiones (Hortobagyi & Cairns, 2017).

Figura 16.- Cuerpos de Bunina tefiidos mediante (a) H/E en una neurona
del cuerno anterior de la espina dorsal (b) Técnica Kluver-Barrera (c) IHQ
frente a cistatina C (d) Detalle de c) (Yokota et al., 2006)

Histopatoldgicamente las motoneuronas del cuerno anterior de la médula espinal se ven
afectadas (Hortobagyi & Cairns, 2017), evidencidndosepérdida de mielina en los axones del

tracto lateral y anterior de la médula espinal (Saberi et al., 2015).

66



REVISION BIBLIOGRAFICA

En ocasiones pueden aparecer cuerpos de Bunina, que son un tipo de inclusiones eosinofilicas
citoplasmadticas (Figura 16) y aunque con menor frecuencia, también cuerpos de Lewis.En esta

area la degeneracion neuronal y la patologia axonal también es frecuente.

En pacientes con una supervivencia muy alta se ha visto que la patologia invade zonas
extramotoras(Hortobagyi & Cairns, 2017). Los musculos esqueléticos se ven
afectados,encontrandoseatrofia neurogénica con grupos de pequenas fibras acompanadas por
una fibrosis endomisial y la acumulacion de grasa. Los nervios periféricos muestran
degeneracién axonal, rotura secundaria dela mielina y acumulacién de macréfagos en el

endoneuro(Hortobagyi & Cairns, 2017).

En muchos casos aparecen cuerpos de inclusidn que se tifien especificamente con marcadores
frente a ubiquitina, TDP43, FUS o SOD1, entre otras, que se localizan en el citoplasma o en el
nucleo de neuronas y células gliales (Al-Chalabi et al., 2012; Hortobagyi & Cairns, 2017).En
algunos casos de ELA se detecta la proteinopatia TDP-43. De hecho, parece ser que del mismo
modo que sucede en otras enfermedades neurodegenerativas descritas en
apartadosanteriores (Vonsattel et al., 1985; Braak & Braak, 1991; Thal et al., 2002; Braak et al.,
2003),se puede establecer un estadiaje en la progresion de esta proteina dentro del marco de

la enfermedad (Brettschneider et al., 2013).

4.3 Neuroglia

Virchow fue el primero que propuso que en el SNC habia otra poblacién celular diferente a las
neuronas, definiéndola como una sustancia conectiva del SNC. Tres décadas después Golgi,
con la tincién argéntica conocida como método de Golgi identificd varios tipos gliales que
describié como células redondeadas con prolongaciones que conectaban en algunas ocasiones
con los vasos sanguineos. Posteriormente, Weigert describié un tipo de glia fibrosa que se
localizaba en la sustancia blanca diferenciandola de la glia de la sustancia gris. No fue hasta
1913 cuando Ramoén y Cajal popularizé el nombre de astroglia utilizandouna técnica de oro
sublimado. Mas tarde un discipulo suyo, Del Rio Ortega descubrié un enigmatico grupo celular
diferente de neurona y la astroglia que denominé tercer elemento, y que corresponderia a la

oligodendroglia y microglia. Actualmente las células neurogliales se clasifican en dos
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grupos,neuroglia periférica y del SNC. La periférica incluyelas células de Schwann, satélites y
otras especificas de cada érgano. La neurogliadelSNCincluyelosastrocitos,
losoligodendrocitos,la microglia ylas células ependimales(Ross & Pawlina, 2015). Existen
clasificaciones mas exhaustivas (Reichenbach & Bringmann, 2017), como las que clasifican las
células gliales del SNC como células microgliales y macrogliales, dividiendo a su vez este ultimo
grupo en varios tipos morfoldgicos generales: glia radial madura del SNC (tanicitos y células de
Muller), astrocitos, diacitos, ependimocitos, células de los plexos coroideos, células epiteliales
pigmentarias dela retina y oligodendrocitos.O las deotrosautores que agrupan los tanicitos
como un tipo de ependimoglia o consideran la glia de Muller como perteneciente al sistema
nervioso periférico. Otros agrupan algunos tipos de macroglia basandose en la expresion de
diferentes marcadores (Reichenbach & Bringmann, 2017). O incluso algunosconsideran
algunas células neurogliales dentro del grupo de los astrocitos como tanicitos, ependimocitos

o pituicitos (Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

No se sabe con exactitud ni el nimero de células gliales ni los ratios glia/neurona. Los nimeros
varian entre estudios y dependen del método de cuantificacion, del drea analizada y de la
especie. Realmente no existe consenso, pero lo que estd claro es que el nimero de células
gliales es muy superior al nimero de neuronas(Hilgetag & Barbas, 2009; Herculano-Houzel,

2014; von Bartheld et al., 2016).

4.3.1 Astroglia

Como losoligodendrocitos y las neuronas,son de origenectodérmico y neuroepitelial derivado
de laglia radial (Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009). Presentan una alta heterogeneicidad, tanto
morfoldgica como funcional, pero se puede generalizarafirmandoque se encargan del
mantenimiento de las funciones del SNC desde el desarrolla hasta la vejez(Verkhratsky &

Nedergaard, 2018), asumiendo funciones de:

- Sostén mecanico, definiendo la citoarquitectura de la sustanciagris, cubren todas las capas

del SNC, incluso las capas mas externas, formando las capas piales.

- Mantenimiento de la homeostasis a través de transportadores de iones y protones, que
controlan elpH,lafuncién catabdlica y la eliminacidn deneurotransmisores y de especies

reactivas de oxigeno.
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- Participacion en la fagocitosis dela sinapsis durante el proceso de remodelaciéon neuronal del
SNC(esta funcién hasta hace poco era especificamente atribuida a las células

microgliales(Chung et al., 2013).

- Participacion en funciones defensivas del SNC, teniendo como objetivo restituir la

homeostasis tisular y restablecerla normalidad tras el dafio (Pekny et al., 2016).

- Participacién en el impulso eléctrico, formando parte de las redes neuronales mediante la
sinapsis tripartita, produciendo y surtiendo a las neuronas de diversos precursores de

neurotransmisores.

- Control del balance energético y sintesis de glucégeno para suministrar energia a las

neuronas.

- Establecimiento de uniones con los vasos sanguineos a través de los pies vasculares
cubriendo todo el sistema vascular del SNCy liberando sustancias vasoactivas que controlan

una hiperemia funcional, constituyendoasiuna pieza clave en la barrera hematoencefalica.

- Participacion en la neurogénesis a través de la glia radial. También en |la neurogénesis adulta.

Es muy dificil establecer los diferentes tipos de células astrocitarias, ya que no existe un
marcador especifico de este grupo y se trata de un grupo muy heterogéneo desde el punto de
vista morfoldgico. Incluso su morfologia varia en funcién de la especie alcanzando la maxima

complejidad en el ser humano (Oberheim et al., 2006 y 2009).

El término astroglia fue propuesto en el siglo XIX por Michael von Lenhossék,que clasificd
como astrocitos protoplamaticos aquéllos localizados en la sustancia gris y como astrocitos
fibrosos los que se localizaban en la sustancia blanca(Kettenmann & Verkhratsky, 2008;
Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Actualmente incluye varias subpoblaciones celulares con
morfologias y funciones muy diferentes, cuya clasificacién requiere el analisis mediante
marcadores inmunohistoquimicos y moleculares(Kimelberg, 2004; Verkhratsky & Nedergaard,

2018).

- Astrocitos protoplasmaticos.Presentes en la sustanciagris del encéfalo, donde es mas
abundante, y en la médula espinal. Eneste tipo astroglial se han detectado varias morfologias
segun la especie y el area cerebral. El soma, puede ser esférico, fusiforme o elongado del cual
emanan ramas hasta formar procesos arborescentes. A veces estdn polarizados, ocupando un

territorio determinado. Emiten procesos hacia los vasos sanguineos llamados“pies chupadores
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perivasculares”y forman parte de de las capas piales(Bushong et al., 2002; Ogata & Kosaka,

2002; Emsley & Macklis, 2006; Lundgaard et al., 2014).

-Astrocitos fibrosos. Asociados principalmente a la sustancia blanca del encéfalo y de la
médula espinal, nervio éptico y capa de fibras nerviosas de la retina.Los cuerpos celulares son
mas pequefios y sus procesos se alinean con las fibras axonales, emitiendo procesos de forma
radial en la misma direccién que ellas.Poseen gran cantidad de procesos terminales finos, a
diferencia de los astrocitos protoplasmaticos donde sus procesos son mds similares a una
vaina. También se diferencian por la ausencia de dominios, ya que sus procesos se sobreponen
de forma que aparenta una menor organizacién. Sus prolongaciones establecen contactos con
los nédulos de Ranvier, y con estructuras vasculares formando los pies chupadores y emiten
prolongaciones formando parte de la capa subpial(Oberheim et al., 2009; Lundgaard et al.,

2014).

-Astrocitos asociados a superfice.Subpoblacion que se localiza en el cortex posterior prefrontal
y amigdaloide. El soma se situa en la superficie cortical, emitiendo dos prolongaciones, una

hacia la capa subpial y otra hacia una capa mas interna (Feig & Haberly, 2011).

-Astrocitos velados.Variante morfoldgica de los astrocitos protoplasmaticos que se encuentran
en zonas donde hay una alta densidad de neuronas de pequefio tamafio muy agrupadas, como
el bulbo olfatorio o la capa granular del cerebelo. Se caracterizan por tener el soma pequefio y
unos procesos cortos en forma de hoja que ocupan una superficie amplia con la que envuelven

grupos de neuronas o partes de éstas(Chan-Palay & Palay, 1972; Buffo & Rossi, 2013).

-Astrocitos de Gomori.Localizados principalmente en el nicleo arcuato del hipotdlamo, aunque
pueden detectarse en mds areas cerebrales como el hipocampo. Acumulan hierro en su
citoplasma y se identifican con una tincion especifica,laH/E de Gomori(Young et al., 1990;

Young et al., 1996).

-Astrocitos marginales. También conocidos como perivasculares, se localizan préximos a la pia
madre, formando numerosos pies vasculares. Generalmente no contactan con neuronas (Liu et

al., 2013).

- Glia radial.Son células bipolares que se extienden por el interior del tubo neural, tienen un
pie basal vascular y uno o varios pies vasculares piales. Originalmente llamadas células
epiteliales, son células neurales precursoras universales, que sélo aparecen durante el

desarrollo cerebral(Barry et al., 2014).
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- Astroglia radial.También conocida como glia radial adulta, tiene una funcién principal de
regulacién homeostdatica local a diferencia de la glia radial primaria, aunque se considera que
toda la glia radial tiene capacidad neuroprogenitora.Hay diferentes poblaciones con
morfologia radial asociadas a diferentes areas cerebrales:glia de Bergmann (en la capa
molecular del cerebelo), glia de Miiller(en la retina), glia radial del nucleo supradptico, de la
zona subventricular ydel bulbo olfatorio. También aparecen poblaciones de astrocitos radiales
en el hipotalamo, hipofisis, rafey médula espinal(Barry et al., 2014; Verkhratsky & Nedergaard,
2018).

- Astrocitos interlaminales. Sélo se han descrito en primates y humanos. Poseen un soma de
pequefio tamafio localizados en la capa | de la corteza cerebral. Sus fibras gliales conectan con
la superficie pial y llegan a capas mas profundas desde la corteza (capas Il - IV), formando

empalizadas y estructuras varicosas(Colombo & Reisin, 2004; Oberheim et al., 2009).

- Astrocitos polarizados. Son exclusivos de humanos y se encuentranpresentes en la corteza
cerebral. El soma se sitla en la capa V y VI cerca de la materia blanca y poseen procesos

varicosos (Oberheim et al., 2009).

4.3.1.1 Astrogliosis

Este término hace referencia a la respuesta de los astrocitosque sufren un cambio
estructural/funcionalfrente a cualquierestimulodel SNC(Sofroniew, 2014a). Tiene un amplio
espectro gradual, desde un cambio reversible hasta una alta proliferaciéon celular con una
compacta cicatriz glial y reconstruccidn tisular. Ademds, dependiendo del drea cerebral existe
una gran variedad astroglial. Esto implica unaheterogeneidad enla proliferaciéon, morfologia y

expresion génica en unalesién o cambio neuropatoldgico(Sofroniew & Vinters, 2010).

La expresidnde citoquinas / quimioquinas, moléculas de sefializacion, factores de
transcripcién, hormonas esteroideas, factores de crecimiento, incluso moléculas asociadas a
las enfermedades neurodegenerativas como AB, muerte celular, presencia de bacterias y/o
células ajenas al SNC, provocandiferentes estimulos en los astrocitos que inducen una
hipertrofia y/o hiperplasiaa la vez que importantes cambios en su transcriptoma, reflejando un
cambio funcional y morfolégico que se llama astrogliosis(Sofroniew & Vinters, 2010; Burda &

Sofroniew, 2014; Sofroniew, 2014a).
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La astrogliosis seinicia comouna adaptacidn frente al estimulo, un proceso beneficioso para
reparar el tejido dafado o protegerlo. Sin embargo,bajo determinadas circunstancias, puede
tener efectos perjudiciales,de maneracomparable al proceso de inflamacién(Sofroniew,
2014a).En modelos transgénicos para diferentes patologias del SNC en los queseutilizan
animales con una ausencia de astrogliosis o cicatriz astroglial, se observa un incremento de la
inflamacién, con el consecuente dafio del tejido, incluso con la pérdida de sus funciones
(Sofroniew, 2014a). En otros estudios, se ha demostrado que la astrogliosis puede exacerbar la
inflamaciéna través de la expresion de sefiales pro-inflamatorias(Brambilla et al., 2005;
Brambilla et al.,, 2009). Los mediadores inflamatorios provocan la aparicién de fenotipos
citotéxicos beneficiosos durante una infeccidn microbiana, pero perjudiciales durante una
respuesta estéril como en los procesos patoldgicos de trauma, atagque o enfermedades

neurodegenerativas(Hamby et al., 2012; Sofroniew, 2014b).

A pesar de tratarse de un proceso gradual,enla astrogliosis se puedenconsiderardiferentes

estadios (Sofroniew & Vinters, 2010):

1)Estado basal, astrocitos en SNC sano.- Los dominios astrocitarios no se sobreponen, se

observa escasa proliferacion. No todos expresan proteina acida fibrilar glial(GFAP).

2) Astrogliosis moderada.- La mayoria de los astrocitos se hipertrofian expresando GFAP.

3)Astrogliosis severa difusa.-Se pierden los dominios individuales y se produce una hiperplasia,

aumentando la expresion de GFAP.

4)Astrogliosis severa con formacién de cicatriz glial.- Actia como barrera rodeando el tejido o
regiones dafiadas y provocando la inhibicién de la regeneracién axonal después de un dafo

delSNC(Silver & Miller, 2004).

Todas las enfermedades, incluyendo las enfermedades neurodegenerativas se definen de una
forma muy general como fallos homeostaticos en untejido, érgano o sistema. Durante muchos
afios en el dmbitode las enfermedades neurodegenerativas ha predominado una visidn
neurocentrista donde todas las miradas de la patologia del SNC se centraban en la muerte o
supervivencia neuronal. Actualmente esa visidén esta siendo sustituida o amenazada por el
relevante papel de la neuroglia, considerada un elemento central en la patologia de estas
enfermedades. Muchos autores consideran a la astroglia y sus cambios como ese elemento
neuropatolégico necesario para comprender la patologia de los desdrdenes

neurolégicos(Pekny et al., 2016; Verkhratsky & Parpura, 2016).
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4.3.1.2 Microglia

Las células de la microglia son las células fagociticas o macréfagos del encéfalo, la médula
espinal, la retina y el bulbo olfatorio. A diferencia del resto de células neurogliales, su origen es

mesodérmico. Sus funciones principales son (Ginhoux & Prinz, 2015):

- Fagocitosis, funcion con la que eliminan las células dafiadas o apoptéticas en edad adulta,
restos celulares, células tumoralesy diversos microorganismos, incluidos los virus. Se trata de
una funcidn defensiva que esta relacionada con la mayoria de las funciones que se enumeran a

continuacion (Boche et al., 2013).

