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RESUMEN. La enfermedad de Alzheimer (EA) es un
proceso degenerativo del sistema nervioso que junto
a los cambios histopatologicos clasicamente conoci-
dos de formacion de placas seniles y ovillos neurofi-
brilares se acompafa de una variable pérdida de
neuronas. Se ha postulado que esta muerte neuronal
puede ocurrir por un mecanismo de apoptosis. Las
células en apoptosis pueden identificarse anadiendo
mediante la enzima terminal-deoxinucleotidil-transfe-
rasa (Tdt) nucledtidos marcados a los terminales 3'-
OH que se liberan al fragmentarse el ADN a nivel in-
ternucleosomal. Con esta técnica se han identificado
neuronas en apoptosis en cerebros de 5 pacientes
con EA con mas frecuencia que en controles de eda-
des correlativas. También se han estudiado por técni-
cas de inmunohistoquimica la expresién de la protei-
na antiapoptotica bcl-2 y no se ha encontrado
inmunorreactividad en neuronas pero si un aumento
de la misma en astrocitos en cerebros de pacientes
con EA con respecto a los controles. La elevada ex-
presion de bcl-2 en células gliales en la EA contribui-
ria a su propia supervivencia y podria a su vez influir
en la pérdida neuronal.

SUMMARY. Alzheimer’s disease (AD) is a degenera-
tive central nervous system disorder where beside
the histopathologic features of senile plaques and
neurofibrillary tangles there is an important neuronal
loss. It has been suggested that this neuronal death
occurs via an apoptotic mechanism. Recognition of
apoptotic cells is possible by an in situ end-labeling
technique which identify the 3'-OH termini of DNA
strands breaks through the incorporation of labeled
nucleotides with the enzyme terminal-deoxinucleo-
tidyl transferase (Tdt). We have applied this technique
and high densities of apoptotic cells were found in 5
AD brains compared to 5 age-matched normal sam-
ples. We studied by immunohistochemical analyses
the expression of the antiapoptotic protein bcl-2. We

have not found neuronal bel-2 immunoreactivity and
we found an increased expression of bcl-2 by as-
trocytes compared to controls, this fact may aid glial
survival or may have a deleterious effect on neuronal
viability.

(Rev Med Univ Navarra 1997; 41: 28-33).
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Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso
degenerativo del sistema nervioso que se manifiesta
clinicamente por demencia. Las caracteristicas patolo-
gicas que la definen son las placas seniles y los ovi-
llos neurofibrilares. Ademis de estos hallazgos en la
EA se produce una importante pérdida neuronal cu-
yo desencadenante y mecanismo intrinseco se desco-
nocen (1). Una hipdtesis que ha surgido reciente-
mente es que esta muerte neuronal se produzca por
apoptosis (2).

La apoptosis es un tipo de muerte celular en la que
la célula juega un papel activo en su propia destruc-
cion, se produce en células individualizadas, no de-
sencadena reaccion inflamatoria y requiere la expre-
sion de genes y la sintesis de proteinas (3,4). Se ha
identificado con frecuencia con la muerte celular pro-
gramada (MCP) aunque no son el mismo proceso. La
MCP es una forma de apoptosis que ticne lugar du-
rante el desarrollo embrionario (5,6). El término apop-
tosis hace referencia a las caracteristicas morfologicas

28 REVISTA DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE NAVARRA ENERO-MARZO 1997

2



I( 1}‘””3 !

del proceso y que consisten en: condensacion y mar-
ginacion de la cromatina, integridad de la membrana y
organclas celulares y fragmentacion en cuerpos apop-
toticos que son fagocitados por las células vecinas
(7,8). Se produce en condiciones fisioldgicas como en
el “turn-over” celular normal del adulto o en la dele-
cion de células T y en situaciones patolégicas como la
muerte de células infectadas por virus (9).

Durante la apoptosis se produce una fragmentacion
del ADN por endonucleasas a nivel internucleosomal
liberando terminales 3-OH que pueden senalarse ana-
diéndoles mediante la enzima Tdt nucledtidos marca-
dos que se revelan por un método colorimétrico. Esta
técnica (TUNEL) permite identificar células en apopto-
sis in vivo con bastante especificidad (10).

