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LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Escala ABC de diagnóstico neuropatológico. A: Fases de Thal et al. (2002) en 

relación a la distribución de depósitos de amiloide. En rojo se indica la primera fase o inicial 

(isocortical); en naranja, fase 2 o moderada (límbico), y en amarillo, fase 3 o tardía 

(subcortical); B: Distribución espaciotemporal de patrones de degeneración neurofibrilar, de 

Braak y Braak (1991). Amyg: Amígdala; EC: Corteza entorrinal; Cg: Córtex cingulado; 

Prec: Precúneo; 4: Córtex motor primario; 3-1-2: Córtex sensorial primario; 17: Córtex vi-

sual primario: 18: Córtex visual asociativo; C: Criterios de análisis semicuantitativos de pla-

cas Aβ-ir en tres regiones cerebrales (frontal, temporal y parietal), establecido por CERAD 

(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer Disease, Mirra et al., 1991). Mediante el 

método de tinción de plata se establece la cantidad de placas neuríticas en estas regiones. 

Modificada de Serrano-Pozo et al., 2011. 

Figura 2. Gráfica que ilustra la curva de deterioro de un paciente diagnosticado con EA. La 

línea amarilla indica la pérdida de memoria asociada a la edad, mientras que la línea azul 

ilustra una pérdida de funciones más pronunciada y que se correspondería a un diagnóstico 

de deterioro cognitivo leve (DCL). La línea roja hace referencia al periodo correspondiente 

a los estadios tardíos de la EA donde hay una pérdida total de funciones cognitivas. Tal y 

como se indica en la gráfica, los cambios cerebrales podrían aparecer décadas antes de la 

aparición de los síntomas. Modificada de Hampel y Lista, 2016.  

Figura 3. Fotografías de secciones coronales de cerebro humano. A la izquierda se observa 

un cerebro control y a la derecha un cerebro de un paciente con EA. En este último, se apre-

cia un encogimiento del córtex cerebral y del hipocampo en particular, una disminución de 

la sustancia blanca, y una expansión de los ventrículos cerebrales. Tomada de ADEAR 

(Alzheimer's Disease Education and Referral Center, a service of the National Institute on 

Aging).  

Figura 4. Dibujos originales realizados por Santiago Ramón y Cajal, para ilustrar distintos 

tipos de placas (A-C) y preparaciones de tejido cerebral teñidas con el método de nitrato de 

plata reducido (D-F). Tomado de García-Marín et al., 2007.  

Figura 5. Esquema de los cambios neurofibrilares observados en la formación del hipocam-

po y en la neocorteza temporal adyacente. Nótese la evolución desde el estadio I hasta esta-

dio VI. Modificada de Braak y Braak (1995). 

Figura 6. A: Fotografía panorámica de un corte coronal de cerebro humano teñido con el 

método de Nissl. Los recuadros indican la ubicación de la formación del hipocampo. Ima-
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gen tomada del National Museum of Health and Medicine. B: dos cortes coronales que 

muestran la ubicación del hipocampo, así como su formación antero-posteriormente.  

Figura 7. A: Formación del hipocampo humano de una sección teñida con el método de 

Nissl. B: Microfotografías que muestran las características citoarquitectónicas de las dife-

rentes regiones de la formación del hipocampo. GD: giro dentado; CA1-3: campos amóni-

cos. Mol: capa molecular; Gran: capa granular; Pol: capa polimórfica; Lac-mol: estrato lacu-

nosum-moleculare; Rad: estrato radiatum; Pir: estratro piramidal; Or-alv: estratos oriens y 

alveus. Barra de escala 1200 μm (en A); 320 μm (en B). Modificada de DeFelipe et al. 

(2007).  

Figura 8. Esquema de las principales conexiones intrínsecas de la formación del hipocampo 

y la CE, así como de las principales conexiones aferentes y eferentes corticales y subcortica-

les. Las líneas discontinuas indican las conexiones con el GD, CA3 y la CE. Modificado de 

DeFelipe et al., 2007.  

Figura 9. Microfotografías ilustrando la formación hipocampal de un paciente con EA de 

secciones inmunoteñidas para NeuN (A), Nissl (B), PHFTau-AT8 (C), PHFTau-pS396 (D) y Aβ 

(E). Barra de escala (en E): 1000µm. GD: giro dentado; CA3-CA1: campos amónicos; 

SUB: subículo.  

Figura 10. Imágenes de microscopía confocal de la formación hipocampal de un paciente 

con EA que muestra tinción para anti-Aβ (A, C) y anti-PHFTau (anti-PHFTau-AT8 y anti-

PHFTau-pS396 en B y D, respectivamente). Barra de escala (en D): 50 µm.  

Figura 11. Imágenes de microscopía confocal de la formación hipocampal de un paciente 

con EA que muestra tinción para anti-PHFTau (anti-PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-pS396; A y B, respec-

tivamente) y tinción para Methoxy-X04 (C). Barra de escala (en C): 50 µm.  

Figura 12. Columna de la izquierda: microfotografías ilustrando la formación hipocampal 

de un paciente con EA de secciones inmunoteñidas para NeuN (A), Nissl (C), PHFTau-AT8 

(E), PHFTau-pS396 (G) y Aβ (I). Columna de la derecha (B, D, F, H, J): mayor aumento de la 

región CA1 para ilustrar el marco de conteo aplicado en los procedimientos estereológicos 

(las líneas verdes corresponden a los bordes de inclusión y las líneas rojas a los bordes de 

exclusión). En las secciones con tinción de Nissl, una neurona se contó solamente si el nu-

cléolo se identificaba claramente en el plano óptico a lo largo del eje z, mientras que en las 

secciones NeuN-ir, una neurona se contó cuando su núcleo se identificaba claramente. Barra 

de escala (en J): 1000 µm en A, C, E, G e I; 37 µm en B y D; 90 µm en F, H and J. GD: 

giro dentado; CA3-CA1: campos amónicos; SUB: subículo.  
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Figura 13. Formación hipocampal de un paciente con EA. (A) Sección marcada con la tin-

ción de Nissl de un paciente con EA (Az6) para ilustrar las áreas hipocampales. Note la pér-

dida neuronal en CA1. Las imágenes de confocal muestran tinción para anti-Aβ (B) y anti-

PHFTau-pS396 (C) y fueron tomadas de una sección doblemente marcada para ilustrar el patrón 

de distribución de las placas Aβ-ir y las neuronas PHFTau-pS396-ir, respectivamente. (D) Ambos 

canales mostrando tanto el marcaje anti-Aβ como el marcaje anti-PHFTau-pS396. (E, F) Región 

CA1 mostrando el marcaje de neuronas PHFTau-pS396-ir (E) y de placas Aβ-ir (F). CA1-CA3: 

campos amónicos; GD: giro dentado; SUB: subículo; Pyr: stratum pyramidale; Rad: stratum 

radiatum; Or: stratum oriens. Barra de escala (en F): 20 µm en A; 25 µm en B, C, D; 50 µm 

en E, F.   

Figura 14. Análisis de la distribución y expresión de neuronas PHFTau-ir mediante el softwa-

re Imaris. A: Imagen de microscopía confocal mostrando una sección doblemente teñida pa-

ra anti-PHFTau-AT8 (rojo) y anti-PHFTau-pS396 (verde), en la región CA1, la cual puede ser vi-

sualizada entera, del paciente Az4. B: Los puntos son asignados a cada neurona, siendo fá-

cilmente visualizados al apagar los canales de fluorescencia. C: El rectángulo es la región 

marcada por puntas de flecha en B. Los diferentes colores de los puntos corresponden a neu-

ronas PHFTau-AT8-ir (rojo), neuronas PHFTau-pS396-ir (verde), y neuronas que coexpresan ambos 

marcadores PHFTau (amarillo). Barra de escala: 200µm (en B); 50 µm (en C). 

Figura 15. Ejemplo de una hoja de datos preparada para InTool Explorer.  

Figura 16. Capturas de pantalla de InTool Explorer para ilustrar el proceso de carga de da-

tos. A: abrir desde el archivo de datos desde el servidor. B: lista de variables que se clasifi-

can automáticamente como categóricas, cuantitativas u ordinales. C: opción de guardar un 

análisis.  

Figura 17. Tarjetas de filtrado de InTool Explorer. A: filtrado de variables categóricas como 

“Región” y “Caso”, con casillas para marcar o desmarcar. B: filtrado de una variable cuanti-

tativa (“Neuronas NeuN-ir/mm3”) mediante control de rango.  

Figura 18. Uso de los gráficos de coordenadas paralelas. (A) Gráfico de coordenadas para-

lelas de las variables seleccionadas, agrupadas por columnas. (B) Tarjeta de estadística 

(Column Statistics) de la variable “Neuronas NeuN-ir/mm3” que facilita la selección de valo-

res específicos. (C) Gráfico de coordenadas paralelas usando valores de rango para la varia-

ble “Neuronas NeuN-ir/mm3” para visualizar las regiones o los pacientes correspondientes a 

un rango seleccionado (los valores de la media se muestran en B). Esta selección facilita la 
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visualización de una posible relación con la variable “Placas Aβ-ir/mm3”. CA1-CA3: campos 

amónicos; SUB: subículo.  

Figura 19. Interfaz de InTool Explorer mostrando varias tarjetas de visualización. (A) Grá-

fico de conjuntos paralelos (Parallel set) mostrando las variables “Región”, “Escala de Bra-

ak” y “Neuronas NeuN-ir”. Cada barra horizontal representa posibles categorías asociadas a 

cada variable, mientras que el ancho de la barra indica la fracción proporcional de la catego-

ría total. (B) Gráfico radial ilustrando la relación entre tres variables: “Edad en el momento 

del diagnóstico”, “Neuronas NeuN-ir/mm3” y “Progresión de la enfermedad (años)”. Todos 

los pacientes se visualizan en el lado izquierdo del gráfico. Esta tarjeta de visualización per-

mite múltiples comparaciones con el fin de visualizar valores similares o extremos. El pa-

ciente Az5 (resaltado en verde) se muestra como ejemplo de visualización. (C) Gráfico de 

dispersión mostrando la relación entre las variables “Edad en el momento del diagnóstico” y 

“Neuronas NeuN-ir/mm3” por paciente. Observe el valor extremo resaltado con el globo azul 

(paciente Az11). Esta identificación ofrece información adicional sobre el valor selecciona-

do. CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo.  

Figura 20. Tarjeta de datos de InTool Explorer para visualizar los datos brutos en cualquier 

momento que el usuario lo necesite.  

Figura 21. Tarjetas específicas de dominio creadas en InTool Explorer a partir de imágenes histoló-

gicas de muestras de cerebro humano de pacientes con EA. (A) Las imágenes cargadas en la he-

rramienta puede ser visualizadas de manera conjunta. (B) Puesto que las imágenes pueden 

filtrarse por etiquetas, todas las imágenes presentadas corresponden al marcador “NeuN”. 

(C) La tarjeta creada muestra información relativa a la imagen seleccionada: título, variables 

asociadas a la imagen, etiquetas y notas, así como la asociación espacial (Spatial associa-

tion; detalles en D). (D) Esta característica proporciona la facilidad de añadir filtros visuales 

de variables categóricas a la imagen seleccionada (véase Figura 22 para más detalles).  

Figura 22. Tarjetas específicas de dominio para filtrado espacial. (A) Tarjeta de imagen del 

hipocampo de una sección anti-NeuN de un paciente con EA (Paciente Az1). La variable 

“Región” se añadió a la tarjeta de imagen con la función de asociación espacial (Spatial as-

sociation) como un filtro para cualquier visualización simultánea. A la derecha, se creó un 

gráfico de coordenadas paralelas para mostrar la dinámica de la interacción del usuario. (B) 

En la misma tarjeta de imagen ilustrada en A, se seleccionó una región particular (CA1, re-

saltada en azul). A la derecha, en el gráfico de coordenadas paralelas, aparecen solamente 

los datos filtrados. CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo.   
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Figura 23. Gráfico mostrando la media de las densidades neuronales en las áreas hipocam-

pales examinadas, estimadas en secciones con tinción de Nissl y anti-NeuN, en pacientes 

con EA y sujetos sin demencia. Las densidades representadas corresponden al número de 

neuronas marcadas por volumen (mm3) por cada caso analizado. Los círculos blancos co-

rresponden a los pacientes con EA que también presentan esclerosis del hipocampo. CA3-

CA1: campos amónicos; SUB: subículo.  

Figura 24. Microfotografías de la formación hipocampal del paciente Az4 para ilustrar la 

esclerosis del hipocampo. Las secciones anti-NeuN (A) y con tinción de Nissl (B) muestran 

la pérdida neuronal en CA1. Las líneas (en A y B) indican la transición entre CA1, CA2 y el 

subículo. GD, giro dentado; CA1-CA3, campos amónicos; SUB, subículo. Barra de escala 

(en B) 1000μm.  

Figura 25. Gráfico mostrando la media de densidades neuronales por volumen de neuronas 

PHFTau-AT8-ir y PHFTau-pS396-ir en las áreas hipocampales analizadas. Las densidades represen-

tadas corresponden con el número de neuronas marcadas por volumen (mm3) por cada caso 

analizado. GD: giro dentado; CA3-CA1: campos amónicos; SUB: subículo.  

Figura 26. Representación gráfica de los porcentajes de neuronas PHFTau-AT8-ir y PHFTau-

pS396-ir, considerando las neuronas teñidas con el método de Nissl como la población total de 

neuronas. Los datos corresponden al promedio de los porcentajes por región. Nótese que el 

porcentaje de elementos PHFTau-pS396-ir sobrepasa la población neuronal total, que podría ser 

una consecuencia de ovillos neurofibrilares extracelulares marcados u “ovillos fantas-

ma” (ver Discusión para más detalles). CA3-CA1: campos amónicos; SUB: subículo.  

Figura 27. Proyecciones de pilas de imágenes para ilustrar el marcaje de neuronas en sec-

ciones doblemente marcadas para PHFTau-AT8 y PHFTau-pS396. A, B: Microfotografías de con-

focal a bajo aumento de la formación hipocampal mostrando marcaje para PHFTau-pS396 (A, 

en verde) y PHFTau-AT8 (B, en rojo). Las puntas de flecha indican los límites de CA1. C-H: 

Tríos de proyecciones de pilas de imágenes tomadas de secciones doblemente inmunoteñi-

das para PHF-Tau-PHF1/PHF-Tau-AT8. Las flechas indican neuronas que expresan anti-PHFTau-AT8 

y anti-PHFTau-pS396 (C-E). Las puntas de flecha indican una neurona que expresa anti-PHFTau-

AT8, y los asteriscos indican dos neuronas que expresan solamente PHFTau-pS396. GD: giro 

dentado; CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo. Barra de escala (en H): 922µm (in 

A, B) and 50µm (in C-H).  
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Figura 28. Gráfico circular que ilustra los porcentajes de neuronas teñidas en secciones do-

blemente marcadas para PHFTau-AT8 y PHFTau-pS396. A pesar de la gran variabilidad en los pa-

trones de expresión, las medias de los porcentajes de expresión en el gráfico “Resumen” 

muestran claramente una mayor proporción de neuronas PHFTau-pS396. 

Figura 29. Gráficos para ilustrar las variables estimadas de las placas Aβ-ir en las áreas hipo-

campales analizadas. A: Número medio de placas Aβ-ir por volumen. B: Volumen medio 

ocupado por placas Aβ-ir. C: Estimación del volumen medio de placas Aβ-ir. GD: giro denta-

do; CA3-CA1: campos amónicos; SUB: subículo. 

Figura 30. Proyecciones de pilas de imágenes para ilustrar la visualización de placas me-

diante doble marcaje Aβ/Methoxy-X04. Como puede apreciarse, la placa se visualiza clara-

mente con ambos marcadores. Barra de escala (en C): 50µm. 

Figura 31. Gráfico circular para mostrar los porcentajes de placas marcadas en los análisis 

de secciones doblemente marcadas. A: Aβ/PHFTau-PHF1. B: Aβ/PHFTau-AT8. Ambos análisis 

ilustran una mayor proporción de placas Aβ-ir y una menor proporción de placas Aβ-ir negati-

vas.  

Figura 32. Placas en secciones hipocampales doblemente teñidas. A, B, E: Proyecciones de 

pilas de imágenes de confocal tomadas de secciones doblemente teñidas para Aβ/PHFTau-

pS396. C, D: Proyecciones de pilas de imágenes de confocal tomadas de secciones doblemente 

teñidas para Aβ/PHFTau-AT8. Las placas que expresan Aβ y PHFTau-AT8, así como Aβ y PHFTau

-pS396 se muestran en A y C, respectivamente. En B se ilustran las placas que expresan sola-

mente PHFTau-pS396 y en D, las que expresan solamente PHFTau-AT8. Una placa que expresa 

solamente anti-Aβ se muestra en E. Barra de escala (en E): 50µm.  

Figura 33. Proyecciones de pilas de imágenes de microscopía confocal tomadas de seccio-

nes hipocampales triplemente marcadas (Methoxy-X04/PHFTau-AT8/PHFTau-pS396). A, B: las 

placas no expresan ninguna isoforma anti-PHFTau, pero sí muestran marcaje para Methoxy-

X04 que indica la presencia de Aβ. C, D: ejemplos de placas que expresan los tres marca-

dores (Methoxy-X04/PHFTau-AT8/PHFTau-pS396). Barra de escala (en D): 50µm.  

Figura 34. Microfotografía de la formación hipocampal de un paciente con EA, de una sec-

ción doblemente teñida para Nissl y anti-Aβ. A: Microfotografía a bajo aumento para ilus-

trar las distintas regiones hipocampales. B: Mayor aumento del área marcada en A, mostran-

do la distribución de las placas por capas en la región CA1 (Lac-mol: estrato lacunosum-

moleculare; Rad: estrato radiatum; Pyr: estrato pyramidale; Or: estrato oriens. GD: giro 
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dentado; CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo. Barra de escala 1000µm (en B); 860 

µm (en A).  

Figura 35. Mapas de la formación hipocampal de pacientes con EA para ilustrar la distribu-

ción de placas y los patrones de marcaje en CA1. Los dibujos se basan en el análisis de sec-

ciones doblemente marcadas para anti-Aβ y anti-PHFTau. Los límites entre las áreas hipo-

campales se indican con líneas, mientras que CA1 está marcado con un rectángulo. Debajo 

de cada perfil, CA1 se muestra de manera esquemática con sus correspondientes subre-

giones y capas. Los puntos verdes corresponden a placas Aβ-ir, los puntos rojos a placas 

PHFTau-ir (PHFTau-AT8 o PHFTau-pS396), y los puntos amarillos indican placas que expresan tan-

to la proteína Aβ como la proteína PHFTau. A-F: Dibujos representativos de los pacientes 

Az1, Az2, Az3, Az4, Az5 y Az6, respectivamente. GD: giro dentado; CA1-CA3: campos 

amónicos; SUB: subículo; Prox: proximal; Med: medial; Dist: distal; Or: estrato oriens; Pyr: 

estrato pyramidale; Rad: estrato radiatum. Barra de escala (en F): 2000µm.  

Figura 36. Gráficos de coordenadas paralelas mostrando la densidad neuronal de pacientes 

con EA. A: Relación entre “Neuronas NeuN-ir/mm3” y “Caso”. B: Selección de valores por 

encima de la media de la variable “Neuronas NeuN-ir/mm3” y su relación con la variable 

“Región”. C: Visualización selectiva de cada región mediante diferentes colores. CA1-CA3: 

campos amónicos; SUB: subículo.  

Figura 37. Gráficos de coordenadas paralelas para visualizar variables cuantitativas y cate-

góricas de pacientes con EA. A: Las relaciones pueden establecerse entre variables cuantita-

tivas como “Neuronas NeuN-ir/mm3” y “Progresión de la EA (años)”, y variables categóricas 

como “Escala de Braak”. B: selección de un rango de datos en la variable “Progresión de la 

EA (años)”.  

Figura 38. Gráficos de coordenadas paralelas para ilustrar la visualización conjunta de 

“Neuronas NeuN-ir/mm3”, “Neuronas AT8-ir /mm3” y “Neuronas pS396-ir/mm3”, por pacien-

te y región analizada. Al seleccionar una determinada región, se seleccionan todos los valo-

res asociados a ella, obteniendo rápidamente una imagen de la distribución de las distintas 

densidades entre todas las regiones analizadas.   

Figura 39. Gráficos de coordenadas paralelas para ilustrar la visualización conjunta de las 

densidades neuronales, de neuronas PHFTau-ir (tanto PHFTau-AT8-ir como PHFTau-pS396-ir), y de 

placas Aβ-ir, así como el porcentaje de tejido ocupado y el tamaño de las mismas, por pa-

ciente y región analizada.  
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Figura 40. Gráficos de coordenadas paralelas para ilustrar una exploración de datos especí-

ficos de diferentes variables en la región CA1. A: al seleccionar las “Neuronas Nissl/mm3” 

por encima de la media, se observa que el paciente Az10 (destacado con color marrón) 

muestra una densidad de placas Aβ-ir por volumen en CA1 superior al resto de pacientes. B: 

las coordenadas paralelas permiten seleccionar más de un rango de datos en variables cuan-

titativas (“Neuronas Nissl/mm3” por encima de la media y densidad baja de “Placas Aβ-ir/

mm3”). En este caso, se observó que el paciente Az5 (destacado con el color verde) muestra 

una alta densidad de neuronas por volumen en la región CA1 y que corresponde a una baja 

densidad tanto de neuronas PHFTau-ir como de placas Aβ-ir. 