- Implicacion en el desarrollo embrionariodel SNC mediante la eliminacién de células
apoptéticas, apoyando la neurogénesis, diferenciacion y migracién de las neuronas,
crecimiento del axdn, sinaptogénesis, generacion y maduracion de astrocitos vy

oligodrendrocitos, asi como la angiogénesis (Du et al., 2017).

- Neurogénesis y remodelacion nerviosa en la edad adulta, participando en la destruccion o

mantenimiento de las sinapsis.

- Mantenimiento y regulacidn de la barrera hemato-encefalica (Abbott et al., 2006).

- Soporte estructural y de organizacién del SNC y mantenimiento de su homeostasis.

- Como pincipal célula de la respuesta inmunitaria en el SNC frente a cualquier agente
infeccioso, traumas, accidente cerebrovascular, enfermedades neurodegenerativas o
regeneracion tisular, puede actuar como presentadora de antigenos y posee capacidad
citoxica. Segun algunos autores, constituye uno de los agentes principales en la
neuroinflamacion, capaz de producir y liberar citoquinas, quimioquinas y productos

microbianos (Boche et al., 2013).

-Actualmente se le atribuye la participacién directa en la sinapsis junto con astrocitos y

neuronas(Kettenmann et al., 2013).

No existe un marcador molecular especifico de este tipo celular glial. Algunos marcadores de
células macrofagicas como el CD68 o el complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHCII)
las marcan, pero no son especificos de ellas. Recientemente han sido identificadas varias

proteinas de membrana que las diferencian de otras células macrofagicas como
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transportadores idnicos, proteinas de membrana celular asociadas con el metabolismo lipidico
como LRP8, LPCAT3, STAB1, PAP2C o el receptor de membrana MFSD10(Lannes et al., 2017),
aunque todavia no han sido puestos a punto los correspondientes anticuerpos para su

deteccion histopatoldgica.

4.3.1.3 Activacién microglial

La microglia en estado de reposo presenta una morfologia ramificada que configura una red
dindmica tridimensional por la quese mantienen en contacto entre ellas a través de uniones
GAP (incluso se ha propuesto que podrian actuar como un sincitio). Asi, escanean y controlan
el ambiente interaccionando con las neuronas y células gliales que las rodean(Nimmerjahn et
al.,, 2005). Pero este tipo glial es una célula pleomérfica capaz de cambiar y modificar su
morfologia alterando su funcionalidad al modificar su estado de activacién, pasando a estar en
un estado reactivo frente al dafo tisular, ademas de ser capaz de migrar a través de todo el
SNC. Varios autores defienden que este comportamiento de la microglia reactiva constituye
una respuesta neuroprotectora a través de la liberacién de neurotrofinas, aunque otros
autores defienden que un exceso de sobre-activacidn o una activacion crdénica provocarian una
respuesta citotdxica o neurotdxica, provocada por lafagocitosis neuronal, liberacidn de
moléculas reactivas de oxigeno o factor de necrosis tumoral. Como ejemplo, se ha visto que la
microglia rodea y aisla protegiendo el tejido sano de ABen la EA o en el caso de un trauma. En
relacion con esto ha sidodescritoun tipo de microglia asociada a eventos patoldgicos
denominada microglia oscura en base a su hiperactividad asociada al poder oxidativo que

ofrece una imagen electrondensa en el microscopio electrénico (Bisht et al., 2016).

Estas hipdtesis colocan a la microglia en el punto de mira de las enfermedades
neurodegenerativas (Ransohoff, 2016; Guillot-Sestier & Town, 2018), siendo una de sus
funciones mas importantes vigilar y proteger frente a eventos patolégicos. Asi, cuando detecta
alguna alteracion en la homeostasis pasa de suestado de reposo a un estado activado
sufriendo cambios en la expresién génica de marcadores como consecuencia de su cambio de

funcionalidad. Estos cambios han sido agrupados en dos fenotipos principales in vitro:

- M1 o microglia activada, se considera la activacidon clasica. Tiene actividad pro-
inflamatoria a través de la liberacidon de citoquinas como IL1J y factor de necrosis
tumoral, asi como especies reactivas de nitrégeno y oxigeno. Este fenotipo es activado
porelinterferén-y y lipopolisacaridos.Mediantela liberacién de estos elementos se

combaten las infecciones y el crecimiento de células tumorales, pero pueden causar
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secundariamente un dafio en el tejido nervioso, considerandose un
procesoneurotéxico (Orihuela et al., 2016; Thompson & Tsirka, 2017).

- M2 o microglia activada alternativa con un perfil mas anti-inflamatorio. Esta activacién
es mediada por la IL4 resultando en la inducciéon de una cascada de mediadores pro-
inflamatorios. Parece ser que participan en la respuesta frente alergias, eliminacién
parasitaria, regulacion inflamatoria y estar implicados en la remodelacion o reparacion
tisular. Se han identificado varios subtipos denominados M2a,M2b y M2c que se
diferencian en base a las sustancias quimicas que los inducen y a la capacidad de
liberar sustancias pro-inflamatorias o anti-inflamatorias (Orihuela et al.,, 2016;

Thompson & Tsirka, 2017).

A su vez, en funcidon de su morfologia se distinguen varios tipos de microglia reactiva

(Boche et al., 2013).

- Microglia ramificada: caracterizada por finos procesos que se extienden en un area
determinada que sirven para controlar los cambios fisiolégicos que se pudieran
producir(Nimmerjahn et al., 2005).

- Microglia ameboide: presentamorfologia esférica que adoptan en situaciones de
fagocitosis, pierden sus procesos y ademds contienen numerosas vacuolasen su
citoplasma. Se observa en respuesta a dafio agudo, trauma, infarto o infeccion.
Durante el desarrollo del SNCtambién tiene capacidad de poda sinaptica ademads de
eliminar neuronas aberrantes. Cuando la microglia desarolla esta morfologia adquiere
una capacidad de movimiento, resultando indistinguibles de otros macroéfagos.

- Células rod-like: son células en forma de bastdn, con un nucleo elongado y escaso
citoplasma. Tienen un reducido nimero de procesos. Esta morfologia esta asociada a
enfermedades croénicas.

- Células multinucleadas: esta asociada a una reaccién fagocitica de material no
digerible. Se puede observar en infecciones con micobacterias y raras veces en caso de
AAC.

- Macrdéfagos epiteloides: forman un cluster con forma de granuloma en infecciones
cronicas.

- Microglia distréfica: esta asociada a una disfuncion relacionada con la edad. También

ha sido observada en enfermedades neurodegenerativas.
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4.3.2 Neuroglia en las enfermedades neurodegenerativas

4.3.2.1 Astroglia en las enfermedades pridnicas

La astrogliosisse manifiesta en todos los casos a nivel morfolégico como hiperplasia e
hipertrofia astrocitaria(Lafarga et al., 1991 y 1993; Georgsson et al., 1993),apareciendo tanto

en modelos experimentales como en elmodelo natural(Liberski & Brown, 2004).

Muchos autores asocian este aumento glial al aumento de hallazgos neuropatolégicos, aunque
se pueden encontrar regiones con una alta astrogliosis muy poco afectadas(Liberski & Brown,
2004). En modelos experimentales se observa una alta vacuolizacién asociada a una
astrogliosis severa(Liberski & Brown, 2004), aunque existen otros estudios que contradicen

esta observacién(Manuelidis et al., 1987; Georgsson et al., 1993).

Algunos otros hallazgos neuropatolégicos asociados a la presencia de astrocitos enlas
enfermedades pridnicas humanas han consistido en formas raras binucleadas en el cértex
cerebral (Scrimgeour et al., 1983), clasmatodendrosis (fragmentacién de las prolongaciones
citoplasmaticas astrociticas) o formas gemistociticas (Liberski & Brown, 2004).Este término se
refiere a una morfologia astrocitaria asociada principalmente a los astrocitomas, aunque
aparecen en otras situacionespatoldgicas mostrando unamorfologia con un citoplasma
voluminoso y homogéneo y un nuicleo excéntrico con prolongaciones celulares cortas y romas
(Kros et al., 1996).Asi como una clara,aunque no constante asociacion,con varios tipos de

placas amiloideas observadas en enfermedades pridnicas humanas(Liberski & Brown, 2004).

En estudios previos realizados en elmodelo natural de Scrapie a nivel del cerebelo se ha
demostrado que a pesar de ser las neuronas mas afectadas de esta region, la PrP*no se
localiza intracelularmente en las células de Punkinje, mientras que se ha evidenciado su co-
localizaciéncon laastroglia (Sarasa et al., 2012). Posteriormente ha sido posible correlacionar la

morfologia astroglial con diferentes estadios de la enfermedad (Hernandez et al., 2014).

Por otro lado, en modelos experimentales murinos se ha demostrado que es necesaria la
presencia de PrP“para desarrollar la enfermedad (Bueler et al., 1993; Prusiner et al.,
1993),asumiendo que la propagacion y el desarrollo de este agente es dependiente de las
neuronas(Kretzschmar et al., 1986).De hecho, se ha conseguido la infeccién experimental

mediantela inoculacién intracraneal en un modelo transgénico donde sélo las neuronas
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expresaban la PrP*, es decir, no era necesario otro tipo celular para que ésta progresara (Race
et al., 1995).También en otro en el quela expresiéon de GFAP habia sido interrupida (Gomi et
al., 1995). A pesar de estos hallazgos, la hipdtesis basada en una patogenia
exclusivamente“neurona dependiente” se encuentra actualmente muy discutida puesto que
también se ha conseguido desarrollar la enfermedad en ratones transgénicos inoculados
expresando la proteina exclusivamente en astrocitos (Moser et al., 1995; Raeber et al., 1997).
Ademas, se ha demostrado que el primer tipo celular donde aparecen los depdsitos de esta
proteina mal plegada en estadios tempranos de la enfermedad es en astrocitos (Diedrich et al.,
1991). Y en animales en estadio clinico de la enfermedad, la mayor acumulacién de PrP*‘se
habia detectado en la sustancia blanca, sugiriendo una implicacidn de las células gliales o de su

transporte axonal(Taraboulos et al., 1992).

En modelos decultivo celular también se ha demostrado la implicacion de la astroglia en la
patogenia de estas enfermedades evidenciando su participacién directa en la replicacion de
PrP*°en células neurales(Cronier et al., 2004)ademas de su capacidad de transmitir la PrP* a
otras células (Victoria et al., 2016).En células astrocitarias generadas a partir de células iPS
(células madre pluripotentes inducidas) de origen humano se ha confirmado que su
susceptibilidad a la infeccidon por diferentes cepas de ECJ en modelo in vitro depende del
codon 129 del gen de PRNP, siendo esta susceptibilidad similar en modelo natural y

experimental(Krejciova et al., 2017).

4.3.2.2 Microglia en las enfermedades pridnicas

Tradicionalmente, en las enfermedades pridnicas se asumia una ausencia de participacion del
sistema immune en su patogenia al no evidenciarse infiltracion de leucocitos
polimorfonucleares y manguitos perivasculares(Porter et al., 1973; Williams et al., 1994). Sin
embargo, la presencia de microglia reactiva siempre ha sido un hallazgo histopatoldgico
detectado en las enfermedades pridnicas, que se consideraba secundario hasta que Sasaki et
al. (1993)llevaron a caboun estudio sobre los cambios morfoldgicos que sufrian estas células
asi como su distribucionen elmodelo natural de ECJ. Posteriormente, Eitzen et
al.(1998)estudiaron una serie de casos afectados deECJ en los quela microglia presentaba una
morfologia atipica que hacia suponer que estas células se veian dafadas por el transcurso de la
enfermedad, correlacionandoen ocasiones su localizacidn con un fuerte cambio espongiforme.

En este estudio la microglia reactiva se localizaba principalmente enla corteza cerebral,
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aunqueparece que la limitacidon del nimero de casos llevd a esta conclusién errénea, ya que su

localizacién se distribuye por mas areas cerebrales.

Los cambios distréficosdetectados en la enfermedad de eECJ junto a lavacuolizacion
intracelular sugirieron que la disfuncién de estas células podria incluso favorecer la patogenia
de esta enfermedad(Szpak et al., 2006). Por otro lado, la relacion de este tipo celular con las
placas amiloides(Miyazono et al., 1991; Sasaki et al., 1993) y el depdsito de PrP*ha sido
constatado en varios estudios utilizandoel modelo natural de ECJ (Sasaki et al., 1993;

Mubhleisen et al., 1995; Szpak et al., 2006).

Mediante estudios experimentales en modelos murinos se ha establecido una cronologia de
los hallazgos histopatoldgicos que han permitido conocer quela microglia reactiva aparece
posteriormente al depdsito de PrP*, pero previamente a la muerte neuronal, incluso antes de
la clinica, lo que apoya la hipdtesis neurotdxica de este tipo celular(Betmouni et al., 1996;
Williams, Lucassen, et al., 1997; Williams et al., 1997). Sin embargo, se ha demostrado que su
activacion es muy variable, y que probablemente esta influenciada por la cepa y factores

genéticos(Williams et al., 1994; Baker et al., 1999).

En estos ultimos afios se ha realizado un importante esfuerzo en establecer unos patrones
microgliales en elEC) que relacionen la intensidad o distribucion de la microglia con las
caracteristicas moleculares que definen los diferentes subtipos de la enfermedad, tratando
deestablecer una relacién entre el tipo de PrP*y el estado de activacién microglial (Puoti et al.,
2005). Siguiendo con esta linea de investigacion,Franceschini et al.(2018a) sugieren quela
activacion y extension de la microglia se encuentra muy influenciada por la cepa pridnica, el
genotipo del codén 129 y la duracién de la enfermedad. Todos estos resultados se
correlacionan con las imagenes obtenidas in vivomediante un estudio de tomografia de
emision de positrones (PET)(laccarino et al., 2018), asi como de mediadores

neuroinflamatorios estrechamente relacionados con la microglia(Llorens et al., 2014).

El papel real de este tipo glial en las enfermedades pridnicas continda siendo objeto de
debate, ya que al ser una célula con capacidad inmunoldgica podria tener una funcion
neuroprotectora o por el contrario una funcidn neurotéxica, provocada por una
. .7 ~ o . Sc.
sobreactivacion capaz de provocar el daifio neuronal.En modelos in vitro, la PrPinduce la
activacion microglial aumentando la produccion de citoquinas neuroinflamatorias(Peyrin et al.,
1999). En modelo murino, también muestra su contribucion al progreso de Ila

enfermedad(Gomez-Nicola et al., 2013), sugiriendo un papel neurotoéxico.
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Por otro lado,otros estudiosrecientes apoyan la hipdtesis neuroprotectora, ya que la supresion
de la microglia en un modelo ex vivo (cultivos cerebelares organotipicos) aumenta la
neurotoxicidad de la PrP*(zhu et al, 2016) y en un modeloin vivo murino reduce

drasticamente la esperanza de vida de los animales (Zhu et al., 2016; Carroll et al., 2018).

La discordancia entre los resultados de estos estudios se justificaria en base al modelo
experimental utilizado. Pero también a la presencia de varias subpoblaciones microgliales con

multiples estados de activacién (Boche et al., 2013).

4.3.2.3 Neuroglia en enfermedades prion-like

Tradicionalmente, el concepto de neurodegeneracion estaba asociado a la degeneracién de
unas poblaciones neuronalescomo las neuronas espinosas medias GABAérgicas del cuerpo
estriado en EH o las neuronas dopaminérgicas de la parte compacta de la sustancia negra en
EP.Esta hipdtesis es conocida como proceso celular neurodegenerativo autonomo(Ransohoff,
2016), pero parece estar quedando obsoleta. No sélo porque las enfermedades
neurodegenerativas se estan considerando procesos neurodegenerativos multisistémicos, sino
por el auge del papel neuroinflamatorio en la patogenia de estas enfermedades, colocando a la
neuroglia en el foco de todos los estudios. Asi, actualmente esta siendo sustituida por la

hipétesis de proceso celular neurodegenerativo no auténomo.