Por otro lado es posible estudiar los genes y prote-
inas que regulan la apoptosis. Asi, el bcl-2 es un pro-
to-oncogen cuyo producto s una proteina de 26 kD
que se asocia a varias membranas celulares, entre ellas
la membrana interna mitocondrial (11). Se expresa en
varios tejidos postmitéticos incluyendo el sistema ner-
vioso sobre todo en neuronas simpiticas y otros tipos
neuronales que dependen de factores tréficos para su
supervivencia (12). Se ha comprobado que ¢l bel-2 im-
pide la muerte celular programada de linfocitos y con-
tribuye a la oncogénesis bloqueando la apoptosis (13).
También se¢ ha demostrado en cultivos celulares de
neuronas simpdticas de rata que la inyeccion de RNA-
m de bcl-2 impide la muerte neuronal que se deriva de
la privacion de factores de crecimiento, aunque el me-
canismo por el que bloquea la apoptosis se descono-
ce (14,15).

El papel fisiologico del bel-2 no esta claro. Es posi-
ble que contribuya a regular la muerte celular en las
enfermedades degenerativas (12)

En este trabajo se ha estudiado la expresion de la
proteina bel-2 en hipocampo y neocortex de cerebros
de pacientes con enfermedad de Alzheimer y se ha
comparado su expresion con la de cerebros normales.
Ademis se ha buscado signos de apoptosis mediante
el marcaje del ADN fragmentado in situ (TUNEL).

Material y Métodos

Tejido humano

Se estudian 5 cerebros de pacientes con clinica de
demencia y con diagnéstico confirmado neuropato-
l6gicamente de EA segiin los criterios CERAD (Con-
sorcio para establecer un registro de la EA)(12). La
cdad de estos pacientes oscilaba entre 75 y 88 anos

con un tiempo postmortem medio de 5 horas (entre
2 y 12 horas).

Los casos control tenian edades que oscilaban entre
54 y 82 anos con un tiempo postmortem medio de si-
milar a los casos con EA (entre 30 minutos y 13 horas).
No tenian historia conocida de demencia.

Los cerebros se extrajeron segin los métodos habi-
tuales. Fueron fijados en formol tamponado al 10% du-
rante 3 semanas e incluidos en parafina. Los cortes de
cerebro estudiados han sido hipocampo y neocortex y
fueron previamente examinados con plata metenamina
y técnicas de inmunohistoquimica para el beta-amiloi-
de, proteina tau y ubiquitina.

Inmunochistoquimica

Se utilizdé como anticuerpo primario Bel-2 oncopro-
tein monoclonal de ratén de Menarini (MU 287-UC) a
una dilucién 1/40. Se utilizo el Kit supersensitive BIO-
GENEX. Los cortes se trataron con ¢l potenciador de
antigenos Antigen Retrieval Citra 10X concentrate de
Biogenex en autoclave a 125° durante 10 minutos. Los
lavados posteriores se realizaron a temperatura am-
biente en buffer PBS (Buffer salino fosfatado pH=2). Se
bloquea la peroxidasa endégena con el Peroxide
Block del kit durante 8. Se incuba con el anticuerpo
primario durante 1 hora a temperatura ambiente. Se in-
cluye como control positivo una amigdala palatina hu-
mana. Después de lavados en buffer se aplica el anti-
cuerpo secundario biotilinado (Multilink) durante 20" a
temperatura ambiente y después de nuevos lavados en
buffer se incuba con estreptavidina conjugada con pe-
roxidasa (Label) durante 20’ a temperatura ambiente.
Posteriormente se aplica la solucién sustrato con dia-
minobencidina durante 10’ y se contrasta con hemato-
xilina de Mayer.

Marcaje con Tdt de las terminales 3’-OH del ADN
fragmentado (TUNEL)

El marcaje con 'Tdt se basa en la técnica de Gavric-
li el al. Se utilizé el Apop-Tag peroxidase kit (Oncor)
para detectar residuos de nucledtidos-digoxigenin ana-
didos por la enzima Tdt a las terminales 3-OH del
ADN fragmentado. Los cortes desparafinados fueron
tratados con proteinasa K a 20 microgr/ml durante 15’
a temperatura ambiente. Las secciones de tejido se in-
cuban en el buffer de equilibracion durante 30’ y des-
pués en el buffer de reaccion formado por la enzima
Tdt mds digoxigenin-deoxiuridin trifosfato (dUTP) du-
rante 1 hora a 37°. Después se lavan durante 30" a 37¢
y se incuban con el anticuerpo antidigoxigenin conju-
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gado con peroxidasa. Bl complejo se visualiza mediante
la reaccion con DAB que da un producto de color par-
do oscuro. Como controles positivos se incluye amigda-
la palatina humana con foliculos linfoides en cuyos cen-
tros germinales hay apoptosis y a los controles negativos
se les anade agua destilada en lugar de la enzima.