Figura 41. Gráfico de coordenadas paralelas para ilustrar, con distintos colores, los pacien-

tes con EA que muestran esclerosis del hipocampo en CA1. Las densidades neuronales de 

estos pacientes son inferiores al resto de pacientes con EA.  

Figura 42. Gráficos de coordenadas paralelas que ilustran los porcentajes de co-expresión 

de neuronas PHFTau-ir y de co-localización de placas Aβ-ir en CA1, obtenidos en los análisis 

de microscopía confocal. A: visualización conjunta de los datos; B: selección de valores su-

periores al 70% de placas Aβ-ir; C: selección de valores inferiores al 70% de placas Aβ-ir.   

Figura 43. Ilustración de los posibles cambios estructurales que podría sufrir una placa. Los 

dibujos de la parte superior esquematizan una placa en desarrollo (I: placa difusa; II: placa 

primitiva con fibras de Aβ; III: placa clásica con núcleo Aβ-ir y rodeado de neuritas distrófi-

cas; IV: placa compacta de Aβ; dibujos modificados de Iqueda et al., 1990). Las microfoto-

grafías de la parte inferior pertenecen a secciones con doble tinción para anti-Aβ y anti-

NeuN para mostrar placas difusas, neuríticas con núcleo central y neuríticas sin núcleo cen-

tral (I, II, III, respectivamente), así como placas difusas, neuríticas con núcleo central y 

neuríticas sin núcleo central, en contacto con neuronas (IV, V, VI, respectivamente). Barra 

de escala (en VI): 20µm. Imágenes modificadas de García-Marín et al., 2009.  
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RESUMEN 

 La enfermedad de Alzheimer (EA) se define como un deterioro cognitivo gradual e 

irreversible, cuyas fases avanzadas se caracterizan por una pérdida de las funciones cerebra-

les superiores del sujeto (Valls-Pedret et al., 2010). Durante los procesos neurodegenerati-

vos de la EA, la memoria es la primera función en comenzar a mostrar signos de deterioro. 

Las principales huellas microanatómicas son la presencia de ovillos neurofibrilares de pro-

teína tau hiperfosforilada (PHFTau) en el interior de las neuronas, y la agregación extracelu-

lar de la proteína β-amiloide (Aβ). No obstante, la mera presencia de estas proteínas no in-

duce necesariamente a la EA.  

La formación hipocampal es una de las primeras regiones en mostrar alteraciones en la EA, 

siendo una zona de estudio relevante dadas las funcionalidades que soporta, como la forma-

ción de nuevas memorias, y la orientación espacial y temporal, que se ven alteradas en eta-

pas iniciales de la enfermedad.  

 El objetivo principal de esta tesis es analizar las alteraciones histopatológicas en la 

formación del hipocampo de pacientes con la EA, explorando, además, su posible relación 

mediante una herramienta informática desarrollada para ello.  

 En primer lugar, se ha analizado la densidad de las neuronas de PHFTau-ir y de las pla-

cas de Aβ-ir, así como la posible pérdida neuronal, en el giro dentado (GD), CA3, CA1 y 

subículo de 11 pacientes con EA. Usando métodos cuantitativos estereológicos se encontró 

que la densidad de neuronas en CA1 de pacientes con EA estaba reducida, especialmente en 

aquellos casos con esclerosis del hipocampo, siendo además la región más afectada por la 

presencia de numerosos elementos PHFTau-ir y placas Aβ-ir. El subículo no mostró cambios 

en la densidad neuronal, pero expresó niveles moderados de neuronas PHFTau-ir y placas Aβ-

ir, mientras que el GD y CA3 estaban menos afectados por la presencia de estos elementos 

patológicos 

 En segundo lugar, se ha llevado a cabo un análisis detallado de la patología neurofibri-

lar y la patología amiloide en la región CA1 mediante técnicas de microscopía confocal, po-

niendo de manifiesto cuatro hallazgos principales. Primero, a pesar de que la expresión de 

placas y de neuronas PHFTau-ir presenta una gran variedad de patrones, la capa piramidal de 

la región medial de CA1 contiene el mayor número tanto de placas como de neuronas 

PHFTau-ir. Segundo, una gran proporción de placas Aβ-ir también presentaban PHFTau-ir, 

mientras que las placas que carecían de inmunorreactividad frente a Aβ (marcadas única-

mente con PHFTau-pS396 o PHFTau-AT8) fueron escasas. Tercero, todas las placas que contenían 

alguna de las dos isoformas de PHFTau, expresaba también la otra, es decir, si una placa con-
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tenía PHFTau-pS396, también contenía PHFTau-AT8, y viceversa. Cuarto, el estudio de co-

localización de ambas isoformas de PHFTau en las neuronas de CA1 reveló que la mayoría 

de las neuronas analizadas expresaban solamente PHFTau-pS396. Asimismo, la mayoría de las 

neuronas PHFTau-ir se identificaron como células piramidales.  

Por último, el desarrollo y la aplicación de una herramienta interactiva de visualización 

de datos, InTool Explorer, facilitó la visualización detallada de los datos obtenidos de los 

pacientes con EA respecto a su información clínica, demográfica y las características histo-

patológicas. Asimismo, gracias a InTool Explorer se pudo encontrar una posible relación 

inversa entre la co-expresión de neuronas y la co-localización de placas: aquellos casos con 

más placas Aβ-ir presentaban un menor porcentaje de placas que muestran co-localización 

entre Aβ y PHFTau, así como un menor porcentaje de neuronas que co-expresan ambas iso-

formas de la proteína PHFTau, habiendo un mayor número de neuronas PHFTau-pS396-ir. Por el 

contrario, los casos que expresan un menor número de placas Aβ-ir presentan un mayor por-

centaje de placas que muestran co-localización entre Aβ y PHFTau, así como un mayor por-

centaje de neuronas que co-expresan ambas isoformas de la proteína PHFTau, disminuyendo 

el número de neuronas que expresan PHFTau-pS396.  
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1. Envejecimiento cerebral y memoria 

 Se ha conceptualizado el envejecimiento como un proceso degenerativo multiorgánico 

cuya naturaleza implica factores tanto genéticos como ambientales (Toussaint et al., 2000). 

A nivel biológico se observan alteraciones hormonales, metabólicas, moleculares, neuro-

anatómicas y de neurotransmisores, mientras que a nivel cognitivo destaca una disminución 

de la capacidad atencional y perceptiva, de los tiempos de respuesta, así como una disminu-

ción en la capacidad de recuerdo y almacenamiento de la información (Kalmijn et al., 1998; 

Katcher, 2015). Desde el punto de vista biológico, las teorías propuestas acerca del deterioro 

cognitivo se engloban en dos grandes grupos: la programación genética de autodestrucción 

celular (Skulachev & Longo, 2005; Libertini, 2008) y la acumulación de errores genéticos y 

alteraciones proteicas (Weinert &Timiras, 2003). No obstante, no existe una teoría única que 

explique el proceso del envejecimiento y, por lo tanto, las teorías propuestas se consideran 

complementarias.   

 Como consecuencia del proceso normal de envejecimiento, las células del sistema ner-

vioso se ven afectadas, apreciándose un incremento en el estrés oxidativo y metabólico, dan-

do lugar a un aumento en el daño proteico, del ADN y de las membranas celulares, declive 

de funciones sensoriales, motoras y cognitivas con el paso del tiempo (revisado en Mattson y 

Magnus, 2006), así como una reducción en tareas de recuperación de memoria episódica, 

pero no en tareas de memoria semántica (Park y Reuter-Lorenz, 2009; Nyberg et al., 2012; 

revisado en Fjell et al., 2014). Asimismo, se ha descrito que ciertas alteraciones estructurales 

y funcionales de la sustancia blanca, así como cambios vasculares, coinciden con la altera-

ción de ciertas funciones superiores (Liu et al., 2017).  

 La edad representa en sí misma un factor de riesgo para padecer enfermedades neuro-

degenerativas (Niccoli y Partridge, 2012), mostrándose un importante incremento en el desa-

rrollo de estos trastornos en personas de edad comprendida entre los 60-80 años. En este sen-

tido, hay que distinguir los síntomas del envejecimiento de aquellos que son rasgos de de-

mencia, puesto que esta última implica una alteración progresiva, irreversible y degenerativa 

de las funciones cognitivas (Gustafson, 1996). En estos últimos casos, los síntomas clínicos 

reflejan una disminución en la capacidad de recuerdo y almacenamiento de la información 

mucho más pronunciada que en el envejecimiento normal. Actualmente, se piensa que existe 

un continuo entre el envejecimiento y la demencia; esclarecer los mecanismos subyacentes 

al proceso degenerativo progresivo, sigue representando un reto.  
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 Durante los procesos neurodegenerativos de las demencias, la memoria es la primera 

función en comenzar a mostrar signos de deterioro. La memoria es la capacidad del ser hu-

mano de almacenar información en el cerebro, así como recuperar la información del pasado 

y modificarla en el tiempo (Dudai et al., 2015). Para un correcto funcionamiento de la me-

moria se requiere la actividad simultánea de determinadas áreas frontales, como la corteza 

orbitofrontal, la corteza frontotemporal y la corteza dorsolateral (Alvarez y Squire, 1994; 

Milner et al., 1998; Preston y Eichenbaum, 2013). En condiciones no patológicas, estas es-

tructuras establecen conexiones directas con múltiples regiones corticales y subcorticales, 

como la amígdala que se asocia con el con el aprendizaje y la memoria emocional, y el hipo-

campo, que se asocia a múltiples funciones memorísticas entre las que destacan el procesa-

miento espaciotemporal y del almacenamiento a largo plazo.  

1.2. Enfermedad de Alzheimer 

1.2.1. Origen y definición  

 La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera vez por el neurólogo Alois 

Alzheimer en el año 1906 al realizar la autopsia de una de sus pacientes y observar lo que 

denominó “un proceso patológico peculiar grave de la corteza cerebral”, debido a la abun-

dante presencia de las dos características histopatológicas que la definen, placas seniles y 

ovillos neurofibrilares (véase sección 1.2.3. Características histopatológicas). La paciente 

mostraba alteraciones cognitivas y conductuales graves como desorientación, disminución 

de la memoria, ansiedad, delirios, miedos irracionales, así como dificultades semánticas y de 

comprensión (revisado en Engelhardt, 2015). Actualmente, y desde el punto de vista clínico, 

la EA se define como un deterioro cognitivo gradual e irreversible, cuyas fases avanzadas se 

caracterizan por una pérdida de las funciones cerebrales superiores del sujeto (Valls-Pedret 

et al., 2010). Después de que Alois Alzheimer describiera las placas seniles y los ovillos 

neurofibrilares, se propuso que los componentes de ambas estructuras aberrantes (el péptido 

β-amiloide y la proteína tau, respectivamente) podrían ser las causas de la neurodegenera-

ción (Alzheimer’s Association, 2018). 

 La forma mayoritaria de la EA es la esporádica o de inicio tardío, que se inicia a partir 

de los 65 años de edad, mientras que la forma familiar de la EA constituye solo el 5% de 

todos los casos. A diferencia de la EA esporádica, la forma familiar se manifiesta de forma 

precoz y hay pacientes que desarrollan los primeros síntomas en torno a los 40 años 

(Rosenberg, 2000). En la forma esporádica de la EA, en la que se centra el presente trabajo, 

se ha propuesto que existen factores genéticos que predisponen a la aparición de la enferme-

dad, es decir, incrementan la probabilidad de padecer EA. De hecho, se cree que estos facto-

res genéticos interactúan con factores ambientales, con otras patologías o con distintas con-
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diciones fisiológicas. La acción conjunta de todos los factores podrían tener un efecto sinér-

gico, de manera que se potencie su patogenicidad y, por tanto, la probabilidad de desencade-

nar la enfermedad (revisado en Rocchi et al., 2003; Hoenicka, 2006). Puesto que la demen-

cia de tipo EA implica factores genéticos y no-genéticos, cada paciente desarrolla la enfer-

medad de una manera única (Stern, 2006; Sperling et al., 2011). Los factores no genéticos 

que se han relacionado con el desarrollo de la EA incluyen el envejecimiento, el estrés oxi-

dativo y la respuesta inflamatoria (Blazquez-Llorca, 2010). Asimismo, se ha propuesto la 

“reserva cognitiva” como el conjunto de factores que diferencian la susceptibilidad entre 

individuos a la hora de sufrir cambios cerebrales y metabólicos ante procesos como el enve-

jecimiento, o demencias como la EA (Tucker & Stern, 2011; Stern, 2012; Meng & D’Arcy, 

2012). 

1.2.2. Sintomatología y diagnóstico 

 Los estadios iniciales de la EA se caracterizan por una pérdida de contexto, desorien-

tación y deterioro de la memoria autobiográfica (Erkinjuntti, 1996; Dubois et al., 2007; Pe-

tersen, 2009). No obstante, estos síntomas se desarrollan en varias fases, comúnmente clasi-

ficados según la escala GDS (del inglés Global Deterioration Scale; Reisberg, 1982) que 

establece 7 fases y evalúa el grado de deterioro, el estado clínico y sus características 

(Tabla 1). El problema principal del diagnóstico de la EA es que muchos síntomas coinci-

den con los de otras demencias corticales o subcorticales, mostrándose además una gran va-

riabilidad interindividual en la expresión clínica de los síntomas. 

 Tanto el “Manual de criterios diagnósticos” (DSM-V), como la Sociedad Española de 

Neurología, conceptualizan la demencia (incluyendo la EA) como un conjunto de criterios 

donde el paciente sufre un deterioro de sus funciones cognitivas y conductuales, con un no-

table empeoramiento en el tiempo, que le impide la realización de las actividades básicas de 

la vida diaria, y que alcanza una fase terminal donde requiere cuidados continuos.  
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 En la progresión de la EA se ha descrito un primer un periodo asintomático, que se ha 

convertido en objeto de dianas terapéuticas (Price & Morris, 1999; Dubois et al., 2007). En 

la práctica clínica se usan escalas de valoración del estado cognitivo, tanto en primeras ex-

ploraciones como en exploraciones sucesivas del paciente. Una de las más conocidas y em-

pleadas es el test denominado Mini Mental State Examination (MMSE) para evaluar los es-

tadios de los pacientes con EA (Wajman et al., 2014). Esta herramienta permite obtener una 

puntuación global del estado cognitivo del paciente y su disminución en el tiempo según el 

progreso de la enfermedad.  

 No obstante, puesto que muchos síntomas coinciden con los de otras demencias corti-

cales o subcorticales (Karantzoulis y Galvin, 2011), además de una variabilidad en la expre-

sión clínica de los síntomas entre pacientes (Stopford et al., 2008), el diagnóstico definitivo 

se realiza postmortem en autopsias, gracias a determinados marcadores de reconocimiento y 

análisis histopatológico del tejido cerebral. Este diagnóstico se barema mediante la escala 

ABC, que valora tres parámetros: presencia de proteína amiloide (A; Thal et al., 2002), es-

cala Braak de distribución de ovillos neurofibrilares (B; Braak y Braak, 1991), y escala CE-

RAD (del inglés Consortium to Establish a Registry for Alzheimer Disease) de presencia de 

placas seniles (C; Mirra et al., 1991). El diagnóstico histopatológico de la EA se rige por 

estos criterios conjuntamente y depende de los tres patrones establecidos (Hyman et al., 

2012; Tabla 2, Figura 1). Asimismo, esta clasificación se utiliza para agrupar a los pacien-

tes según los estadios de la enfermedad. 

A 

Presencia de depósitos 
de amiloide  

(Escala Thal) 

B 

Presencia de ovillos 

neurofibrilares 

(Escala de Braak) 

C 

Presencia de placas 
neuríticas  

(Escala CERAD) 

0 0 0 0 0 Ninguna 
1 1 o 2 1 I o II 1 Dispersas 

2 3 2 III o IV 2 Moderadas 

3 4 o 5 3 V o VI 3 Frecuentes 

Tabla 2.  Escala ABC de diagnóstico histopatológico. A: Presencia de placas según la clasificación de Thal et al. (2002) 

donde A0 = no hay presencia de depósitos de amiloide; A1 = acumulación de depósitos de amiloide en áreas isocortica-

les; A2 = acumulación de depósitos de amiloide en áreas isocorticales y subcorticales; A3 = acumulación de depósitos de 

amiloide en todas las regiones corticales y subcorticales. B: Presencia de ovillos neurofibrilares según la clasificación de 

Braak (1991, 1994) donde: I/II = presencia de ovillos neurofibrilares en corteza transentorrinal y áreas subcorticales; III/

IV = presencia de ovillos neurofibrilares en regiones límbicas; V/VI = distribución isocortical de los ovillos neurofibrila-

res. C: CERAD: Protocolo de localización de placas neuríticas donde: C0 = ausencia de placas, C1 = presencia de placas 

de manera dispersa, C2 = presencia moderada, y C3 = presencia frecuente de placas neuríticas. Tabla modificada de Hy-

man et al. (2012).   



Introducción 

22 

Figura 1. Escala ABC de diagnóstico neuropatológico. A: Fases de Thal et al. (2002) en relación a la distribución de depó-

sitos de amiloide. En rojo se indica la primera fase o inicial (isocortical); en naranja, fase 2 o moderada (límbico), y en 

amarillo, fase 3 o tardía (subcortical); B: Distribución espaciotemporal de patrones de degeneración neurofibrilar, de Braak 

y Braak (1991). Amyg: Amígdala; EC: Corteza entorrinal; Cg: Córtex cingulado; Prec: Precúneo; 4: Córtex motor prima-

rio; 3-1-2: Córtex sensorial primario; 17: Córtex visual primario: 18: Córtex visual asociativo; C: Criterios de análisis se-

micuantitativos de placas Aβ-ir en tres regiones cerebrales (frontal, temporal y parietal), establecido por CERAD 

(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer Disease, Mirra et al., 1991). Mediante el método de tinción de plata se 

establece la cantidad de placas neuríticas en estas regiones. Modificada de Serrano-Pozo et al., 2011. 
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 Actualmente, el desarrollo de técnicas de neuroimagen y la caracterización de marca-

dores han facilitado un diagnóstico temprano, y han proporcionado una ventana temporal de 

actuación para nuevas terapias orientadas a disminuir la progresión de la enfermedad (Remi 

et al., 2012).  

 No obstante, se ha propuesto que la degeneración a nivel microanatómico comienza 

décadas antes de la aparición de los primeros síntomas, siendo por tanto muy relevante de-

terminar el momento en el cual ocurren los cambios microanatómicos que, años después, 

podrían ocasionar el deterioro cognitivo (Figura 2). 

 

 

 

 

Figura 2. Gráfica que ilustra la curva de deterioro de un paciente diagnosticado con EA. La línea amarilla indica la pérdida 

de memoria asociada a la edad, mientras que la línea azul ilustra una pérdida de funciones más pronunciada y que se co-

rrespondería a un diagnóstico de deterioro cognitivo leve (DCL). La línea roja hace referencia al periodo correspondiente a 

los estadios tardíos de la EA donde hay una pérdida total de funciones cognitivas. Tal y como se indica en la gráfica, los 

cambios cerebrales podrían aparecer décadas antes de la aparición de los síntomas. Modificada de Hampel y Lista, 2016. 
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1.2.3. Características histopatológicas 

 A nivel macroscópico, un cerebro de un paciente con EA se caracteriza por una atrofia 

generalizada, acompañada de una disminución del volumen cerebral, un ensanchamiento de 

los surcos cerebrales y de los ventrículos, así como un encogimiento de determinadas regio-

nes cerebrales como el hipocampo (Figura 3). Estas alteraciones macroscópicas son el refle-

jo de cambios a nivel microanatómico (DeFelipe, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 Microscópicamente, las principales características patológicas incluyen la presencia 

extracelular de placas seniles formadas por el péptido β-amiloide (Aβ), ovillos neurofibrila-

res (NFT, del inglés, neurofibrillary tangles) intracelulares, y otras alteraciones, incluyendo 

la pérdida neuronal y sináptica (Blennow et al., 2006). Estos cambios patológicos se encuen-

tran principalmente en la corteza cerebral (formación del hipocampo y neocorteza), pero 

también se observan en estructuras subcorticales, como la amígdala, los núcleos basales, el 

tálamo anterior, el locus coeruleus y los núcleos del rafe (Jucker et al., 2006), quedando 

afectados diversos circuitos cerebrales.  

