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RESUMEN

Recientes estudios sobre la Enfermedad de Alzheimer (EA) apuntan a la desregulacion del metabolismo lipidico como
una de las bases moleculares de su patogenia. Esta hip6tesis se basa esencialmente en la implicacién demostrada
del gen ApoE4 como principal factor de riesgo genético para el padecimiento de esta demencia, que se asocia con
una cascada de acontecimientos protagonizados por una ruptura de la homeostasis, principalmente de los acidos
grasos, dentro del SNC. El objetivo de este trabajo ha sido demostrar si, en las demas enfermedades
neurodegenerativas que comparten rasgos neuropatoldégicos comunes con la EA, también existen alteraciones en
los patrones de distribucion de los depodsitos lipidicos, aplicando una tincién fluorescente especifica frente a lipidos
(LipidTox). Los hallazgos descritos en este trabajo confirman por primera vez esta relacion, abordando la
fisiopatologia de la neurodegeneracion desde una perspectiva novedosa, y apoyando de nuevo el protagonismo de

las células gliales reactivas en el proceso de neurodegeneracion.

Palabras clave: neurodegeneracién, neuroinflamacion, metabolismo lipidico, Enfermedad de Alzheimer, depdsito

lipidico, enfermedades priénicas y prion-like



ABSTRACT

Recent studies concerning Alzheimer's Disease (AD) suggest the disruption of lipid metabolism as a pivotal molecular
underpinning within its pathogenesis. This hypothesis derives its essence from the discernible involvement of the
ApoE4 gene as the preeminent genetic risk factor associated with this debilitating form of dementia, intimately linked
to a cascade of events precipitating the disturbance of homeostasis, particularly pertaining to fatty acids, within the
central nervous system (CNS). The primary aim of this study has been to ascertain whether other neurodegenerative
diseases, sharing neuropathological features with AD, evidence concomitant alterations in the distribution patterns
of lipid deposits. A fluorescent staining technique targeting the lipid deposits (LipidTox) was applied with this purpose.
The conclusions drawn here confirm for first time this relationship, thus engaging in a novel paradigm for
comprehending the physiopathology underlying neurodegeneration, whilst supporting the significance of reactive

glial cells in the inexorable neurodegenerative process.

Key words: neurodegeneration, neuroinflammation, lipid metabolism, Alzheimer s disease, lipid deposit, prion and

prion-like diseases



1. INTRODUCCION

1.1 ,QUE ES LA NEURODEGENERACION?

La neurodegeneracién es un proceso que tiene lugar en el sistema nervioso central (SNC) caracterizado por la
pérdida y disfuncion neuronal. Este tipo de enfermedades son progresivas, provocando una degeneracion que se
extiende a practicamente la totalidad del tejido nervioso en el transcurso de la enfermedad y que tiene un curso
irreversible. Han recibido diferentes clasificaciones atendiendo tanto a la distribucion anatomica de la
neurodegeneracion (frontotemporal, trastornos extrapiramidales...), los principales signos clinicos que la

caracterizan (demencia, parkinsonismo...) o la proteina a la que se asocia (sinucleinopatia, taupatia...) (1).

Algunas de las enfermedades neurodegenerativas mayormente conocidas son la enfermedad de Alzheimer (EA), la
de Parkinson (EP) o la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA). Todas estas enfermedades han sido asociadas con la
edad, dado que su prevalencia aumenta en paises donde la poblacion esta mas envejecida. Ante la inexistencia de
tratamiento, es importante encontrar asociaciones moleculares que nos ayuden a diagnosticarlas y prever su

progresion de una manera temprana.

En la neuropatologia de todas estas enfermedades ha sido descrita la acumulaciéon de alguna proteina con un
plegamiento anémalo. Un ejemplo muy estudiado de ello es la EA, donde acimulos de B-amiloide y/o proteina tau
han sido observados en las muestras estudiadas. Se cree que la presencia de estas proteinas patoldgicas genera
en la célula nerviosa un estrés que desencadena eventos citotoxicos, disfuncion sinaptica, neuroinflamacion, dafo
en el DNA, disfuncion mitocondrial... lo cual la lleva a entrar en un proceso de muerte neuronal mediada en su mayor

medida por apoptosis o0 necrosis.

La apoptosis puede ser activada por ligandos extracelulares o senales intracelulares tales como la deteccion de dano
en el DNA o la activacion de p53, que desencadenan una alteracion en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial iniciando la cascada apopt6tica. La consecucion de esta via lleva a la creacion de cuerpos apoptoticos
en los que residen parte del contenido celular degradado, y que posteriormente seran fagocitados por células de la

microglia.

En el caso de la necrosis, el contenido intracelular sale al exterior tras la pérdida de la integridad de la membrana

pudiendo activar mediadores inflamatorios a este nivel, principal diferencia con la apoptosis (2).

1.2 ASOCIACION DE NEUROINFLAMACION Y NEURODEGENERACION

La neurodegeneracion y los cambios que en ella se producen estan cobrando una gran importancia en el campo de
la investigacion en los Ultimos afos debido al gran aumento en la prevalencia de este tipo de enfermedades en

relacion con el envejecimiento de la poblacion.

Algunos de los cambios que se han observado conjuntamente en estas enfermedades tienen que ver con la
disfuncién mitocondrial, el dano en el ADN, el aumento del estrés oxidativo o la neuroinflamacién. En relacion con
esta Ultima, constituyendo la hipétesis mas aceptada sobre la posible causante de todas estas patologias

neurodegenerativas, postula que estos cambios en morfologia y funcién que tienen lugar en el tejido nervioso llevan



a la activacion del sistema inmune que alli se alberga. Las células que tienen esta funcién en el SNC son las células
gliales, entre las que se incluyen los astrocitos y microglia. La funcién fisioloégica de la microglia es el mantenimiento
de la homeostasis del tejido nervioso, fagocitando las células apoptéticas, microorganismos o restos celulares,
remodelando las uniones nerviosas, interpretando senales que les llegan del medio extracelular, participando en el
buen funcionamiento de la barrera hematoencefalica (BHE) o participando directamente en la sinapsis junto con
astrocitos y neuronas. De esta forma, representan la primera linea de defensa dentro del SNC, por lo que tiene
sentido que se encuentren activadas en patologias donde existe una disrupcion en el funcionamiento neuronal,

basada fundamentalmente en el depésito de una proteina patégena (3).

Segln una de las hipotesis recientes, la activacion microglial lleva a su diferenciacion en dos fenotipos con
funcionalidades diferentes: neuroprotector (M2) y neurotéxico (M1). Por lo general, en el transcurso de las
enfermedades neurodegenerativas las células de la neuroglia pierden su funcién neuroprotectora y aumentan su
faceta neurotdxica, cambiando de igual modo la expresion de moléculas proinflamatorias e inmunorreguladoras
como el IL1B, TNFa, IL-6 u éxido nitrico. Este cambio fenotipico al neurotéxico también se ha visto relacionado con
algunas enfermedades sistémicas como la obesidad, la resistencia a la insulina o la Diabetes Mellitus tipo Il (DM2),

las que a su vez son consideradas como factores de riesgo que precipitan la neurodegeneracion (4).