La presencia de gliosis o cierto grado de asociacion de las células gliales a lesiones
histopatoldgicas ya se habia descrito en las enfermedades neurodegenerativas. En la EA (Mc
Geer et al.,,1987) describieron que la microglia activada era una sefa de identidad en los
enfermos de EA. Posteriormente, junto con Rogers (Rogers et al., 1988) vieron en un modelo in
vitroque la microglia era capaz de producir sustancias potencialmente dafiinas capaces de
provocar neuroinflamacién. Estos estudios comenzaron a cambiar la idea de que el encéfalo

era un organoquiescente (Streit et., 2010).

Actualmente, en modelos transgénicos para la proteina SOD1 (modelo murino de ELA) las
células mieloides, incluida la microglia, veia disminuida muy significativamente la presencia de
esta proteina mutada. Sorprendentemente, estos animales mostraban un periodo de
incubacién de la enfermedad similar al de los ratones control, pero se veia significativamente
aumentada su esperanza de vida (Boillee et al., 2006). Un experimento similar fue enfocado a

la astroglia obteniendo resultados similares (Yamanaka et al., 2008). Es decir, se propone que
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la mutacidn en estos grupos celulares acelera la progresién, por lo que podrian convertirse en
dianas terapéuticas (Boillee et al., 2006). Otro experimento que apoya estos resultados se
basaen un modelo murino que expresa una mutacién de la a-sinucleina humana
exclusivamente en astrocitos, provocando una astrogliosis muy severa, activacién microglialy

el desarrollo de una enfermedad similar a EP (Gu et al., 2010) .

Uno de los ultimos hallazgos en relacion con la neuroglia y su relacidn con las enfermedades
neurodegenerativas se basa en la identificacion en un modelo de cultivos celulares in vitrode
dos tipos de astrocitos reactivos denominados Al o tipo dafino, y A2 o tipo
protector,implicados en la reparacién tisular. El tipo Al o tipo daiiino ha sido identificado en
muestras tisulares de varias enfermedades neurodegenerativas (Liddelow et al., 2017).
Inducido por la microglia, parece haber perdido la mayoria de sus funciones fisioldgicas

sustituyéndolas por una capacidad neurotoéxica.
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5 OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es analizar el comportamiento neuroglial en las enfermedades
priénicas humanas mediante estudios neuropatolégicos que permitan determinar las
similitudes y diferencias con el observado en el resto de enfermedades neurodegenerativas
denominadas prion- like. Finalmente, se pretende demostrar la implicacién del sistema de

proteccion del individuo en el proceso de la neurodegeneracion.
Para ello, se planteanlos siguientes objetivos especificos:

1. Identificacién de patrones neuropatoldgicos principalmente enfocados a las alteraciones
astroglialesy microgliales en el cerebelo de pacientes afectados por enfermedades causadas

por el mal plegamiento de una proteina (enfermedaes pridnicas y prion-like).

2. Andlisis de la posible relacidn entre las alteraciones observadas en el objetivo anterior y las

lesiones histopatoldgicas asociadas a cada patologia.

3. Estudio comparativo delos cambios morfoldgicos, de intensidad y distribucidn de las
poblaciones astrogliales y microgliales entre las prionopatias y otras patologias prion-like (EA,

EP, EH, DFT y ELA).

4.Demostracién de la posible correlacion de estos cambios neurogliales en funcién del agente
causal a través de su valoracidn en casos afectados por diferentes subtipos de las

enfermedades pridnicas.

5. Valoracidon de los mismospatrones neuropatoldgicos en otra area encefalica (corteza frontal)
con el objeto de determinar si los cambios neurogliales son dependientes de la region

valorada.
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6 RESULTADOS
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6.1 GLIAL ALTERATIONS IN HUMAN PRION DISEASES: A CORRELATIVE
STUDY OF ASTROGLIA, REACTIVE MICROGLIA, PROTEIN DEPOSITION
AND NEUROPATHOLOGICAL LESIONS
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6.1.1 Abstract

Neuroinflammation has recently been proposed to be a major component of
neurodegenerative diseases. The aim of this study was to determine how the
interactionbetween microglia and astroglia, which are the primary immune cell populations in
the brain,and pathological prion protein (PrP*)could influence the development and
propagation of this neurodegenerative disease.Because a relevant role for glial response in
prion disease has been clearly demonstrated in our previous studies using the natural animal
model, a similar approach has been taken here using the natural human model.

A morphological approach has been developed to analyze cerebellar samples from patients
withCreutzfeldt-Jakob disease (CJD) in comparison with healthy control cases.Histopathological
lesions were assessed, and PrP*, GFAP and reactive microglia were immunolabelled by specific
antibodies. Furthermore, co-location studies using confocal microscopy wereperformed to
determine the possible relationships between both types of glial cells in all samples.

The results presented in this study support the involvement of both types of glial cells in CJD.
Evidence of increased astrocyte and microglia reactivitycan be observed in all CID cases, and a
close relationship between the types of gliais demonstrated by co-location studies.
Proteinopathiessuch as Alzheimer’s, Parkinson’s and Huntington’s diseases, where aberrant
proteins spread throughout the brain during disease progression, may share a molecular basis
and mechanisms of propagation. Therefore, studies elucidating the interaction between gliosis
and prion propagation may be relevant to these other neurodegenerative diseases and may

provide new targets for therapeutic intervention.

Keywords: prion diseases, neuroinflammation, astrocytes, microglia,cerebellum,

immunohistochemistry
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6.1.2 Introduction

According to the current neuroinflammation hypothesis associated with neurodegenerative
diseases, the key element underlying the pathogenesis of these disorders involves microglial
cells. Their activation is widely assumed to be a marker of pathogenic neuroinflammation in
these disorders. Although microglia are generally considered the resident immune cells in the
brain, the impact of astrocytes on inflammation cannot be understated(Jiang & Cadenas,
2014). Astrocytes can sense and amplify inflammatory signals from microglia and initiate a
series of inflammatory responses, directly affecting neuronal functions. The term gliosis has
been applied so broadly that it can either cease to impart useful information or be entirely
misleading(Estes & McAllister, 2014),starting with inconsistent premises on some occasions.
The lack of understanding of the actual neurodegenerative processes likely slows the progress
of research in this field. In addition, whilethepathogenesisof
theseneurodegenerativediseasesremains  unknown,no  trulyeffectivetreatmentscan  be
identified thatmightpreventthe onsetordelaythe progression of thesediseases.
Currentevidencesupportsthe idea thatmanyneurodegenerativediseases (those belonging to a
prion-like disorder group;Prusiner, 2013) involve aberrant protein accumulation, similar to that
observed in prion diseases,turningstudieselucidating themechanisms of prionpropagationinto
useful tools forthe study of otherneurodegenerativediseases.

Although gliosis is always cited as one of the hallmarks of prion diseases, littleresearch been
performed that focused on the involvement of glial cells in prion diseases to elucidate their
roles. According to our initial studiesregarding the pathogenic progress of Scrapie, as a
prototype of prion diseases, astrogliais involved inScrapieevolution(Hernandez et al., 2014).
This glial population has beensuggested to sustain active prion propagation(Sarasa et al.,
2012)and to exist in a closerelationshipwiththe vacuoles that form the
primaryneurodegenerativelesionfound in thisgroup of diseases(Sarasa et al.,, 2015).
Basedontheseencouraging results, the proposal here consists of extending the studyon glial
involvement from animal to human samples.

Previous studies have focused on the cerebellum for the following reasons.First, based on
anatomical and physiological characterization, the cerebellum is particularly vulnerable to
insults, andabnormalities in the cerebellum are usually easy to recognize(Sarna & Hawkes,
2003). Second, thecerebellum is one of the areas most affected by pathological prion protein
(PrP*) accumulation, regardless of the subtype associated with the affected individuals,and

ataxia is one of the most frequent symptoms. Third, previous studies that focused on
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microglial cells in prion diseases found no differences between the cerebellum and other brain
areas (Wojtera et al.,, 2012); consequently, the conclusions drawn from studying the
cerebellumcan be extrapolated to the whole encephalon. In addition, this encephalic area has
been proposed to serve as a pseudo-reference region to detect neuroinflammation(Lyoo et al.,
2015)

The specificgoal of this study was to assess whether the expression of astroglia and reactive
microglia markers in cerebellar sections from patients with Creutzfeldt-Jakob disease (CID)
differed from those of control patients. This study also aimed to establish a possible
relationship between the differential expression of glial and PrP*deposition and/or

neuropathological alterations in human cerebellar samples.

6.1.3 Materials and Methods

Samples

All samples were provided by the human tissue bank from Hospital de Alcorcén (HUFA
Biobank, Madrid - Spain), following the guidelines provided by Spanish legislation.

Samples corresponded with a total of 25 CJD patients (Age range: 48 -82 years; Sex: male and
female; Genotypes at codon 129 of PRNP: homozygous and heterozygous), including 22
sporadic and 3 familial cases (PRNP E200K mutation). Five additional samples were used as

healthy controls (age range: 36 - 82 years).

Fixed sections (4% paraformaldehyde), corresponding to cerebellar sagittal samples at the
vermal level,were obtained andincluded the granular, Purkinje cell, and molecular layers and
white matter for all samples.

The studies performed on samples were approved by the Ethical Committee for Clinical
Research from Government of Aragén (CEICA; REFERENCE NUMBER: PI15/0036, Acta N°
05/2015).

Methodology

Five-mm slices from eachindividual were paraffin-embedded, from which 5 umsections were
taken and  histologically (hematoxylin-eosin  staining, H/E) or histochemically
processed,following formic acid treatment for prion inactivation. The remaining portions were

processed for confocal microscope studies.
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To detect PrP*, GFAP and reactive microglia, immunohistochemical (IHC) protocols were
followed, using specific antibodies in DAKO antibody diluents (Faramount DAKO, Glostrup -
Denmark),on sections transferred to Vectabond-treated slides and incubated at 56 °C
overnight. DAB PLUS was used as a chromogen, and hematoxylin counterstaining and
mounting in mounting medium (Faramount DAKO, Glostrup - Denmark) were performed on all
sections, regardless of the immunohistochemical protocol applied.

After HE staining, all samples were assessed by light microscopy to determine
histopathological lesions. All of the layers from each sample were examined for spongiosis and
subjectively scored according to the number of vacuoles, i.e., (-), absent to (++++), very
abundant (Figure 17). After IHC processing, all marker immunostaining was scored from
negative (-) to maximum (++++), by evaluating the density and the extent of the labelled
deposits in each layer from each cerebellum,using light microscopy (Figure 18). The
immunostaining morphologiesof each marker were also assessed: linear, granular, spot,
coalescent or plaques, for PrP*; stellate, perineuronal or radial, for GFAP; ramified or
amoeboid, for reactive microglia (Figure 19).

Studies using confocal microscopy were performed to assess the possible relationship between

astrocytes and reactive microglia in all cases.

Figurel7.-The scoring system used after H/E staining toassess spongiosis by light microscopy, according
to the number of vacuoles: from A) very scarce to D) very abundant (++++).Scale bars: 50um.
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Figure18.-The scoring system used after IHC protocols to evaluate the density and the extent of the
labelled deposits (brown; hematoxylin counterstaining, blue) by lightmicroscopy: from minimum to
maximum, for PrP*(A - D); GFAP (E — H); and reactive microglia (I - L). Scale bars: 100um.
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Figure19.-l unohistochemical paterns ob;e’rved. ‘when each marker (brown;
hematoxylin counterstaining, blue) was assessed.For PrP*’: A) linear,B) plaques, C) spots,
D) coalescent, and E) granular. Scale bars: 20 um in A; 50 um in B - E. For GFAP: F)
stellate, G) perineuronal, and H) radial. Scale bars: 50 um in F and H; 20 um in G.For
reactive microglia: 1) ramified and J) amoeboid. Scale bars: 20 um.

Immunohistochemical protocol for PrP*detection by optical microscopy

It was necessary to include an epitope unmasking protocol, consisting of 96% formic acid
immersion (5 min), digestion with proteinase K (5 min, RT; Life Technologies) and autoclaving
in distilled water (10 min). After incubation with a primary antibody that recognizes prion
protein (12F10at 1/1700 dilution; SPI Bio, Darmstadt, Germany) for 1 h atRT, sections were

incubatedfor 30 min at RT with EnVision™ mouse polymer (DAKO, Glostrup, Denmark), which

was used as a visualization system.
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Immunohistochemical protocol for GFAP detection by optical microscopy

After endogenous peroxidase blocking (H,0, 33%) for 5 min, sections were incubated with a
primary antibody that specifically recognizes glial fibrillary acidic protein (GFAP 1/500, 30 min,
RT; DAKO), as an astrocytic protein marker. Incubation with the labelled EnVision™ rabbit

polymer (30 min, RT; DAKO) was performed.

Immunohistochemical protocol for reactive microglia detection by optical microscopy

Endogenous peroxidase blocking (H,0, 33%, 5 min), followed by incubation for 30 min at RT
withMHC 11(1/200; DAKO, Denmark) and CD68 (1/500; DAKO) primary antibodies,was used to
immunolabel reactive microglial cells. EnVisionTM polymer (mouse, 30 min, RT; DAKO) was

used as a visualization system.

Immunohistochemical protocol for confocal microscopy studies

The protocol applied for co-location studies was based on a previously described
version(Sarasa et al., 2012). Briefly, 50 um sections from fixed samples were collected in PBS
(floating). Endogenous peroxidase blocking (H202 33%, 30 min) was followed by incubation
with Triton X 100 (0.1% in PBS for 3 h, RT). Subsequently, incubation with the same specific
antibodies, at the same concentrations as described above,was used to individually label
reactive microglia and astrocytes (i.e., GFAP, MHC Il and CD68, in PBS-Triton 0.1%). The
secondary conjugated antibodies Alexa 488 (1/200; Invitrogen, Eugene - USA) and Alexa 594
(1/200, Invitrogen) were added in PBS for 1 h in the dark prior to assessment by confocal
microscopy (Zeiss LSM 510).

The fluorescence emissions,with excitation from 488nm and 594nm lasers, was detected with
a two-channel multi-track configuration, using bandpass 505 - 530 nm and long-pass 615-nm
filters, respectively. Z-stacks of digital images were captured using Zen 2008 software (Carl
Zeiss Microimaging, Germany) and collapsed into one resulting picture using the maximum

intensity projection provided by the software.
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6.1.4 Results

All samples corresponding to CID patients showed spongiosis. Spongiosisintensity varied
among samples, but it was similar in all layers within each cerebellum,except for two
occasions. In one case, the highest intensity was found in the Purkinje cell layer and the lowest
in the granular layer, and the opposite scores were found in the remaining case. Control

samples did not show spongiosis in any cases (Table 4).