Resultados

Inmunohistoquimica.

Se ha observado que el bel-2 se expresa en las célu-
las endoteliales y en algunas células del musculo liso vas-
cular. También expresan bel-2 algunos astrocitos y célu-

las de la microglia. No se ha detectado expresion neuro-
nal de bel-2 ni en los cerebros con EA ni en los contro-
les. El pigmento que aparece en el citoplasma neuronal
corresponde a lipofuscina o pigmento de desgaste.

Los astrocitos que expresan bcl-2 son mas numero-
s0s y con citoplasma mis amplio en los cerebros con
EA que en los controles. Es interesante el hallazgo al-
rededor de las placas seniles de astrocitos marcados asi
como de algunas neuritas distréficas (Figura 1).

Tunel.
El hallazgo mds importante ha sido el marcaje de
nucleos neuronales aislados emitiendo cuerpos apop-

Figura 1
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Imagenes histologicas de la corteza en un caso de un paciente con EA en tejido de autopsia. Expresion de Bel-2 en astrocitos cortica-
les (A y B) y en placas seniles (C y D). A y B: los astrocitos corticales expresan Bel-2 (flecha) pero no lo expresan las neuronas (doble

flecha).

C y D: se observa mayor intensidad de fincion en los astrocitos (flecha grande) que rodean las placas seniles centradas por amiloide (fle-

cha pequeiia).
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téticos por lo que podemos afirmar que corresponden
a4 neuronas en apoptosis. Se han identificado estas cé-
lulas como necuronas por su morfologia y porque se
encuentran adyacentes a una célula satélite de oligo-
dendroglia (Figura 2). Se marcan también los nicleos
de otros tipos celulares: astrocitos y oligodendrocitos;
en estos nacleos se marca o bien la cromatina con-
densada alrededor de la membrana nuclear o bien to-
do el nacleo pero es raro encontrar cuerpos apoptoti-
cos. Se observa marcaje nuclear y citoplasmdtico de los
pericitos vasculares (Figura 2)

En los cerebros de pacientes con EA se encuentran
neuronas en apoptosis en mayor nimero que cn los
controles. Es mds frecuente encontrarlas en hipocam-
po que en neocortex. Se localizan sobre todo en la ca-
pa piramidal del hipocampo en CAl fundamentalmen-
te y en neocortex, en el fondo y laterales de los surcos.
En dos casos control que fallecen por tromboembolis-
mo pulmonar masivo (TEP) encontramos numerosas
neuronas en apoptosis en estas zonas.

Discusidn

La hipdtesis reciente de que las neuronas en las en-
fermedades degenerativas desaparecen por un meca-
nismo de apoptosis surge porque en estos procesos la
muerte celular ocurre de forma individualizada y sin
desencadenar reaccion inflamatoria (4,10,17). Por otro
lado, se ha demostrado in vitro que el B-amiloide, uno
de los principales componentes de las placas seniles
de la EA, implicado ademis en la patogénesis de la en-
fermedad, produce muerte celular con caracteristicas
de apoptosis (18). Mediante la técnica del marcaje del
ADN [ragmentado in situ (TUNEL) se han estudiado
cerebros con EA obteniéndose resultados variables.
Hay trabajos que encuentran neuronas en apoptosis en
las zonas mds afectadas en la EA en nimero mayor
que en los cerebros de control (19,20). Sin embargo en
el estudio realizado por Migheli y cols.(2Dlos resulta-
dos son negativos. Iay que senalar que los cercbros
de este dltimo estudio fueron fijados en paraformal-
déhido que no se considera un buen fijador de 4cidos
nucléicos.