Cabe mencionar por separado el papel del astrocito en el mantenimiento de la homeostasis dentro del tejido
nervioso, siendo responsable de mantener la barrera hematoencefalica, sirviendo de soporte energético a las
neuronas, regulando el equilibrio extracelular, eliminando células muertas, participando en la neurogénesis y
actuando como sostén mecanico definiendo las capas que conforman el SNC (3). Su activacion en las diferentes
enfermedades neurodegenerativas, debido probablemente a estimulos inflamatorios, lleva consigo un cambio
morfolégico y funcional, que implica variaciones en la expresion de diversos receptores de membrana. Uno de los
mas estudiados en los Ultimos anos es la apolipoproteina E (ApoE), por la relacion de una de sus isoformas, E4, no
s6lo con una acumulacion lipidica en el SNC en los pacientes con EA, sino también con una mayor velocidad de
propagacion dentro de las taupatias, promoviendo la gliosis (cambios hipertréficos y/o hiperplasicos de las células
gliales), pérdida de la oligondendroglia y neurotoxicidad astrocitaria (5)(6). Un esquema de las vias por las que el

astrocito puede ser activado lo encontramos en la Figura 1.
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Asi, la neuroinflamacion como mecanismo central en la patogenia de las enfermedades neurodegenerativas consiste
en una compleja red de procesos interrelacionados en los que los astrocitos y las células microgliales juegan papeles
esenciales. Se piensa que una activacion desregulada podria provocar una reaccion inflamatoria anormal que lidera
la muerte neuronal finalmente. La perturbacién en el crosstalk entre microglia, astrocitos y neuronas causa
neurotoxicidad y deterioro cognitivo (8). Recientes estudios describen la presencia de estados reactivos de estas
estirpes celulares en las patologias neurodegenerativas relacionando estos cambios con la pérdida de su funcién
protectora y reparadora. El fallo en la labor fagocitica de neuronas danadas y proteinas incorrectamente plegadas
gue tiene de manera inherente la microglia, junto con el deterioro de la funcién homeostatica de los astrocitos,

agravan el proceso inflamatorio iniciado, exacerbando la neurodegeneracion (9).

De hecho, se ha demostrado que el depésito de a-sinucleina en el caso de la EP o del B-amiloide en el caso de la EA,
promueven la activacion inmune de estos subtipos celulares creando un ambiente proinflamatorio que lleva al dano
y muerte neuronal, proceso en el que se desemboca siempre la neurodegeneracion. Para sustentar esta teoria, hay
estudios en los que se han creado ratones knock-out en los principales genes de las moléculas proinflamatorias que
determinan el cambio fenotipico astrocitario a su forma toxica: ILa, TNFa y C1q afectados de ELA. A través de este
silenciamiento, se consiguié frenar la progresion del deterioro motor y prolongar la esperanza de vida en mas de un

50%, lo que demuestra el papel fundamental de la poblacién glial en el proceso de muerte neuronal (10).

1.3TIPOS DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

En este trabajo estudiaremos muestras de cerebelo de las enfermedades descritas en este punto, por lo que se ha
intentado hacer hincapié en los cambios que hasta ahora se han descrito a nivel histopatolégico en esta area

anatémica encefalica.

1.3.1 ALZHEIMER (EA)

Es la enfermedad neurodegenerativa mas prevalente que inicia con una clinica tipica de pérdida de memoria y
dificultades para el aprendizaje de conceptos nuevos. Aunque los sintomas iniciales sean éstos, tiene un curso
progresivo en el que se acaban afectando otras funciones superiores como la atencion, las gnosis, la praxis, la
personalidad y el comportamiento social. Se han identificado diferentes variantes que pueden empezar con sintomas
menos frecuentes al inicio como la logopénica, en la que destaca la clinica de afasia. Para la valoraciéon del estadio

y la gravedad de la demencia se han elaborado escalas como la Clinical Dementia Rating (CDR).

Actualmente su diagnéstico se basa en hallazgos fisiopatolégicos como placas extracelulares de B-amiloide y ovillos
neurofibrilares en el interior de neuritas formados por proteina tau hiperfosforilada. Estas acumulaciones patologicas
llevan a una desregulacion de la sinapsis y pérdida neuronal asociada a neuroinflamacion y gliosis. Dichos cambios
son objetivables gracias a la neuroimagen donde se ve un aumento de captacion en el PET en las etapas mas
tempranas de la enfermedad y pérdida de volumen en areas hipocampales y de la corteza conforme avanza la

demencia (11).

Cabe mencionar que la expresion de ApoE en su isoforma E4 es el factor de riesgo genético mas importante para
padecer una EA esporadica. Su funcion fisiolégica es actuar como receptor de lipoproteinas (LDL) en la membrana
de los astrocitos, lo que le confiere un rol fundamental en el suministro bioenergético existente de los astrocitos a

las neuronas, las cuales no son capaces de procesar los acidos grasos por si solas (12). La presencia de esta
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isoforma influye en la homeostasis existente entre la neuroglia y las neuronas generando un estado de desregulacion
en el que se desencadena la neuroinflamacion y acumulacion lipidica en el interior de los astrocitos. Esta tendencia
a la reserva de lipidos exacerba la produccion de sehales proinflamatorias por la propia célula glial y aumenta la

lipotoxicidad de la que luego hablaremos (13).

Son precisamente los hallazgos descritos en esta patologia sobre la alteracion de depdésitos lipidicos los que han

servido de base para generar la hipétesis que planteamos en este trabajo.

1.3.2 PARKINSON (EP)

Este desorden neurodegenerativo esta definido por una pérdida de neuronas dopaminérgicas y gliosis reactiva a
nivel de la sustancia negra que proyecta al putamen (via nigroestriatal) (14). La disminucién en la accion de la
dopamina a este nivel desencadena sintomas definitorios de la patologia como el temblor de reposo, la rigidez
muscular, bradicinesia y problemas de equilibrio y coordinacion. Su etiologia es predominantemente desconocida.
Aunque se haya encontrado alguna asociaciéon genética o ambiental, en la mayoria de los casos no se encuentra una

causa concreta (15).

Los cambios histopatologicos encontrados son la acumulacion en el pericarion de las neuronas dopaminérgicas en
degeneracion de la proteina a-sinucleina, normalmente a nivel de los terminales presinapticos. Se cree que el inicio
de la muerte celular comienza con la interrupcion de la integridad de la envoltura nuclear con su consecuente
liberacion al citoplasma de sustancias proagregantes como las histonas que harian precipitar a la a-sinucleina,

formando los llamados cuerpos de Lewy.

Estos cuerpos de Lewy en la EP tienen una distribucion caracteristica afectando de manera predominante a las
neuronas de la sustancia negra, nucleos del rafe, tegmento mesopontino, locus ceruleus, nicleo basal de Meynert y

ndcleo motor dorsal del vago, donde suele comenzar la enfermedad.

Por otro lado, los cambios vistos especificamente en cerebelo de esta enfermedad han sido poco estudiados, aunque
hay descritas inclusiones de ubiquitina y degeneracion de las células de Purkinje, ademas de hinchazén axonal de
las mismas en forma de “torpedos”. En estudios actuales se ha demostrado como ganglios basales y cerebelo estan
anatémicamente conectados a través del talamo (lugar de paso de ambas vias para conectar con la corteza motora),

lo que podria explicar la contribucion del cerebelo en la clinica parkinsoniana tipica (16).

1.3.3 DEMENCIA FRONTOTEMPORAL (DFT)

Patologia de causa neurodegenerativa que viene definida por un sindrome clinico caracterizado por cambios en el
comportamiento, la personalidad y/o el lenguaje. Se puede dividir en subtipos diferentes atendiendo a la clinica
predominante, como son: variante conductual, afasia progresiva primaria, variante no fluida o semantica. Otros
rasgos que definen esta clase de demencia son una degeneracion constatable de los I6bulos cerebrales frontal y
temporal (17). La atrofia especifica del cerebelo se describe de manera predominante en un subtipo de la
enfermedad en el que el gen mutado es el de la proteina tau de marco de lectura abierto 72 del cromosoma 9

(C90rf72), en el resto de subtipos no se han observado hallazgos en esta region encefalica.