Table4.-Scores provided by light microscopy examination corresponding to each layer from each
cerebellar sample for spongiosis after HE staining (according to the number of vacuoles: -, absence /
++++, very high numberin grey matter) or immunolabelling for each specific marker used after IHC
processing (by evaluating the density and the extension of the labelling deposits: -, negative / ++++,

maximum).
Sample | Layers Spongiosis | PrP* | GFAP | Reactive
Microglia
Cib1 Molecular +++ + + +
Purkinje cell | - + +
Granular +H++ + + +
White matter - ++ ++
CD2 Molecular ++ + + +
Purkinje cell ++ + ++ +
Granular +++ ++ + +
White matter - o+ +
ClD3 Molecular + ++ + +
Purkinje cell | ++ ++H+ | ++ +
Granular ++ +H++ | + +
White matter ++ +++ +4++
Cib4 Molecular ++++ ++ |+
Purkinje cell | ++++ + S+ +
Granular +++ | +
White matter - FH+ | 4+
CID5 Molecular + + + +
Purkinje cell | +++ + ++ +
Granular - ++ + +
White matter - 4+ +
CiD6 Molecular +++ + + et
Purkinje cell | ++ + ++ N
Granular ++ + + +
White matter - ++ ++
Ccib7 Molecular +++ ++ PN
Purkinje cell | ++ + 4+ +
Granular ++++ |+ -
White matter - o+ +
CDb8 Molecular + + + +
Purkinje cell | ++++ ++ ++ +
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Granular +H+H+ +H+ |+ ++
White matter + +++ +4+4+
Cib9 Molecular +++ ++ + +++
Purkinje cell | ++ + + et
Granular ++ +++ |+ +++
White matter + o+ +
CD 10 Molecular + + + +
Purkinje cell ++++ ++++ | ++ +
Granular ++ +++ |+ +
White matter +H++ | +++
Cb11 Molecular ++++ ++ FH+ |
Purkinje cell | ++ + 4+ +
Granular ++++ FH+ |+ |
White matter - ++ ++
CD 12 Molecular ++++ ++ ++ ++
Purkinje cell | ++++ + ++ +
Granular ++++ +++ | ++ +
White matter - 4+ |+
CD 13 Molecular +++ ++H+ | ++++
Purkinje cell | ++ + o+ 4
Granular +++ FHH+ |+ F++
White matter + +++ +
cib14 Molecular +++ ++ ++ ++
Purkinje cell | ++++ + S+ +
Granular ++++ +++ | ++ +
White matter - 4+ +
CID 15 Molecular +++ ++ ++
Purkinje cell | ++++ + +
Granular ++ +
White matter - 4+ ++
CID 16 Molecular ++H++ ++ + ++
Purkinje cell | ++++ + +
Granular +H+H+ ++ + +
White matter - ++ +
CiD 17 Molecular +++ ++ FH+ |
Purkinje cell | ++ + S+ n
Granular +++ ++ ++ -
White matter - FH+ |
CJD 18 Molecular ++++ ++ |
Purkinje cell | ++ + o+ 4
Granular +++ e +++
White matter - o+ +
CD 19 Molecular +++ + + i
Purkinje cell | ++++ + +
Granular ++++ ++ + +
White matter - ++ +
CJD 20 Molecular +++ +
Purkinje cell | ++ + + +
Granular +++ ++ +
White matter - ++ +
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Cb21 Molecular +++ | ++
Purkinje cell | ++++ + S+ +
Granular ++++ +H++ |+ +
White matter + +++ +++
CID 22 Molecular ++++ + - 4
Purkinje cell | ++++ + + +
Granular ++++ ++ - ++
White matter - ++ ++
CJD 23 Molecular ++++ + ++ ++
Purkinje cell ++++ + ++ +
Granular ++ ++ ++ ++
White matter - +++ ++
CID 24 Molecular +++ ++ + ++4+
Purkinje cell | ++++ + ++ +
Granular ++ +++ |+ 4+
White matter - o+ +
CJID 25 Molecular + + + +
Purkinje cell | ++++ +++ | ++ +
Granular + +++ |+ +
White matter + +++ ++
Control 1 | Molecular - - ++ +
Purkinje cell | - - ++ +
Granular - - + +
White matter - 4+ ++
Control 2 | Molecular - - + +
Purkinje cell | - - +
Granular - - + +
White matter - 4+ +
Control 3 | Molecular - - +
Purkinje cell | - - +
Granular - - +
White matter - 4+ +
Control 4 | Molecular - - + +
Purkinje cell | - - ++ +
Granular - - + +
White matter - 4+ +
Control 5 | Molecular - - + +
Purkinje cell | - - + +
Granular - - ++ +
White matter | - - +++ ++

One control and three CJD cases presented the total degeneration of the granular layer.

In CJD cerebella, an evident decrease in nuclei count, as well as neurite thickening, was
frequently observed in Purkinje cells. Furthermore, protein aggregates were clearly evident in
the molecular and Purkinje cell layers by optical microscopic examination. Kuru plaques were

exclusively found in one CJD patient (Figure 20).
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Figure20.-Primary histopathological findings observed by light microscopic examination after H/E
staining. A) Control samples did not show spongiosis in any cases. B) A total degeneration of the
granular layer was found in one control, as illustrated, and in three CID cases. C) An evident decrease
in the nuclei count and neuritethickening were frequently observed in Purkinje cells from CJD
compared with D) control cerebella.E) Protein aggregates were clearly evident in the Purkinje cell
layer (on the left) and in the molecular layer (on the right) in several prion-affected cerebella. F) Kuru
plaques were only found in the cerebellum from one CID patient. Scale bars: 200um in A and B; 50
um in Cand D; 20 um in E and F.
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Figure21.-Primary observations provided by light microscopic examination after the application of the
IHC protocol for PrP*detection (brown; hematoxylin counterstaining, blue). A) Purkinje cell layerand
white matter from CID cerebella always corresponded with the lowest intensity of protein deposit
immunolabelling. B) Protein aggregates were not always associated with PrP* immunostaining. C)
Prp® ‘deposits were never observed in healthy controls. Scale bars: 50um in A; 20 um in B; 200 um in C.

A wide range of PrP*deposit profileswas found in the cerebella from CID patients, although
granular and coalescent patterns were the most frequently observed patterns in the molecular
and granular layers, respectively. The lowest intensity of protein deposit immunolabelling was
detectedin the Purkinje cell layer and in white matter.Specific immunostaining against
PrP*was notalways present in protein aggregates. No PrPSCdeposits were found in any control
samples (Figure 21).

Samples from CID patients showed an increase in GFAP immunostainingcompared with
healthy controls, which was especially evident in white
matter.Specificastroglialimmunostaining always appeared to be associated with protein

aggregates, regardless of the presence of PrP*deposition.
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Figure22.-Primary observations provided by light microscopic examination after the application of the
IHC protocol for GFAP detection (brown;hematoxylin counterstaining, blue).A) The increase in GFAP
immunostaining in CID cerebellawas especially evident around Purkinje cells and B) white
mattercompared to those from healthy controls, C) and D), respectively.E) Protein aggregates always
appeared associated with astroglial immunostaining. F) GFAP immunolabellingwas evident next to the
meninges in some CID samples. G) An intense radial gliosis in the molecular layers was primarily found in
CID cerebella with higher GFAP intensity. H) Meanwhile, a large number of varicose fibers parallel to the
pial surface were observed in CID cerebella with lower GFAP intensity.Scale bars: 50um in A, C, G, and H;
200um in B and D; 20 um in E; 100 um in F.
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Our previous findings regarding astroglial immunostaining in CID samples(Garcés et al.,
2016)were also confirmed here.An increase in the level of immunolabellingsurrounding
Purkinje cells andnext to meningeswas observed, andintense radial gliosis or large numbers of
varicose fibers parallel to thepial surface were observed in the molecular layer from cerebella

with higher or lower GFAP intensity,respectively (Figure 22).

Figure23.-Primary observations provided by light microscopic examination after application of the IHC
protocol for reactive microglia detection (brown; hematoxylin counterstaining, blue). A) An amoeboid
morphology was found in a degenerated granular layer. B) Purkinje cells were not found to be in close
associationwith reactive microglia. Ramified morphology was primarily observed in this cell layer. C)
Meanwhile, amoeboid shapes were more frequently found in white matter. Scale bars: 50um in A; 20 um
in Band C.

Immunolabelling corresponding to reactive microglia was found scattered over all examined
areasin control cerebella. It primarily presented a ramified morphology, except for inthe
cerebellum that had a degenerated granular layer, where an amoeboid morphology wasfound.
CJD samples demonstrated clear microglial reactivity,as the intensity of immunolabelling was
higherin all affected casescompared to controls. Although the distribution of the microglial
population (primarily located in white matter or in the molecular and/or granular layers)
varied among ClD-affected cases, Purkinje cells were not found to be in a close relationship
with this glial population. Moreover,a ramified morphology was primarily observed in the
Purkinje cell layer. Immunostaining with amoeboid shapes was more frequently found in white

matter (Figure 23).
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Figure24.- Images obtained by confocal microscopy for the detection of both types of glial cells assessed
in this study showed a more extensive interaction between microglia (red) and astroglia(green) in
cerebella from A) CID patients than in B) control patients (objectives: 10x, NA-03, capturing ROl and
CROP scan).

6.1.5 Discussion

The function of the central nervous system has been long explained by a neurocentric vision,
attributing all the primary information processing activities to neuronal cells. In recent years,
several studies have challenged this concept, revealing that non-neuronal cell components,
particularly glial cells, perform a dynamic range of functions that are essential for the
physiology of the brain(Chung et al., 2015; Salter & Stevens, 2017). Thus, there is growing
consensus that a more integrated level of neuroglial interactions needs to be considered to
have a comprehensive overview of brain functions and dysfunctions. The observations
presented here support the relevance of this interaction in the progression of
neurodegeneration associated with prion diseases.

Glial activation had been assumed to be merely a response to pathophysiological events.
However, recent data from preclinical and clinical studies have established that immune
system-mediated actionscontribute to and drive neurodegenerative disease pathogenesis.
Neuroinflammation has becomea current hypothesis for the basis
ofneurodegeneration(Ransohoff, 2016).

The fact that microglia play multiple roles in prion diseases is well established. This glial
population is assumed to play a major role in the pathological changes in these
diseases(Brown, 2001). The present study assessed a number of CJD cases for reactive

microglia in the brains of affected patientsin comparison with controls. An increasein reactive
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microglia has only been described in two cases in previous studies(Sasaki et al., 1993;
Mubhleisen et al., 1995). Based on animal models it has been suggested that microglial
activation precedes neuronal loss(Baker et al., 2002; Borner et al.,, 2011). In addition, an
inflammatory response mediated by microglia, astrocytes and cytokines in these diseases has
been proposed to be an early event in the pathogenesis of disease and appears toremain
activated for the duration of thedisease(Van Everbroeck et al., 2002).These excessive
inflammatory mediators could contribute to neuronal damage.Therefore, the results
presented heresupport the idea that the inhibition of microglial over-activation could be a
therapeutic strategy for alleviating microglia-mediated neuroinflammation.

Although the microglial response is thought to be more pronounced in the immature
brain(Hoozemans et al, 2011; Umekawa et al., 2015)and in earlier stages of
neurodegenerative disease(Hoozemans et al., 2005), the findings described here demonstrate
thatthe capacity to process and/or maintain this response against specific stimuli

remains,despite aging and disease progression.

It is known that activated microglia up-regulate many surface receptors, such as the major
histocompatibility complex (MHC), or complement receptors, secreting a variety of soluble
biologically active factors. The morphofunctional spectrum of microglia is highly regulated and
is reflected by various intermediate states of activation.The malleability of phenotype appears
to be the result of the very graded manner ofglial cell response to changes in
theenvironment(Graeber, 2010). There is an accepted distinction betweenphagocytosis by
ramified and amoeboid microglia during basal conditions and neurodegeneration,
respectively(Kettenmann, 2007; Sierra et al., 2010). However, thehigh phagocytic potential of
unchallenged microglia may be even further enhanced during neurodegeneration(Tremblay et
al., 2011), which could explain the observations ofboth phenotypes in the present study, as the
antibodieswhich have been used here recognize immunological activity.

The loss of microglial integrity may also contribute to tissue pathology(Heppner et al., 2015). It
is known that transformed microglial cells are indicative of a loss oftissue homeostasis.
Phenotypically transformed microglia should consequently raise suspicions that intrinsic tasks
are not being performed efficiently. The amoeboid pattern primarily observed in the white
matter from CJD samples, in this study, could be explained by a loss of microglial functions and
the consequent enhancement of disease conditions. A low accumulation of PrP*‘aggregates

was found in this layer.
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Microglial activation is followed by astrocyte activation. Activated microglia can initiate and
maintain astrogliosis. This suggests that the suppression of microglial over-activity might
effectively attenuate reactive astrogliosis(Zhang et al., 2010). Prion disease pathogenesis
entails altered astrocyte function, which may be considered an integral part of the
neuroinflammatory response. The presence of activated astrocytes around PrP*‘deposits is
well documented in prion diseases(Brambilla et al., 2013). In agreement with the observations
presented here, glial disorders should not be considered a late reaction to neuronal injury but
rather as an intrinsic component of the pathological process. In fact, astrocytes not only form a
glial scar in central nervous system diseases(Burda & Sofroniew, 2014), but their activation
may occur early in the course of neurodegenerative pathogenesis. Becausehypertrophy shown
by this glial population eventually results in deficient glutamatergic transmission, they could
possibly contribute to cognitive impairment(Olabarria et al., 2011).

With this study, a model of neuronal death in prion disease has emerged, indicating that both
microglia and astrocytes can either induce or exacerbate neuronal death induced by the
abnormal prion protein isoform. Despite some claims that the neurotoxic effect of PrP>*does
not require the effects of glia, gliosis andastrogliosis, appear to be clearly involved in the
deleterious mechanism of the toxic prion protein. Perhaps a combination of astroglial and
microglial effects could explain the neuroinflammation hypothesis by mediating or
exacerbating the toxic effects of protein accumulation in the brain.It had been demonstrated
that astrocytes can also act on microglia, creating a paracrine and autocrine feedback loop,
whereby microglia and astroglial derived factors regulate each other(Lotan & Schwartz, 1994;
Saijo & Glass, 2011). As a consequence, gliosis would mediate neuronal death. Microglial
impairment might paradoxically be sustained by inflammatory cytokines. This suggests that
neuropathology could be accelerated through a negative feedback loop. Ultimately, prolonged
microglia impairment would also be accompanied by a loss of trophic functions and the
elimination of protective properties. In vivo Alzheimer’s disease experiments have suggested
that the coexistence of microglia and astroglia diminishes the ability of microglia to digest and
degrade plaques(DeWitt et al., 1998). Therefore, activated astrocytes may exert a regulatory
effect (negative feedback) on the phagocytic activity of microglia. The close
relationship,demonstrated here by confocal studies, between astrocytes and
microglia,combined with the increase in both activated glial populations, would support this
cooperative action for neuronal damage.

In addition to microglia and astrocytes, other CNS resident cells, such as endothelial cells, can

contribute to neuroinflammation. Endothelial cells, a key element of the neurovascular unit,
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have been demonstrated to contribute to the entry of misfolded proteins into the brain in
prion(Sarasa et al., 2012)and Alzheimer’s diseasemodels(Sagare et al., 2012). In this
model,they have also been demonstrated to influence inflammation, due to mechanisms
influencing the efflux of amyloid and neurotoxic species. Additionally, other proteins, such as
growth factors and adhesion molecules,may enablethe influx of immune cells into the

brain(Grammas, 2011; Lyros et al., 2014).

In 2004,Marin-Tevaet al(Marin-Teva et al., 2004)demonstrated that microglia promotedthe
death of Purkinje cells in the developing mouse cerebellum. However, thelimited detection of
reactive microglia and, by contrast, the increased presence of astroglia in the Purkinje cell
layer detected in this and previous(Garcés et al., 2016)studies,would suggest the relevant
contribution or involvement of astroglia in this task.