1.2.3.1. Patología amiloide  

 A pesar de que la presencia de placas seniles fue descrita a principios de siglo por Alz-

heimer (1907), no fue hasta mediados de los años 80 cuando se descubrió que el componen-

te principal de estas placas extracelulares es el péptido Aβ (Selkoe et al., 1986). Por tanto, 

las placas seniles están compuestas de agregados del péptido Aβ extracelular. En condicio-

nes no patológicas, Aβ está involucrado en procesos de metabolismo celular y actividad si-

náptica, siendo degradado por ciertas peptidasas en su forma soluble, y puede ser internali-

Figura 3. Fotografías de secciones coronales de cerebro humano. A la izquierda se observa un cerebro control y a la dere-

cha un cerebro de un paciente con EA. En este último, se aprecia un encogimiento del córtex cerebral y del hipocampo en 

particular, una disminución de la sustancia blanca, y una expansión de los ventrículos cerebrales. Tomada de ADEAR 

(Alzheimer's Disease Education and Referral Center, a service of the National Institute on Aging). 
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zado y degradado por la acción de la microglía (Shoji et al., 1992; Carson y Turner, 2002). 

Según la teoría de la cascada amiloide, en la EA, existiría un desajuste entre la cantidad de 

péptido Aβ que se produce y la que se degrada, produciéndose un aumento de la misma en el 

espacio extracelular lo que conduciría a su agregación patológica (Hardy y Higgins, 1992).  

 Las placas inmunorreactivas para Aβ (Aβ-ir) están compuestas principalmente por fi-

bras de Aβ, axones y dendritas que han degenerado, pero también por fibras de proteína tau 

(Su et al., 1996). Su morfología no presenta un patrón definido, aunque se ha propuesto una 

clasificación que engloba placas difusas, compactas y con un núcleo claramente definido, así 

como placas distróficas (García-Marín et al., 2007; Figura 4). Se ha observado que las pla-

cas Aβ-ir en contacto con las neuronas producen alteraciones morfológicas locales en las den-

dritas de estas neuronas (Spires et al., 2005; Knafo et al., 2009a, b), incidiendo así en la 

transmisión sináptica y alterando la transmisión de la información (revisado en Guo y Lee, 

2014). Además, la presencia de placas Aβ-ir se ve incrementada durante el curso de la enfer-

medad en el espacio extracelular: desde regiones isocorticales en fases iniciales de la EA, 

hacia regiones límbicas en la fase moderada, alcanzando áreas subcorticales en las fases tar-

días de la enfermedad, y expandiéndose por toda la corteza en fases avanzadas de la EA 

(Figura 1; Thal et al. 2006).  

 

 

 

Figura 4. Dibujos originales realizados por Santiago Ramón y Cajal, para ilustrar distintos tipos de placas (A-C) y prepara-

ciones de tejido cerebral teñidas con el método de nitrato de plata reducido (D-F). Tomado de García-Marín et al., 2007. 
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1.2.3.2. Patología neurofibrilar 

 Como ya se ha mencionado, otra de las principales características de la EA es la presen-

cia de ovillos neurofibrilares. Estos ovillos están constituidos por la proteína tau hiperfosfori-

lada que forman los filamentos pareados helicoidales (PHFTau) en el interior de las neuronas 

(Grundke-Iqbal et al., 1986; revisado en Ávila, 2004). La proteína tau, en condiciones no pa-

tológicas, es una proteína citosólica principalmente localizada en los axones de las neuronas, 

y realiza funciones de ensamblaje axonal, modulando la dinámica de los microtúbulos, y 

afectando directamente a la estructura y funcionamiento neuronal (Goode & Feinstein, 1994; 

Johnson, 2006).  

 En la EA, la proteína tau se hiperfosforila, es decir, existe un aumento de los grupos 

fosfato en la cadena de aminoácidos de la proteína. Esta alteración conlleva el desprendimien-

to de la proteína tau de los microtúbulos, desestabilizando la estructura de la neurona y des-

ajustando su funcionamiento normal. La acumulación de PHFTau en el interior neuronal ocurre 

de forma gradual (Merino-Serrais et al., 2013). Se han descrito alteraciones en el cuerpo neu-

ronal según avanza la patología neurofibrilar, produciendo una degeneración de las dendritas 

y axones (neuritas distróficas), así como un deterioro del núcleo y, finalmente, la muerte neu-

ronal. Se ha propuesto que el estadio final de la formación de ovillos correspondería a las 

neuronas que han perdido sus funcionalidades por completo (Braak et al., 1994), denominán-

dose “ovillos fantasma” (del inglés, ghost tangles). 

 La distribución de los ovillos neurofibrilares en el cerebro también ocurre de manera 

gradual, acumulándose primero en áreas temporales y mesiales (corteza transentorrinal; esta-

dio I-II), sistema límbico (estadio III-IV) y, finalmente, en regiones isocorticales (estadio V-

VI) (Figura 5; Braak y Braak, 1991).  

 Se desconocen los mecanismos exactos que producen la hiperfosforilación de tau 

(Ávila, 2004), así como la posible relación entre distintos marcadores de PHFTau y el estadio 

de la enfermedad. Para visualizar la proteína PHFTau en tejido cerebral humano de pacientes 

con EA, se utilizan principalmente dos anticuerpos, PHFTau-AT8 y PHFTau-pS396 (Godert et al., 

1995; Duyckaerts et al., 2009), que presentan diferencias en su expresión en relación a la pro-

gresión de la enfermedad (Su et al., 1996; Mondragón-Rodríguez et al., 2013). El anticuerpo 

PHFTau-AT8 (reconoce la hiperfosforilación en las posiciones Ser202 y Thr205) se emplea en la 

clasificación de la degeneración neurofibrilar (estadios de Braak; Braak y Braak, 1991), 

mientras que el anticuerpo PHFTau-pS396 (reconoce la fosforilación en Ser396) se observa en 

numerosos ovillos neurofibrilares en estadios tardíos de la enfermedad (Kimura et al., 1996). 
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1.2.3.3. Relación entre la patología amiloide y la patología neurofibrilar 

  Actualmente, uno de los temas más controvertidos en la EA es establecer si Aβ y 

PHFTau, por si mismos, o su interacción, correlacionan con el progreso de la enfermedad 

(Bloom, 2014; Nelson et al., 2012), ya que hay evidencias de que la patología amiloide pue-

de preceder a la neurofibrilar y viceversa (Price y Morris, 2004). 

 La acumulación de placas Aβ-ir por si sola no parece correlacionar con el deterioro 

cognitivo de pacientes con EA, ya que un gran número de individuos sin síntomas asociados 

muestran acumulaciones de Aβ en sus cerebros (Giannakopoulos et al., 2003; Ingelsson et 

al., 2004; revisado en Ferrer, 2012 y Kametani y Hasegawa, 2018). Sin embargo, la presen-

cia de PHFTau sí se ha relacionado con el deterioro cognitivo en la EA (Nelson et al., 2012), 

y hay evidencias de que produce cambios en la microanatomía de las neuronas piramidales 

(Merino-Serrais et al., 2011), neurodegeneración (Spires-Jones y Hyman, 2014), así como 

alteraciones en la actividad mitocondrial y el transporte axonal, haciendo a las neuronas más 

vulnerables a la proteína Aβ (Ittner y Götz, 2011). Pese a ello, la presencia de PHFTau no 

implica necesariamente la muerte neuronal, pues las neuronas cuentan con mecanismos de 

protección celular que intentan evitar la formación de ovillos PHFTau (Iqbal et al., 2008). Por 

Figura 5. Esquema de los cambios neurofibrilares observados en la formación del hipocampo y en la neocorteza tempo-

ral adyacente. Nótese la evolución desde el estadio I hasta estadio VI. Modificada de Braak y Braak (1995). 
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tanto, se desconoce hasta qué punto la presencia de proteína tau hiperfosforilada produce los 

signos de demencia por sí sola (Andrade-Moraes et al. 2013).  

 En resumen, a pesar de que aún se desconoce qué proteína promueve la degeneración, 

ambas patologías podrían actuar de manera conjunta, produciendo incluso una potenciación 

de la acción de cada una por separado (Spires-Jones y Hyman, 2014; Polanco et al., 2017; 

Bennett et al., 2017). 

1.2.3.4. Otras patologías asociadas a la enfermedad de Alzheimer 

 Las patologías amiloide y neurofibrilar no son las únicas alteraciones que se observan 

en los cerebros de los pacientes con EA. Entre los cambios descritos se encuentran la pérdi-

da neuronal, principalmente en la corteza entorrinal (CE) y en algunas regiones del hipo-

campo (Gomez-Isla et al., 1996, 1997). En algunos casos la pérdida neuronal masiva de la 

región CA1 del hipocampo, da lugar a una esclerosis del hipocampo, una patología que se ha 

relacionado con la EA (Kawas et al., 2015; Ihara et al., 2018). Asimismo, se han encontrado 

diversas alteraciones sinápticas que varían según la región, y que incluyen una disminución 

en el número de sinapsis, así como otras alteraciones sinápticas (revisado en Blazquez-

Llorca, 2010). También, se ha descrito una alteración de la proteína de unión al ADN TDP-

43, así como la presencia de otros agregados como α-sinucleína (revisado en Robinson, 

2018).  

 Es decir, la concurrencia de otras alteraciones histopatológicas puede producir meca-

nismos de potenciación que afecten el curso de la enfermedad (Jucker y Walker, 2013). 
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1.3. Formación del hipocampo 

La formación del hipocampo se sitúa en la cara medial del lóbulo temporal, adyacente al 

asta ventral del ventrículo lateral (Figura 6A) y en general hace referencia al conjunto for-

mado por el giro dentado (GD), el hipocampo propio y el complejo subicular. Sin embargo, 

ciertos autores incluyen también a la CE por su estrecha relación funcional con el resto de 

las estructuras hipocampales (Amaral y Insausti, 1990; Duvernoy, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Como se ha mencionado anteriormente, los estadios iniciales de la EA se caracterizan 

por una pérdida de contexto, desorientación y deterioro de la memoria episódica o autobio-

gráfica. Estos síntomas correlacionan con funciones específicas de la formación del hipo-

campo (Olton et al., 1978), ya que el hipocampo posee neuronas que codifican secuencias de 

eventos relacionados con la memoria autobiográfica (Eichenbaum et al., 1999), dando lugar 

a un mapa cognitivo, es decir, a una representación del mundo que nos rodea (O’Keefe y 

Nadel, 1978). Scoville y Milner (1957), en sus estudios con pacientes sometidos a neuroci-

rugía, confirmaron que el hipocampo es crucial en la formación de nuevas memorias.  

Figura 6. A: Fotografía panorámica de un corte coronal de cerebro humano teñido con el método de Nissl. Los recuadros 

indican la ubicación de la formación del hipocampo. Imagen tomada del National Museum of Health and Medicine. B: dos 

cortes coronales que muestran la ubicación del hipocampo, así como su formación antero-posteriormente.  
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 En el hipocampo converge información procedente de áreas de asociación y de la cor-

teza frontal, de la amígdala, del tálamo y del hipotálamo, convirtiéndose en el lugar donde se 

almacena información relacionada con la memoria semántica (conceptos; Manns et al., 

2003), memoria autobiográfica (eventos personales y la relación entre ellos; Tulving y Mar-

kowitsch; 1998; Cabeza y St Jacques, 2007) y memoria espacial (orientación y reconoci-

miento; Shrager et al., 2007).  

 En pacientes con EA, se postula que el fallo en la transmisión de la información se ori-

ginaría en la corteza entorrinal, concretamente la región transentorrinal, y alteraría la funcio-

nalidad de las regiones del hipocampo con las que está fuertemente interconectada (Braak y 

Braak, 1991; Braak y Tredici, 2012; Schultz, et al., 2015).  

1.3.1. Organización citoarquitectónica y laminar 

 La formación del hipocampo presenta una gran complejidad, tanto en términos de co-

nectividad local y cortical como en términos anatómicos (Burgess et al., 2002), siendo hete-

rogéneo en su distribución medio-lateral (Figura 6B).  

 Citoarquitectónicamente, la formación del hipocampo está compuesta por distintas re-

giones (Insauti y Amaral, 2004). El GD, el hipocampo propio, y el subículo, corresponden al 

tipo arquitectónico de alocorteza, mientras que el presubículo, el parasubículo, y la CE co-

rresponden a mesocorteza. 

1.3.1.1. Giro dentado 

 El GD es una región trilaminada que contiene las siguientes capas: capa molecular, 

capa granular y capa polimórfica (Figura 7; Amaral y Lavenex, 2007). Las principales célu-

las que se encuentran en el GD son las células granulares, formando una capa en forma de V 

o de U, denominada capa granular (Figura 7A). Esta capa es la principal capa celular del 

GD, está compuesta principalmente por los somas de las células granulares, cuyo árbol den-

trítico se sitúa en la capa molecular (localizada sobre la capa granular) donde comienza a 

bifurcarse. La capa molecular alberga las fibras aferentes procedentes de otras regiones 

(como las proyecciones de la CE), así como los axones de las interneuronas que se ubican a 

lo largo de la capa granular. La capa polimórfica (denominada también hilus) contiene las 

células polimórficas y las fibras musgosas (Ramón y Cajal, 1984) que provienen de las célu-

las granulares. Las fibras musgosas forman sinapsis con las células polimórficas de esta ca-

pa, así como con las células piramidales de la región CA3 (revisado en Amaral y Lavenex, 

2007). Asimismo, la capa polimórfica también contiene fibras aferentes de otras regiones. 

Por último, en la parte infererior de la capa granular se encuentra la zona subgranular, región 

donde tiene lugar el proceso de neurogénesis adulta (Eriksson et al. (1998). 
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       1.3.1.2. Campos amónicos 

 Desde el punto de vista anatómico, la nomenclatura de Lorente de Nó (1934) divide el 

hipocampo propio en los campos CA1, CA2, CA3 y CA4. Las neuronas del asta de Amón 

comprendidas dentro de la concavidad de la capa de células granulares del GD constituyen 

el campo CA4, sin embargo, tal y como apuntaron Insausti y Amaral (2004), el término 

CA4 es confuso, pues en ocasiones se aplica bien a la capa polimórfica (hilus) del GD, o 

bien a la porción insertada dentro de la capa de células piramidales de CA3. Además, las 

características citoarquitectónicas no están claramente definidas, así como tampoco está de-

finida una clara conectividad que sirva para distinguir la capa piramidal de las neuronas de 

CA3 de las de CA4. Por lo tanto, siguiendo la nomenclatura de Insausti y Amaral (2004), en 

el presente trabajo se usará el término CA3 para referirse a estos campos.  

 De manera general, CA2 está formada por neuronas piramidales grandes y densamen-

te empaquetadas, mientras que CA1 empieza a aparecer cuando la capa piramidal comienza 

a ensancharse y los cuerpos de las neuronas están más separados entre sí. CA3, ubicado en-

tre la capa inferior del giro dentado y el hilus, posee en general numerosas células relativa-

mente grandes. 

 Los campos amónicos (CAs) varían rostrocaudalmente en su estructura, dificultando a 

veces su división anatómica. A nivel citoarquitectónico, se distinguen los siguientes estra-

tos: lacunosum-moleculare, radiatum, pyramidale, y oriens. El principal componente neuro-

nal del estrato pyramidale son los somas de las células piramidales. Tanto las dendritas api-

cales como las dendritas basales de las neuronas piramidales se encuentran en el estrato 

pyramidale, aunque algunas dendritas apicales alcanzan el estrato lacunosum-moleculare 

(Figuras 7B). El hecho de que las dendritas apicales (con sus colaterales) y las dendritas 

basales estén entremezcladas en la capa piramidal es una diferencia importante del hipocam-

po humano con respecto a la organización de las células piramidales en roedores y otras es-

pecies (Benavides-Piccione et al., 2019).  

 Los axones de las células piramidales del hipocampo atraviesan el estrato oriens, y 

llegan al alveus (sustancia blanca), donde forman la fimbria que, a su vez, representa el 

inicio del fórnix. Esta vía representa la principal vía de eferencias del hipocampo (Stanfield 

y Cowan, 1988; Cooper y Lowenstein, 2002). 

1.3.1.3. Subículo 

El subículo es una zona de transición entre el hipocampo propio y la CE y forma parte 

del complejo subicular, junto con el presubículo y el parasubículo, y sus principales elemen-
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tos son las células piramidales. Está formado por tres capas: la capa molecular (la más su-

perficial), compuesta principalmente por fibras y por las dendritas apicales de las células 

piramidales, la capa piramidal, que a su vez posee dos láminas (interna o profunda cerca del 

estrato oriens, y externa o superficial cerca del estrato radiatum), y la capa polimórfica, li-

mitando con la sustancia blanca, formada por células piramidales más pequeñas, (Figura 7). 

La capa piramidal externa contiene agrupaciones pequeñas de células piramidales, diferen-

ciándose así de CA1. En general, la capa piramidal profunda posee células piramidales de 

gran tamaño, cuyas dendritas apicales se extienden a la capa molecular, y sus dendritas ba-

sales se distribuyen en las porciones más profundas de la capa piramidal (O’Mara, 2005). 

 

Figura 7. A: Formación del hipocampo humano de una sección teñida con el método de Nissl. B: Microfotografías que 

muestran las características citoarquitectónicas de las diferentes regiones de la formación del hipocampo. GD: giro denta-

do; CA1-3: campos amónicos. Mol: capa molecular; Gran: capa granular; Pol: capa polimórfica; Lac-mol: estrato lacuno-

sum-moleculare; Rad: estrato radiatum; Pir: estratro piramidal; Or-alv: estratos oriens y alveus. Barra de escala 1200 μm 

(en A); 320 μm (en B). Modificada de DeFelipe et al. (2007). 
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1.3.2. Circuitos hipocampales 

 La información disponible en la literatura científica sobre estos circuitos procede ma-

yoritariamente de estudios realizados en rata, gato y mono (Witter et al., 1989), debido a que 

no hay métodos adecuados para el estudio del tejido humano postmortem.  

 Las aferencias y eferencias del hipocampo son muy amplias y diversas (Insausti y 

Amaral 2004; Dickerson & Eichenbaum, 2010), tal y como se muestra en la Figura 8. Bre-

vemente, la entrada de información cortical es la principal aferencia que llega al hipocampo 

a través de la corteza entorrinal (CE) que, a su vez, recibe aferencias desde diversas regiones 

del sistema límbico y áreas de asociación, siendo además estas conexiones recíprocas 

(Amaral & Witter, 1989; Amaral & Insausti, 1990). Además, el hipocampo recibe numero-

sas aferencias de origen subcortical, incluyendo las de la amígdala, claustrum, el complejo 

septal, el área supramamilar y varios núcleos talámicos, mientras que emite sus proyeccio-

nes a una gran variedad de regiones corticales y subcorticales (Lavenex y Amaral, 2000). 

Una vez que la información llega al hipocampo, ésta se propaga entre sus distintas regiones 

a través de conexiones locales. La principal característica de las conexiones intrínsecas del 

hipocampo es que el circuito es unidireccional, es decir, desde el GD la excitación neuronal 

sigue una vía unidireccional (Amaral & Insausti, 1990; Eichenbaum, 2000; revisado por Di-

ckerson & Eichenbaum, 2010), proyectándose la información hacia CA3, CA2 y CA1, prin-

cipalmente (Insausti & Amaral, 2004), donde, a su vez, la mayor parte de las proyecciones 

de CA1 van hacia el subículo (Amaral et al., 1991).  

 Como se ha mencionado, la CE representa la principal entrada de información al hipo-

campo a través de la vía perforante (Witter y Amaral, 1991; revisado en Knierim, 2015) que, 

a su vez, puede subdividirse en vía perforante lateral y vía perforante medial. Las células de 

la capa II de la CE lateral se proyectan hacia la parte externa de la capa molecular del GD y 

hacia la mitad externa del estrato lacunosum-moleculare de la región CA3, mientras que la 

capa II de la CE medial establece conexiones con la parte media del GD y la mitad interna 

del estrato lacunosum-moleculare de CA3. Por otro lado, las neuronas de la capa III de la 

CE lateral proyectan a la parte distal de CA1 y la parte proximal del subículo, mientras que, 

la capa III de la CE medial conecta con la parte proximal de CA1 y distal del subículo. En 

términos generales, el circuito trisináptico (EC → DG → CA3 → CA1; Figura 8) represen-

ta la entrada principal de estímulos al hipocampo a través de las proyecciones procedentes 

de la CE. 

 El GD no proyecta fuera de la formación del hipocampo, sino que envía sus axones de 

forma recurrente a las neuronas del GD y CA3 en una vía unidireccional (revisado en In-

sausti y Amaral, 2012). CA3 recibe proyecciones del GD a través de las fibras musgosas, y 
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proyecta hacia CA1 (a través de las colaterales de Schaeffer), a otras regiones subcorticales, 

y recurrentemente a CA3 (Neher et al., 2015).  

 CA1 recibe aferencias de CA3 a través de las colaterales de Schaeffer formando sinap-

sis en las dendritas apicales y basales de las células piramidales de CA1, pero también de la 

CE por una vía directa monosináptica (Cohen y Squire, 1980; revisado en Llorens-Martín et 

al., 2014 y Knierim, 2015). A su vez, CA1 proyecta predominantemente al subículo y a la 

CE (Finch y Babb, 1981; Finch et al., 1983), pero también recibe aferencias de múltiples 

regiones corticales y subcorticales, incluyendo los cuerpos submamilares, núcleos del tála-

mo y el septum, entre otras regiones (revisado en Buhl & Whittington, 2009), convirtiéndo-

se en una región de intercambio continuo de información. Finalmente, el subículo proyecta 

al parasubículo y desde ahí a la CE (Witter et al., 2000; Insausti y Amaral, 2004; Witter, 

2007; revisado en Blazquez-Llorca, 2010). 