Al igual que la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, se ha visto una acumulacién anormal intracelular
de una proteina patolégica en los pacientes que presenta este sindrome clinico. En este caso, las formas
molecularmente identificadas son la proteina tau (DFT-Tau), la TDP-43 (DFT-TDP) y la FUS (DFT-FUS) (18) .

1.3.4 CREUTZFELDT-JAKOB (ECJ)

Enfermedad neurodegenerativa caracterizada por presentar una proteina infecciosa llamada “prién” en el SNC, la
cual forma agregados produciendo una senal hiperintensa en la resonancia magnética funcional (RM). Este hecho
tiene como consecuencia el desarrollo de sintomas psiquiatricos, disfuncion cognitiva progresiva, clinica motora,
hasta acabar en un mutismo acinético y la muerte del paciente en una media de unos 18 meses, aunque la mayoria

de ellos fallece antes de los 6 meses (19).

Algunos de los cambios histologicos que han sido descritos clasicamente y que son fundamentales para su
diagnostico son: cambios espongiformes, astrocitosis, pérdida neuronal y la formacién de placas de la isoforma
patolégica PrPsc (isoforma con plegamiento andmalo que se diferencia de la proteina prién fisiolégica PrPcen un
cambio en su estructura terciaria que, ademas de convertirla en infecciosa, le dota de propiedades como solubilidad
disminuida y resistencia a proteasas aumentada). El cerebelo se ha visto cominmente afectado en esta enfermedad
con una pérdida constatable de neuronas a nivel de la capa granular y molecular. Por otro lado, en las neuronas de
Purkinje se ha descrito la formacion de torpedos, con pérdida e hipertrofia de la arborizaciéon dendritica de este
subtipo celular, sin constatarse una pérdida neuronal tan significativa como la de las neuronas en grano en los casos

avanzados de la enfermedad (20).

Existen varios subtipos descritos para este tipo de demencia: esporadica (ECJe), variante (ECJv), iatrogénica (ECJi) y
familiar (ECJf). De entre ellos, la ECJv resulta de la exposicion del paciente a la encefalopatia espongiforme bovina,

EEB, por ingestion de carne contaminada (21).

1.3.5 ATAXIA DE FRIEDERICH (AF)
Enfermedad hereditaria autosémica recesiva, causada por una mutacion por expansion repetida del triplete GAA en
el brazo largo del cromosoma 9. A pesar de ser una patologia neurodegenerativa que afecta al cerebelo, no esta

clasificada como proteinopatia.

Se caracteriza por afectacién multisistémica centrandose en el sistema nervioso y produciendo sintomas progresivos
como la ataxia, disartria, disminucién de la sensibilidad propioceptiva o la cardiomiopatia y la DM. Su edad de

aparicion mas frecuente es entre los 10 y 15 anos.

El cambio genético existente impide la sintesis adecuada de la proteina frataxina, una proteina de localizacion
mitocondrial que participa en la regulacién del hierro intracelular. Se cree que concentraciones inadecuadas de esta

proteina producen un mayor estrés oxidativo y lleva a la muerte celular.

La neurodegeneracion que tiene lugar en esta enfermedad parece producir la muerte neuronal activando vias de
apoptosis y de autofagia. Los lugares de mayor afectacion dentro del SNC han sido tradicionalmente descritos como
la médula espinal, principalmente en los ganglios de la raiz dorsal y columnas dorsales, y el nicleo dentado del

cerebelo. Especificamente en el cerebelo se ha descrito marcada atrofia del nicleo con pérdida de neuronas



glutaminérgicas y degeneracion grumosa de terminales sinapticos, sobre todo afectando a las neuronas de mayor
calibre (22).

Aparte de esto, recientemente hay una creencia creciente sobre la afectacion también de las conexiones entre la
corteza y el cerebelo afectando a la sustancia blanca que las conecta y a la corteza cerebral. Estas dudas se
sustentan en que el nlcleo dentado es de donde salen la mayor cantidad de fibras eferentes cerebelosas hacia la
cortezay es un lugar de acumulacién de hierro de forma natural, sustancia que ya hemos mencionado que va a sufrir
una redistribucién en los pacientes que sufren AF. En general se han visto cambios en la conectividad funcional

cerebelo-cerebral por la via cerebelo-talamo-corteza (23).

1.3.6 ENFERMEDAD DE LA MOTONEURONA (EMN)
Es otra enfermedad neurodegenerativa que afecta de manera especifica a las motoneuronas provocando sintomas
como debilidad muscular, fasciculaciones, atrofia... hasta terminar con una paralisis de la totalidad de musculos del

cuerpo.

La variante mas conocida es la ELA y en esencia consiste en un sindrome motor progresivo de inicio asimétrico y con
clinica de primera (espasticidad, reflejos exaltados) y de segunda motoneurona (atrofia, debilidad, fasciculacion). Es
una enfermedad de un curso que se podria considerar lineal y que termina con la muerte del paciente en un 50% de

los casos en unos 30 meses.

La principal causa de muerte celular es el transporte anormal transaxonal a través del citoesqueleto en el que influye
una proteina identificada con el nombre de dinactina-1. A parte de este hallazgo, dentro del citoplasma de las
motoneuronas situadas en la médula aparecen inclusiones ubiquitinadas de diferentes etiologias (TDP-43, cuerpos
de Bunina, hialinas...) (24).

Centrandonos en el cerebelo, los cambios histolégicos vistos a este nivel estan directamente relacionados con la
gravedad de la enfermedad y se relacionan con apatia, sintomas motores y deterioro cognitivo. Respecto a estos
cambios, se describen en muestras analizadas post mortem de cerebelo inclusiones de ubiquitina, ovillos
neurofibrilares y patologia TDP-43. Otro de los cambios observados en RM en el transcurso de la enfermedad es una
sobre-activacion cerebelosa al realizar tareas motoras y funcionales en reposo. La explicacion que se ha encontrado
a este hallazgo ha establecido como causa principal la neuroplasticidad neuronal y cambio adaptativo compensatorio
de nuestro cerebro para aminorar la clinica de la enfermedad cuando la degeneracién es mayor en otras areas como
la corteza motora. Otra de las teorias propuestas es que esta sobre-activacion cerebelosa se debe a una pérdida de
la inhibicién cortical, ya que no se ha demostrado una hipertrofia cerebelosa ni en estudios de neuroimagen ni
histologicos (25).

1.3.7 ENFERMEDAD DE HUNTINGTON (EH)

Enfermedad hereditaria autosémica dominante la cual basa su patogenia en la repeticién expansiva de un triplete
de nucleétidos en el cromosoma 4, que lleva a la expresion anémala de una proteina llamada huntingtina. Esta
proteina patolégica precipita en el ndcleo y citoplasma neuronal llevando a la muerte de la misma, afectando de

forma preferente al nlcleo estriado seguido del caudado, putamen y segmento externo del globo palido. Los



mecanismos de muerte celular, derivada del acimulo de huntingtina mutada, son la apoptosis, el desequilibrio

metabdlico, interacciones de proteinas toxicas, excitotoxicidad y trastornos transcripcionales, entre otros (26).