With regards to thisneuronal cell type, Purkinje cellsarethe dominant elements involved in the
processing of cerebellar information(Apfel et al., 2002).The cerebellum controls motor
coordination, balance, muscle tone, motor learning and cognition. These functions are partly
mediated by neurons in the cerebellar cortex, which receive excitatory input from the
somatosensory system and the cerebral cortex. These excitatory inputs are relayed by
glutamatergic mossy fibers, originating in the brain stem and spinal cord. A single mossy fiber
makes synaptic connections with hundreds of granule cells, and thousands of these cells
provide excitatory input to Purkinje neurons. Inhibitory inputs are provided by the molecular
layer interneurons and perhaps by Purkinje cells.In agreement with the histopathological
findings observed here, the number of Purkinje cells in older animals has been shown to
decrease throughout the cerebellar cortex(Sturrock, 1989), and Purkinje cells in older animals
have been demonstrated to exhibit torpedoes(Baurle & Grusser-Cornehls, 1994). Moreover,
defects have been described as secondary to Purkinje cell loss, including the significant loss of
granule (Ghetti et al., 1978). It is difficult to determine whether Purkinje neuronal cell loss
occursin a random or orderly fashion,because cerebellar cell death is much more
topographically complex that generally appreciated(Sarna & Hawkes, 2003). All these findings
about Purkinje cells were similarly described in previous studieson Scrapie (prototype of prion
disease), where these neurons were concluded to play a relevant role in
neurodegenerationand were simultaneously the most damaged and protected cell type in the

studied area(Hernandez et al., 2014; Sarasa et al., 2015).
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In these previousmorphological studies on Scrapie, a similar intense radial gliosis was observed
as was observed in some of the CJD samples here, which corresponded with terminal stages of
the disease. Meanwhile, those showing an increasing number of fibers parallel to thepial
surface resemblednon-terminal cases (a lesser progression of neurodegeneration).A similar
astroglial pattern was also recently described in the cerebella of patients with Alzheimer’s
disease(Alvarez et al., 2015). Some authors point to specific novel glial cells as being good
candidates for involvement in the pathogenesis of this neurodegenerative disease(Dzamba et
al., 2016), based on their proliferative properties and the capacity for neuron and astrocyte
regeneration(Elsayed & Magistretti, 2015). Both features result in increased interest in thiscell
type during neurodegeneration.

Understanding how glial response is triggered in association with protein accumulation under
the pathological conditions characteristic of CJD may highlight novel targets for therapeutic
intervention, not only for prion disease but also for prion-like disorders. In fact, several
attempts to achieve therapeutic interventions have been recently published. One of these
studies strongly supports the important contribution of microglia within the prion disease
process,identifying the nature of the response through the gene expression analysis of isolated
microglia(Vincenti et al., 2015). Our previous studies point to astroglial cells being involvedin
the pathogenesis of not only CID but also of Alzheimer’s disease(Garcés et al., 2016). The
consistent relationship between both microglia and astroglia and protein aggregates,
demonstrated in this morphological study, and constitutes an innovative contribution to
understanding prion diseases. This relationship has also been suggested to be involved in
various neurodegenerative disorders, such as Alzheimer’s, Parkinson’s or Huntington's

diseases, amyotrophic lateral sclerosis and multiple sclerosis (Liddelow et al., 2017).

Finally, it would be relevant to emphasize the importance of studying human brain material to
provide reliable results. It has become a common practice in Neurobiology, and in research in
general, to extrapolate from experimental models to natural disorders. However, there are
large differences between animal models and humans, and this is the likely reason why many
conclusions drawn from studies performed on animal models fail to reflect actual mechanisms
of disease. Unfortunately, these studies have certain limitations, which prevent the formation
of broader conclusions. On many occasions, only partial data on patients are available, and the
clinical history, dominant symptoms and even PrP genotype, are unknown.

In conclusion, proteinopathies, such as Alzheimer’s, Parkinson’s and Huntington’s diseases,in

which aberrant proteins spread throughout the brain during disease progression, may share a
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molecular basis andmechanisms of propagation. Therefore, studies elucidating the interaction
between gliosis and prion propagation are relevant to these other neurodegenerative
diseases, by providing new targets for therapeutic intervention.

The observations presented here demonstrate the involvement of astroglial and microglial
cells in all of the CID cases studied and would support the current controversy about

neuroinflammation as a cause of neurodegeneration.
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6.2 MORPHOLOGICAL CHANGES OF GLIA IN PRION AND

A PRION-LIKE DISORDER
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6.2.1 Abstract

Several neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s, Parkinson’s and Huntington’s are
considered to be prion-like disorders in that they are all proteinopathies where in aberrant
proteins spread throughout the brain during disease progression, and thus they may share
molecular basis and mechanisms of propagation. Therefore, studies elucidating mechanisms of
prion propagation may be relevant to other neurodegenerative diseases. While substantial
progress has been made, the pathogenesis of these neurodegenerative diseases is still largely
unknown, and as consequence, to date no truly effective treatments that prevent onset or
delay progression of these diseases have been identified. In addition to propagation of
misfolded proteins, these diseases all induce a host response that includes activation of
astrocytes and microglial cells. However, in our opinion, the glial response in each of these
diseases has not been well-defined.

Since a role for glial response in prion disease has been clearly demonstrated in a previous
study concerning Scrapie in sheep, a similar approach to analysis of astrocytic gliosis has been
taken here for Creutzfeldt-Jakob (CJD) and Alzheimer’s (AD) diseases. Here, morphological
analysis of glial cells in cerebella from CID and AD patients (as the most common prion and
prion-like disorders, respectively) was performed.

The results presented in this study support the involvement of glial cells not only in the
pathogenesis of CID, but also of AD. A relationship between intensity and morphology is
observed in astroglia from the molecular layer in both pathologies. By contrast, the
involvement of microgliosis in AD-affected samples showed a lower relevance from that
observed in CJD, since reactive microglia were much more abundant in prion disease.

Further analysis of the role of gliosis in CID and AD, as well as other neurodegenerative
diseases, may well advance knowledge of the mechanisms underlying these diseases and may

also provide new targets for therapeutic intervention.

Keywords:Alzheimer’s disease, Prion diseases, Glia, Creutzfeldt-Jakob disease.
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6.2.2 Introduction

Current evidence supports the idea that many neurodegenerative diseases share specific
features with prion diseases. Molecular mechanisms consisting of aggregation and spreading
of misfolded proteins that are characteristic for each of them show similarities and, as a result,
they have been included in a prion-like disease group (Fernandez-Borges et al., 2013). Stanley
Prusiner, the first scientist to identify the unique characteristics of prion disease, has even
applied the term ‘prion’ to the specific aberrant proteins in each of these diseases that are the
pathological hallmark, including B-amyloid in Alzheimer’s and a-synuclein in Parkinson’s
disease(Prusiner, 2012 and2013). At microscopic level, all these disorders show
histopathological insults such as amyloid deposits, neuronal loss, neurite degeneration and
gliosis. The present study is particularly focused on contributing to knowledge concerning the
latter — gliosis.

Astroglia were initially thought to simply support neurons. More recent research has
demonstrated they are essential for correct functioning of the central nervous system (CNS).
Astrocytes are a cooperative component with neurons in the physiology, metabolism and
homeostasis. They play a critical role in establishment of the blood brain barrier (BBB),
embryological CNS development, neurotransmission, and tripartite synapsis(Abbott et al.,
2006; ladecola & Nedergaard, 2007; Perea et al., 2009; Sofroniew, 2009; Sofroniew & Vinters,
2010; Barry et al., 2014). The other glial cell type, microglia are the main immune cells in
CNS(Streit & Kincaid-Colton, 1995; Graeber & Streit, 2010). In response to any CNS injury, a
glial multicellular response is detectable(Burda & Sofroniew, 2014). Specifically in regards to
neurodegenerative disease, an association between reactive astroglia and / or microglia with
aberrant protein deposits has been described(Beach et al., 1989; Itagaki et al., 1989; Diedrich
et al., 1991; Sikorska et al., 2009). However, in our opinion, the role of these cellular
populations in the neurodegenerative process has not been sufficiently elucidated. Astroglial
and microglial subpopulations may have dual roles in the neurodegenerative disorders,
exerting both neuroprotective and neurotoxic effects in CNS (Ekdahl et al., 2009; Sofroniew,
2009;Graeber & Streit, 2010).

The present study was initiated as a result of our interesting findings concerning involvement
of glial cells in neurodegeneration in sheep affected with Scrapie, a natural prion disorder. The
main aim of the study here was to compare and contrast morphological alterations of glial cells

in cerebella from Creutzfeldt-Jakob disease (CID, as the most common prion disorder) and
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Alzheimer’s disease (AD, as the most common prion-like disorder) as revealed by

immunohistochemical labeling with specific markers for astrocytes and microglia.

6.2.3 Materials and Methods

Samples

This study was performed on sagittal sections of cerebellar samples from 10 CID (Spanish brain
banks from Hospital Universitario Fundacion Alcorcon, Madrid) and 10 AD (Hospital
Universitario Gregorio Maraidn or Psiquidtrico de Ciempozuelos from Madrid) patients. All
cerebellar sections included a representative area from molecular, Purkinje cell and granular
layers, and white matter. All tissues were all formalin-fixed, formic acid inactivated for 1 hour,
paraffin embedded, sectioned at 4 - 5 um, and mounted on Vectabond pre-treated glass slides.
The immunohistochemical protocols, as follows, were then performed on tissue sections after

overnight incubation at 56 2C and deparaffinization through graded alcohols.

GFAP immunohistochemistry

After endogenous peroxidase inactivation by incubation of sections with peroxidase blocking
reagent (DAKO, Hamburg, Germany) for 5 min, sections were incubated with a monoclonal
primary antibody against glial fibrillary acidic protein (GFAP, 1/500, 30 min RT; DAKO,
Hamburg, Germany) followed by incubation with enzyme-conjugated polymer Envision™ -
labeled rabbit secondary antibody (30 min, RT; DAKO Hamburg, Germany). Labeling was
performed using DAB PLUS (10 min) as chromogen.

Morphology and intensity (high, medium, or low) of GFAP immunostaining were assessed in

each layer from all the cerebella.

Reactive microglia immunohistochemistry

For reactive microglia labeling, the protocol was the same as that for GFAP, but CD68 and
MHCIl primary antibodies were used (1/500 and 1/200, respectively; DAKO Hamburg,
Germany) and the incubation was 30 min at RT.

Morphology and intensity (high, medium, or low) of reactive microglia immunostaining were

assessed in each layer from all the cerebella.
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6.2.4 Results

GFAP immunostaining

While the focus of this study was morphology, the intensity of GFAP immunostaining for the
AD and CJD samples was also classified as described above: high, medium, or low intensity. The
following astrocytic morphologies were consistently observed in samples from both CID and
AD patients, and consisted of three main findings: first, GFAP immunolabeling was increased
around Purkinje cells (Figure 25); second, fibrillar labeling in the molecular layer corresponding
to radial (Bergmann) glial labeling, and third, a horizontal astroglial profile. The radial glia
labeling was found in those samples with high GFAP intensity and, conversely, the horizontal
glia labeling in those with a low GFAP intensity (Figure 26).

GFAP immunolabeling was consistently detected in association with protein aggregates in
both, AD and CID tissues (Figure 27). Also in both CID and AD tissue, GFAP immunolabeling

appeared next to the meninges in many occasions (Figure 28).

Figure25.-GFAP detection by immunohistochemistry in cerebella from AD (A), CID (B) and control (C)
cases show an evident increase of immunolabeling around Purkinje cells
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Figure26.-GFAP immunolabelling in cerebella evidenced two different astroglial profiles in the molecular
layer from samples affected by both pathologies, AD (A and C) and CJD (B and D), respectively: a radial
profile when high GFAP intensity (A and B) or a horizontal profile when lower GFAP intensity were
detected (C and D). GFAP immunolabelling in cerebella from control cases are also showed.
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Figure27.-GFAP immunolabeling was always detected in association with protein aggregates in AD (A)
andCJD samples(B)
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Figure28.-GFAP immunostaining appeared next to meninges in AD (A) and CID (B) cerebella in many

occasions.
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Figure29.- Reactive microglia immunostaining in cerebellum differs depending on the pathology
studied:scarce, mostly ramified and located in white matter from AD samples (A); or abundant,
combined ramified -amoeboid and extended over all the layers from CID patients (B).

Reactive microglia immunostaining

Both ramified and amoeboid activated microglia was detected in all cerebellar layers from all
CJD samples. In contrast, little microglia activation was seen in AD tissues. Only in two AD
samples was some microgliosis detected, and it was mostly limited to white matter and

presenting ramified morphology (Figure 29).
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6.2.5 Discussion

Both astrogliosis and microglial activation consistently appear in brain tissue from patients
suffering from neurodegenerative disease(Sofroniew, 2009; Sofroniew & Vinters, 2010;Burda
& Sofroniew, 2014). Despite constituting a universal finding across many neurodegenerative
diseases, there has not been the focus on this response that is afforded the proteins that are
implicated in each disease. The present study constitutes a preliminary approach to determine
whether glial changes observed in a human prion disease, CID, agree with those observed in
the most prevalent prion-like disease, AD. To our knowledge, this is the first morphological
study performed with the aim to compare the specific alterations of glial cells in these two
neurodegenerative diseases. We focused focused on microglia and astroglia, due to their roles
in immune function and therefore, in neuroinflammation. Neuroinflammation itself is
considered either causative or contributory to the pathogenesis of neurodegeneration(Bonifati
& Kishore, 2007; Sofroniew, 2009).

Cerebellum is a brain area affected in all CJD patients, but in AD patient involvement of this
area is less evident. However, results presented here indicate that astroglia show similar
morphological changes in cerebellum from patients suffering either pathology. Labeling
around Purkinje cells had been seen previously in Scrapie-affected sheep (Hernandez et al.,
2014) and is seen again here in both CID and AD. In cerebella from AD affected patients,
neuronal loss and astrocytosis has previously been assessed, but in that study only familial and
sporadic Alzheimer’s disease were compared(Fukutani et al., 1996). The demonstration here
that Purkinje cells are the most ‘protected’ neurons has been evidenced by ultrastructural
studies in Scrapie, where they were revealed to be the most damaged neurons too.
Vacuolation preferentially occurred around these neurons (Sarasa et al., 2015). This finding
indicates that the normally protective role of astrocytes may become deleterious in advanced
disease.

Similar findings pointing to Purkinje neurons as playing a role have been reported for Guam
disease or Amyotrophic lateral sclerosis / Parkinsonism-dementia complex (Sebeo et al., 2004).
As a whole, Purkinje cells appear to constitute one main target of neurodegeneration, not only
in prion but also in prion-like diseases. Further studies focused on the interaction between this
neuronal population and astroglia are being currently undertaken in order to elucidate this
finding. Astrocytic ability to protect but also damage neurons might explain that the

neurodegenerative progress is found closely associated to these glial cells.
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Another notable observation here consists of the relationship between intensity and
morphology observed in astroglia from the molecular layer. The intense radial gliosis observed
in samples showing higher GFAP intensity suggests an advanced stage of the disease in
agreement with conclusions provided in the Scrapie model(Hernandez et al., 2014). Those
samples showing a lower GFAP intensity showed a decrease of radial morphology while a
different horizontal morphology appeared instead; they could correspond to an earlier stage of
the disease based on the observations described in the study developed in the Scrapie model
cited above. Cerebellar radial glia are used as ‘scaffolds’ guiding neuroprogenitor cells during
development. This could suggest a glial stem cell response with the aim of compensating for
neuronal loss, as previously proposed (Barry et al., 2014) on the basis of the evidence of that
radial glial cell are important progenitor cells that contribute to gliogenesis. Furthermore, the
relevance of studies developed in prion naturally affected animals is confirmed here as a
reliable tool for helping to understand observations in affected human samples. Unlike in
human disease, studies of Scrapie in sheep allow variable to be controlled and disease
progress defined; the results of these studies may be extrapolated and provide useful
information in regard to human disease. This association would predict what is happening in
the neurodegenerative progress affecting humans.

By contrast, the involvement of microgliosis in AD affected samples differed greatly from that
observed in CJD. Microglial activation appears to be less relevant in cerebellar tissue in AD
than in CJD since reactive microglia were much more abundant in prion disease. However,
other studies have indicated a higher significance for the role of microglia in AD. This could be
explained due to the brain area studied or to the close relationship of this glial population with
misfolded protein deposits or plaque - associated phagocytic activity, in prion disease (Sikorska
et al.,, 2009) as well as in AD (Morgan, 2009). Thus, microglial activation is likely of greater
significance in areas of brain wherein protein aggregates are found in AD, such as the
hippocampus and cortex. Additional studies focused on further brain areas are planned in
order to confirm this hypothesis.