 En estudios realizados en ratones, se ha descrito que que la región CA2 recibe aferen-

cias del GD y, a su vez, conecta con CA3 y CA1. (Kohara et al., 2014), y se ha propuesto 

que CA2 está involucrado en un circuito trisináptico diferente al de la vía perforante. Sin 

embargo, en el hipocampo humano, aún está pendiente de esclarecer tanto su organización 

como su función. 

 Sin embargo, las conexiones del hipocampo varían a lo largo de su eje longitudinal. 

Además, se han atribuido funciones específicas a su región dorsal (o posterior) y a su región 

ventral (o anterior) que podrían verse afectados de manera diferencial durante el proceso de 

envejecimiento (Stark et al., 2019). En general, la región posterior estaría implicada en la 

navegación espacial y memoria, mientras que la región anterior del hipocampo se encargaría 

también del procesamiento emocional (revisado en Zeidman y Maguire, 2016). Sin embar-

go, estudios realizados con herramientas genéticas (Thomson et al., 2008) y registros elec-

trofisiológicos en roedores (Killian et al., 2012), así como la aplicación de técnicas de neu-

roimagen en humanos (Small et al., 2001), han sugerido que el papel funcional del hipocam-

po puede ser mucho más complejo, ya que establece múltiples conexiones entre dominios 

específicos de sus propias regiones y a lo largo de todo el eje hipocampal (revisado en 

Strange et al., 2014). Por tanto, se ha sugerido revisar el modelo de dicotomía funcional an-

teroposterior y reemplazarlo por un modelo de funcionalidades superpuestas con el fin de 

esclarecer los mecanismos neuronales implicados en funciones específicas, como el almace-

namiento y recuperación de la memoria espacial en humanos (revisado en Strange et al., 

2014; Zeidman y Maguire, 2016). 
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1.3.3.  Implicaciones funcionales de la conectividad hipocampal 

 Se ha propuesto que, en la EA, las conexiones entre diferentes regiones, tanto hipo-

campales como corticales, serían las responsables de la propagación de la enfermedad, sugi-

riendo que las proteínas alteradas infectarían las neuronas del circuito. Es decir, se plantea 

que existe una “propagación priónica” (Lace et al., 2009; Jucker & Walker, 2013) a través 

de las sinapsis: la proteína patológica se liberaría en el terminal presináptico para su poste-

Figura 8. Esquema de las principales conexiones intrínsecas de la formación del hipocampo y la CE, así como de las prin-

cipales conexiones aferentes y eferentes corticales y subcorticales. Las líneas discontinuas indican las conexiones con el 

GD, CA3 y la CE. Modificado de DeFelipe et al., 2007.  
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rior unión al receptor postsináptico e internalización (revisado en Mohamed et al., 2013). 

Posteriormente, cuando ésta empieza a acumularse en el compartimento somatodendrítico, 

se liberaría, contribuyendo a la propagación. Se ha descrito que la transmisión de proteínas 

tóxicas a través de las sinapsis ocurría tanto en el caso de la proteína tau, como en el de la 

proteína β-amiloide (Guo & Lee, 2014).  

 Además, los síntomas relativos a los primeros estadios de la EA se correlacionan con 

las áreas hipocampales, por tanto, es relevante entender la relación entre las características 

histopatológicas de las distintas regiones del hipocampo y la posible implicación en los cir-

cuitos intra- y extra-hipocampales.  

 Se postula que la vía más susceptible de sufrir degeneración es la trisináptica, siendo 

CA1 la región con mayor daño neuronal por las numerosas células piramidales que presenta 

(Llorens-Martín et al., 2014). Otros estudios mostraron que las lesiones en esta región serían 

razón suficiente para producir un déficit de memoria (Zola-Morgan et al., 1986), pues se tra-

ta de una región muy vulnerable a los cambios metabólicos (revisado en Bartch & Wulff, 

2015). El circuito trisináptico se ha relacionado con la adquisición de nuevas memorias 

(Cohen y Squire, 1980), es decir, la distinción entre objetos nuevos y otros previamente al-

macenados (Dillon et al., 2017), donde la separación de patrones está funcionalmente locali-

zada en el GD (Dillon et al., 2017). Esta función la lleva a cabo gracias a una continua co-

municación con CA3 (Suwabe et al., 2018) que, a su vez, tiene un papel específico en la 

asociación de objetos en el tiempo. Por otro lado, la región CA1 se ve involucrada en recu-

peración de memoria autobiográfica y consolidación de nuevas memorias (Cherubini y Mi-

les, 2015). CA1 es una región crítica para el procesamiento de información espacial, así co-

mo para el aprendizaje y la memoria (Henriksen et al., 2010; Nakazawa et al., 2016). Final-

mente, el subículo es un área importante en la transmisión de la información hacia otras re-

giones corticales (O’Mara, 2005, 2006); la información que se procesa en el hipocampo sale 

hacia el neocórtex desde el subículo, convirtiéndose así en una región muy relevante para el 

intercambio de información con el resto de la corteza cerebral. 

 Las descripciones sobre la funcionalidad de CA2 son escasas, pero se le han atribuido 

funciones mnésicas sociales específicas y, a nivel molecular, se ha observado, en pacientes 

con esquizofrenia, una fuerte acción estrógena ligada a la actividad de las interneuronas 

(revisado en Chevaleyre y Piskorowski, 2016), sugiriendo la existencia de mecanismos pro-

tectores frente a la degeneración en cerebros de mujeres. Hay evidencias que sustentan la 

idea de que la región CA2 actúa modulando la actividad normal dentro de la red hipocam-

pal, estableciendo conexiones sólidas, especialmente con el GD, pero también con CA3 y 

las capas profundas de CA1 (Keigo et al., 2014; Boehringer et al., 2017). Por tanto, CA2 
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soporta muchas funciones fisiológicas (revisado en Robert et al., 2018), pero su posible atro-

fia o pérdida neuronal en la EA no están claramente establecidas (West et al., 1994; Zarow 

et al., 2007; revisado en deFlores et al., 2015), probablemente debido a diferencias en los 

protocolos o el procesamiento de las muestras.  

1.4. Estudio de la enfermedad de Alzheimer: análisis multidimensional 

 Los modelos animales han facilitado una mejor comprensión de la enfermedad, aislan-

do o sobreexpresando las proteínas Aβ o PHFTau, con el fin de observar únicamente su vía 

de actuación, modulación e interacción con otros componentes y procesos cerebrales. Sin 

embargo, en la EA, los modelos animales pueden ofrecer una visión limitada de la compleji-

dad de la patología, obviando factores cognitivos, psicológicos y sociales que se presentan 

en un paciente con esta enfermedad. La enorme variabilidad interindividual de los pacientes 

con EA hace muy difícil extraer conclusiones válidas sobre la enfermedad y sus implicacio-

nes. Asimismo, se ha planteado la posibilidad de que sea la proteína Aβ el principal desen-

cadenante de la EA, orientándose todos los ensayos clínicos en eliminar su agregación, pero 

las evidencias científicas indican que ni esta proteína, ni la presencia de ovillos neurofibrila-

res son exclusivos de la EA, sino que representan un factor de riesgo cuya presencia puede, 

o no, dar lugar a la fase sintomática (revisado en Morris et al., 2018). Además, se han obser-

vado cerebros con patología amiloide y/o neurofibrilar, pero sin síntomas clínicos, así como 

pacientes diagnosticados con EA sin rastro de proteína Aβ en el análisis post-mortem 

(Ferrer, 2012; revisado en Morris et al., 2018). Por tanto, la EA se empieza a concebir como 

una enfermedad mucho más compleja que la mera presencia y/o interacción de las proteínas 

Aβ y tau.  

 Por otro lado, la investigación en la EA genera una gran cantidad de datos que, gene-

ralmente, resulta difícil de analizar, principalmente por la falta de herramientas que evalúen 

de manera conjunta los hallazgos obtenidos desde distintos campos. La EA, así como otras 

enfermedades neurodegenerativas, necesitan estar vinculadas a nuevas herramientas de in-

vestigación que permitan un análisis multivariado y multidisciplinar, con el fin de encontrar 

patrones de expresión, alteración e interacción proteicas, ligados a la mayor cantidad posible 

de información procedente de los sujetos, como la información clínica, psicológica y social.  

 Para ello, es necesario el desarrollo de herramientas de exploración y de visualización 

de conjuntos de datos multidimensionales que permitan, no solo almacenar información, 

sino también analizarla en todos sus niveles. El análisis exploratorio de datos se refiere a un 

conjunto de técnicas desarrolladas para mostrar datos de tal manera que las características 

que podrían considerarse particularmente relevantes para un determinado análisis se vuelvan 

evidentes. Los métodos tradicionales requieren que se proponga la hipótesis antes de adqui-
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rir los datos, sin embargo, esta utilidad de los análisis exploratorios proporciona al usuario 

un punto de vista diferente y dinámico, ayudándole a decidir el tipo de análisis que se reali-

zará u ofreciendo la posibilidad de proponer nuevas hipótesis.  

 Los estudios sobre EA han generado bases de datos muy grandes y complejos y, por 

consiguiente, difíciles de manejar e interpretar. Las técnicas de análisis convencionales re-

sultan insuficientes, siendo cada vez más necesario utilizar recursos que permitan otro tipo 

de análisis. Es decir, disponer de herramientas capaces de reunir información procedente de 

diversas disciplinas con el fin de analizar los datos de manera conjunta. Esta necesidad, evi-

dente en el estudio de la EA, se hace visible en otras muchas áreas de la investigación bio-

médica que implican estudios multidisciplinares.  
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II. OBJETIVOS 

 El objetivo principal de esta tesis doctoral es analizar las alteraciones histopatológicas 

en la formación del hipocampo de pacientes EA. Para ello se plantean los siguientes objeti-

vos específicos: 

 

1. Estudio de las densidades neuronales en el hipocampo de pacientes con EA:  

1.1. Cuantificación de las densidades neuronales en distintas regiones hipocampales 

(CA1-CA3 y subículo) mediante estimaciones estereológicas en secciones marcadas con el 

método de Nissl  y con un anticuerpo específico para visualizar neuronas (NeuN). 

 

2. Análisis de la patología neurofibrilar en el hipocampo de pacientes con EA: 

2.1. Estimación de la densidad de las neuronas con marcaje neurofibrilar en diferentes 

regiones del hipocampo (GD, CA1-CA3, subículo) mediante técnicas de inmunohistoquími-

ca simple con anticuerpos frente a dos isoformas de PHFTau (PHFTau-AT8/PHFTau-pS396) .  

2.2. Caracterización y distribución de neuronas marcadas con doble inmunofluores-

cencia frente a PHFTau-AT8/PHFTau-pS396. 

 

3. Análisis de la patología amiloide en el hipocampo de pacientes con EA: 

3.1. Estimación de la densidad de placas marcadas con anticuerpo frente a Aβ median-

te inmunohistoquímica simple en diferentes regiones del hipocampo (GD, CA1-CA3, 

subículo).  

3.2. Análisis del volumen ocupado por las placas Aβ-ir, así como de las dimensiones de 

las placas mediante inmunohistoquímica simple en cada una de las regiones (GD, CA1-

CA3, subículo). 

3.3. Caracterización y distribución de placas marcadas con doble inmunofluorescencia 

Aβ/PHFTau-AT8, Aβ/PHFTau-pS396 y PHFTau-AT8/PHFTau-pS396 en la región CA1. 

3.4. Cuantificación y caracterización de los tipos de placas mediante triple marcaje 

inmunofluorescente para Methoxy-X04/anti-PHFTau-AT8/anti-PHFTau-pS396.  

 

4. Desarrollo y validación de una herramienta exploratoria de visualización de datos multi-

dimensionales: InTool Explorer y su aplicación para estudiar la posible relación entre la pa-

tología neurofibrilar, la patología amiloide, y la densidad neuronal, así como con las varia-

bles técnicas, clínicas y demográficas de los pacientes.  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 3.1. Obtención y procesamiento del tejido cerebral humano 

 El tejido cerebral humano utilizado fue obtenido de autopsias procedentes de pacientes 

con la EA y de casos sin enfermedades neurológicas. También se utilizaron muestras de teji-

do cerebral postoperatorio obtenido del tratamiento quirúrgico de 7 pacientes con epilepsia 

del lóbulo temporal (ETL) farmacorresistente (Tabla 3). 

 El tejido humano procedente de pacientes con EA se obtuvo de 11 casos (cuyos tiem-

pos postmortem fueron entre 2h - 5:30h; y edades comprendidas entre 76 y 95 años, en el 

momento del fallecimiento; Tabla 3). El tejido de estos pacientes fue evaluado para su diag-

nóstico mediante el análisis neuropatológico establecido por Braak y Braak (1991) y CE-

RAD (Mirra et al., 1991). Estos 11 casos fueron obtenidos de dos fuentes distintas: Banc de 

Teixits Neurologics del Hospital Universitari Clinic de Barcelona (Dr. I. Ferrer, Servicio de 

Anatomía Patológica, IBIDELL-Hospital Universitario de Bellvitge, Barcelona, España) y 

del Banco de Tejidos Fundación CIEN (Dr. A. Rábano, Área de Neuropatología, Centro 

Alzheimer, Fundación Reina Sofía, Madrid, España). En todos los casos, las muestras se 

procesaron siguiendo las indicaciones de la Declaración de Helsinki (WMA, 2013) y con la 

aprobación del Comité Ético local.  

 Estos bloques de tejido fueron fijados por inmersión en una solución de paraformal-

dehido al 4% en tampón fosfato (PB) 0.1M con pH 7.4, durante 24h a 4ºC. Posteriormente, 

fueron crioprotegidos en una solución de sacarosa al 30% durante, al menos, 24h para, final-

mente, ultracongelarlos a -80ºC. Los bloques que contenían el hipocampo se cortaron con un 

microtomo de deslizamiento (Thermo Fischer Scientific, MICROM, HM450; unidad de 

congelación, KS34, Massachusetts, EEUU), a -40º, en secciones seriadas coronales de 50µm 

de grosor, y recogidas en PB 0.1M para su posterior procesamiento.  

 El tejido de autopsias sin demencia se obtuvo de 3 casos (rango de edad 49-69 años; 

Tabla 3) sin enfermedades neurológicas (supervisado por el Dr. R. Alcaraz, Servicio de Pa-

tología Forense, Instituto Vasco de Medicina Legal, Bilbao, España).  

 El tejido postoperatorio se obtuvo de 7 pacientes sin demencia (3 mujeres, 4 hombres 

y rango de edad 21-45 años; Tabla 3) que sufrían epilepsia del lóbulo temporal farmacorre-

sistente (Andrioli et al., 2017; Alonso-Nanclares et al., 2011). Los pacientes epilépticos fue-

ron evaluados en el Hospital la Princesa (Madrid, España), tal y como se describe en Sola et 

al., (2005). En todos los casos se obtuvo un consentimiento informado de todos los partici-

pantes de acuerdo con la Declaración de Helsinki (WMA, 2013), y todos los protocolos reci-

bieron una aprobación del Comité Ético del Hospital la Princesa. La resección de la corteza 
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temporal y del área amígdalo-hipocampal se realizó según el método quirúrgico descrito por 

Spencer y Engel (1998).  

 Tanto en el tejido procedente de autopsias controles como en las biopsias de pacientes 

epilépticos, los bloques que contenían la formación del hipocampo se sumergieron en una 

solución de paraformaldehido al 4% en PB 0.1M con pH 7.4 a 4ºC durante 24-36h para su 

fijación. Posteriormente, fueron cortados en secciones coronales de 50µm de grosor median-

te un vibratomo. Tanto en las autopsias consideradas controles como en las biopsias de teji-

do postoperatorio, se realizaron análisis histológicos que no mostraron alteraciones patológi-

cas en el hipocampo.  

3.2. Microscopía óptica: histología e inmunohistoquímica 

 Para obtener una visualización de los límites anatómicos y de las áreas hipocampales 

de interés se utilizaron secciones teñidas con el método de Nissl (azul de toloudina), una téc-

nica histológica que permite la visualización tanto de neuronas como de células gliales 

(Figura 9B).  

 Además, para estimar las densidades neuronales se utilizaron secciones marcadas utili-

zando el anticuerpo NeuN y la tinción de Nissl (Figura 9B), así como secciones marcadas 

con dos anticuerpos diferentes frente a la proteína PHFTau (PHFTau-AT8 y PHFTau-396; Figura 

9C, D). 

 3.2.1. Inmunohistoquímica convencional  

 Las secciones seleccionadas para inmunohistoquímica fueron pretratadas en una solu-

ción que contenía H2O2 al 2% durante 30 minutos para bloquear la actividad de la peroxida-

sa endógena. Posteriormente, con el fin de mejorar la penetración del anticuerpo, fueron su-

mergidas en una solución con Triton-X (Merck, Darmstadt, Alemania) al 0.25% y 3% suero 

de cabra o caballo en PB 0.1M (según se utilicen anticuerpos policlonales o monoclonales, 

respectivamente; Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). A continuación, las secciones 

fueron incubadas durante 48h a 4ºC con los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo 

monoclonal de ratón anti-NeuN (1:2000; Chemicon; MAB377, Temecula, CA, EEUU), an-

ticuerpo monoclonal de ratón anti-PHFTau-AT8 (1:2000, MN1020, Thermo Scientific, Walt-

ham, MA, EEUU) y anticuerpo policlonal de conejo anti-PHFTau-pS396 (1:2000, Invitrogen 

Corp, 44752G, Carlsbad, CA, EEUU). Para marcar las placas β-amiloide las secciones fue-

ron previamente tratadas con ácido fórmico al 88% (Sigma-Aldrich, No. 251364, St. Louis, 

MO, EEUU), y posteriormente se incubaron con el anticuerpo monoclonal de ratón anti-Aβ 

(clone 6F/3D, 1:50, Dako M0872, Glostrup, Dinamarca; Figura 9E). Posteriormente, las 

secciones se incubaron durante 1h con anticuerpos secundarios biotinilados específicos para 
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Figura 9. Microfotografías ilustrando la formación hipocampal de un paciente con EA de secciones inmunoteñidas para 

NeuN (A), Nissl (B), PHFTau-AT8 (C), PHFTau-pS396 (D) y Aβ (E). Barra de escala (en E): 1000µm. GD: giro dentado; CA3-

CA1: campos amónicos; SUB: subículo.  
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cada anticuerpo primario: caballo anti-ratón para anti-NeuN, anti-PHFTau-AT8 y anti-Aβ, y 

cabra anti-conejo para anti-PHFTau-pS396 (1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

EE.UU.). Finalmente, las secciones fueron sumergidas durante 1h en el complejo ABC 

(avidina-biotina peroxidasa, Vectastain, ABC Elite PK1600, Vector). Para la visualización 

del marcaje, las secciones fueron tratadas con el cromógeno DAB al 0,05% (3, 3' tetrahidro-

cloruro de diaminobencidina Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) en PB 0.1M y H2O2 al 

0,01%, durante 1 minuto. Finalmente, las secciones fueron montadas, deshidratadas, clarifi-

cadas con xileno y cubiertas con el medio de montaje DePeX (VWR, Rannor, Pensilvania, 

EEUU).  

3.3. Microscopía confocal: doble y triple inmunofluorescencia 

 Para estudiar la posible relación entre las proteínas PHFTau y Aβ, así como la relación 

entre ambos epítopos de la proteína tau y su implicación en el estadio de la enfermedad, se 

combinaron anticuerpos frente a PHFTau (PHFTau-AT8 y PHFTau-396) y anticuerpos Aβ-ir, obte-

niendo dobles y triples marcajes de inmunofluorescencia.  

 En primer lugar, se seleccionaron las secciones de tejido para dobles marcajes de in-

munofluorescencia. Siguiendo el procedimiento anteriormente descrito, las secciones selec-

cionadas fueron, en primer lugar, tratadas con ácido fórmico al 88%, siendo posteriormente 

incubadas en una solución que contenía la siguiente combinación de los anticuerpos prima-

rios descritos previamente: anti-Aβ/anti-PHFTau-pS396, anti-Aβ/anti-PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-

pS396/anti-PHFTau-AT8 (Figura 10). Después se incubaron durante 2h a temperatura ambiente, 

en diferentes soluciones que contenían un anticuerpo secundario específico de cabra anti-

conejo acoplado a Alexa fluor 594 y uno de cabra anti-ratón acoplado a Alexa fluor 488 

(1:1000; Molecular Probes, Eugene, OR, EE. UU.). Finalmente, las secciones fueron trata-

das con el reactivo Eliminator (Chemicon) para reducir o eliminar la auto-fluorescencia. Fi-

nalmente, las secciones fueron montadas con el medio de montaje ProLong Gold Antifade 

Reagent (Invitrogen Corp.) para su conservación y visualización.  