Por otro lado, su expresion clinica consiste en la aparicion de movimientos coreiformes involuntarios, cambios

psicolégicos y demencia, que suelen comenzar en edades intermedias de la vida (27).

En el transcurso de la enfermedad se ha visto que, aunque hay una afectacién predominante del ndcleo estriado,
algunos de los sintomas que van apareciendo como el desequilibrio en la marcha o la disartria podrian ser explicados
por una afectacion concomitante del cerebelo. A pesar de que la estructura cerebelosa se ve afectada con la
progresion de la patologia, en estadios iniciales se ha visto c6mo ante un hipometabolismo en el nlcleo estriado hay
una hiperactivacion de otros puntos del SNC como el vermis cerebeloso. Esto nos conduce a la hipétesis, ya antes
planteada en este trabajo, de que hay una actitud compensadora que lleva a cabo el cerebelo para paliar la

sintomatologia motora en las principales enfermedades neurodegenerativas con afectacion motora.

Otros estudios en cerebelo han analizado la timosina 4 por inmunohistoquimica en base a su asociacion con la
activacion microglial. Se relacioné la activacion de la microglia en localizaciones mas cercanas a los cimulos de
huntingtina, dato que se suma a la elevaciéon de marcadores de neuroinflamaciéon como son el IL-6, IL-8 y MMP9.
Los estudios anatomopatolégicos que se han llevado a cabo hasta ahora en cerebelo informan de una pérdida de

neuronas de Purkinje en pacientes con EH, con sintomas predominantemente motores (28).

1.3.8 PRIONOPATIA VARIABLE SENSIBLE A PROTEASAS (PRVSP)

Enfermedad neurodegenerativa caracterizada por el depésito de proteina prionica en el SNC de forma esporadica,
en la que no se han identificado mutaciones en el genoma que la causen. La evolucion de la enfermedad dura una
media de unos 30 meses, algo mas que la otra enfermedad pridnica descrita en el trabajo conocida como ECJ. La
causa para ello puede ser la mayor sensibilidad al ataque por proteasas por parte del prién patégeno que precipita

en esta enfermedad.

A nivel histopatolégico se han identificado cambios espongiéticos y microplacas del contenido proteico patolégico en
el cerebelo. La sintomatologia mas comuin es la presentacion de sintomas psiquiatricos, ataxia y problemas de

lenguaje(29) .

1.4 ALTERACIONES LIPIDICAS Y NEURODEGENERACION

Como ya se ha indicado anteriormente, la (nica enfermedad que ha sido hasta ahora objeto de estudio en relacién
con la alteracién del metabolismo lipidico es la EA. En concreto, se ha demostrado que el gen ApoE y sus diferentes
isoformas actlan como factores de riesgo o de proteccion a la hora de padecer la enfermedad, lo que sugiere un
papel clave en la neuropatologia de la enfermedad. Este mencionado gen tiene 3 isoformas (E2, E3 y E4) conocidas
dentro de la especie humana que difieren entre si en dos Unicos aminoacidos localizados en la posicién 112y 158

de la proteina que codifica.

El epicentro de la cadena de sucesos es el haplotipo de la lipoproteina E4. La isoforma 4 de la proteina ApoE tiene
una menor capacidad para el transporte lipidico y de colesterol. Este hecho, hace que la ApoE4 esté relacionada con
un aumento de gotas lipidicas en el interior astrocitario y una consecuente desregulacion metabdlica entre astrocitos,

neuronas y oligodendrocitos. Como consecuencia de una vehiculizacion de colesterol disminuida entre astrocitos y
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neuronas, estas Ultimas sufren cambios en la sinapsis (sinaptopatias) observandose un menor nimero de vesiculas

en la hendidura sinaptica (30).

Los oligodendrocitos, por su parte, también sufren esta falta de colesterol teniendo problemas para llevar a cabo la
produccion de mielina, sustancia rica en este lipido. Este hecho conlleva fallos en la remielinizacién y en la
diferenciacién de los oligodendrocitos, pudiendo ser causante de las anomalias descritas a nivel de la sustancia
blanca en la EA (31).

Respecto de la microglia, se ha visto que en los portadores de la isoforma E4 se observa una fagocitosis disminuida,
lo que facilita la acumulacion de B-amiloide en el medio extracelular, ademas de una predisposicion al cambio en su
fenotipo a inflamatorio al inflamatorio. Por otro lado, se ha sido visto una acumulacion de lipidos en el interior celular

de la neuroglia que puede actuar como causa para este cambio fenotipico.

En conjunto, la captacion deficiente de colesterol por parte tanto de la microglia como de los astrocitos hacen que
aumente la concentracion de este lipido en el medio extracelular, pudiendo activar asi canales de potasio en la

superficie de las neuronas (32).

Cabe anadir que no sélo se diferencia esta isoforma en un menor transporte lipidico hacia el exterior celular, sino
también en un cambio en la afinidad de unién como receptor de membrana a moléculas lipoproteicas con un mayor
contenido graso como son las VLDL. Ello hace que el contenido de las lipoparticulas secretadas por astrocitos en su
fenotipo toxico, a diferencia de los astrocitos en su forma fisiolégica, se diferencie en la presencia de acidos grasos
libres saturados de cadena larga y fosfatidilcolinas, principalmente. Esta forma de lipidos esta poco presente en la
célula de forma natural y pueden llegar a inducir una clase de muerte celular conocida como lipoapoptosis. La teoria
aqui descrita ha sido propuesta como modelo de muerte neuronal mediada por lipoparticulas astrocitarias, lo que

convierte a los astrocitos y lipidos en protagonistas en el proceso de neurodegeneracion (5).

Este argumento anterior sobre la lipoapoptosis servira como base para la hipbtesis planteada en este trabajo, que
plantea buscar cambios en los depésitos lipidicos en el encéfalo de pacientes que sufren enfermedades relacionadas

con la neurodegeneracion.

A este argumento se le suma la observacion, tras la eliminacion selectiva del gen ApoE4 en modelos murinos, de
una disminuciéon en la patologia tau, gliosis, neurodegeneracion (menor pérdida neuronal), hiperexcitabilidad

neuronal y déficits de mielina (33).

En la Figura 2 encontramos un resumen de lo previamente descrito.
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Figura 2. Esquema de los principales cambios en el metabolismo de las células del SNC con la expresion de ApoE4
(30)

1.5 HISTOLOGIA DEL CEREBELO

En este estudio se aplica un protocolo de tincion sobre cortes histolégicos de cerebelo, por lo que nos resulta
importante hacer una descripcion general de la histologia de esta regién encefalica para entender mejor los

resultados obtenidos (34).

El cerebelo ejerce la funcién del control y aprendizaje motor, aunque cada vez mas se reconoce su papel en la
mediacion de las funciones cognitivas, conductuales, el lenguaje, asi como la regulacién del animo (35). Es una
estructura encefalica con una arquitectura muy bien conocida, siendo descrita por Ramén y Cajal ya en el ano 1911.
En su macroestructura consta de dos hemisferios cerebelosos que se sitlan lateralmente, y en la parte medial entre
ambos se localiza el vermis. Su superficie esta formada por surcos conocidos como fisuras que subdividen la corteza

cerebelosa en |6bulos.

La corteza cerebelosa se subdivide en tres capas histolégicas.

1.5.1 CAPAS DE LA CORTEZA DEL CEREBELO (36)

1. Capa molecular: capa mas externa constituida principalmente por neuropilo y a la que llegan las dendritas
de las células de Purkinje (situadas en la capa inferior), los axones de las neuronas grano, que en ella daran
lugar a las fibras paralelas y las fibras trepadoras.