The aggregation and spreading of aberrant proteins in prion and prion-like disease triggers a
glial response. This glial response may itself impact the onset, progression, and severity of
disease. To fully reveal the pathogenesis of prion and prion-like disease, there should be

continued focus on both the astrocytic and microglial response to disease.
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6.3 SIMILAR PATTERNS OF ACTIVATED NEUROGLIA ARE SHARED BY
PRION AND PRION-LIKE DISORDERS
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6.3.1 Abstract

Neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s and Parkinson’s, are considered prion-like
disorders because they are all proteinopathies in which aberrant proteins spread throughout
the brain during disease progression. The overall aim of this study is to determine how glial
cells are commonly involved in the neurodegeneration progress observed in all these
pathologies. The suggestion that they are cell types in which prion diseases and prion-like
disorders have common behaviour is the hypothesis on which this study is based.
Morphological and distribution differences in astroglial and microglial cells in the cerebellum
from prion and prion-like disease-affected patients were assessed here by histopathological
and immunochemical tools.

To our knowledge, this is the first study to focus on the comparative assessment of glial
profiles in these human brains. A higher involvement of the activated microglial population in
prion diseases than in prion-like disordersand an evident increase in astroglial activation with
specific patterns shared by cerebella from all disorders studied were the main findings
described here.

Neuro-protective strategies for these disabling disorders with unavoidably lethal outcome are

particularly. Astroglia might become a potential candidate for these therapeutic aims.

Keywords:Prion diseases, prion-like disorders, astroglia, microglia, neuroinflammation
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6.3.2 Introduction

Currently, the association between neurodegenerative processes and neuroinflammation is
undeniable. The presence of reactive microglia, release of cytokines, alteration of the blood
brain barrier (BBB) and even neuronal death are hallmark elements belonging to the
neuroinflammation hypothesis(Estes & McAllister, 2014). This neuroinflammation always
appears to be associated with neurodegenerative diseases without the presence of external
immune cell infiltration(Estes & McAllister, 2014; Filiou et al., 2014;Crotti & Glass, 2015). All of
these features are directly or indirectly related to glia, giving this cell population a key role in
the neurodegenerative process(Pasqualetti et al., 2015; Ransohoff, 2016). The glial population
includes several heterogeneous cell populations. Based on their links to the immune response,
studies regarding this hypothesis have mainly focused on microglia and astroglia.

As the main immune cell of the central nervous system, microglia are considered a critical
player in neuroinflammation, and their activated phenotype is a specific marker of
neurodegeneration. On the other hand, astroglial cells support the cells that form the BBB,
establish close contact with neurons and play a regulatory role with microglia. Their activation
is always observed in neurodegenerative tissues, and recent works have associated it with
neurotoxicity (Ransohoff, 2016). However, the role of astrocytes in neuroinflammation is often
understated (Jiang & Cadenas, 2014).

Currently, some authors suggest that several neurodegenerative disorders, such as
Alzheimer’s, Parkinson’s and Huntington's disease, frontotemporal dementia and amyotrophic
lateral sclerosis, should be grouped together. They present molecular mechanisms of specific
protein aggregation and spreading similar to those demonstrated for aberrant prion proteins.
As this is typical of the pathological proteins found in prion diseases, they are all included in
the same cluster called prion-like disorders (Prusiner, 2013). All of them have fatal outcomes.
Palliative or medical treatments have been evaluated during recent decades without
conclusive results. Therefore, there is an evident lack of knowledge of the pathogenesis of
these brain disorders(Prusiner, 2012; Fernandez-Borges et al., 2013;DiSabato et al., 2016).

As gliosis is broadly known as a chronic insult found in the brains of patients affected by
proteinopathies, by focusing on glial populations, neurological progress may be more fully
understood. The purpose would be to finally find a therapeutic target.

Efforts that have begun with this aim using natural Scrapie as a model of prion disorders have
provided very interesting findings. A close relationship between astrogliosis and the

neuropathological features associated with prion diseases was evident. An indisputable
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involvement of astrocytes in prion progression was also demonstrated (Sarasa et al., 2012;
Hernandez et al., 2014). Based on these outstanding findings, the present study presents a
novel morphological approach that suggests glia as a cell type with similar behaviour in prion
diseases and prion-like disorders.

The specific objective of this study is to compare the astroglial and reactive microglial profiles
present in cerebellar sections from patients affected by prion and prion-like diseases to more
fully understand the potential role of glia in the neurodegenerative process characteristic of all
these pathologies.

The cerebellum is not the primary damaged region in most of these disorders because each
one has been mainly associated with other brain regions. However, it has been selected on the
basis of previous studies developed in Scrapie with comparative purposes. It is also important
to consider that pathologies examined here affect the whole central nervous system(Sjobeck &
Englund, 2001; Sebeo et al., 2004;Mirdamadi, 2016). Moreover, this region is certainly prone
to injuries based on anatomical and physiological basis (Sarna & Hawkes, 2003). It also seems

to be a reference point to detect neuroinflammation(Lyoo et al., 2015).

6.3.3 Materials and Methods

Samples

The present study was performed on samples provided by several banks from the UK brain
tissue network following the national legislation guidelines on this matter. The samples came
from the Centre for Clinical Brain Sciences, University of Edinburgh (cases affected by
Creutzfeldt-Jakob disease, CJD, Alzheimer’s disease, AD and motor neuron disease, MND),
Centre for Neuroscience, Parkinson’s UK Brain Bank (cases affected by Parkinson’s disease, PD)
and the Institute of Psychiatry, London Neurodegenerative Diseases Brain Bank (cases affected
by Huntington’s disease, HD and frontotemporal dementia, FTD). Additional samples were
used as non-dementia controls.

A total of 21 fixed sections corresponding to cerebellar sagittal samples at the vermal level,
including Purkinje cells, granular and molecular layers and white matter, were studied. They

corresponded to three different affected cases from each of the pathologies at the final stage.
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Methodology

Three - five millimetre slices from each individual were paraffin-embedded, from which 5 um
were sectioned and histologically (haematoxylin - eosin staining, H/E) or histochemically
processed after formic acid treatment for prion inactivation (1 h) on all occasions.

After HE staining, all samples were assessed by light microscopy to identify neuropathological
lesions.

GFAP immunolabelling

After endogenous peroxidase inactivation by incubation of these sections with peroxidase
blocking reagent (5 min; DAKO, Hamburg, Germany), the sections were incubated with a
primary antibody against glial fibrillary acidic protein (GFAP, 1/500 for 30 min RT; DAKO),
followed by an incubation with enzyme-conjugated polymer Envision™ (30 min, RT; DAKO).
Then, DAB PLUS (10 min) was used as the chromogen. Sections were counter-stained with
haematoxylin.

Reactive microglia detection

The protocol used for reactive microglia labelling was the same as that applied for GFAP, with
the exception of the primary antibody. In this case, CD68 (1/500, 30 min RT; DAKO) and MHCII
(1/200, 30 min RT; DAKO) were used.

Light microscopy examination

Both GFAP- and reactive microglia-immunolabelled sections were thoroughly assessed in each
cerebellar layer for morphology and distribution variations in the labelling. After
immunohistochemical processing, all marker immunostaining was scored from negative (-) to
maximum (++++) by evaluating the density and the extension of the labelling deposits by light

microscopy in each layer from each cerebellum.
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Statistical analysis

Rating data were entered into an Excel spreadsheet and analysed using Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) software (version 22.0).

The Kruskal-Wallis test was performed for analysis. As significant differences between the
groups were detected, post hoc testing was performed to identify the groups with respect to

controls which significant differences existed (Scheffe).

6.3.4 Results

The main findings observed by histopathological examination are described below.
Degeneration of the granular layer was found in three of the cases studied (from MND, FTD
and control patients, respectively; Figure 30).

Moderate or severe tissue damage of the Purkinje cell layer and swelling of their neurites were
very often observed (Figure 30).

Spongiosis always appeared in the CJD cerebella (Figure 30). Moreover, this histopathological
lesion could also be observed in some prion-like samples (although presenting a more irregular
morphology, distinguishable from that typically present in CID cases; Figure 30). Meanwhile,

the control samples did not show vacuolation (Figure 30).

Iy e R ‘copy
(haematoxylin - esin staining, HE) (A) Granular layer degeneration was observed in
some cases, as shown here in a Frontotemporal dementia (FTD) specimen. (B)
Decrease and swelling of Purkinje cells were very often observed, as shown in a
Parkinson’s disease (PD) specimen. (C) Typical vacuolation associated with prion
disease is evidenced in a Creutzfeldt-Jakob disease (CID) specimen. (D) Vacuolation
presenting an irregular morphology distinguishable from that typically found in CID is
shown in an FTD specimen. (E) No vacuolation was found in the control specimen. (F)
Protein aggregates found in the molecular Ié;léc# from a PD specimen.
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Most samples showed protein aggregates mainly in the molecular and Purkinje layers but also

in granular layers (the latter at a lower frequency).

An outstanding and constant finding consisted of astroglial immunostaining detected in

intimate association with protein deposits on all occasions (Figure 31).

o SRR D
N a0

Figure31.- Astroglial immunostaining was always detected surrounding protein
aggregates in Purkinje cells or molecular layers from (A) Alzheimer’s disease, AD, (B)

PD, (C) Huntington’s disease, HD, (D) FTD, (E) Motor neuron disease, MND and (F)
CID-affected cerebella.
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Figure32.- Inmunohistochemical pattern distribution observed when astroglial (GFAP) or reactive microglial
(CD68 + MHC Il) markers were assessed in sagittal cerebella corresponding to AD, PD, HD, FTD, MND and CJD
as well as control specimens are shown.

Concerning GFAP immunostaining, a radial (upper row) or horizontal (parallel to the pial surface; lower row)
profiles were consistently observed in the molecular layer. Astrogliosis and Purkinje cell damage are shown
in close association.

With regards to CD68 and MHC |l studies, sparse immunostaining (mostly ramified or dystrophic
morphology) was mainly located in white matter in samples from AD, PD, HD, FTD, MND and control.
However, inmunolabelling was highly extended, even in the granular layer, in the CID specimen.
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Although significant differences were found only for the HD group (p < 0.05; although p = 0.07
forCJD group), an increase in the intensity of GFAP immunostaining was observed in samples
from all neurodegenerative diseases in comparison with controls. All pathological cerebella
shared similar findings concerning GFAP detection, showing two alternative profiles in the
molecular layer: an intense radial gliosis when GFAP intensity was higher (Figure 32) or
matching varicose fibres parallel to the pial surface when GFAP intensity was lower (Figure 32).
Astrogliosis seemed to be correlated with Purkinje cell loss on some occasions or at least with
their damage.

Astrogliosis and microgliosis distribution are shown per layer in Figure 33. One of the most
noteworthy findings consisted of null semi-quantitative scores for microglial,in contrast to the
highest for astroglial cell counts in the Purkinje cell layer.

Reactive microglia immunostaining was observed only sparsely in cerebella from prion-like
disease-affected patients. The intensity and pattern were similar to those of the control
patients. These glial cells mainly presented a ramified or dystrophic morphology (Figures 32).
Meanwhile, additional microglial shapes (rod-like and amoeboid, specifically) were found in
the CID cerebella. The extent of immunolabelling detecting reactive microglia was much higher
in prion-affected cerebella than that detected in prion-like disease and control sections (Figure
32). Post hoc testing showed the existence of significant differences between them (p< 0.05).
Microglial cells were extended to all layers in the former and were mostly located in white
matter in the latter. Only in a few cases were they also present in the granular layer.

Astroglial and reactive microglial distribution patterns in the matched control group for

comparison aims are illustrated in Figure 32.
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Figure33.-Astroglia and microglia scores between groups (AD, PD, HD, FTD, MND CJD and control) in
different layers are compared. Y axes represent semi-quantitative scale mean, and bars represent +SE; *
p < 0.05, Kruskal-Wallis, Scheffe post hoc.
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6.3.5 Discussion

To our knowledge, this is the first study to focus on the comparative assessment of glial
profiles in human brains from affected prion and prion-like disorder patients. To suggest
specific glial subpopulations in which prion diseases have an involvement similar to prion-like
disorders was the final objective of the present study. A morphological approach using the
cerebellum as an encephalic region prone to injuries and a reference area in
neuroinflammation research has been performed to this end.

Prion-like disorder is a new medical term referring to neurological proteinopathies with a
common denominator: disease-causing proteins spread in the brain in the same way as that
first reported for prions(Prusiner, 2012; Fernandez-Borges et al., 2013;Prusiner, 2013). Despite
the fact that, until recently, this common feature has been considered a leading factor in the
neurodegenerative process that has been the main research focus, the pathogenic
mechanisms are still unknown. Consequently, current therapeutic and palliative treatments
are ineffective.

Historically, research regarding neurodegenerative disorders has focused on neurons as the
main player in the neurodegenerative mechanism. However, more recent studies suggest glia
as prominent contributors to this mechanism and even in some instances to disease initiation.
The link between the neuroinflammation hypothesis and the main neurodegenerative
disorder, such as Alzheimer’s disease (Rogers et al., 1992; Guerriero et al., 2017), has also been
extended to other neurodegenerative diseases (Hirsch et al.,, 2012; Crotti & Glass, 2015;
Radford et al., 2015). Alteration of the BBB(Zhao et al., 2015)and release of cytokines are
characteristics of this neuroinflammatory process(Estes & McAllister, 2014; DiSabato et al.,
2016), and direct or indirectly, these features are related to glial cell population(Crotti & Glass,
2015).

In fact, microglial activation seems to be accepted as the main process leading to
neuroinflammation (Derecki et al., 2014). Microglia constitute an immune network scanning
any pathological changes in the microenvironment(Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al.,
2005). Because of their enormous plasticity, they can change their morphology and show a
broad spectrum of phenotypic appearances corresponding to different disease
states(Kreutzberg, 1996; Streit et al., 2014;Bachstetter et al., 2015). This particular feature is in

accordance with results provided here, where differences among microglial shapes depending
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on the pathology would suggest a higher involvement of this activated glial population in prion
than in prion-like disorders. Ramified amoeboid morphologies of these glial cells extended
throughout the prion-affected cerebella demonstrate their evident activation(v Eitzen et al.,
1998; Brown, 2001). As the amoeboid phenotype corresponds to the most activated
shape(Boche et al., 2013; Streit et al., 2014) and is associated with the phagocytic state, the
presence of this phenotype in prion disease samples seems to be stimulated by the high
accumulation of pathological prion protein (Muhleisen et al., 1995). This would also justify the
absence of amoeboid microglia in prion-like disease-affected cerebella, as this brain area does
not constitute the preferential site for the accumulation of the characteristic aberrant protein.
Overall, the role of microglial activation in neurodegeneration may be related to their
phagocytic properties for aberrant protein removal to a higher extent than with other
functions attributed to this cellular type.

On the other hand, microglial cells showing dystrophic appearance may indicate
neuropathological impairment. They are probably capable of releasing cytokines to stimulate
the inflammatory brain response, presumably by astrocytes(Bianco et al., 2005; Saijo & Glass,
2011;Cekanaviciute & Buckwalter, 2016). In fact, it has been recently demonstrated that
activated microglia can induce astrogliosis with neurotoxic functions(Liddelow et al., 2017).
The findings described in this study would be in accordance with this possible induction.
Although the astroglial population remains only indirectly associated with neuroinflammation,
our previous studies using natural Scrapie as a prion model demonstrated an indisputable
relationship between this glial population and the propagation and evolutionof the
disease(Sarasa et al., 2012; Hernandez et al., 2014). The present study provided findings in the
same line concerning not only prion but also other neurodegenerative disorders studied here.
Astrocytic profiles similar to those found in the Scrapie model were shared by all of them. This
confirms astrocyte activation as a common denominator for prion and prion-like disorders. The
consistent presence of astroglial populations around protein deposits reinforces the
involvement of these glial cells in neurodegenerative progress.