Además, también se examinó la posible relación entre la proteína Aβ y ambos epítopos 

de la proteína PHFTau (PHFTau-AT8 y PHFTau-396), empleando para ello secciones triplemente 

teñidas (Figura 11). Aquellas secciones que fueron doblemente inmunomarcadas para los 

anticuerpos anti-PHFTau-pS396 y PHFTau-AT8, se contratiñeron con el reactivo Methoxy-X04 

(0.01mg/ml en PB 0.1M), un marcador histológico fluorescente (Xcess Biosciences Inc., 

San Diego, CA, EE. UU.), derivado del Congo Red, que tiñe placas en secciones postmor-

tem de tejido cerebral con EA. De esta manera, conseguimos visualizar las placas Aβ-ir y 

ambos epítopos de la proteína PHFTau de manera simultánea.  
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Figura 10. Imágenes de microscopía confocal de la formación hipocampal de un paciente con EA que muestra tinción para 

anti-Aβ (A, C) y anti-PHFTau (anti-PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-pS396 en B y D, respectivamente). Barra de escala (en D): 50 µm. 

Figura 11. Imágenes de microscopía confocal de la formación hipocampal de un paciente con EA que muestra tinción para 

anti-PHFTau (anti-PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-pS396; A y B, respectivamente) y tinción para Methoxy-X04 (C). Barra de escala 

(en C): 50 µm. 
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3.4. Estimaciones estereológicas mediante microscopía óptica 

3.4.1. Estimación del encogimiento del tejido 

 El procesamiento histológico de las secciones produce un encogimiento del tejido, por 

lo que se estimó el grosor de las secciones antes y después del procesado inmunohistoquími-

co, corrigiendo así los valores finales obtenidos en la estimación de densidades neuronales y 

de placas Aβ-ir, así como el volumen y el porcentaje ocupado por estas últimas.  

 Todas las medidas se realizaron en cinco puntos aleatorios en diferentes secciones, 

usando el software Stereo Investigator (Stereo Investigator 11.0, MicroBrightField Inc., Wi-

liston, VT, EEUU). En las secciones marcadas con DAB, el grosor medio de las secciones 

antes del procesamiento inmunohistoquímico fue 50.2µm, y después del procesado, 

16.49µm en secciones marcadas con anti-NeuN, anti-PHFTau y anti-Aβ, mientras que, en 

secciones teñidas con el método de Nissl, el grosor medio después del procesado fue 

17.4µm. Por lo tanto, los valores finales de las estimaciones estereológicas se corrigieron 

para obtener una estimación homogénea de todas las variables a medir. 

3.4.2. Análisis de densidades neuronales 

 Las estimaciones neuronales se realizaron aplicando disectores ópticos (Figura 12; 

West y Gundersen, 1990), en particular, mediante la herramienta “Fraccionador Ópti-

co” (Stereo Investigator) que permite estimar las densidades neuronales. 

 Las densidades neuronales, expresadas como el número de neuronas marcadas por vo-

lumen, fueron estimadas en las regiones CA3, CA1 y subículo en secciones teñidas con el 

método de Nissl y en secciones marcadas con anti-NeuN, anti-PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-pS396 

(Figura 12). Puesto que la mayoría de las neuronas se localizan en la capa piramidal, las 

densidades neuronales se estimaron en esta capa en los CAs del hipocampo y el subículo. En 

secciones teñidas con el método de Nissl, una neurona se contabilizaba si su nucléolo se 

identificaba y enfocaba claramente a lo largo del eje-z del marco de conteo, mientras que en 

secciones anti-NeuN, una neurona se contabilizaba si su núcleo se visualizaba y enfocaba.  

 Se aplicaron parámetros estereológicos específicos para cada muestra y marcador neu-

ronal. Después de escoger aleatoriamente una sección de tejido cerebral, se seleccionaron 6 

secciones a intervalos igualmente espaciados (entre 4-8). Los disectores ópticos se emplea-

ron en secciones teñidas con el método de Nissl y con anti-NeuN a 100x aumentos, en una 

superficie estimada de 2050µm2, con una profundidad de los disectores de 10µm, obtenien-

do un volumen analizado de 20500µm3 por disector óptico por caso.  
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 Las secciones marcadas con los anticuerpos frente a PHFTau-AT8 y PHFTau-396 se analiza-

ron a 40x aumentos, en una superficie de 14450µm2, usando disectores de 10µm de profun-

didad, y obteniendo un volumen analizado de 144500µm3 por caso.  

 

Figura 12. Columna de la izquierda: microfotografías ilustrando la formación hipocampal de un paciente con EA de sec-

ciones inmunoteñidas para NeuN (A), Nissl (C), PHFTau-AT8 (E), PHFTau-pS396 (G) y Aβ (I). Columna de la derecha (B, D, F, 

H, J): mayor aumento de la región CA1 para ilustrar el marco de conteo aplicado en los procedimientos estereológicos (las 

líneas verdes corresponden a los bordes de inclusión y las líneas rojas a los bordes de exclusión). En las secciones con 

tinción de Nissl, una neurona se contó solamente si el nucléolo se identificaba claramente en el plano óptico a lo largo del 

eje z, mientras que en las secciones NeuN-ir, una neurona se contó cuando su núcleo se identificaba claramente. Barra de 

escala (en J): 1000 µm en A, C, E, G e I; 37 µm en B y D; 90 µm en F, H and J. GD: giro dentado; CA3-CA1: campos 

amónicos; SUB: subículo.  
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3.4.3. Análisis de las placas de β-amiloide 

 El número de placas Aβ-ir por volumen se estimó en las regiones GD, CA3, CA1 y 

subículo, aplicando la herramienta descrita anteriormente (Figura 12). Se seleccionaron un 

mínimo de 6 secciones por cada paciente con EA, con intervalos equivalentes (entre 4-8), 

empleando un objetivo de 40x para su estudio. La superficie analizada fue de 22500 µm2 y 

con una profundidad del disector de 10 µm, obteniendo un volumen estudiado de 225000 

µm3 por disector óptico por caso. 

 Para estimar el volumen de las placas, se delimitaron los límites de cada placa con la 

herramienta Nucleator (Stereo Investigator; Gundersen, 1986), que permite obtener el volu-

men de cada placa Aβ-ir analizada, además del volumen relativo ocupado por las mismas en 

cada campo analizado de la formación hipocampal. 

3.5. Microscopía confocal 

 Para analizar la distribución y expresión de neuronas PHFTau-ir (PHFTau-AT8 y PHFTau-

396) y de placas Aβ-ir en CA1, así como su posible interacción se analizaron las secciones 

doblemente marcadas mediante inmunofluorescencia. Las secciones fueron escaneadas con 

un microscopio láser confocal multiespectral Zeiss LSM 710 (Carl Zeiss Microscopy 

GmbH, Jena, Alemania), utilizando las líneas de láser 488 y 594 nm.  

 Para el análisis de las neuronas PHFTau-ir (PHFTau-AT8 y PHFTau-396) y placas Aβ-ir pre-

sentes en estas secciones doblemente marcadas, obtuvimos series de imágenes, con un inter-

valo de 3μm en el eje z, y con una lente de inmersión en aceite a 40x aumentos (Objetivo 

Plan-Apochromat 40x NA, 1.3 aceite). La señal de cada marcador fue adquirida en canales 

independientes, 488 nm para la detección de Alexa 488 y 594 nm para Alexa 594. El núme-

ro de planos ópticos en el eje z obtenidos para cada serie fue entre 12 y 20. Para el estudio y 

visualización del marcaje se combinaron las series de imágenes adquiridas en sus diferentes 

canales, con el software Zen (ZEN 2012, Carl Zeiss Microscopy GmbH; Figura 13).  

 Por otro lado, se examinaron las secciones con triple inmunofluorescencia marcadas 

con anti-PHFTau-pS396 y PHFTau-AT8, y contrateñidas con Methoxy-X04 (para marcar las placas 

de Aβ). Se estudiaron 113 placas individualmente, para cada una se obtuvo una serie de 

imágenes con un intervalo en el eje z de 0.5 a 1μm, con un número total de planos ópticos 

comprendido entre 34 y 69, en canales separados, y con el objetivo 40x. Igualmente, la señal 

de cada marcador fue adquirida en canales independientes, 488 nm para la detección de Ale-

xa 488 y 594 nm para Alexa 594 y 405 nm para la detección de Methoxy-X04. 
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 El software Zen se utilizó para obtener la proyección en z de todas las imágenes 

(resolución 1024 x 1024 píxeles). El programa utilizado para componer las figuras fue Ado-

be Photoshop (CS4, v11.0, Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, EE. UU.). 

Figura 13. Formación hipocampal de un paciente con EA. (A) Sección marcada con la tinción de Nissl de un paciente con 

EA (Az6) para ilustrar las áreas hipocampales. Note la pérdida neuronal en CA1. Las imágenes de confocal muestran tin-

ción para anti-Aβ (B) y anti-PHFTau-pS396 (C) y fueron tomadas de una sección doblemente marcada para ilustrar el patrón 

de distribución de las placas Aβ-ir y las neuronas PHFTau-pS396-ir, respectivamente. (D) Ambos canales mostrando tanto el 

marcaje anti-Aβ como el marcaje anti-PHFTau-pS396. (E, F) Región CA1 mostrando el marcaje de neuronas PHFTau-pS396-ir (E) 

y de placas Aβ-ir (F). CA1-CA3: campos amónicos; GD: giro dentado; SUB: subículo; Pyr: stratum pyramidale; Rad: stra-

tum radiatum; Or: stratum oriens. Barra de escala (en F): 20 µm en A; 25 µm en B, C, D; 50 µm en E, F.   
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3.5.1. Análisis de la patología neurofibrilar en CA1 

 El análisis de las neuronas que expresaban PHFTau-AT8 y/o anti-PHFTau-pS396 consistió en 

una segmentación semiautomática de las neuronas, con la ayuda del software Imaris (7.1.5 

Bitplane AG, Zurich, Suiza), colocando esferas de 20μm de diámetro (tamaño medio del 

soma neuronal) en cada neurona teñida. De esta manera, las neuronas PHFTau-AT8-ir se marca-

ron con esferas rojas, las neuronas PHFTau-pS396-ir con esferas verdes, y aquellas neuronas que 

mostraban ambos marcadores (PHFTau-AT8/PHFTau-pS396), con esferas amarillas. (Figura 14). 

Una vez marcadas todas las neuronas, el programa Imaris ofrece el número total de neuronas 

PHFTau-ir de cada paciente analizado, así como la posición de cada neurona dentro de la re-

gión CA1.  

 

3.5.2. Análisis de la patología amiloide en CA1 

 El análisis de las placas se realizó en las series de imágenes obtenidas de las secciones 

con doble inmunofluorescencia: anti-Aβ/anti-PHFTau-AT8, anti-Aβ/anti-PHFTau-pS396 y anti-

PHFTau-AT8/anti-PHFTau-pS396, que contenían la región CA1 en su totalidad. 

 Para caracterizar cada placa, se analizó cada plano y canal por separado con el fin de 

visualizar su marcaje. Para ello, se utilizó el programa ZEN blue (Zen 2012). Este programa 

permite colocar un identificador a cada placa, generando así una lista con la totalidad de las 

placas analizadas. De esta manera, obtuvimos el número total de placas marcadas, pudiendo 

además determinar si había o no co-localización entre los distintos marcadores, así como la 

localización exacta de cada placa dentro de CA1. 

 Adicionalmente, las series de imágenes de las placas adquiridas individualmente, en 

las secciones triplemente teñidas (PHFTau-AT8/PHFTau-pS396/Methoxy-X04) también fueron 

analizadas con el programa ZEN blue. En este caso, se analizó el marcaje específico de cada 

placa, pero no su localización. Por tanto, se obtuvieron los datos de placas que expresaban 

alguno de los marcadores empleados, es decir, PHFTau-AT8, PHFTau-pS396 y/o Methoxy-X04. 

 

 



 

56 

Materiales y Métodos 

 

Figura 14. Análisis de la distribución y expresión de neuronas PHFTau-ir mediante el software Imaris. A: Imagen de micros-

copía confocal mostrando una sección doblemente teñida para anti-PHFTau-AT8 (rojo) y anti-PHFTau-pS396 (verde), en la re-

gión CA1, la cual puede ser visualizada entera, del paciente Az4. B: Los puntos son asignados a cada neurona, siendo fácil-

mente visualizados al apagar los canales de fluorescencia. C: El rectángulo es la región marcada por puntas de flecha en B. 

Los diferentes colores de los puntos corresponden a neuronas PHFTau-AT8-ir (rojo), neuronas PHFTau-pS396-ir (verde), y neuro-

nas que coexpresan ambos marcadores PHFTau (amarillo). Barra de escala: 200µm (en B); 50 µm (en C). 
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3.6. Análisis multidimensional  

 El análisis de tejido hipocampal de pacientes con EA generó una gran cantidad de da-

tos histopatológicos. Gracias al análisis estereológico se obtuvieron densidades neuronales y 

de placas Aβ-ir, así como el volumen de estas placas y el porcentaje que ocupan, todo ello 

por cada marcador, paciente y región. Por otro lado, se obtuvo la expresión y distribución de 

neuronas PHFTau-ir en CA1, así como la expresión y distribución de placas Aβ-ir en la misma 

región. A pesar de que todo ello ofrece una descripción muy detallada de las posibles altera-

ciones hipocampales en pacientes con EA, resulta relevante analizar la posible relación de 

estos datos con las variables clínicas y demográficas de los pacientes. Para ello, se desarro-

lló una nueva herramienta informática con el fin de visualizar y explorar la posible relación 

entre variables cualitativas, obtenidas de los historiales clínicos de los pacientes, y variables 

cuantitativas, obtenidas de los estudios de microscopía óptica y microscopía confocal.  

3.6.1. InTool Explorer 

 InTool Explorer (Interactive Tool Explorer) es una herramienta desarrollada en cola-

boración con la Universidad Rey Juan Carlos y el CESVIMA (Universidad Politécnica de 

Madrid) dentro del proyecto Cajal Blue Brain, que ofrece un análisis exploratorio de los da-

tos, permitiendo analizar variables multidimensionales procedentes de distintas fuentes.  

 InTool Explorer ha sido conceptualizado como una herramienta de descarga gratuita, 

instalable tanto en Windows como en Linux. Además, es accesible desde cualquier ordena-

dor, caracterizándose por ello como una web multi-usuario y siguiendo un modelo cliente-

servidor, es decir, los datos de un determinado usuario se almacenan en un servidor externo, 

facilitando de esta manera el acceso a los mismos desde cualquier dispositivo.  

 Actualmente, dos versiones de InTool Explorer están disponibles en http://

cajalbbp.es/intoolexplorer_web, donde el usuario puede descargar una versión de escrito-

rio (standalone), o acceder a la versión en línea (versión web), la cual no requiere una des-

carga o instalación local para comenzar a trabajar con la herramienta. El sistema se ha pro-

bado completamente con los navegadores más populares como Google Chrome, Microsoft 

Edge y Mozilla Firefox. InTool Explorer requiere un procedimiento de registro muy simple 

en el que el usuario proporciona un identificador de inicio de sesión y un correo electrónico. 

Este proceso de registro permite a los neurocientíficos tener acceso a sus conjuntos de datos 

desde cualquier ordenador a través de una conexión a Internet, y permitiendo además la po-

sibilidad de compartir los datos si se desea. Asimismo, permite el cifrado de los datos y las 

comunicaciones para garantizar la protección de los mismos y cumplir con las leyes de pri-

vacidad. 

http://cajalbbp.es/intoolexplorer_web
http://cajalbbp.es/intoolexplorer_web
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3.6.1.1. Estructura informática y tecnologías empleadas  

 De manera general, el diseño de la interfaz está basado en un tablero infinito donde 

poder desplegar todas las tarjetas que quiera el usuario, situándolas y redimensionándolas al 

gusto. La herramienta está diseñada para trabajar con dos tipos de tarjetas. El primer tipo de 

tarjetas son las visualizaciones, donde todas las tarjetas comparten la misma finalidad, es 

decir, permiten ver al usuario una representación determinada de los datos cargados en el 

sistema. El segundo tipo de tarjetas son los filtros; cada una de estas tarjetas añade al tablero 

algún tipo de control para filtrar la información que el resto de las tarjetas son capaces de 

representar.  

3.6.1.2. Manejo de datos 

 La aplicación está diseñada para trabajar con datos tabulares genéricos (.cvs y .xls) y 

formatos de imagen 2D estándar (.png, .jpeg, .tif, .bmp, etcétera). Los datos tabulares deben 

organizarse en una hoja de datos, ordenándose los elementos del conjunto de datos en filas 

e, idealmente, cada columna debe contener todos los valores de una variable determinada. 

No obstante, el sistema puede tratar con datos incompletos, comúnmente llamados NaN (No 

valor; del inglés, Not a number). Para trabajar con varias tablas a la vez éstas deben estar 

relacionadas entre sí, es decir, deben compartir alguna columna como, por ejemplo, identifi-

cadores de “Caso” (Figura 15). 

 Figura 15. Ejemplo de una hoja de datos preparada para InTool Explorer.  
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3.6.1.3. Visualización de datos 

 Una vez que el usuario se ha autentificado en la aplicación, el primer paso es importar 

datos al servidor mediante el menú Archivo (Open file). Si los usuarios ya han cargado da-

tos, pueden abrirlos directamente desde el servidor (Open from server; Figura 16A). El 

usuario puede cargar un nuevo conjunto de datos desde el servidor, agregar un nuevo con-

junto al actual (Add to current) o guardar el conjunto de datos actual en el servidor (Save on 

server). Además, las variables del conjunto de datos se clasifican automáticamente, resultan-

do muy útil ante operaciones que son necesarias para el análisis correcto de los datos, pero 

que generalmente están fuera del alcance del estudio. Por otra parte, el usuario puede modi-

ficar manualmente esta categorización, eliminando variables, cambiándolas de posición en 

la lista, o cambiando el nombre de las mismas editando el esquema del conjunto de datos 

(Edit squema; Figura 16B).  

  Finalmente, la herramienta permite a los usuarios guardar (Analysis) localmente el 

estado del análisis exploratorio actual o visualización, así como cargar un estado guardado 

anterior (tarjetas activas, filtros, etcétera; Save, Figura 16C). Asimismo, puesto que InTool 

Explorer permite al usuario acceder a una misma sesión desde ordenadores distintos, este 

podrá iniciar una sesión de trabajo y finalizarla posteriormente en otro lugar diferente. 

3.6.1.4. Tarjetas de visualización  

 Una de las mayores contribuciones de InTool Explorer es que ofrece al usuario la po-

sibilidad de elegir su propia ruta de análisis. Además, la herramienta permite personalizar 

las tarjetas de visualización, las interacciones entre las variables y los análisis estadísticos, 

así como adaptarlos a las particularidades de los datos. Por ello, InTool Explorer está basado 

en tarjetas vinculadas, las principales unidades funcionales del sistema, permitiendo interac-

ciones, visualizaciones y operaciones de análisis. La vinculación de las tarjetas propaga los 

cambios producidos en una tarjeta al resto de tarjetas creadas que contengan las mismas va-

riables. Las tarjetas se clasifican en cuatro grupos:  

 

• Tarjetas de filtrado: InTool Explorer clasifica las variables en tres grupos: categóri-

cas, ordinales y cuantitativas. Los usuarios pueden seleccionar cualquiera de estas va-

riables para llevar a cabo operaciones de exploración y filtrado. Los valores categóri-

cos se seleccionan con casillas marcadas, mientras que las variables cuantitativas y 

ordinales se seleccionan con controles de rango (Figura 17).  
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Figura 16. Capturas de pantalla de InTool Explorer para ilustrar el proceso de carga de datos. A: abrir desde el archivo de 

datos desde el servidor. B: lista de variables que se clasifican automáticamente como categóricas, cuantitativas u ordinales. 

C: opción de guardar un análisis.  
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• Tarjetas de visualización: los usuarios pueden seleccionar una tarjeta de visualiza-

ción según su interés de estudio. Estas tarjetas interaccionan con las tarjetas de filtrado 

debido a la vinculación, actualizándose los datos cuando los usuarios cambian los pa-

rámetros de filtro. Las principales tarjetas de visualización son el gráfico de coordena-

das paralelas, gráfico de conjuntos paralelos, gráfico de barras radiales, gráfico de dis-

persión y gráfico de cajas (Figura 18 y Figura 19).  