En nuestro estudio se ha encontrado marcaje aisla-
do de ntdcleos neuronales con morfologia de apopto-
sis. También se ha visto marcaje de nicleos de varios
tipos celulares (astrocitos y oligodendrocitos) en nu-
mero variable. Para afirmar que una célula marcada
con la técnica TUNEL estda en apoptosis es necesario
que la célula presente la morfologia propia de este ti-
po de muerte celular que describimos en la introduc-

Figura 2
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Valoracion de la apoptosis en un cerebro de avtopsia de un pa-
ciente con EA mediante la técnica TUNEL,

A: imagen de la corteza, los pericitos y algunas neuronas se en-
cuentran tefiidos.

B y C: dos neuronas muestran tincion nuclear y retraccion cito-
plasmatica sugestiva de muerte por apoptosis.

cién (4,8). Podemos decir por tanto que se han identi-
ficado neuronas en apoptosis y que ademds son mas
numerosas en los cercbros con EA que en los contro-
les. Estamos de acuerdo con estudios previos que afir-
man que no todos los nicleos marcados con la técni-
ca TUNEL corresponden a células en apoptosis y que
es posible que esta técnica marque nicleos con ADN
dafiado por diversos factores como la hipoxia durante
el fallecimiento o la autolisis celular postmortem
(18,22). Es posible ademas que las neuronas de los ce-
rebros con EA sean mds susceptibles a sufrir muerte
celular por estos factores. Dos casos control presentan
numerosas neuronas corticales en apoptosis aunque
estos pacientes fallecieron con hipoxia cerebral como

3
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consecuencia de un TEP masivo. Por lo tanto la apop-
tosis puede desencadenarse por diversos mecanismos.
Con respecto a la téenica concluimos que la fijacion en
formol no enmascara el marcaje nuclear y la inclusion
en parafina es adecuada. Es interesante senalar el ha-
llazgo de un marcaje tanto nuclear como citoplasmati-
co de pericitos vasculares. El marcaje citoplasmatico
indicaria que estas células fagocitan cuerpos apoptoti-
cos. Es posible que esto sea asi, aunque la funcién de
estas células esta poco definida.

Con respecto a la expresion de bel-2 nuestros re-
sultados indican que no hay expresion de esta prote-
ina en neuronas. Este hallazgo contradice los de Sa-
tou y cols. (23) Es posible que esto se deba a Ia
diferente metodologia utilizada. Nuestro hallazgo mas
importante ha sido un aumento en la expresion de
bcl-2 en astrocitos en cerebros con EA respecto a los
controles. Los astrocitos de los cerebros con EA tienen
el citoplasma mas amplio, lo cual indica que estan ac-
tivados. Es frecuente encontrarlos alrededor de las
placas seniles. Este hallazgo es similar al de O’Barr y
cols.( 24). Puede haber una relacién entre la extension
de la expresion del bel-2 y la susceptibilidad a la
apoptosis. La ausencia de expresion de bel-2 por par-
te de las neuronas sugiere que no estin protegidas y
que son mas susceptibles a los estimulos apoptdticos.
Los astrocitos sin embargo que tienen una expresion
aumentada de bcl-2, no sélo sobreviven a los esti-
mulos nocivos sino que ademds se vuelven reactivos.
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Estos resultados concuerdan con los hallazgos de
muerte neuronal por apoptosis mediante la técnica
TUNEL en los cerebros con EA y la relativa indemni-
dad de los astrocitos incluso alrededor de las placas
seniles y con los hallazgos en cullivos celulares que
demuestran que la exposicion a beta-amiloide produ-
ce muerle de neuronas pero no de astrocitos (18,25 ).
Los astrocitos tienen como funciones retirar exciloto-
xinas, producir matriz extracelular y proteinas de ad-
hesion, restaurar el medio iénico y son un compo-
nente esencial de la barrera hematoencefilica (26). Un
aumento en la actividad de los astrocitos a través del
aumento en la expresion de bcl-2 podria tener un
efecto beneficioso aumentando las actividades previas
o podria tener también un efecto adverso ya que pue-
den segregar citoquinas como el factor de necrosis tu-
moral y componentes del complemento (27). Los as-
trocitos también pueden segregar proteina precursora
del amiloide (28).

En conclusién, nuestro trabajo apoya la hipdtesis de
que la apoptosis puede ser un mecanismo de muerte
neuronal en la EA y que el aumento en la expreson de
bcl-2 detectado en estos cerebros puede tener o bien
un efecto protector de reaccion frente al desencade-
nante desconocido de la enfermedad o bien por el
contrario contribuir a la muerte neuronal.
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