Those astroglial immunohistochemical patterns found in the cerebella from patients affected
by all disorders included here were similar to those reported in the study dealing with natural
Scrapie as a model of prion diseases. They matched up with Bergmann glia or varicose fibres
parallel to the pial surface, suggesting that the glial stem cell response protects against or
compensates for neuronal loss (Alvarez et al., 2015). To determine whether they represent
different states as neural progenitors for neuroglial cells, further studies focused on their role

as stem cells are currently being developed.
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On the other hand, the highest affectation of the Purkinje cell layer observed in the cerebellum
from all samples assessed here has also been previously reported in relation to other
neurodegenerative disorders (Sarna & Hawkes, 2003). A close relationship between an
increase in hypertrophic astrocytes and loss of Purkinje cells in this layer has also been
postulated in familiar (Fukutani et al., 1996)and sporadic AD(Garcés et al., 2016). Similar
observations were also provided by the Scrapie model used by our group in the previously
cited study (Hernandez et al.,, 2014). When they were closely observed in ultrastructural
studies, vacuolation preferentially occurring around Purkinje cells displayed a close relation
with glial cells(Sarasa et al., 2015). This fact again points to astroglia as the main cellular type
involved in neurodegenerative lesions.

Several hypotheses have been formed about the potential role of neuroglia in
neuroinflammation, although they are still under discussion. These cells could exclusively have
a neuroprotective role due to immune properties(Wyss-Coray et al., 2001; Liu et al., 2017).
However, they could also imply a neurotoxic effect provoked by over-activation deriving from
chronic inflammation(Streit et al., 2004; Heneka et al.,, 2015). They could also alter
homeostasis, causing brain damage or functional loss.

In conclusion, the present study represents a novel advance regarding this subject because
astroglial activation has been confirmed as a common cellular denominator for prion and
prion-like disorders in the area assessed. The involvement of astrocytes as key elements in the
pathogenesis and pathology of diseases and injuries of the central nervous system has been
addressed in a very recently published study (Ferrer, 2017), suggesting that their knowledge
will permit a better understanding of brain ageing and neurodegenerative diseases as complex
disorders in which neurons are not the only players.

Moreover, similar immunohistochemical patterns for this astrocytic reaction found in the
cerebella from patients affected by all neurodegenerative disorders suggest a glial stem cell
response. Further studies are necessary to clarify their protective or neurotoxic role in

neurodegenerative progression.
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6.4 MORPHOLOGICAL STUDIES FOR ASSESSMENT OF GLIAL
ALTERATIONS IN ORDER TO DETERMINE THEIR POTENTIAL
ASSOCIATION WITH DIFFERENT PRION TYPES
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6.4.1 Abstract

The aim of this study was to describe regional profiles of astroglial and microglial activation in
Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) types in order to analyze the influence of prion strain. The
intensity and distribution of astrogliosis, activated microglia, PrP* accumulation and
spongiform changes in cerebellum and frontal cortex were comparatively assessed with non-
dementia patients in a total of 18 brains, representative of the entire spectrum of CJD types.
Microglial activation correlated to astrogliosis. Spongiosis, but not PrP* deposition, correlated
to both astrogliosis and microgliosis. At ultrastructural level, astrocytic gliofilaments were
consistently observed in relation with pathological changes associated with prion disease.
Despite no differences in the extent and distribution of these both variables were seen among
disease types, specific morphological glial changesare shared by all cases, regardless the
causing prion type. This confirms that neuroglia play a leading role in the neurodegenerative

process.

Keywords: astroglia, microglia, interlaminar astroglia, prion types, cortex, cerebellum.
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6.4.2 Introduction

Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) is a progressive neurodegenerative syndrome characterized
bylong incubation periods and fatal outcome. The most accepted hypothesis to causative
agent in this group of neurodegenerative diseases is the accumulation of misfolded prion
protein (PrP*; Prusiner1982). In the neuropathological frame, PrP* deposition is the most
important feature that stands out among others as vacuolation, neuronal loss and gliosis.
Althoughthe lack of immune response was classicallyjoinedto prion disease pathogenesis, glial
involvement has beenconsistently evidenced(Diedrich et al., 1991; Moser et al., 1995; Liberski
et al., 1997; Giese et al., 1998; Kovacs et al., 2005; Carroll et al., 2016; Krejciova et al., 2017)
pointing out this cellular population as a crucialplayeraccording with the current
neuroinflammatory hypothesis(Estes & McAllister, 2014; DiSabato et al., 2016; Kempuraj et al.,
2016; Ransohoff, 2016).

Several authors tend to hold microglia responsible for the neurodegenerative process
characteristic of this group of diseases, as it is the main immune cell of the central nervous
system(Brown et al., 1996; Peyrin et al., 1999; Gomez-Nicola et al., 2013). Studies about them
and their morphological alterations seem to elucidate relevant information about the role of
their activation in the neurodegenerative diseases(Boche et al., 2013; Streit et al., 2014).
Evidence indicates that this activated cellular type, besides contributing to the clearance of
damaged cellular material and protein aggregates, may induce a neuroinflammatory state
which accelerates the development of neurodegeneration (Graeber et al., 1994).

In contrast, astroglia was initially considered as building a cellular network in order to support
neurons (Sofroniew & Vinters, 2010). But somestudies establishing close collaboration
between these glial cells, microglia and brain blood barrier (BBB) have been reported(Abbott
et al, 2006; ladecola & Nedergaard, 2007). Furthermore, some othersproviding
additionalevidence that astrocytes mightcontribute to the pathogenesis of neurodegenerative
diseases (Marella & Chabry, 2004; Yamanaka et al., 2008; Gu et al., 2010; Liddelow et al., 2017)
have been also published.Based on this lead role of gliosis as key regulator of
neuroinflammation, some studies so far have addressed the issue of astrocytic and microglial
activation in prion diseases, establishing at the same time a potential neurotoxic(Brown, 1999;
Peyrin et al., 1999; Marella & Chabry, 2004; Crespo et al., 2012; Gomez-Nicola et al., 2013) or

neuroprotective role (Zhu et al., 2016; Aguzzi & Liu, 2017; Carroll et al., 2018)for both cellular

types.
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On the other hand, the widely known phenotypic heterogeneity of prion diseases establishes
the existence of several CID types depending on its origin (genetic, acquired or
sporadic;lronside et al., 2017). This variability depends on prion strains, defined by natural
infectious isolates characterized by distinctive clinical and neuropathological features which
are faithfully recapitulated in animal models by transmission studies(Bruce et al., 1993).

A recent study proposes microgliosis profiles as valid support to molecular and
histopathological typing as they contribute to prion strain characterization(Franceschini et al.,
2018b). However, our recent study focused on the analysis of histopathological lesions,
PrP*“ deposition, astroglial and microglial activationdid not show prion strain influence when
sCID and fCID were preliminary compared(Monzén et al.,, 2018). To our knowledge, an
exhaustive study about the possible relationship among all these findings which constitute
neuropathological hallmarks of prion diseases encompassing cases of different CID types have
been not developedto date. Despite morphological studies are considered to exclusively
provide descriptive results by some authors, to link neuroinflammation and glial phenotypic
changes in neurological diseases constitutes a current research topic in several World’s top
journals.

Thus, in order to contribute to the determination of the actual role of host immune response
in prion diseases, to characterize the morphological, distribution and intensity profiles of
astroglial and reactive microglialpopulations as pivotal leaders in the neuroinflammatory
process inthe different human prion diseases(genetic, gCID;iatrogenic, iCID; variant, vCJD;
sporadic, sCID; and variably protease-sensitive prionopathy,VPSPr)is intended here. Each
profile will be correlated with histopathological findings and PrP** accumulation in cerebellum
and frontal lobe samples as one of the most and the least affected encephalic areas,
respectively. In contrast to previous studies, the final aim consisted of paying special attention
about common observations to all CJD types regarding morphological changes instead of

diversity among them.
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6.4.3 Material and methods

Samples

All samples were kindly provided by the UK brain tissue Network following the guidelines on
this matter of National legislation. They came from Centre for Clinical Brain Sciences of
University of Edinburgh and consisted of a total of 21 affected cases by different subtypes of
CJD (sCID, vCID,gCJD, iCID and VPSPr) and 3 additional non-dementia controls (Table 5).

Table5.-Clinical data of CID patients affected

Patient Aetiology Gender Age Genetic data PrPisotype
1 Sporadic M 70 MM nil 2
2 Sporadic M 70 MM nil 2
3 Sporadic F 78 MM nil 1
4 Sporadic M 71 MV nil 2
5 Sporadic F 63 MV nil 2
6 Sporadic F 71 MV nil 2
7 Sporadic M 74 VV nil 2
8 Sporadic F 73 VV nil 2
9 Sporadic F 77 VV nil 2
10 Familial F 56 MM E200K na
11 Familial M 78 MV E200K na
12 Familial F 53 MM E200K na
13 latrogenic (GHT) M 42 MM nil 1
14 latrogenic (GHT) F 34 MV nil 1+2
15 latrogenic (DURA) F 27 MM nil 1
16 Variant M 59 MM nil 2B
17 Variant M 62 MM nil 2B
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18 Variant F 32 MM nil 2B
19 VPSPr M 66 A%

20 VPSPr F 76 WV IMWt

21 VPSPR M 66 MV

22 Control F 69

23 Control M 63

24 Control M 74

Formalin-fixed sections of 3 - 5 mm corresponding to sagittal cerebellar (including granular,
Purkinje cell, molecular layers and white matter) and frontal cortex (including | to VI layers and
white matter) samples were included in the study. Tissue slices were treated by immersion in
formic acid for 1 h for prion inactivation.

Five um sections from all samples were sectioned and histologically (haematoxylin - eosin
staining, H/E) or immunostaining processed for several antibodies following previously
described protocols(Monzon et al., 2018).

Research protocols applied on these samples were approved by the Ethical Committee for
Clinical Research from Government of Aragén (CEICA; REFERENCE NUMBER: PI 15/0036, Acta
N2 05/2015).

GFAP immunolabelling

After endogenous peroxidase inactivation by incubation of all sections with peroxidase
blocking reagent (5 min; DAKO, Germany), they were incubated with a primary antibody
against glial fibrillary acidic protein (GFAP, 1/500 for 30 min RT; DAKO), followed by an
incubation with enzyme-conjugated polymer Envision™ (30 min, RT; DAKO). Then, DAB PLUS

(10 min) was used as chromogen. Sections were counter-stained with haematoxylin.
Reactive microglia detection
The protocol used for reactive microglia labelling was the same as that applied for GFAP, with

the exception of primary antibody. In this case, CD68 (1/500, 30 min RT; DAKQO) and MHCII
(1/200, 30 min RT; DAKO) were used.
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PrP* detection

Briefly, it was necessary to include an epitope unmasking protocol consisting of 96% formic
acid immersion (5 min), digestion with proteinase K (5 min, RT; Life Technologies, USA) and
autoclaving in distilled water (10 min). After incubation with a specific prion protein antibody
(12F10 at 1/1700 dilution; SPI Bio, Darmstadt, Germany) for 1 h RT, EnVision™ mouse
polymer (DAKO, Glostrup, Denmark) for 30 min RT as visualization system was used.
Following the previously described scoring system (Monzdn et al. 2018), allimmunolabelled
sections were thoroughly assessed in each layer regarding morphology, intensity and
distribution variations.

In accordance with it, scoreswere fromnegative (-) to maximum (++++) according with the
density and the extension of the labeling deposits.Spongiosis was also subjectively scored
according to the number of vacuoles, from absence(-) to very high number
(++++).Furthermore, immunostaining morphology for each marker was classified according
with prior described patterns: linear, granular, spot, coalescent or plaques, pericellular, patchy,
perivacuolar, perivascular, plaque-like, plague (kuru,unicentric, multicentric, florid plaque,
miniplagues), coarse or synaptic, for PrP*, severe diffuse, moderate, perineuronal or radial, for

GFAP (Sofroniew 2009); ramified, amoeboid, dystrophic or rod-like for reactive microglia.

Statistical analysis

Rating data were entered into an Excel spreadsheet and analysed by the Methodological and
Statistical Support Service of Research Support General Service - SAl, University of Zaragoza.
With the aim of testing for normality of the distribution, Kolmogorov Smirnov test was
conducted. Kruskal-Wallis test was performed for analysis. As significant differences between
the groups were detected, Mann Whitney U test post hoc testing (Bonferroni correction) was
performed to identify the groups which significant differences existed.

Correlation between all variables analysed was measured by Pearson’s correlation.

P values<0.05 were considered statistically significant.

Electron microscopy studies

With the aim of visualizing potentialmorphological alterations in the different CID types an

ultrastructural study was performed. Post-fixation with glutaraldehyde 2.5% and 2% osmium
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before embedding in araldite (Durcupan, Fluka AG, Buchs SG, Switzerland) was followed in all
cases. Ultrathin (0.08 um) sections were cut from 1% toluidine blue stained semi-thin sections
(1.5 um), collected on Formvar coated single-slot grids and counterstained with 1% uranyl
acetate and Reynold’s lead citrate for 10 min. Samples were examined under FEIl Tecnai G2

Spirit (60,000 KV).

6.4.4 Results

Evaluation of glial profiles in different CID types.-Overall, the degrees of GFAP and activated

microglia immunoreactivity were significantly related to CJD types in both regions of the brain
(P< 0.001 in all cases except for microglia in cerebellum where P = 0.007; Table 6). The highest
GFAP immunostaining was achieved by iCID (3.25+0.87) and sCJD (2.29+1.02) cerebellar and
cortical samples, respectively. Microglial immunoreactivity showed low intensity in all samples
but especially in iCJD, vCJD and VPSPr where they ranged between 0.50 - 0.83 in cerebellum
and 0.29 - 0.76 in frontal cortex. The highest values were found in cerebellum from sCID

(1.47+1.21) and frontal cortex from fCJD (1.95+0.80).

Table6.- Correlation among spongiosis, PrP* accumulation,astrogliosis and microgliosis in all CID types
analysed in the study (Pearson’s correlation).

Prps° GFAP Microglia
Pearson’s correlation 301" 164" 205"
Spongiosis
p-value 0,000 0,008 0,001
Pearson’s correlation 1,00 -0,06 0,09
PrP
p-value 0,313 0,127
Pearson’s correlation 1,00 219"
GFAP
p-value 0,000

Correlative analysis among microgliosis, astrogliosis, spongiosis and PrP*~accumulation.-

Interestingly, PrP* deposition was not related to any glial profiles (Table 6). However,
spongiosis correlated to activation of both, astroglial (R=0.164; P=0.008) and also microglial
(R=0.205; P=0.001) populations. Moreover, activation of these both glial cells highly correlated
each other (R=0.219; P= 0.000).
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Figure34.-Spongiosis, PrP* accumulation, astrogliosis and microgliosis scores in different
layers from cerebellum are compared and drawn in box plots.
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Figure35.-Spongiosis, PrP** accumulation, astrogliosis and microgliosis scores in different layers from
frontal cortex are compared and drawn in box plots.
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Atypical unicentric plaques were seenin vCJD and also multicentric ones in some sCJD cases.
Miniplaques in molecular layer of cerebellum was detectedin one sample of VPSPr (Figure 37).
As expected, white matter showed the lowest PrP* accumulationin relation to grey matter

from both brain regions (0.46+0.72 in cerebellum and 0.3310.76 in frontal cortex).
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Figure38.- Spongiosis, PrP* accumulation, astrogliosis and microgliosisscores in cerebellum

from different prion types are compared and drawn in box plots.
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Figure39.-Spongiosis, PrP* accumulation, astrogliosis and microgliosis scores in frontal
cortex from different prion types are compared and drawn in box plots.