Figura 17. Tarjetas de filtrado de InTool Explorer. A: filtrado de variables categóricas como “Región” y “Caso”, con casi-

llas para marcar o desmarcar. B: filtrado de una variable cuantitativa (“Neuronas NeuN-ir/mm3”) mediante control de rango.  
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Figura 18. Uso de los gráficos de coordenadas paralelas. (A) Gráfico de coordenadas paralelas de las variables selecciona-

das, agrupadas por columnas. (B) Tarjeta de estadística (Column Statistics) de la variable “Neuronas NeuN-ir/mm3” que 

facilita la selección de valores específicos. (C) Gráfico de coordenadas paralelas usando valores de rango para la variable 

“Neuronas NeuN-ir/mm3” para visualizar las regiones o los pacientes correspondientes a un rango seleccionado (los valores 

de la media se muestran en B). Esta selección facilita la visualización de una posible relación con la variable “Placas Aβ-ir/

mm3”. CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo.  
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Figura 19. Interfaz de InTool Explorer mostrando varias tarjetas de visualización. (A) Gráfico de conjuntos paralelos 

(Parallel set) mostrando las variables “Región”, “Escala de Braak” y “Neuronas NeuN-ir”. Cada barra horizontal representa 

posibles categorías asociadas a cada variable, mientras que el ancho de la barra indica la fracción proporcional de la cate-

goría total. (B) Gráfico radial ilustrando la relación entre tres variables: “Edad en el momento del diagnóstico”, “Neuronas 

NeuN-ir/mm3” y “Progresión de la enfermedad (años)”. Todos los pacientes se visualizan en el lado izquierdo del gráfico. 

Esta tarjeta de visualización permite múltiples comparaciones con el fin de visualizar valores similares o extremos. El pa-

ciente Az5 (resaltado en verde) se muestra como ejemplo de visualización. (C) Gráfico de dispersión mostrando la relación 

entre las variables “Edad en el momento del diagnóstico” y “Neuronas NeuN-ir/mm3” por paciente. Observe el valor extre-

mo resaltado con el globo azul (paciente Az11). Esta identificación ofrece información adicional sobre el valor selecciona-

do. CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo. 
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• Tarjetas de datos: este tipo de tarjetas permite visualizar los datos brutos del estudio 

en cualquier momento que el usuario lo necesite. De esta manera, se puede acceder a 

los datos rápidamente mientras se exploran las variables en otras tarjetas de visualiza-

ción. Si el usuario añade al tablero una visualización "Data Table" podrá observar que 

todos sus datos se encuentran unidos en una misma tabla. Esta operación es común-

mente conocida como inner join y consigue unir dos o más tablas duplicando la infor-

mación de la tabla que tenga menos filas, de manera que, cada fila de la tabla resultan-

te tenga todas las columnas de las tablas originales que compartan un identificador 

(Figura 20). Los datos del sistema se pueden exportar en cualquier momento en for-

mato .xls o. svg y contendrá la tabla resultante de la unión de todas las tablas cargadas. 

Además, las filas incluidas serán aquellas que pasen todos los filtros que el usuario 

haya incluido en el tablero. 

 

 

 

 

• Tarjetas de análisis estadístico: el programa también ofrece funcionalidades estadís-

ticas integradas con código R, que permiten al usuario acceder al análisis estadístico 

rápidamente. La primera versión de la herramienta incluye una tarjeta de análisis des-

criptivo, una tarjeta de correlaciones (correlación de Pearson para muestras paramétri-

cas y correlación de Spearman para muestras no paramétricas), y tarjetas de compara-

ciones (t-Student, test de Welch, Kolmogórov-Smirnov, ANOVA de un factor o Krus-

kal Wallis).  

• Tarjetas de imágenes: son tarjetas que se pueden utilizar para filtrar y seleccionar. 

Los usuarios pueden usar los valores de una variable asociada a una imagen para se-

leccionar o filtrar datos. Este tipo de tarjetas ofrece la posibilidad de crear tarjetas de 

filtro espacial definidas por el usuario (Figura 21 y Figura 22). 

Figura 20. Tarjeta de datos de InTool Explorer para visualizar los datos brutos en cualquier momento que el 

usuario lo necesite.  
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Figura 21. Tarjetas específicas de dominio creadas en InTool Explorer a partir de imágenes histológicas de muestras de 

cerebro humano de pacientes con EA. (A) Las imágenes cargadas en la herramienta puede ser visualizadas de manera con-

junta. (B) Puesto que las imágenes pueden filtrarse por etiquetas, todas las imágenes presentadas corresponden al marcador 

“NeuN”. (C) La tarjeta creada muestra información relativa a la imagen seleccionada: título, variables asociadas a la ima-

gen, etiquetas y notas, así como la asociación espacial (Spatial association; detalles en D). (D) Esta característica propor-

ciona la facilidad de añadir filtros visuales de variables categóricas a la imagen seleccionada (véase Figura 22 para más 

detalles).  
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Todas estas representaciones se ven afectadas por los filtros que el usuario vaya incorpo-

rando al tablero. Los filtros actualizan automáticamente los datos que se muestran en el resto 

de las tarjetas, y lo que proporciona la verdadera potencia al análisis exploratorio de datos es 

la capacidad de excluir variables a voluntad, ver rápidamente el resultado de una hipótesis o 

poder crear visualizaciones flexibles ágilmente. El principal objetivo de InTool Explorer es 

ofrecer al usuario el poder de realizar todas estas tareas de una manera eficiente y siguiendo 

un razonamiento continuo. 

3.7. Análisis estadístico 

Para determinar las posibles diferencias entre regiones, marcadores y casos de los datos 

obtenidos del análisis de estereología, se realizaron comparaciones estadísticas de las densi-

dades neuronales obtenidas de las secciones marcadas con el método de Nissl, anti-NeuN, 

anti-PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-pS396, así como de densidad de placas Aβ-ir, mediante la prueba 

no paramétrica de Mann-Whitney (MW) para muestras no pareadas test U o Kruskal-Wallis 

(no se cumplieron las pruebas de normalidad y homocedasticidad). Para analizar posibles 

correlaciones entre variables se utilizó el coeficiente de Spearman. Todos los procedimien-

tos estadísticos y gráficas fueron generados con el paquete estadístico GraphPad Prism 7 

(Prism, San Diego, CA, EEUU) y el programa SPSS (IBM SPSS Statistics v25, IBM Corp., 

EEUU). 

Figura 22. Tarjetas específicas de dominio para filtrado espacial. (A) Tarjeta de imagen del hipocampo de una sección 

anti-NeuN de un paciente con EA (Paciente Az1). La variable “Región” se añadió a la tarjeta de imagen con la función 

de asociación espacial (Spatial association) como un filtro para cualquier visualización simultánea. A la derecha, se creó 

un gráfico de coordenadas paralelas para mostrar la dinámica de la interacción del usuario. (B) En la misma tarjeta de 

imagen ilustrada en A, se seleccionó una región particular (CA1, resaltada en azul). A la derecha, en el gráfico de coorde-

nadas paralelas, aparecen solamente los datos filtrados. CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo.  



 

 

 

RESULTADOS 



 

 



 

69 

Resultados 

IV. RESULTADOS 

 En el presente trabajo, se utilizaron los términos: GD, hipocampo propio (CA1 y CA3) 

y subículo (Figura 1). Asimismo, la distinción entre CA1 y subículo se estableció por las 

agrupaciones de células piramidales que aparecen en la parte superficial de la capa piramidal 

del subículo adyacente a CA1 (Alonso-Nanclares et al., 2011). Los límites de las otras re-

giones del hipocampo se delimitaron en base a descripciones establecidas por Amaral et al. 

(2004).  

 Por otro lado, para el análisis de la región CA1 en secciones con inmunofluorescencia, 

usaremos los términos “co-localización” y “co-expresión”. Se denominó co-localización al 

solapamiento parcial o completo de los diferentes elementos marcados en las placas al hacer 

uso de dos o más marcadores, y co-expresión a la visualización conjunta de dos marcadores 

dentro de una misma neurona.  

4.1. Estimación de la densidad neuronal 

 La densidad neuronal total fue estimada tanto en secciones teñidas con el método de 

Nissl, como en secciones inmuno-marcadas con anti-NeuN, en la capa piramidal de CA3, 

CA1 y subículo (Tabla 4, Figura 23). Debido a la gran densidad de células granulares en el 

GD, esta región no fue incluida, ya que las estimaciones no eran consistentes.  

 Las densidades neuronales de las muestras procedentes de biopsias y autopsias sin de-

mencia fueron previamente analizadas en secciones marcadas mediante el método de Nissl 

(Alonso-Nanclares et al. 2011), y no se observaron diferencias entre ambos grupos. Por tan-

to, en el presente trabajo se consideraron como un único grupo y fue denominado como “sin 

demencia” en las comparaciones (Tabla 4; Figura 23). 

 Las estimaciones realizadas en las secciones marcadas con anti-NeuN mostraron una 

mayor variabilidad entre los pacientes con EA que aquellas densidades obtenidas en seccio-

nes teñidas con el método de Nissl (Tabla 4, Figura 23).  Por otro lado, la densidad neuro-

nal en CA1, estimada en secciones teñidas con el método de Nissl, mostró una disminución 

del 32% en pacientes con EA (p=0.009; Figura 23), comparada con el grupo sin demencia. 

Además, 5 de los pacientes con EA presentaban esclerosis del hipocampo, una patología 

que, como se ha mencionado, se caracteriza por una pérdida neuronal severa y gliosis, prin-

cipalmente en la región CA1 (Figura 24) y que se ha relacionado con la EA (Dickson et al., 

1944; Attems and Jellinger, 2006; Amador-Ortiz et al., 2007).  

 Sin embargo, no se observaron diferencias en la densidad neuronal total estimada me-

diante Nissl en la región CA3, ni en el subículo, cuyos valores en el grupo con EA fueron 

similares al grupo sin demencia (Tabla 4).  
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Grupo Región 
Neuronas 

NeuN-ir / mm3 

Neuronas 

Nissl / mm3 

Neuronas 

PHFTau-AT8-ir / 

mm3 

Neuronas 

PHFTau-pS396-ir / 

mm3 

Placas Aβ-ir / 

mm3 

EA GD - - 875 ± 597 363 ± 172 303 ± 158 

 CA3 8262 ± 3845 9176 ± 1831 755 ± 290 1223 ± 1085 240 ± 188 

 CA1 10152 ± 5010 8353 ± 3452 2542 ± 779 10062 ± 5311 1378 ± 1244 

  SUB 9121 ± 5709 9590 ± 2966 951 ± 407 3414 ± 2333 1331 ± 1307 

ND CA3 - 10006 ± 2471 - - - 

 CA1 - 12253 ± 1672 - - - 

 SUB - 10930 ± 1787 - - - 

Tabla 4. Resumen de las distintas densidades estimadas por región hipocampal y marcador en pacientes con EA y casos 

sin demencia (los datos se expresan como media ± desviación típica). GD: giro dentado; CA3 -CA1: campos amónicos; 

SUB: subículo. NA: No aplicable. (-): Dato no disponible. 

Figura 23. Gráfico mostrando la media de las densidades neuronales en las áreas hipocampales examinadas, estimadas en 

secciones con tinción de Nissl y anti-NeuN, en pacientes con EA y sujetos sin demencia. Las densidades representadas 

corresponden al número de neuronas marcadas por volumen (mm3) por cada caso analizado. Los círculos blancos corres-

ponden a los pacientes con EA que también presentan esclerosis del hipocampo. CA3-CA1: campos amónicos; SUB: 

subículo. 
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4.2. Estudio de la patología neurofibrilar  

 Para examinar la presencia de la proteína PHFTau en la formación hipocampal en pa-

cientes con EA, y con el fin de esclarecer la posible relación entre la presencia de la proteína 

PHFTau y la EA, se cuantificaron dos isoformas de la misma: PHFTau-AT8 y PHFTau-pS396. 

4.2.1. Estimación de la densidad de neuronas PHFTau-ir  

 En todas las regiones hipocampales analizadas observamos una mayor densidad de 

PHFTau-pS396 (expresada como el número de neuronas por volumen, en mm3) que de PHFTau-

AT8, de acuerdo a estudios previos en la región CA1 (Su et al., 1994, 1996; Blázquez-Llorca 

et al., 2010; Furcila et al., 2018; Tabla 4, Figura 25). La mayor densidad neuronal, tanto de 

PHFTau-AT8 como de PHFTau-pS396, se observó en CA1, seguida del subículo, mientras que 

CA3 y GD presentaron los valores de densidades más bajos (Tabla 4, Figura 25). Además, 

la densidad de neuronas PHFTau-pS396-ir mostró una mayor variabilidad entre pacientes que la 

densidad de neuronas PHFTau-AT8-ir, especialmente en la región CA1 donde, además, la densi-

dad de PHFTau-pS396-ir alcanzó valores cercanos a la densidad neuronal total estimada con 

Nissl y NeuN, sugiriendo que la mayoría de las neuronas de CA1 en pacientes con EA con-

tienen PHFTau-pS396.  

Figura 24. Microfotografías de la formación hipocampal del paciente Az4 para ilustrar la esclerosis del hipocampo. Las 

secciones anti-NeuN (A) y con tinción de Nissl (B) muestran la pérdida neuronal en CA1. Las líneas (en A y B) indican la 

transición entre CA1, CA2 y el subículo. GD, giro dentado; CA1-CA3, campos amónicos; SUB, subículo. Barra de escala 

(en B) 1000μm. 



 

72 

Resultados 

 

 

 

Para comprobar esto último, se estimó la proporción de neuronas PHFTau-ir con respecto a 

las neuronas totales estimadas en la región CA3, CA1 y subículo. En las estimaciones reali-

zadas con NeuN, estas proporciones mostraron que en CA3, las neuronas PHFTau-AT8-ir repre-

sentan un 9% del total de las neuronas, y un 10% en el subículo, mientras que PHFTau-pS396 

representan el 15% de las neuronas de CA3 y el 37% de las neuronas del subículo. En CA1, 

PHFTau-AT8-ir representan el 25% de las neuronas, mientras que PHFTau-pS396 alcanza el 99%, 

es decir, los ovillos neurofibrilares teñidos con PHFTau-pS396 están presentes en todas las neu-

ronas de CA1 (Tabla 4). Las proporciones calculadas con respecto a las densidades neuro-

nales estimadas en secciones marcadas con el método de Nissl mostraron porcentajes simila-

res en CA3 y subículo, sin embargo, en CA1, encontramos que el número de neuronas 

PHFTau-pS396-ir excede al número total de neuronas estimadas en un 20% (Figura 26), lo que 

podría sugerir la presencia de marcaje de “ovillos fantasma” (ver Discusión). 

 

 

 

 

 

Figura 25. Gráfico mostrando la media de densidades neuronales por volumen de neuronas PHFTau-AT8-ir y PHFTau-pS396-ir en 

las áreas hipocampales analizadas. Las densidades representadas corresponden con el número de neuronas marcadas por 

volumen (mm3) por cada caso analizado. GD: giro dentado; CA3-CA1: campos amónicos; SUB: subículo. 
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4.2.2. Caracterización de las neuronas PHFTau-ir  

 El estudio de la co-expresión de PHFTau-AT8/PHFTau-pS396 en CA1 se realizó en seccio-

nes doblemente marcadas con inmunofluorescencia (anti-PHFTau-AT8/anti-PHFTau-pS396; Figu-

ra 27) en seis pacientes con EA (Az1-Az6) mediante el software Imaris (descrito en la sec-

ción 3.3.1 de Material y Métodos). Se analizaron un total de 5678 neuronas, y los datos indi-

caron que el 64% de las neuronas marcadas expresaban solamente PHFTau-pS396, mientras que 

el 28% mostraban ambos marcadores y, el 8% restante, mostraba inmunorreactividad sola-

mente frente a PHFTau-AT8 (Tabla 5; Figura 28). Sin embargo, observamos una gran variabi-

lidad entre los pacientes.  

 

Tabla 5. Número de neuronas marcadas en la región CA1, por caso, en secciones doblemente marcadas para anti-PHFTau-

AT8 y PHFTau-pS396. Los números entre paréntesis indican sus porcentajes relativos. 

Paciente PHFTau-AT8-ir PHFTau-pS396-ir 
 PHFTau-AT8–ir / 

PHFTau-pS396-ir 
Total neuronas 

Az1 119 668 196 983 

Az2 83 424 322 829 

Az3 66 646 462 1174 

Az4 23 492 84 599 

 Az5 101 496 424 1021 

Az6 39 890 143 1072 

Total 431 (8%) 3616 (64%) 1631 (28%) 5678 

Figura 26. Representación gráfica de los porcentajes de neuronas PHFTau-AT8-ir y PHFTau-pS396-ir, considerando las neuronas 

teñidas con el método de Nissl como la población total de neuronas. Los datos corresponden al promedio de los porcentajes 

por región. Nótese que el porcentaje de elementos PHFTau-pS396-ir sobrepasa la población neuronal total, que podría ser una 

consecuencia de ovillos neurofibrilares extracelulares marcados u “ovillos fantasma” (ver Discusión para más detalles). 

CA3-CA1: campos amónicos; SUB: subículo. 
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Figura 27. Proyecciones de pilas de imágenes para ilustrar el marcaje de neuronas en secciones doblemente marcadas para 

PHFTau-AT8 y PHFTau-pS396. A, B: Microfotografías de confocal a bajo aumento de la formación hipocampal mostrando mar-

caje para PHFTau-pS396 (A, en verde) y PHFTau-AT8 (B, en rojo). Las puntas de flecha indican los límites de CA1. C-H: Tríos 

de proyecciones de pilas de imágenes tomadas de secciones doblemente inmunoteñidas para PHF-Tau-PHF1/PHF-Tau-AT8. Las 

flechas indican neuronas que expresan anti-PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-pS396 (C-E). Las puntas de flecha indican una neurona 

que expresa anti-PHFTau-AT8, y los asteriscos indican dos neuronas que expresan solamente PHFTau-pS396. GD: giro dentado; 

CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo. Barra de escala (en H): 922µm (in A, B) and 50µm (in C-H). 
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4.2.3. Distribución de neuronas PHFTau-ir  

 El análisis de la distribución de neuronas PHFTau-ir se realizó en las mismas secciones 

que fueron empleadas para el estudio de co-expresión (con doble inmunofluorescencia para 

PHFTau-pS396 y PHFTau-AT8). Para ello, la región CA1 fue dividida arbitrariamente en tres par-

tes iguales: proximal (cerca de CA2), medial y distal (cercano al subículo), tal y como se 

describió previamente (Andrioli et al 2007; Kastanauskaite et al., 2009).  

 Se determinó la localización dentro de la capa piramidal de CA1 de las 5678 neuronas 

analizadas (Figura 14). El 41% de las neuronas se ubicaban en regiones mediales de la capa 

piramidal de CA1, seguido por regiones distales (33%) y, regiones proximales (26%; Tabla 

6). Respecto a la localización dentro de las capas de CA1, las neuronas marcadas parecían 

estar igualmente distribuidas en las capas superficiales (cerca del stratum radiatum) y pro-

fundas (cerca del stratum oriens) de la capa piramidal. 

Figura 28. Gráfico circular que ilustra los porcentajes de neuronas teñidas en secciones doblemente marcadas para PHFTau-

AT8 y PHFTau-pS396. A pesar de la gran variabilidad en los patrones de expresión, las medias de los porcentajes de expresión 

en el gráfico “Resumen” muestran claramente una mayor proporción de neuronas PHFTau-pS396. 
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4.3. Estudio de la patología amiloide 

4.3.1. Estimación de la densidad de placas Aβ-ir  

La estimación estereológica del número de placas por volumen en secciones inmuno-

marcadas con anti-Aβ, reveló que CA1 presentaba los valores más altos (1378 placas/mm3), 

seguido del subículo (1331 placas/mm3), GD (303 placas/mm3) y CA3 (240 placas/mm3) 

(Tabla 4, Figura 29A). En concreto, CA1 y subículo presentaron la mayor densidad de pla-

cas por volumen. Los resultados sobre el volumen ocupado por las placas mostraron que 

también CA1 y subículo presentaron la mayor proporción (entre 4-6%), comparado con el 

GD (2 %) y CA3 (1 %) (Figura 29). Por el contrario, encontramos que el volumen medio de 

las placas fue mayor en el GD (52350 µm3), seguido del subículo (51979 µm3), CA3 (41670 

µm3) y CA1 (30805µm3; Figura 29). 

En resumen, CA1 y subículo, que mostraron un mayor número de placas Aβ-ir por volu-

men, también mostraron los valores más altos de tejido ocupado por placas, aunque el tama-

ño de las mismas era relativamente pequeño. Por el contrario, el GD y CA3 mostraron el 

número más bajo de placas por volumen, y aunque eran mayores en tamaño, el volumen re-

lativo ocupado por las placas en estas regiones fue menor que en CA1 y subículo.  

 Marcador  

 PHFTau-AT8-ir PHFTau-pS396-ir 
 PHFTau-AT8-ir/ 

PHFTau-pS396-ir 
Total 

Proximal 134 843 521 1498 (26%) 

Medial 189 1416 715 2320 (41%) 

Distal 108 1357 395 1860 (33%) 

Total 431 (8%) 3616 (64%) 1631 (28%) 5678 (100%) 

Tabla 6. Número de neuronas PHFTau-ir en la capa piramidal de la región CA1, según la localización de cada neurona en 

las distintas subregiones, y la tinción (PHFTau-AT8, PHFTau-pS396 o PHFTau-AT8/PHFTau-pS396). Los números entre paréntesis 

indican sus porcentajes relativos. 
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Figura 29. Gráficos para ilustrar las variables estimadas de las placas Aβ-ir en las áreas hipocampales analizadas.             