Su contenido celular lo dan dos clases de interneuronas inhibitorias llamadas células estrelladas y en cesta
debido a su morfologia, y algunas células gliales radiales que forman la glia de Bergmann.

2. Capa de células de Purkinje: formada principalmente por los somas de las neuronas de Purkinje

estableciendo conexién con algunas terminaciones neuronales de otros tipos de neuronas como las en cesta
previamente nombradas. Son las neuronas mas grandes del cerebelo y ocupan unos 30 ym de grosor. En
su interior se han identificado grandes cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso y multitud de
mitocondrias que sugieren un metabolismo muy activo.

Sus dendritas se dirigen hacia el espesor de la capa molecular y su Unico axén entra en la granular en
direccion a establecer sinapsis con los nulcleos cerebelosos profundos. Las dendritas tienen una forma

caracteristica que ha sido descrita con el nombre de “arbol dendritico”, el cual se dirige perpendicularmente
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a la corteza cerebelosa y acaba dando lugar a multitud de botones sinapticos donde se produce la sinapsis
con fibras musgosas y trepadoras que traen informacion propioceptiva de todas las partes del cuerpo.
3. Capa granular: su componente fundamental son las neuronas en grano, aungque también se pueden

encontrar otros tipos celulares como las células de Golgi, células en candelabro o neuronas unipolares.

Glia de Bergmann

Células de Purkinje

CcM

ccpP

CG

Células de Lugaro

Células SB

Células
unipolares en
cepillo

\ Fibras

Trepadoras

Figura 3: Representacion de las diferentes clases celulares y sus prolongaciones dentro de las capas de
cerebelo(37)

Ademas de la corteza (Figura 3), que formara la sustancia gris cerebelosa, se encuentra la sustancia blanca, donde
se agrupan los axones de las conexiones aferentes y eferentes que entran y salen del cerebelo, ademas de células

de la glia como astrocitos, microglia y oligodendrocitos.

1.5.2 CONEXIONES CEREBELOSAS
El cerebelo es el responsable de la regulacion de caracteristicas especificas del movimiento como es la coordinacion,

la precision o el mantenimiento del tono muscular.

Para realizar estas funciones recibe informacién que tiene su origen tanto en los diferentes grupos musculares y

articulaciones, como del SNC.

Aferencias:

1. Fibras musgosas: se originan en los nucleos vestibulares y la médula espinal estableciendo sinapsis en el
interior de la granular en estructuras especificas llamadas “glomérulos”. Los glomérulos estan constituidos,
ademas de por las fibras musgosas, por botones dendriticos de las neuronas en grano y células unipolares.

2. Fibras trepadoras: tienen su origen en el nicleo de la oliva inferior y cruzan hasta la capa molecular para

establecer sinapsis con las dendritas en una sola célula de Purkinje.

Eferencias: los axones de las células de Purkinje son los (inicos que salen de la corteza cerebelosa para establecer

sinapsis con los ntcleos cerebelosos localizados mas internamente.
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Desde estos nlcleos saldran a su vez fibras nerviosas que conectaran el cerebelo con otras areas de la corteza

cerebral.
2. OBJETIVOS

La activacion de las células gliales y, en concreto, de los astrocitos ya sea hacia su forma neuroprotectora o hacia

su forma neurotoxica, es una constante dentro de las enfermedades neurodegenerativas.

Uno de los papeles fundamentales de esta poblacion celular es servir de apoyo metabdlico a las neuronas
proporcionandoles multiples moléculas necesarias para su adecuado metabolismo. Unas de estas moléculas son

los lipidos, cuya alteracion ya ha sido relacionada con la EA.

En este trabajo queremos comprobar si estas mismas alteraciones en el metabolismo lipidico se asocian también a
otras enfermedades neurodegenerativas. Utilizando una tincién fluorescente especifica para estas biomoléculas, se
pretende determinar si hay variaciones de los acimulos lipidicos en secciones de cerebelo de pacientes afectados

por todas las proteinopatias incluidas en el apartado de Introduccion.

3. MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se han incluido un total de 44 muestras biolégicas (Tabla 1) obtenidas de pacientes con
diagnéstico de diferentes enfermedades neurodegenerativas: 3 con demencia frontotemporal (DFT), 3 Huntington
(EH), 9 con Creutzfeldt-Jakob esporadico (ECJe), 3 Creutzfeldt-Jakob familiar (ECJf), 3 Creutzfeldt-Jakob idiopético
(ECJi), 3 variantes de Creutzfeldt-Jakob (ECJv), 3 con prionopatia proteasa-sensible variable (PrVSP), 3 Parkinson
(EP), 3 Alzheimer (EA), 3 con enfermedad de las neuronas motoras (EMN) y 1 con una forma de Alzheimer familiar
(EAf). También se usaron muestras adicionales de pacientes no afectados por ningln tipo de demencia como
controles sin patologia, 6 en total. Las muestras de ECJ fueron provistas por el banco de tejidos humanos del Hospital
de Alcorcon (HUFA Biobank, Madrid-Spain). El resto, fueron cedidas por el Centre for Clinical Brain Sciences de la

Universidad de Edimburgo. En ambos casos, se siguié las directrices de la legislacion nacional sobre este asunto.

Los estudios desarrollados sobre estas muestras biolégicas mencionadas fueron aprobados por parte del Comité
Etico Investigacién Clinica del Gobierno de Aragén (CEICA; NUMERO DE REFERENCIA: Pl 15/0036, Acta N° 05/2015).

Tabla 1: identificacion de las muestras incluidas en el estudio y datos relevantes a los que se ha tenido acceso

DIAGNOSTICO EDAD, SEXO GENOTIPO ID

CONTROL 69-F H64/15
CONTROL 63-M H65/15
CONTROL 74-M H66/15
DFT 78-F H67/15
DFT 69-M H68/15
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Las muestras fueron sometidas a una tincién especifica de lipidos llamada LipidTox (Invitrogen), siguiendo el

protocolo establecido por la empresa suministradora.

Partimos de secciones sagitales de tejido de entre 4 y 5 uym fijadas en formalina e incluidas en parafina que han sido
desactivadas tras una inmersion durante 1 hora en acido féormico. Se comienza desparafinando las muestras por
inmersion xilol durante 3 minutos (x 2) y rehidratandolas en alcoholes de gradaciones decrecientes (100° - 100° -
96° -96° - 70°) durante 3 minutos cada una. Finalmente se sumergen en agua corriente 5 minutos y 1 minuto en

agua destilada.

A continuacion, se incuban las preparaciones con 400 L de la tincion LipidTox (dilucién 1:200 en PBS 0,02 mmol/L)
durante 30 - 35 minutos a temperatura ambiente para posteriormente realizar tres lavados sucesivos en PBS durante

5 minutos cada uno.

Al finalizar, las muestras se visualizan con el microscopio de fluorescencia (OLYMPUS BX51) bajo un filtro que permite

la observacién de acumulaciones lipidicas en un rojo fldor.

4. RESULTADOS

Para comenzar a describir los hallazgos encontrados en las diferentes muestras, empezaremos por exponer lo que
se observa en el cerebelo de pacientes que no presentan patologia neurodegenerativa. Una vez descritas estas
observaciones, trataremos de establecer las diferencias evidenciadas a lo largo del presente trabajo, nombrando

sélo aquellas que difieren de lo descrito en los controles.