In contrast, glial activation significantly increased reaching the highest values in this matter of
astrogliosis (2.96+0.69 and 2.54+0.93) as well as microgliosis (1.92+1.02 and 1.92+0.78) in

cerebellum and frontal cortex (Figures 34 and 35, respectively).
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Surprisingly, when variables regarding glial activation were assessed to depend on individual
patient genotypes, no statistical differences were found when microgliosis was assessed, but
they were when astrogliosis was (P<0.001). The MM1 subjects showed the highest astroglial
(2.91+0.70) as well as microglial (2.91+1.45) activation (Figures 38 and 39).

Glial morphological changes.- As found in our previous studies (Garcés et al., 2016; Monzon et

al., 2018), all pathological cerebella shared two alternative GFAP immunostaining profiles in
molecular layer. It consisted of a mainly radial pattern when astroglial intensity was higher or

matching varicose fibres parallel to pial surface when it was lower (Figure 40).
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Figure 40.-Immunohistochemical patterns observed when astroglial marker (GFA'P) was assessed
in sagittal cerebella corresponding to each CID subtypes as well as control specimens.

Alternative (A-F) radial and (G-L) horizontal (parallel to the pial surface) profiles were consistently
observed in the molecular layer.
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Figure41.- A) NG2 and B) PrP* immunostaining in molecular layer from a vCID
cerebellum.

In an attempt to approach to identify this last pattern as specific progenitor
cells,immunohistochemistry for NG2 detection (METER cita Julio) was carried out on some of
these samples this identity. Some NG2 positive cells machted with pericellular PrP* deposits

(Figure 41).

Concerning the cortical brain region analyzed, mild GFAP staining in meninge of control
samples which evidently raised its intensity in |, Il and Il layers coinciding with typical astrocyte
morphology of supragranular layers called interlaminar glia were detected. This morphology
showed in all samples that defined as “cable-like” fibers with radial morphology (Figure 42).

On the other hand, in CJD samples an increase of meninge GFAP staining and the rise of
number of typical GFAP cells + with spheric morphology in external layer were found. The
interlaminar glia showed several morphological changes that varied from disorganization,
disappearing and/or replacement by typical stellate astroglial cells, increase of number of
terminal masses and disruption of interlaminar glial cells (Figure 42). An increase of astrocytes
surrounding blood vessels were found in internal layers.

In panencephalopahic case, the highest reactive morphology with sphericalpale nucleus and
few cellular extensions were showed. Spherical astroglia was observed in WM. The
interlaminar astrogliashowed the thickest fibers in spite of the destruction of typical

cytoarchitectonic of the frontal cortex.

139



RESULTADOS

Figure42.- Different morphological changes of interlaminar astroglia in CID cases A) Interlaminar
astroglia in healthy control B) Replacement of interlaminar astroglia by typical stellate astroglial cells
machting with increase of astrogliosis. C) Increase of number of terminal masses of interlaminar
astroglia D) Increase of diameter of terminal masses. E) Disruption of interlaminar glia in I - Ill frontal
cortex CID F) Atypical case of increased thickening of interlaminar astroglia in panencephalopathic C/D

(Magnification: 200x, except for D) 400 x).

Figure 43.- Glial cells associated to protein deposits. A) Astrocityc process associated to
Kuru plaque in granular layer of cerebellum. B) Microglial process associated to protein
aggregation or clustered morphology associated to protein deposit. Magnification: -
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D) Rod-like E) Dystrophic.

Specific astroglial immunostaining always appeared associated with several protein
aggregates, not exclusively kuru plaques. Concerning microglial labeling, it was found to be
associated with protein aggregation or clustered morphology associated to protein deposit,

but in scarce occasions(Figure 43).

Figure 44.- Microglial morphology found in CID frontal cortex. A) Amoeboid B) Rod-like
C) Dystrophic.
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Ramified reactive microglia scattered over all the examined areas from control cerebella was
found. Except for those cerebella which had presented granular layer degenerated where
amoeboid appearance was evidenced. In CID cases different morphological patterns were also
associated with intensity degree in this brain region: amoeboid, activated ramified, rod-like
and dystrophic (Figure 44). Microglia in Purkinje cell layer remained ramified pattern unlike
those in white matter frequently showing amoeboid shapes.On the contrary, in all CID frontal
cortex dystrophic pattern was constant despite amoeboid, rod-like and clustered (in
association with protein deposits; Figure 45) were also found in some occasions. Control cortex
showed a scattered sparsely microglial immunostaining. All healthy control cortex samples
showed a reduced quantity of microglial cells in comparison with CJD samples and sometimes

with dystrophic morphology.

Ultrastructural findings.- Because they came from tissue banks, despite samples showed well-

preserved membranes, mitochondria crests and homogeneous content in the matrix, they
showed a much poorer preservation of their ultrastructure in comparison with themselves in
case they had been fixed with aldehydes to acquire higher quality images. Moreover, it is well
known the spongiotic changes associated with CID neurodegenerative process cause the huge
tisular damage visualized in all following micrographs. This makes harder to distinguish
pathologic lesions from artifacts due to fixation at this sub-cellular level.

However, all CJD samples allowed observing distinctive ultrastructural pathological changes of
prion disease in relation with intermediate gliofilaments. This organelle, as the most
characteristic component in astrocytes, was located in close association with characteristic

lesions as vacuolation or alteration of myelin (Figure 46).
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Figure 45.-An evident increase of astroglial filaments were found to be associated with
(a)alteration of myelin and b) vacuolation (membrane disruption and curled fragments inside).

6.4.5 DISCUSSION

The hallmark neuropathological features of prion diseases are spongiosis, misfoldingprion
protein deposits and gliosis. Traditionally, pathological prion protein accumulation and their
relation to neuronal death have monopolized prion research, despite gliosis has been always
found in prion-affected brains. Immunological function of glial cells had classically remained on
the sidelines in this group of diseases.

Nevertheless, in recent years the neuroinflammatory hypothesis has suggested that host
immune system is deeply involved in neurodegeneration, playing an accelerating or even
causing role in this process (Estes & McAllister, 2014; Pasqualetti et al., 2015; Ransohoff,
2016). Inflammation implicates variations in levels of immunological molecules (cytokines and
interleukins), blood brain barrier (BBB) breakdown and leukocyte infiltration. This last
characteristic is found neither prion diseases nor other neurodegenerative diseases, but it
makes the difference with classic inflammation showed in other brain pathologies caused by
infectious pathogens.

The present study has been focused on reactive astroglia and microglia as major glial cells
involved in the immune response and consequently, in the process of neuroinflammation.
Cerebellum, as one of the most affected encephalic areas and frontal cortex, as a brain region
wherein prion propagation is more retarded in CJD types have been included. Furthermore,

it results relevant to point out the fact that biopsies from these both brain regions have been
used for diagnosis of clinical CID cases. Some previous studies have been developed in order to

establish different glial profiles in order to support molecular and histopathological typing for
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prion strain characterization (Franceschini et al. 2018; Kim et al. 2018). On the contrary, the
study presented here represents an attempt to establish for first time specific variations of
neuroglia activation as a common denominator for all prion types.

This and other published quantitative studies have demonstrated a high heterogeneity of glial
distribution and intensity among different CJD types, probably in accordance with individual
host immune system role. Perhaps it is also because, as known,neuroinflammationis not
homogeneous, affecting cerebral areas not equally and that is why glial cells, although being
defined as a fundamental part of the process, do not behave equally in all cases. Probably,
different phases of a lineal process which is occurring are showed in each sample. Several
actors would take part in this event of neuroinflammation. The close correlation between
astrogliosis and microgliosis demonstrated in this study would support this hypothesis
proposingthat a combination of both glial type effects could explain the neuroinflammation by
mediating or exacerbating the toxic effects of protein accumulation in the brain. But apart
from this, the fact of describing glial hyperplasia / hypertrophy closely related to spongiosis as
pathological change associated with prion disease,confirmed by ultrastructural examination in
this and our previous studies on animal (Sarasa et al., 2012 and 2015) as well as human prion
(Monzdn et al. 2018)affected brains, indisputably support the essential role of neuroglia in
neurodegenerative process. All together,it would support a potential cooperative action
between astrocytes and microglia for neuronal damage as previously suggested by some other
authors.

Spite of microgliosis has been strongly associated to PrP* deposits in the frame of sCID
suggesting the existence ofdiverse microglial patterns associated to different subtypes of sCID
some exceptions have been detected. For instance, the MMT2 subtype is an exception
(Franceschini et al., 2018a). Some factors as the disease progress, besides the microglial
pleomorphism which is highly related to different functions or microglial states could explain
this.

By the other hand, the lack of correlation between PrP* deposits and glial profiles would
confirm the idea that not only misfolded protein deposit would cause neurodegeneration. It
would discard the hypothesis about the neurotoxic effect of PrP* with no requirement of these
historically supporting cells.Ilt might be a much more complex process, being the consequence
of the neuroinflammatory process (Gomez-Nicola et al., 2013; Obst et al., 2017).

According to our results in all types of CJD, other authors found no association between

spongiosis and PrPsc deposition in sCJD and vCID tissue (MacDonald et al., 1996; Armstrong et
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al., 2001, 2003). This fact confirms that other pathological events could occur in prion disease,
maybe, compatible to neuroinflammatory process, the glial cells are main character.

However, this and our previous qualitative studies about morphological astroglial changes
(Garcés et al.,, 2016; Monzdén et al.,, 2018) constitute a useful tool for approach to prion
pathogenesis by evidence of common profiles shared by all CID cases, even regardless prion
types. Several studies had been focused on the involvement of this glial cell in prion diseases
by using cell cultures or experimental animals, but just few of them make a comparative study
of their morphology among the different types of CJD. And those developed, as mentioned
above, constituted an attempt to establish differential glial profiles in order to help to identify
each CID type (Franceschini et al. 2018). Just the opposite of our objective pretended here
which consists of determining neuroglia as a common turning point for prion disease.

Our results show a morphological and intensity shift in glial cells in the two brain areas studied,
frontal lobe and cerebellum.In cerebellum, the morphological change between radial and
varicose glia in molecular layer of cerebellum, had been reported in our previous studies in
prion disease, in natural Scrapie model (Hernandez et al., 2014),gCJD and sCJD (Monzén et al.,
2018) and Alzheimer’s disease (Garcés et al., 2016). For the first time,these resultshave been

observed in all CJD subtypes including VPSPr, a sporadic prionophaty.

Finally, an outstanding finding indispensable to be highlighted is following described.In the
frontal lobe of all CID types morphological changes in interlaminar astrogliahave been
detected for the first time. It had been previously describedonly in Alzheimer’s disease
(Colombo et al., 2002)and bipolardisorder (Webster et al., 2001).This cellular type is an
astroglial population exclusively located in the frontal cortex of primates (Colombo & Reisin,
2004) and humans (Colombo et al., 1997) whose role is actually unknown. The results provided
here about the morphological changes concerning this specificastroglia in prion diseases are in
agreement with those described for Alzheimer’s disease(Colombo et al., 2002). The variations
evidenced in bipolar disorder are less pronounced and only mess or shortening of this cellular
type was shown (Webster et al., 2001).

Thus, this morphological alteration has been associated with neurological signs.Maybe the
prodromal phase of prion diseases including neurological symptoms(Zerr & Parchi, 2018) could
be reflectingthese astroglial changes,as pointed out by other authors ( Kim et al. 2018).

In healthy state, it forms palisade or cable-like structures which cover the one to four layers of
cerebral cortex. In neurological diseases such as Alzheimer’s disease (Colombo et al., 2002),

Down syndrome (Colombo et al., 2005) and psychological disorders (Webster et al., 2001) have
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been reported alterations in this peculiar glia. For the first time, similar resultsare shown in
prion diseases. These pathological changes have been mainly characterized as palisade
disorganization, even breakdown, and massive presence of thicker terminal masses.

The presence of thicker terminal massesobserved in some CJD cases here, had been detected
in aged or adult (Colombo et al.,, 1997) as well as in Alzheimer’s disease affected cases
(Colombo et al.,, 2002). Its explanation seems to be to constitute a structure where a re-
emplacement of intermediate filaments is happening. Nevertheless, the physiological changes
occurring in these cells still remain unknown.

In those cases where the breakdown of the characteristic palisade of this astroglial type is
evidenced, thisneuropathologicalchange might be triggered by alteration of the homeostasis
associated with prion protein presence. Disruption, or even absence, described in this peculiar
astroglial type, might also concur with subsequent images of a continuous process. Similarly,
different astroglial shapes had been associated to different disease stages in natural Scrapie

III

cerebellum model, varying between protoplasmatic or typical “star-like” astrocyte form to
adult radial astroglia or varicose form (Hernandez et al. 2014). These cells probably alter their
morphology as consequence of central nervous system damage as strategy to repair it.
Perhaps, they are disrupted or replaced by another astroglial type with this aim. Their
immunoreactivity against NG2 as oligodendroglial progenitor marker, even considered as
fourth glial type with astroglia, microglia and oligodroglia (Nishiyama et al., 2009; Dimou &

Gallo, 2015; Kuspert et al., 2016), supports that glial stem cell response could confer an

attempt to protect against or compensate for neuronal loss.
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7 CONCLUSIONES

1. Mediante una revisién bibliografica exhaustiva sobre las principales enfermedades
neurodegenerativas que afectan a la especie humana, se llega a la conclusién de que todas
ellas no sdlo comparten la acumulacidn de proteinas incorrectamente plegadas, sino también
muchas caracteristicas neuropatoldgicas y moleculares. De hecho, la clasificacionde algunas
patologias, se solapa con las de otras. E incluso su diagndstico resulta complicado al presentar

caracteristicas neuropatoldgicas asociadas a mas de una de estas patologias.

2. Los trabajos realizadosen esta tesis demuestran cambios morfoldgicos especificos en
relacion con la activacidon de la astroglia como denominador comun en las enfermedades
pridnicas y en las prion-like. Estos hallazgos representan un avance en el conocimiento de
estas patologias al evidenciar que no sdlo las neuronas sino también esta poblacién neuroglial
estdn implicadas en el proceso de neurodegeneracion. Pero también constatan el valor de las
enfermedades pridnicas como modelo valido para el estudio de Ilas patologias

neurodegenerativas en el marco de la hipdtesis neuroinflamatoria.

3. Los resultados obtenidos a partir del conjunto de los estudios incluidos en esta tesis,que
evidencian de manera constante alteraciones en la astroglia y en menor medida en la
microglia, en todas las enfermedades neurodegenerativas estudiadas,sugieren un papel

relevanteen el proceso neurodegenerativo de ambas poblaciones gliales.

4. Segun los estudios comparativos llevados a cabo en los diferentes tipos de enfermedades
pridnicas (eECJ, gECJ, iECJ, VEC) y PVSPr) se demuestra la alternancia de dos patrones
astrogliales en la capa molecular del cerebelo en todas ellas. Por su morfologia, podria sugerir
una potencial actividad neurogénica, aunque se necesitan estudios adicionales para

confirmarlo. Esta misma observacion se repite en las muestras de las enfermedades prion-like.
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5. Los cambios morfoldgicos relacionados con la astrogliainterlaminar que solo habian sido
observados en la enfermedad de Alzheimer, se describen también por vez primera en las

enfermedades pridnicas.

6. En el estudio llevado a cabo, ademas de evidenciar la activacién microglial frente al proceso
neurodegenerativo, se observa por primera vez la microgliadistréficaen las enfermedades

pridnicas.

7. De acuerdo a los hallazgos descritos en los estudios neuropatoldgicos incluidos en esta tesis,
se ha descartado la correlacidn estadistica entre la activacion glial y la acumulacién de PrP™.
Sin embargo, se demuestra dicha correlacidn entre las células gliales en relaciéon con las
principales caracteristicas histopatoldgicas de la neurodegeneracidn, lo que confirman los

estudios ultraestructurales llevados a cabo.
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