A: Número medio de placas Aβ-ir por volumen. B: Volumen medio ocupado por placas Aβ-ir. C: Estimación del volumen 

medio de placas Aβ-ir. GD: giro dentado; CA3-CA1: campos amónicos; SUB: subículo. 
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4.3.2. Caracterización de la expresión de placas Aβ-ir  

Con el fin de completar el análisis de la región CA1, se estudió la co-localización de la 

inmunorreactividad frente a Aβ y PHFTau en placas de los pacientes con EA. Las placas se 

estudiaron tanto en secciones con doble marcaje inmunofluorescente: Aβ/PHFTau-AT8, Aβ/

PHFTau-pS396 y PHFTau-AT8/PHFTau-pS396, como en secciones con triple marcaje (Methoxy-X04/

anti-PHFTau-AT8/anti-PHFTau-pS396). Como se mencionó en el apartado 3.3 de Material y Mé-

todos, la tinción con Methoxy-X04 permite para la visualización de placas en tejido de pa-

cientes con EA (Figura 30).  

 En primer lugar, se analizaron las imágenes con los dobles marcajes: Aβ/PHFTau-AT8, 

Aβ/PHFTau-pS396 y PHFTau-AT8/PHFTau-pS396, en 6 de los pacientes con EA. El estudio completo 

de CA1 se realizó con el software Zen, que permite la localización e identificación en tres 

dimensiones de las placas marcadas en todos los canales adquiridos, con un área de entre 

1.14 a 8.8 mm2 por caso. A continuación, se examinó la co-expresión de Aβ con PHFTau-pS396 

y Aβ con PHFTau-AT8.  

 Se analizaron un total de 251 placas en las secciones doblemente marcadas para Aβ/

PHFTau-pS396. La mayoría de ellas, un 93%, presentaban Aβ, incluyendo las que expresaban 

únicamente Aβ (44%), y las que mostraban marcaje tanto para Aβ-ir como para PHFTau-pS396-ir 

(49%; Tabla 7, Figura 31). Solamente el 7% de las placas no mostraron marcaje para Aβ, 

siendo únicamente identificadas con anti-PHFTau-pS396.  

 En el caso de las secciones doblemente marcadas para Aβ/PHFTau-AT8, se analizaron un 

total de 183 placas, de las cuales el 84% fueron identificadas con anti-Aβ (incluyendo el 

57% que expresaban solamente Aβ y el 27% que expresaban ambos marcadores Aβ/PHFTau-

AT8), mientras que un 16% de las placas fueron identificadas solamente con anti-PHFTau-AT8 

(Tabla 7, Figura 31 y Figura 32).  

Figura 30. Proyecciones de pilas de imágenes para ilustrar la visualización de placas mediante doble marcaje Aβ (A) y 

Methoxy-X04 (B). Como puede apreciarse en C, la placa se visualiza claramente con ambos marcadores. Barra de escala 

(en C): 50µm. 
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Tabla 7. Número de placas en CA1, por caso, analizadas en secciones doblemente marcadas. Se emplearon tren combina-

ciones distintas de anticuerpos: Aβ/PHFTau-AT8, Aβ/PHFTau-PHF1 y PHFTau-AT8/PHFTau-pS396. En la combinación PHFTau-AT8/

PHFTau-pS396, todas las placas analizadas expresaban ambas isoformas (PHFTau-AT8 y PHFTau-pS396). ND: Dato no disponible. 

Figura 31. Gráfico circular para mostrar los porcentajes de placas marcadas en los análisis de secciones doblemente mar-

cadas. A: Aβ/PHFTau-PHF1. B: Aβ/PHFTau-AT8. Ambos análisis ilustran una mayor proporción de placas Aβ-ir y una menor 

proporción de placas Aβ-ir negativas. 

  Aβ/PHFTau-AT8  Aβ/PHFTau-pS396  
 PHFTau-pS396 / 

PHFTau-AT8 
  

Paciente 

Aβ-ir /

PHFTau-AT8

-ir 

Aβ-ir 
PHFTau

-AT8 -ir 

Aβ-ir /

PHFTau-

pS396-ir 

Aβ-ir 
PHFTau-

pS396--ir 

PHFTau

-pS396--ir 

PHFTau-

pS396-ir/ 

PHFTau-

AT8-ir 

Total 

placas 

Az1 6 7 8 ND ND ND ND ND 21 

Az2 5 21 5 13 19 2 2 24 89 

Az3 ND ND ND 38 23 11 11 68 140 

Az4 4 13 1 6 24 0 0 15 63 

Az5 30 1 13 42 5 3 3 59 153 

Az6 5 62 2 24 40 1 1 23 157 

No. total 

de placas 

50 

(27%) 

104 

(57%) 

29 

(5%) 

123 

(49%) 

111 

(44%) 

111 

(44%) 

17 

(7%) 

189 

(100%) 
623 
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Figura 32. Placas en secciones hipocampales doblemente teñidas. A, B, E: Proyecciones de pilas de imágenes de confocal 

tomadas de secciones doblemente teñidas para Aβ/PHFTau-pS396. C, D: Proyecciones de pilas de imágenes de confocal toma-

das de secciones doblemente teñidas para Aβ/PHFTau-AT8. Las placas que expresan Aβ y PHFTau-AT8, así como Aβ y PHFTau-

pS396 se muestran en A y C, respectivamente. En B se ilustran las placas que expresan solamente PHFTau-pS396 y en D, las que 

expresan solamente PHFTau-AT8. Una placa que expresa solamente anti-Aβ se muestra en E. Barra de escala (en E): 50µm. 
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 Puesto que se observaron placas que no expresaban Aβ-ir, el siguiente paso fue anali-

zar secciones doblemente marcadas mediante la combinación de los anticuerpos anti-PHFTau

-AT8 y anti-PHFTau-pS396. Identificamos un total de 189 placas, de las cuales todas, el 100%, se 

marcaron para ambos anticuerpos PHFTau (Tabla 7). Puesto que las secciones marcadas con 

PHFTau-AT8/ PHFTau-pS396 mostraban el 100% de co-localización, cualquier placa visualizada 

con alguno de los dos anticuerpos frente a una de las isoformas expresaría también la otra.  

 En resumen, los análisis de las secciones con marcajes dobles indicaban que la mayo-

ría de las placas de CA1 eran Aβ-ir (89%), y las pocas que no contenían Aβ, expresaban los 

anticuerpos anti-PHFTau-pS396 (en un 7%) y anti-PHFTau-AT8 (en un 16%).  

 Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en secciones doblemente marcadas, 

analizamos las imágenes obtenidas de las secciones con triple marcaje para Methoxy-X04/

anti-PHFTau-AT8/anti-PHFTau-pS396, en todos los pacientes con EA (Az1-Az11). Para ello, se 

analizaron individualmente un total de 113 placas, de las cuales el 75% no expresaron nin-

guna isoforma de PHFTau y presentaron únicamente marcaje con Methoxy-04 (Tabla 8, Fi-

gura 33) Sin embargo, el 25% de las placas marcadas con Methoxy-X04 mostraron triple 

marcaje (Methoxy-X04/anti-PHFTau-pS396/anti-PHFTau-AT8), es decir, estas placas expresaban 

ambas isoformas de PHFTau y Aβ simultáneamente.  

 

Tabla 8. Número de placas en CA1, por caso, analizadas en secciones triplemente marcadas para Methoxy-X04, anti-

PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-pS396. Los números entre paréntesis representan los porcentajes relativos de las placas analizadas. 

Paciente 

Methoxy-X04/ 

PHFTau-AT8-ir/
PHFTau-pS396-ir 

Methoxy-X04/ 

PHFTau-AT8-ir 

Methoxy-X04/ 

PHFTau-pS396-ir 

PHFTau-AT8-ir /  

PHFTau-pS396-ir 
 Methoxy X-04 

Total  

placas 

Az1 3 0 0 0 7 10 

Az2 3 0 0 0 4 7 

Az3 4 0 0 0 5 9 

Az4 2 0 0 0 11 13 

Az5 9 0 0 0 3 12 

Az6 1 0 0 0 8 9 

Az7 2 0 0 0 6 8 

Az8 2 0 0 0 8 10 

Az9 0 0 0 0 17 17 

Az10 2 0 0 0 9 11 

Az11 0 0 0 0 7 7 

Total 
28  

(25%) 
0 0 0 

85  

(75%) 
113 
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Figura 33. Proyecciones de pilas de imágenes de microscopía confocal tomadas de secciones hipocampales triplemente 

marcadas (Methoxy-X04/PHFTau-AT8/PHFTau-pS396). A, B: las placas no expresan ninguna isoforma anti-PHFTau, pero sí 

muestran marcaje para Methoxy-X04 que indica la presencia de Aβ. C, D: ejemplos de placas que expresan los tres marca-

dores (Methoxy-X04/PHFTau-AT8/PHFTau-pS396). Barra de escala (en D): 50µm. 
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4.3.2.1. Morfología de las placas Aβ-ir 

 Con el fin de determinar las características morfológicas de las placas analizadas, se 

examinaron todas las placas que contenían Aβ de las secciones con doble (Aβ/PHFTau-AT8, 

Aβ/PHFTau-pS396) y triple marcaje (Methoxy-X04/anti-PHFTau-pS396/anti-PHFTau-AT8). Es decir, 

un total de 500 placas, de las cuales 387 fueron obtenidas de dobles marcajes, y 113 placas 

de las secciones con triple marcaje. Todas las placas mostraron depósitos de Aβ que permi-

tieron clasificarlas, según un estudio previo (García-Marín et al., 2009), en dos tipos: 

• placas con un círculo denso y un núcleo fuertemente marcado, o con una región cen-

tral rodeada por un marcaje más débil en forma de halo, se clasificaron como “placas 

neuríticas con núcleo central”.  

• placas sin un centro diferenciado, se consideraron “placas neuríticas sin núcleo cen-

tral”.  

En el presente estudio, el 13% de las placas se identificaron como neuríticas con núcleo 

central, mientras que un 87% como neuríticas sin núcleo central. Estas proporciones fueron 

independientes de su marcaje, es decir, el tipo de placa no correspondía con una combina-

ción determinada de marcadores (χ2 test, p>0.5; Tabla 9).   

Tabla 9. Número de placas analizadas en CA1 acorde a su marcaje (en secciones doble y triplemente marcadas), así como 

la morfología de las mismas, clasificadas como “neuríticas con núcleo central” y “neuríticas sin núcleo central”. Los núme-

ros entre paréntesis representan los porcentajes relativos de las placas analizadas. 

Co-localización Con núcleo central Sin núcleo central 

Aβ-ir /PHFTau-AT8-ir 6 (12.2%) 43 (87.8%) 

Aβ-ir 14 (13.5%) 90 (86.5%) 

Aβ/PHFTau-pS396 15 (12.2%) 108 (87.8%) 

Aβ-ir 11 (10%) 100 (90%) 

Methoxy-X04/PHFTau-AT8/PHFTau-pS396 4 (14.3%) 24 (85.7%) 

Methoxy-X04 11 (12.9%) 74 (87.1%) 

Total 61 (12.2%) 439 (87.8%) 
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4.3.3. Distribución de las placas Aβ-ir  

 Además de la caracterización de las placas en función de los marcadores expresados, 

se realizó un estudio de la distribución de las mismas en secciones doblemente marcadas 

usando tres diferentes combinaciones: Aβ/PHFTau-AT8, Aβ/PHFTau-pS396 y PHFTau-AT8/PHFTau-

pS396.  

 Para ello, la región CA1 fue dividida arbitrariamente en tres partes iguales: proximal 

(cerca de CA2), medial y distal (cercano al subículo). Además, las placas fueron categoriza-

das según su posición en los distintos estratos de CA1: stratum oriens, stratum pyramidale, 

stratum radiatum y stratum lacunosum-moleculare. No obstante, no se observaron placas en 

este estrato en ningún caso (Figura 34).  De acuerdo a estos criterios, se estableció la locali-

zación exacta de cada placa dentro de la región CA1 (Figura 35).  

 

Figura 34. Microfotografía de la formación hipocampal de un paciente con EA, de una sección doblemente teñida para 

Nissl y anti-Aβ. A: Microfotografía a bajo aumento para ilustrar las distintas regiones hipocampales. B: Mayor aumento 

del área marcada en A, mostrando la distribución de las placas por capas en la región CA1 (Lac-mol: estrato lacunosum-

moleculare; Rad: estrato radiatum; Pyr: estrato pyramidale; Or: estrato oriens. GD: giro dentado; CA1-CA3: campos amó-

nicos; SUB: subículo. Barra de escala 1000µm (en B); 860 µm (en A). 
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Figura 35. Mapas de la formación hipocampal de pacientes con EA para ilustrar la distribución de placas y los patrones de 

marcaje en CA1. Los dibujos se basan en el análisis de secciones doblemente marcadas para anti-Aβ y anti-PHFTau. Los 

límites entre las áreas hipocampales se indican con líneas, mientras que CA1 está marcado con un rectángulo. Debajo de 

cada perfil, CA1 se muestra de manera esquemática con sus correspondientes subregiones y capas. Los puntos verdes cor-

responden a placas Aβ-ir, los puntos rojos a placas PHFTau-ir (PHFTau-AT8 o PHFTau-pS396), y los puntos amarillos indican plac-

as que expresan tanto la proteína Aβ como la proteína PHFTau. A-F: Dibujos representativos de los pacientes Az1, Az2, 

Az3, Az4, Az5 y Az6, respectivamente. GD: giro dentado; CA1-CA3: campos amónicos; SUB: subículo; Prox: proximal; 

Med: medial; Dist: distal; Or: estrato oriens; Pyr: estrato pyramidale; Rad: estrato radiatum. Barra de escala (en F): 

2000µm. 
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 La mayoría de las placas (41%) se localizaron en la porción medial de la capa pira-

midal de CA1, seguido de la porción distal de CA1 (37%) y la porción proximal (22%; Ta-

bla 10). Por tanto, la distribución de las placas fue similar a la distribución de las neuronas 

PHFTau-ir descrita en la sección 4.2.3. Asimismo, la capa piramidal contenía la mayoría de las 

placas (84%), mientras que en el estrato oriens, las placas eran escasas (1%), lo que coinci-

día con estudios previos (Heggland et al. 2015). 

 

4.4. Análisis multidimensional 

 La aplicación de un análisis multidimensional, incluyendo las variables histológicas 

analizadas, así como las variables clínicas y otros datos de los pacientes con EA, permitió 

explorar las posibles relaciones entre las diferentes variables. 

4.4.1. Validación de la herramienta InTool Explorer  

 Los datos obtenidos de las estimaciones estereológicas, así como aquellos derivados 

de la caracterización de neuronas PHFTau-ir y placas Aβ-ir y, las variables clínicas de los pa-

cientes fueron empleados para poner a prueba e ilustrar la utilidad de la herramienta InTool 

Explorer.  

 La visualización de los datos estereológicos mediante el gráfico de coordenadas para-

lelas permitió observar rápidamente la variabilidad interindividual en la variable “Neuronas 

NeuN-ir/mm3” (Figura 36). La herramienta permite explorar, en el mismo gráfico, determi-

nados rangos de valores que se quieran visualizar, asignándoles además un color diferente 

sin necesidad de acceder a la tabla original de los datos (Figura 36A). Asimismo, la herra-

mienta permite añadir cualquier otra variable, como “Regiones”, optimizando la interacción 

Tabla 10. Resumen de las placas identificadas en la región CA1 según su localización en subregiones y capas. Los datos 

representan el número de placas marcadas con Aβ/PHFTau-AT8, Aβ/PHFTau-pS396 o PHFTau-AT8/PHFTau-pS396; ver Tabla 7 para 

más detalles. Los números entre paréntesis indican sus porcentajes relativos.   

  
Estrato 

Oriens 

Estrato 

 Pyramidale 

Estrato 

 Radiatum 
Total 

Proximal 0 113 25 138 (22%) 

Medial 1 215 38 254 (41%) 

Distal 6 194 31 231 (37%) 

Total 7 (1%) 522 (84%) 94 (15%) 623 (100%) 
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y la exploración inmediata (Figura 36B). La selección de un determinado rango de valores 

como, por ejemplo, las densidades neuronales por encima de la media, permite visualizar a 

qué pacientes y regiones corresponden dichos valores (Figura 36C). 

 

Figura 36. Gráficos de coordenadas paralelas mostrando la densidad neuronal de pacientes con EA. A: Relación entre 

“Neuronas NeuN-ir/mm3” y “Caso”. B: Selección de valores por encima de la media de la variable “Neuronas NeuN-ir/

mm3” y su relación con la variable “Región”. C: Visualización selectiva de cada región mediante diferentes colores. CA1-

CA3: campos amónicos; SUB: subículo. 
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 La posibilidad de visualizar, de una manera rápida, características particulares de los 

pacientes, ofrece una exploración en profundidad de la variabilidad interindividual o de los 

valores atípicos de una variable, así como posibles relaciones con las cuantificaciones histo-

patológicas, produciendo un análisis integrado. Para ilustrar esta utilidad, se exploró la rela-

ción entre la variable “Neuronas NeuN-ir/mm3” y las características clínicas “Progresión de 

la enfermedad” y “Estadio de Braak” (Figura 37). Sin embargo, no se encontraron relacio-

nes entre el estadio de Braak y los años de duración de la enfermedad. 

 Otro ejemplo fue la visualización conjunta de “Neuronas NeuN-ir/mm3”, “Neuronas 

AT8-ir /mm3” y “Neuronas pS396-ir/mm3”, por paciente y región analizada. Tal y como se 

observó en los resultados obtenidos de las estimaciones estereológicas, el GD y CA3 fueron 

las regiones con menor densidad de neuronas con patología neurofibrilar (Figura 38A, B), 

mientras que CA1, seguido del subículo, presentaron una mayor densidad de neuronas 

PHFTau-ir, así como una mayor variabilidad entre los pacientes (Figura 38C, D). Además, se 

observó que el rango de valores de la variable PHFTau-AT8 era inferior al rango de valores de 

la variable PHFTau-pS396, presentando también más variabilidad entre los pacientes. Por últi-

mo, el límite superior del rango de valores de la variable PHFTau-pS396 es superior al rango de 

valores de la variable “Neuronas Nissl/mm3”, y prácticamente alcanza el rango de valores de 

la variable “Neuronas NeuN-ir/mm3”, sugiriendo que una población neuronal solamente ex-

presa PHFTau-pS396, tal y como se reflejó en los análisis estadísticos previos. 

 

Figura 37. Gráficos de coordenadas paralelas para visualizar variables cuantitativas y categóricas de pacientes con EA. A: 

Las relaciones pueden establecerse entre variables cuantitativas como “Neuronas NeuN-ir/mm3” y “Progresión de la EA 

(años)”, y variables categóricas como “Escala de Braak”. B: selección de un rango de datos en la variable “Progresión de la 

EA (años)”. 
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Figura 38. Gráficos de coordenadas paralelas para ilustrar la visualización conjunta de “Neuronas NeuN-ir/mm3”, 

“Neuronas AT8-ir /mm3” y “Neuronas pS396-ir/mm3”, por paciente y región analizada. Al seleccionar una determinada re-

gión, se seleccionan todos los valores asociados a ella, obteniendo rápidamente una imagen de la distribución de las distin-

tas densidades entre todas las regiones analizadas.  
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 Además, se añadieron las variables: “Placas Aβ-ir/mm3”, “% ocupado por placas Aβ-ir” 

y el “Tamaño placas Aβ-ir”, con el fin de visualizar conjuntamente la densidad total de neu-

ronas y todas las variables histopatológicas. Se seleccionó cada región y se observó que tan-

to el número de placas Aβ-ir como el porcentaje de tejido que ocupaban las placas, eran más 

bajos en el GD y CA3, mientras que, en CA1 y en el subículo, los valores eran más altos y 

más variables. Sin embargo, el tamaño de las placas Aβ-ir fue mayor en la región del GD, 

CA3 y subículo, mientras que los valores más bajos se encontraban en CA1 (Figura 39). 

Por tanto, CA1 se visualizó como la región más afectada por la presencia de ambas proteí-

nas.  

 

Figura 39. Gráficos de coordenadas paralelas para ilustrar la visualización conjunta de las densidades neuronales, de neu-

ronas PHFTau-ir (tanto PHFTau-AT8-ir como PHFTau-pS396-ir), y de placas Aβ-ir, así como el porcentaje de tejido ocupado y el 

tamaño de las mismas, por paciente y región analizada. 
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 Los análisis estadísticos de distribución de frecuencias y de comparación de las densi-

dades neuronales obtenidas de las secciones marcadas con el método de Nissl, anti-NeuN, 

anti-PHFTau-AT8 y anti-PHFTau-pS396, así como de densidad de placas Aβ-ir (véase sección 3.5 

de Material y Métodos), corroboraron los hallazgos que se observaron en todas las visualiza-

ciones.  

 En resumen, los datos obtenidos de las estimaciones estereológicas pueden ser visuali-

zados de una manera rápida y eficaz gracias al gráfico de coordenadas paralelas.  