En todas las preparaciones utilizadas como control se ha podido ver, como hallazgo destacable comdn en todas
ellas, una banda fluorescente que mantiene una continuidad lineal a lo largo de la muestra practicamente
coincidente con la capa de células de Purkinje, uniendo estas neuronas entre si y separando las capas molecular y
granular. En cuanto a la capa molecular, se observan células con un citoplasma mas fluorescente entre las fibras
que captan peor la fluorescencia. En la capa de Purkinje destacan fundamentalmente vesiculas pequenas que
captan fluorescencia en el interior de estas neuronas. Ademas, de forma general, en la zona de la capa granular mas
cercana a la capa de Purkinje, se encuentran células con un citoplasma cargado de gotas lipidicas que captan de
manera predominante la fluorescencia (Figura 4A). Estas células son poco frecuentes, a diferencia de lo observado,
como comentaremos posteriormente, en algunas enfermedades neurodegenerativas. Por Ultimo, a nivel de la
sustancia blanca, el patron de fluorescencia se localiza cercano a los nucleos celulares y en los haces de fibras
nerviosas. A lo largo de los haces nerviosos (axones y dendritas) estos infiltrados lipidicos que captan fluorescencia
se distribuyen longitudinalmente siguiendo la misma direccion que la de las fibras nerviosas donde parecen
albergarse, mientras que cuando la fluorescencia la encontramos cercana al nucleo adquiere una morfologia menos

lineal y mas granular o esférica (Figura 4B).
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Figura 4. Patrones de fluorescencia encontrados en las muestras control.

4A) Corteza cerebelosa donde se visualizan las tres capas que la componen: molecular, de Purkinje y granular
(de izquierda a derecha). Se visualiza una banda de fluorescencia formada por acimulos fluorescentes que
separan molecular y granular conectando las neuronas de Purkinje. La anchura de esta banda es practicamente
la misma que la de la capa de Purkinje.

4B) Sustancia blanca del cerebelo donde se ven los ntcleos celulares asociados a fluorescencia de tipo granular
y las fibras nerviosas que se ven infiltradas en su recorrido por algtiin acimulo fluorescente de morfologia mas
lineal.

Siguiendo con la descripcion de los resultados de la tincion en las muestras de la EA, por ser la primera donde se
han encontrado cambios en la acumulacion lipidica asociados al proceso de neurodegeneracion, se debe mencionar
en primer lugar un cambio significativo en la morfologia de la banda fluorescente observada en la capa de Purkinje.
En el caso de esta patologia, se trata de una banda menos uniforme, que sufre interrupciones y con una menor
densidad de fluorescencia. Sumado a este hallazgo, en la zona mas préxima a estas neuronas en la capa granular,
se encuentran de manera frecuente, células cargadas de vesiculas lipidicas que captan fluorescencia en su interior
(Figura 5A). Fijandonos ahora en la sustancia blanca, también se observan mas aclimulos emitiendo una mayor
fluorescencia, pero con formas mas disruptivas. Los depésitos lipidicos antes mencionados que parecian que
seguian longitudinalmente la direccion de los haces, ahora muestran una apariencia mas granular y menos lineal,

sin estar asociados de manera clara a los nlcleos celulares (Figura 5B).
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Figura 5. Patrones de fluorescencia en EA.

5A) Corteza cerebelosa con sus tres capas antes descritas. Se observa célula que capta mucha fluorescencia en
forma de gotas en su interior. Por otro lado, la banda fluorescente que se veia claramente definida en el ejemplo
del control aqui se ve quebrada y menos continua, haciendo mas dificil intuir una linea imaginaria que la una.

5B) Sustancia blanca cerebelosa con mayor fluorescencia que control, con infiltrados de mayor tamano e
irregulares.

En la siguiente figura 6 podemos apreciar mejor las diferencias expuestas en el parrafo anterior:
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Figura 6. Comparacién patrones de fluorescencia entre control y EA.

6A) Corteza cerebelosa donde se senala la banda fluorescente citada en el texto en controles y EA, mostrando una
mayor discontinuidad en pacientes afectados de EA.

6B) Sustancia blanca cerebelosa en controles y EA. Se pueden ver infiltrados grasos con una morfologia mas
granular en el caso de la EA.

Abordando ahora la EP, los cambios aqui vistos resultan similares a algunos ya descritos en las muestras de EA. En
la capa granular, especificamente en su zona mas préxima a las neuronas de Purkinje vuelven a aparecer células
que captan mayor fluorescencia en forma de vesiculas en su citoplasma. Aparte de este hallazgo, la banda de
fluorescencia nombrada en controles aqui se ve de nuevo mas irregular e interrumpida (Figura 7). Por Gltimo, en la

sustancia blanca no se han apreciado cambios a lo ya detallado en el caso de los controles.

Célula cargada de
gotas lipidicas

X200
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Figura 7. Patrén de fluorescencia en EP.

En esta figura se puede de nuevo observar la corteza cerebelosa con sus tres capas. Aparece
una célula localizada cercana a las neuronas de Purkinje con marcada fluorescencia en su
interior que capta en forma de gotas. La banda fluorescente descrita en controles aqui se ve
interrumpida y mas irregular.

Por parte de la ECJ, es importante mencionar que el cambio histopatoloégico mas diferencial que es la vacuolizacion,
no se encuentra relacionado con los depésitos lipidicos. De hecho, se demuestra una ausencia de fluorescencia en
todas las regiones con degeneracion espongiforme caracteristica de esta patologia, observandose auténticos
“agujeros negros” dentro del tejido neuronal y/o neuropilo vacuolizado tanto en sustancia gris (Figura 8A) como en
sustancia blanca (Figura 8B). En sustancia gris, la vacuolizacion se centra en la molecular y alrededores de las
Purkinje volviendo a dar la imagen de una banda de fluorescencia mas irregular a este nivel. Otro hallazgo que cabe
mencionar es la presencia de células con gotas fluorescentes intracitoplasmasticas localizadas cercanas a las
neuronas de Purkinje similares a las expuestas previamente en este trabajo. En la sustancia blanca volvemos a no
encontrar diferencias significativas con los patrones de fluorescencia descritos en controles, salvo por los “agujeros

negros” consecuencia de la degeneracion espongiforme a este nivel.

Neurona de Purkinje con
Célula con gotas lipidicas  vacuolizacién perineuronal Degeneracion espongiforme
Q

X200

Figura 8. Patrones de fluorescencia en ECJ .

8A) Corteza cerebelosa con sus tres capas pudiendo verse la degeneracion espongiforme caracteristica de esta
enfermedad, tanto en la capa molecular como rodeando a las células de Purkinje (tal como se visualiza en la
imagen ampliada de arriba a la derecha). Banda de fluorescencia menos uniforme que en el control. Cercana a
las neuronas de Purkinje se localiza una célula con una fluorescencia distintiva en forma de vesiculas, comun
con otras enfermedades neurodegenerativas.

8B) Sustancia blanca donde se aprecia la vacuolizacién caracteristica de las enfermedades pridnicas sin que se
asocia fluorescencia a la misma.

Continuando con lo observado al microscopio en otras de las patologias neurodegenerativas, en lo referente a la

EMN, se vuelven a encontrar una mayor cantidad de células cercanas a la capa de Purkinje con un citoplasma que
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capta gran cantidad de fluorescencia en forma de vesiculas. Nuevamente, la banda de fluorescencia descrita en

controles se aprecia con continuidad distinta (Figura 9). En la sustancia blanca no se ven diferencias con el control.

X200

Célula con gotas
lipidicas

Figura 9. Patrones de fluorescencia en EMN.

Corteza cerebelosa con tres capas ya citadas, a nivel de las neuronas de Purkinje
se encuentra una célula con el citoplasma repleto de gotas lipidicas fluorescentes.

La banda de fluorescencia cambia su conformacién respecto a lo observado en
controles, mostrandose mas separada.

Por Gltimo, comentar algin detalle de las muestras de la EH. En las preparaciones incluidas en este estudio, s6lo se
considera destacable un cambio en la morfologia de la banda fluorescente de células descrita en los controles, que
en estas muestras se muestra con un grosor aparentemente disminuido en algunos puntos en relaciéon con una

pérdida de celularidad en esta capa (Figura 10).

X200

Figura 10. Patrones de fluorescencia en EH.

Corteza cerebelosa con las tres capas en las que se divide donde no hay acimulos
de fluorescencia a destacar y la banda fluorescente a lo largo de las células de
Purkinje vista en controles apenas se intuye.
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Sobre la DFT, poco resulta destacable a partir de lo observado en este estudio, puesto que los patrones de

fluorescencia no difieren de lo descrito en los controles (Figura 11).

X200 X200

Figura 11. Patrones de fluorescencia en DFT.

11A) Corteza cerebelosa con sus tres capas y una banda fluorescente continua que separa granular y molecular a
nivel de las Purkinje, como se observaba en controles.

11B) Sustancia blanca con fluorescencia similar a controles.

5. DISCUSION

Debido a lo que se ha descrito previamente en cuanto a la desregulacion del metabolismo lipidico en relacion con la
fisiopatologia de la EA, nos ha llevado a cuestionarnos si pudieran asociarse estos cambios también a otras

enfermedades neurodegenerativas.

La blUsqueda de variaciones en la distribucién y / o morfologia de los acimulos lipidicos con respecto al patrén de
acumulacién observado en pacientes sanos en relacion con la neurodegeneracion mas alla de la EA es algo
novedoso, por lo que la bibliografia previa al respecto resulta francamente escasa. Por ello, esta discusion
basicamente se ha centrado en aquellos estudios en individuos afectados de EA vinculando alteraciones del
metabolismo de los lipidos con el mecanismo de neurodegeneracion y neuroinflamacién. Se trata de un primer
estudio preliminar que trata de profundizar en nuevas hipétesis a nivel metabdlico que confirmen el papel que ejerce

la neuroglia en el proceso neurodegenerativo.

Se ha elegido el cerebelo como region encefalica para este estudio porque a pesar de no ser la region diana de
muchas de estas enfermedades aqui tratadas, todas ellas acaban con afectacion cerebelar en su progresion a la

totalidad del SNC. Ademas de que ha sido propuesta como un area clave para detectar la neuroinflamacion (38) .
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Analizando en primer lugar estudios sobre el dano que produce la expresion del genotipo de la ApoE4 en los
oligodendrocitos, ya se ha visto, tanto una alteracion en su contenido lipo-proteico con un aumento de lipidos en las
vainas de mielina, como una disminucién en el nimero de esta poblacion glial. En esa investigacion se aplicaba una
tincion lipofilica, fluoromielina que tiene especificidad de unién por las grasas localizadas en la vaina de mielina, asi
como un protocolo de inmunohistoquimica frente a las cuatro proteinas que constituyen principalmente esta
estructura oligodendrocitaria (MBP, MAG, PLP y MOG). En ese articulo concluyen la existencia de un mayor nimero
de areas positivas a fluoromielina y un menor nimero de aquellas con tincién especifica frente a MOG en los ratones

que expresan el gen ApoE humano (31).

En relacion con lo encontrado en las muestras de pacientes afectados de EA en este trabajo, el aumento de
fluorescencia en la sustancia blanca, junto con una menor correlacion de la misma con los nlcleos celulares,
sugeririan resultados en la misma linea que en el estudio anterior. Por un lado, la mayor fluorescencia se justificaria
por un incremento en los lipidos dentro de la vaina de mielina, mientras que su menor asociacién con los nlcleos de

los oligodendrocitos quedaria justificada por su disminucién en nimero.

En lo que se refiere a la sustancia gris, y en relacién con el proceso neurodegenerativo que comparten todas las
enfermedades aqui estudiadas, esta totalmente aceptada la asociaciéon con astrogliosis y activacién microglial. El
depdsito de proteinas andmalas en el SNC provoca una sobre-activacion del sistema inmune local formado
esencialmente por ambas poblaciones gliales, que cambian tanto su morfologia como su funcionalidad, dando lugar
a la denominada “gliosis reactiva” descrita en estudios previos usando protocolos inmunohistoquimicos especificos
como es el GFAP, en el caso de los astrocitos (39,40). De hecho, esta astrogliosis ha sido localizada
predominantemente en los alrededores de las neuronas de Purkinje, células que parecen ser las mas afectadas por
la neurodegeneracion a nivel del cerebelo en enfermedades pridnicas, modelo de estudio de las proteinopatias (41).
Concretamente, se hace una descripcién de la disposicion astrocitaria en forma de red perineuronal, mostrandose
los astrocitos reactivos e hipertréficos densamente empaquetados en esta area (42) Esta distribucion nos recuerda
a la banda fluorescente que encontramos localizada en la misma zona y con una disposicién similar en todas las
muestras tratadas en este trabajo, lo que nos hace plantearnos si la fluorescencia puede estar emitida por astrocitos
reactivos. Su reactividad seria en cada caso justificada por un lado, por la neurodegeneracién de los pacientes
enfermos y por otro, por el proceso de envejecimiento de los controles que poseen un su totalidad una edad

avanzada.

Fue a partir de 2019, aino en torno al que se publicaron estos articulos, cuando se vio que la neuroglia también sufria
cambios en el proceso neurodegenerativo de otras enfermedades que no fueran las pridnicas. Todas las
enfermedades estudiadas en este trabajo comparten la acumulaciéon de proteinas que presentan plegamientos
andémalos en el medio tanto extracelular como intracelular, resultando patolégicas. Estos acimulos proteicos son
senalados por diferentes investigadores como causantes de la cascada de acontecimientos de la activacion glial y

consecuente neuroinflamacion que ello provoca (10).

En concreto, los estudios sobre EA que relacionan la activacion neuroglial con la disrupcién de la homeostasis lipidica
sugieren como posible causa de activacion inmunolégica el aumento del contenido de colesterol extracelular en
pacientes que poseen la isoforma E4 de la proteina ApoE. Ademas del colesterol extracelular, se sabe que los

depdsitos de B-amiloide (placas de amiloide) aumentan, pudiendo servir también como interruptor para la produccion
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de citocinas inflamatorias por parte de la microglia, que activa de manera simultanea a los astrocitos (30, 31, 32).
Si recordamos, los astrocitos presentes en estos pacientes tienen mayor contenido en lipidos intracelulares y un
cambio en su fenotipo a neurotoxico supone alteraciones en su metabolismo que pueden aumentar este depésito al
volverse células con un funcionamiento menos fisiolégico. Este argumento viene apoyado porque en este nuevo
estado de activacién ya se han visto reguladas a la alta enzimas para la lipogénesis en microglia (44), ademas de un
aumento en la secrecion en astrocitos de lipoparticulas unidas a ApoE con un contenido lipidico distinto a las que se
secretan en su forma no reactiva y que tienen mayor neurotoxicidad por su mayor contenido en acidos grasos

saturados de cadena larga y fosfatidilcolina (10).

Toda esta argumentacion nos lleva a concluir que en un encéfalo en neurodegeneracion donde hay un estado
neuroinflamatorio concomitante puede verse alterada, como causa o como consecuencia de la neuroinflamacion, el
metabolismo lipidico de las células que protagonizan este proceso. Un ejemplo de este desacoplamiento seria el que
produce la expresion de ApoE4, que puede servir de reflejo de lo que estamos exponiendo, siendo uno de los
causantes principales del inicio de la cascada de acontecimientos que culmina en la EA (Figura 12). Segln este
esquema, las neuronas son incapaces de formar vesiculas para almacenar los acidos grasos que contienen y
transportarlos hacia el astrocito, lo que aumenta la lipotoxicidad en su interior y genera dano neuronal. Por otro lado,
los astrocitos tienen menor capacidad de procesar los acidos grasos, apareciendo acimulos de los mismos en forma

de vesiculas en su interior.

Neuron Astrocyte

OXPHOS |
Lipolysis
s FA Synthesis

OXPHOS
B-oxidation

ApoE4

Lipid | ApoE
Clearance %

Metabolic
'\ Support

Figura 12: Consecuencias en el metabolismo lipidico de astrocito-neurona de la expresion de ApoE4 (12).

Ya se habia hablado previamente de la lipotoxicidad como causa o consecuencia de neurodegeneracion.
Concretamente, el acimulo de acidos grasos en forma de vesiculas en el interior de las células gliales como
consecuencia de la disfuncion mitocondrial o de aumento de especies reactivas al oxigeno (ROS) en los tejidos. La

suma del depdsito de acidos grasos en forma de vesiculas en el interior de las células de la glia, evidenciado también
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en este estudio, y el aumento de ROS, puede llevar a la peroxidacion lipidica y al inicio de daho neuronal
(neurodegeneracion) (43) . Cabe mencionar que las gotas lipidicas, en este caso, se encontraban previas a la
aparicion de cualquier otro signo histolégico o clinico de neurodegeneracion, por lo que la prevencion de su formacion

podria convertirse en una potencial diana terapéutica frente a las enfermedades neurodegenerativas.

En otro estudio, se vieron gotas lipidicas en la microglia asociadas al proceso de envejecimiento del SNC. La microglia
gue contenia estas vesiculas tenia menor capacidad de fagocitosis, producia un mayor nimero de citocinas
inflamatorias y ROS, a la vez que variaba su transcriptoma desencadenando cambios en su metabolismo

promoviendo y perpetuando el estado inflamatorio y degenerativo (44).

Considerando lo anteriormente expuesto en la bibliografia consultada, que asocia las alteraciones en los depdsitos
lipidicos y los desérdenes neurodegenerativos, y lo descrito en los resultados de este trabajo, se podria lanzar como
primera conclusién que hay una relacion justificable entre los mecanismos neurodegenerativos y cambios en el
metabolismo lipidico. Este hecho hace que hayamos podido encontrar una alteracién de la acumulacién lipidica a

nivel de cerebelo en otras enfermedades neurodegenerativas, aparte de EA, no estudiadas hasta la fecha.

El cambio morfologico en la banda fluorescente observada en la capa de Purkinje, que disminuye su continuidad en
las muestras de enfermedades neurodegenerativas, podria ser debido al proceso de neurodegeneracion a este nivel,
tal y como se ha evidenciado en estudios utilizando las enfermedades priénicas como modelo de patologia
neurodegenerativa. Precisamente rodeando estas neuronas se observa una llamativa vacuolizacién perineuronal
(41) y también son estas células de Purkinje donde se ha demostrado un aumento de la expresion de diversos
marcadores pro-inflamatorios y una afectacion de la neurodegeneracion mas marcada provocando su muerte (4,
45,46). Como consecuencia de este proceso degenerativo en esta capa, tampoco se visualizarian vesiculas lipidicas,

perdiendo la continuidad visual.

Por otro lado, por su localizacién préxima a las células de Purkinje, las células que captaban la fluorescencia con
gotas lipidicas en su citoplasma en la zona de la capa granular mas cercana a las neuronas de Purkinje, tanto en la
EA, como en la EMN vy la EP, sugieren ser células gliales. Estudios previos publicados ya han demostrado como
aumenta el marcador especifico frente a astrocitos, GFAP, en determinadas patologias que cursan con
neurodegeneracion a este nivel de la region cerebelar (47). No sorprende encontrar astrocitos reactivos en un lugar
identificado como foco neurodegenerativo, pero hace falta profundizar en las causas por las que estos posibles
astrocitos acumulan lipidos en su interior cuando cambian su expresién genémica en un ambiente proinflamatorio.
La clave para entenderlo puede estar en la EA y el papel que tienen en esta patologia los lipidos en el interior de las
células gliales como activadores de la cascada de acontecimientos que culminan en la neurodegeneracion clasica

de la enfermedad.

Por ello, otra de las conclusiones principales que pueden extraerse a partir de los resultados de este trabajo es que
el astrocito reactivo se confirma como célula clave en la evolucion de la neurodegeneracion. En concreto, este trabajo
se enfocaria en las alteraciones del depésito lipidico en esta poblacion glial como posible causa o consecuencia del
fallo en la homeostasis y consecuente muerte neuronal caracteristica del proceso neurodegenerativo. Asi, se abren
nuevos caminos para seguir investigando acerca de los cambios metabédlicos que se producen cuando el astrocito

se activa.
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Lo que de nuevo se reafirma es que la activacion glial, causante de la producciéon de moléculas que resultan
altamente toxicas para las neuronas y que perpetian el estado inflamatorio local desencadenando una consecucion
de sucesos como la ruptura de la BHE o la falta de eficacia de la inmunidad innata local, desemboca
irremediablemente en la neurodegeneracion. A su vez, esta neurodegeneracion lleva consigo cambios en el

metabolismo lipidico que conllevan su depoésito en dicho subtipo celular.
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6. CONCLUSIONES

e Laconclusion principal a la que se ha llegado en este trabajo es que los patrones de acumulacion lipidica y
en consecuencia, el metabolismo de lipidos, se ve alterado no s6lo como habia sido descrito en la EA, sino

en todas las enfermedades neurodegenerativas aqui estudiadas excepto en la DFT.

Las mayores diferencias en los patrones de acimulos lipidicos han sido descritas a nivel de la capa de
Purkinje. Este hallazgo concuerda con que estas neuronas, como ya habia sido sefalado, son las mas
afectadas en el cerebelo durante el proceso neurodegenerativo.

e Las lesiones histopatolégicas caracteristicas de las enfermedades priénicas como son la espongiosis y la
vacuolizaciéon intraneuronal, no evidencian asociacion con el depésito lipidico, por lo tanto, con la

desregulacion del metabolismo de lipidos.

Una de las observaciones realizadas en la mayoria de las patologias incluidas sugiere que las células que
acumulan vesiculas lipidicas en la zona de la capa granular proxima a la capa de Purkinje, son células de la

glia activadas, reafirmando el protagonismo de la poblacion glial en la neurodegeneracion.

En base a la revision bibliografica realizada para explicar los resultados de nuestro estudio también podemos

concluir que:

e Los lipidos son capaces de, por si mismos, causar muerte neuronal por un proceso denominado
lipoapoptosis. Las lipoparticulas neurotéxicas que causan este dano son secretadas por astrocitos reactivos,
lo que confirmaria un cambio en el metabolismo lipidico tras la activacion astrocitaria.

e La deposicion lipidica puede actuar como causa de activaciéon de la neuroinflamacién, como en el caso de
la EA en pacientes con genotipo ApoE4, o como consecuencia del ambiente inflamatorio y degenerativo

local.
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