4.4.2. Visualización de nuevas relaciones 

 Las coordenadas paralelas se caracterizan, principalmente, por las posibilidades de 

interacción entre variables. La más utilizada es el brushing en las dimensiones cuantitativas: 

cuando el usuario selecciona un rango de valores, sólo se mostrarán las filas que tengan esos 

valores seleccionados en dicha columna. Esto permite obtener posibles relaciones muy espe-

cíficas entre las variables. Otra interacción que soporta por este gráfico es la capacidad de 

mover los ejes de las variables con el fin de reordenarlos y revelar posibles relaciones solo 

visibles entre dimensiones contiguas. Si se detectan evidencias de posibles relaciones, el si-

guiente paso sería contrastarlas creando una tarjeta de visualización de un gráfico de disper-

sión, siendo el más indicado para identificar posibles correlaciones entre dos variables cuan-

titativas. Además, en el gráfico de dispersión, al seleccionar cualquier valor, se ofrece infor-

mación adicional acerca de ese dato concreto (Figura 20). Por otro lado, tanto los diagramas 

de coordenadas paralelas como el gráfico de barras radiales pueden reorganizar automática-

mente los datos mostrados cuando los usuarios seleccionan sus propios criterios. Por último, 

para comprar posibles diferencias en la distribución de variables cuantitativas según las dife-

rentes categorías de otra variable categórica, se utilizaría el gráfico de cajas. 

 La cuantificación de densidades neuronales mostró que CA1 es la región con mayores 

densidades de neuronas marcadas con anticuerpos frente a las isoformas de PHFTau y placas 

de Aβ. Por tanto, se exploró esta región valorando las particularidades de cada paciente, co-

mo la edad del diagnóstico o la duración de la enfermedad.  

 Para observar qué variables y pacientes se relacionan con los valores más altos de den-

sidad neuronal en CA1, se seleccionó un determinado rango de valores (10.000 – 15.000 

neuronas por volumen; Figura 40), y permitió observar que el paciente Az10 (destacado 

con color marrón) era el único paciente cuya densidad de placas Aβ-ir por volumen en CA1 

era superior al resto de pacientes. Además, la edad de diagnóstico de este paciente fue relati-

vamente temprana comparado con el resto de los pacientes, y con una duración de la enfer-

medad de aproximadamente 9 años (Figura 40A). Por tanto, InTool Explorer facilita la ob-
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servación de una información detallada de los pacientes respecto a su información clínica y 

las características histopatológicas. 

 Asimismo, se exploraron los pacientes que presentaban mayores densidades neurona-

les en la región CA1, y que además presentaban los valores más bajos de densidad de placas 

Aβ-ir (Figura 40B).  Así, se observó que solamente el paciente Az5 (destacado con el color 

verde) mostraba una alta densidad de neuronas por volumen en la región CA1 y que, ade-

más, correspondía a una baja densidad tanto de neuronas PHFTau-ir como de placas Aβ-ir. Este 

paciente se diagnosticó a una edad temprana y la duración de la enfermedad fue de 14 años. 

Por tanto, estos datos sugieren una particularidad del paciente Az5 respecto al resto de pa-

cientes que sí mostraron una baja densidad neuronal en la región CA1. El resto de los pa-

cientes que se encuentran en el rango de valores seleccionados pertenecen a la región CA3 

(Figura 40).  

Figura 40. Gráficos de coordenadas paralelas para ilustrar una exploración de datos específicos de diferentes variables en 

la región CA1. A: al seleccionar las “Neuronas Nissl/mm3” por encima de la media, se observa que el paciente Az10 

(destacado con color marrón) muestra una densidad de placas Aβ-ir por volumen en CA1 superior al resto de pacientes. B: 

las coordenadas paralelas permiten seleccionar más de un rango de datos en variables cuantitativas (“Neuronas Nissl/mm3” 

por encima de la media y densidad baja de “Placas Aβ-ir/mm3”). En este caso, se observó que el paciente Az5 (destacado 

con el color verde) muestra una alta densidad de neuronas por volumen en la región CA1 y que corresponde a una baja 

densidad tanto de neuronas PHFTau-ir como de placas Aβ-ir. 
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 Por otro lado, se exploraron las características neuropatológicas de los pacientes con 

EA que presentaban esclerosis del hipocampo. La comparación de las densidades neuronales 

medias entre el grupo control y los pacientes con EA reveló diferencias significativas mos-

trando una disminución en estos últimos. El gráfico de coordenadas paralelas permitió selec-

cionar cada paciente con esclerosis del hipocampo asignándole un color distinto. De esta 

manera, se observó que sus densidades neuronales por volumen son inferiores al resto de 

pacientes con EA (Figura 41). No obstante, los valores referentes a las variables patológicas 

(PHFTau y Aβ) se encontraban dentro de la media del resto de pacientes.  

  

 También se exploró la posible relación entre los porcentajes de expresión de las pro-

teínas PHFTau y Aβ en neuronas y placas, obtenidos del estudio de microscopía confocal y 

descritos en los apartados 4.2.2 y 4.3.2, respectivamente. Para ello, en la variable “% placas 

Aβ-ir” (es decir, porcentaje de placas que solamente expresan la proteína Aβ) se seleccionó 

un rango superior al 70% de placas Aβ-ir y se observó que los valores tienden a relacionarse 

con porcentajes bajos de neuronas PHFTau-AT8-ir/PHFTau-pS396-ir y porcentajes bajos de placas 

Aβ-ir/PHFTau-ir, pero con porcentajes altos de neuronas PHFTau-pS396-ir (Figura 42B). Es decir, 

los casos con más placas Aβ-ir, tienen menos placas que expresen tanto Aβ-ir como PHFTau-ir, 

así como una menor co-expresión entre PHFTau-AT8-ir y PHFTau-pS396-ir en neuronas PHFTau-ir. 

En otra selección de valores, se eligieron los porcentajes más bajos de placas que expresa-

ban solamente Aβ, observándose una posible relación con un mayor porcentaje de neuronas 

PHFTau-AT8-ir/PHFTau-pS396-ir, así como con un mayor número de placas Aβ/PHFTau. Esto, a su 

vez, mostró una posible relación con porcentajes bajos de neuronas PHFTau-pS396-ir (Figura 

42C). Por tanto, gracias a InTool Explorer se pudo encontrar una posible relación inversa 

Figura 41. Gráfico de coordenadas paralelas para ilustrar, con distintos colores, los pacientes con EA que muestran escle-

rosis del hipocampo en CA1. Las densidades neuronales de estos pacientes son inferiores al resto de pacientes con EA.  
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entre la co-expresión de neuronas y la co-localización de placas. Es decir, aquellos casos 

con más placas Aβ-ir (Az1, Az4, Az6) presentan un menor porcentaje de placas que muestran 

co-localización entre Aβ y PHFTau, así como un menor porcentaje de neuronas que co-

expresan ambas isoformas de la proteína PHFTau, habiendo un mayor número de neuronas 

PHFTau-pS396-ir. Por el contrario, los casos que expresan un menor número de placas Aβ-ir 

(Az2, Az3, Az5) presentan un mayor porcentaje de placas que muestran co-localización en-

tre Aβ y PHFTau, así como un mayor porcentaje de neuronas que co-expresan ambas isofor-

mas de la proteína PHFTau, disminuyendo el número de neuronas que expresan PHFTau-pS396.  

Figura 42. Gráficos de coordenadas paralelas que ilustran los porcentajes de co-expresión de neuronas PHFTau-ir y de co-

localización de placas Aβ-ir en CA1, obtenidos en los análisis de microscopía confocal. A: visualización conjunta de los 

datos; B: selección de valores superiores al 70% de placas Aβ-ir; C: selección de valores inferiores al 70% de placas Aβ-ir. 
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V. DISCUSIÓN 

 Para facilitar la discusión de los resultados de esta tesis, se resumen a continuación los 

hallazgos principales: 

 En primer lugar, el estudio mediante métodos de cuantificación estereológica en dife-

rentes regiones hipocampales de pacientes con EA mostró que la densidad de neuronas en 

CA1 de pacientes con EA estaba reducida, y más especialmente en aquellos casos con escle-

rosis del hipocampo, siendo además la región más afectada por la presencia de numerosos 

elementos PHFTau-ir y placas Aβ-ir. El subículo no mostró cambios en la densidad neuronal, 

pero expresó niveles moderados de neuronas PHFTau-ir y placas Aβ-ir, mientras que el GD y 

CA3 estaban menos afectados por la presencia de estos elementos patológicos.  

 Segundo, el análisis detallado de la patología neurofibrilar y la patología amiloide en 

la región CA1 mediante técnicas de microscopía confocal puso de manifiesto cuatro hallaz-

gos principales. Primero, a pesar de que la expresión de placas y de neuronas PHFTau-ir pre-

senta una gran variedad de patrones, la capa piramidal de la región medial de CA1 contiene 

el mayor número tanto de placas como de neuronas PHFTau-ir. Segundo, una gran proporción 

de placas Aβ-ir también presentaban de PHFTau-ir, mientras que las placas que carecían de 

inmunorreactividad frente a Aβ (marcadas únicamente con PHFTau-pS396 o PHFTau-AT8) fueron 

escasas. Tercero, todas las placas que contenían alguna de las dos isoformas de PHFTau, ex-

presaba también la otra, es decir, si una placa contenía PHFTau-pS396, también contenía 

PHFTau-AT8, y viceversa. Cuarto, el estudio de co-localización de ambas isoformas de PHFTau 

en las neuronas de CA1 reveló que la mayoría de las neuronas analizadas expresaban sola-

mente PHFTau-pS396. Asimismo, la mayoría de las neuronas PHFTau-ir se identificaron como 

células piramidales.  

 Por último, el desarrollo y la aplicación de una herramienta interactiva de visualiza-

ción de datos, InTool Explorer, facilitó la visualización detallada de los datos obtenidos de 

los pacientes con EA respecto a su información clínica, demográfica y las características 

histopatológicas. Asimismo, gracias a InTool Explorer se pudo encontrar una posible rela-

ción inversa entre la co-expresión de neuronas y la co-localización de placas: aquellos casos 

con más placas Aβ-ir (Az1, Az4, Az6) presentan un menor porcentaje de placas que muestran 

co-localización entre Aβ y PHFTau, así como un menor porcentaje de neuronas que co-

expresan ambas isoformas de la proteína PHFTau, habiendo un mayor número de neuronas 

PHFTau-pS396-ir. Por el contrario, los casos que expresan un menor número de placas Aβ-ir 

(Az2, Az3, Az5) presentan un mayor porcentaje de placas que muestran co-localización en-

tre Aβ y PHFTau, así como un mayor porcentaje de neuronas que co-expresan ambas isofor-

mas de la proteína PHFTau, disminuyendo el número de neuronas que expresan PHFTau-pS396. 
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5.1. Alteraciones histopatológicas en el hipocampo de pacientes con 

enfermedad de Alzheimer 

  5.1.1. Densidad neuronal  

 Las densidades neuronales de pacientes con EA se redujeron severamente en la región 

CA1, observándose una disminución de alrededor del 32% en la densidad neuronal en pa-

cientes con EA en comparación con los casos control sin demencia, confirmando diversos 

estudios previos (West y Gundersen, 1990; West et al, 1994; Gomez-Isla et al, 1997; Simic 

et al, 1997; Kril et al, 2002; Andrade-Moraes et al., 2013). En contraste, no se encontraron 

cambios en CA3, ni en el subículo. Por lo tanto, nuestros resultados indican que CA1 es la 

región más vulnerable del hipocampo con respecto a la pérdida de neuronas en la EA. 

 La vulnerabilidad de CA1 a la neurodegeneración ha sido ampliamente investigada 

(revisado en Duvernoy et al., 2013), observándose que esta región en particular es muy sus-

ceptible a los cambios metabólicos celulares (revisado en Bartsch y Wulff, 2015). En nues-

tro estudio, la mayor reducción en la densidad neuronal se observó en aquellos casos con 

EA que también mostraban esclerosis del hipocampo (ver sección 4.1 de Resultados), una 

patología que coexiste con la EA (Velez-Pardo et al., 2004) y contribuye a la demencia 

(Kawas et al., 2015; Ihara et al., 2018). Por el contrario, los pacientes con EA sin esclerosis 

del hipocampo mostraron densidades neuronales en CA1 cuyos valores fueron similares a 

los casos control (Figura 22). Puesto que la mayoría de las neuronas en CA1 son células 

piramidales, una pérdida neuronal severa en pacientes con EA con esclerosis hipocampal 

daría lugar a alteraciones en los lugares de proyección (véase apartado 5.2). Sin embargo, 

queda por aclarar cómo y cuándo la pérdida neuronal, relacionada con la progresión de la 

EA, afecta a la conectividad y función del hipocampo. 

  5.1.2. Patología neurofibrilar  

 El estudio cuantitativo reveló que la mayoría de las neuronas con PHFTau estaban mar-

cadas como PHFTau-pS396-ir, siendo más abundantes que las marcadas con PHFTau-AT8. La re-

gión que contenía mayores densidades de marcaje era CA1, seguida del subículo, mientras 

que GD y CA3 mostraron un menor número de neuronas marcadas. El estudio posterior de 

la región CA1 mediante microscopía confocal confirmó estos hallazgos, es decir, el marca-

dor más frecuente de PHFTau encontrado en las neuronas piramidales de CA1 de pacientes 

con EA fue PHFTau-pS396 (más del 90%), lo que coincidía con lo descrito en estadios tardíos 

de la EA (Kimura et al., 1996), y correspondiendo con el diagnóstico de los casos analizados 

en el presente trabajo (IV-VI de la Escala de Braak). El análisis de secciones doblemente 

marcadas mostró un patrón de expresión de PHFTau heterogéneo donde aproximadamente el 
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28% de las neuronas de CA1 que contenían PHFTau-pS396-ir también expresaban PHFTau-AT8.  

 Algunos estudios han propuesto que PHFTau-AT8 es un marcador específico de etapas 

tempranas, mientras que PHFTau-pS396 aparece en etapas tardías (Su et al., 1994, 1996). Sin 

embargo, otros autores han sugerido que PHFTau-pS396 se visualiza en las primeras etapas de 

la enfermedad y su expresión se mantiene elevada a lo largo del curso de la enfermedad, 

mientras que PHFTau-AT8 aparecería en etapas avanzadas (Mondragón-Rodríguez et al., 

2014). Sin embargo, dado que la proteína PHFTau puede estar implicada en la alteración de 

la expresión de otras proteínas, así como afectar el curso de la enfermedad, aún se descono-

ce el patrón de hiperfosforilación dependiente de cada etapa de la EA. La proteína tau con-

tiene más de 80 sitios fosforilables que pueden alterar la estructura de la proteína y promo-

ver cambios conformacionales que faciliten su posterior agregación (Iqbal et al., 2016). El 

dominio de unión a microtúbulos (una región en el extremo C-terminal) es crítico para el 

ensamblaje de ovillos, mientras que, la fosforilación de los residuos T212 / S214 disminuye 

la interacción con los microtúbulos y evita la formación de ovillos (Schneider et al., 1999). 

Estos aminoácidos fosforilados (T212 / S214) forman el epítopo del anticuerpo AT100 

(Zheng-Fischhöfer et al., 1998) y se ha sugerido que en la EA aparecería en un estadio pos-

terior a AT8 (Luna-Muñoz et al., 2007). Recientemente se ha estudiado los patrones de tin-

ción de los anticuerpos AT100 y pS396 en la región CA1 para examinar la posible relación 

entre ambos marcadores (Regalado-Reyes et al., 2019). Este estudio reveló que según au-

menta la escala de Braak de los pacientes, existe una disminución en el marcaje con el anti-

cuerpo AT100 y un aumento con el anticuerpo pS396. Es decir, los patrones de tinción va-

rían según el avance de la enfermedad por lo que la combinación de estos anticuerpos po-

drían ser una nueva herramienta para evaluar la progresión de la patología neurofibrilar 

(Regalado-Reyes et al., 2019).  

 Por otra parte, se ha propuesto que la proteína PHFTau – dependiendo de su conforma-

ción y de su sitio de fosforilación – puede proporcionar mecanismos de protección para 

mantener la funcionalidad de las neuronas (Gong 2008, Mondragon-Rodriguez 2014, Polan-

co 2017). De hecho, la presencia de PHFTau intracelular ha sido reportada en neuronas de 

CA1 en cerebros de ancianos sin demencia (revisado en Ferrer, 2012). Es decir, la presencia 

de proteína PHFTau intracelular en el compartimento somatodendrítico, no induce necesaria-

mente muerte neuronal o toxicidad (Morsch, 1999; Blazquez-Llorca 2010; Ávila, 2012). 

Asimismo, se ha descrito una pérdida de espinas dendríticas en neuronas piramidales de la 

formación del hipocampo y de la corteza parahipocámpica de pacientes con EA en aquellas 

neuronas que contienen ovillos neurofibrilares bien desarrollados y marcados con anticuer-

pos frente a PHFTau (Merino-Serrais et al., 2010). Sin embargo, cuando las neuronas conte-

nían únicamente proteína PHFTau, pero no desarrollaban ovillos, o contenían sólo pre-
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ovillos, no se observaban alteraciones dendríticas o éstas fueron menos severas (Merino-

Serrais, 2013). Puesto que las espinas dendríticas de las neuronas piramidales son el princi-

pal elemento postsináptico de las sinapsis corticales excitadoras, y que son fundamentales 

en los procesos de memoria, aprendizaje y cognición, las alteraciones dendríticas pueden 

constituir un evento crítico en la patogénesis de la EA. Por lo tanto, las características del 

deterioro cognitivo en la EA podrían dependen del número relativo de neuronas que han 

desarrollado ovillos neurofibrilares, más que de la sola presencia de PHFTau.  

 El análisis de las densidades neuronales obtenidas mediante estimaciones estereológi-

cas mostró que, sorprendentemente, en CA1, la densidad de las neuronas PHFTau-pS396-ir al-

canzaba una densidad similar a la del total de neuronas marcadas con NeuN-ir, superando 

incluso las densidades neuronales estimadas en las secciones teñidas con el método de Nissl 

(Figura 23). Es decir, prácticamente todas las neuronas de CA1 de los pacientes con EA 

fueron marcadas con el anticuerpo PHFTau-pS396.  

 Una posible explicación de esta aparente discrepancia es que algunos de los elementos 

PHFTau-pS396-ir pueden corresponder a ovillos neurofibrilares pertenecientes a una neurona no 

funcional, es decir, que ha perdido integridad celular o que no contiene núcleo. De hecho, se 

ha descrito, en pacientes con EA, una degeneración patológica de las neuronas que contie-

nen PHFTau que puede desembocar en una pérdida de la integridad neuronal, y que daría lu-

gar a un ovillo neurofibrilar extracelular u "ovillo fantasma" (ghost tangle; Braak et al., 

1994). Estos ovillos fantasmas se han visto en etapas tardías de la EA y están fosforilados, 

principalmente, en la Ser396 (Kimura et al., 1996). En las estimaciones estereológicas reali-

zadas en las secciones teñidas con el método de Nissl, una neurona se cuantificó como tal 

solo si su nucleolo era identificable; y en secciones marcadas con anti-NeuN, una neurona se 

cuantificó si se visualizaba claramente su núcleo. Así, las neuronas sin nucleolo o núcleo 

identificable dentro del disector de conteo no fueron contabilizadas.  

 Por tanto, los cambios que ocurren de forma progresivas en las neuronas PHFTau-pS396-ir 

pueden dar lugar a alteraciones morfológicas y funcionales y, finalmente, a una degenera-

ción total de la neurona hacia un ovillo neurofibrilar extracelular (ovillo fantasma).  

  5.1.3. Patología amiloide 

 El análisis de las secciones doblemente marcadas reveló que CA1 fue la región con 

mayor densidad de placas Aβ-ir, localizándose la mayoría de estas placas en el estrato pyra-

midale. En el hipocampo humano, el estrato pyramidale contiene los somas de las células 

piramidales, una gran proporción de las dendritas basales de estas células, y parte de sus 

dendritas apicales (Duvernoy, 2013; Benavides-Piccione et al., 2019). Las estimaciones es-
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tereológicas revelaron que CA1 también mostraba los valores más altos para la densidad de 

las placas Aβ-ir, seguida del subículo. Asimismo, se encontró que CA1, presentaba placas 

más pequeñas que aquellas regiones con menor densidad de placas de Aβ (DG y CA3). 

 Puesto que las placas Aβ-ir se encontraron principalmente en el estrato pyramidale 

(seguido de estrato radiatum), éstas pueden afectar tanto a las dendritas apicales como a las 

basales de las células piramidales de CA1. Estudios previos realizados en CA1 en pacientes 

con EA, demostraron que la presencia de placas Aβ-ir produce alteraciones locales que inclu-

yen cambios en la morfología de las células piramidales y en su inervación perisomática 

(García-Marín et al., 2009; Blázquez-Llorca et al., 2010; Merino-Serrais et al., 2013). Por 

ejemplo, se observó que la porción del soma de las neuronas que estaban en contacto con 

placas Aβ-ir mostraban ausencia de sinapsis, es decir, una pérdida de sinápsis perisomáticas. 

Asimismo, se ha observado que las dendritas en contacto directo con las placas ven dismi-

nuido su número de espinas dendríticas, lo que incidie drásticamente en la comunicación 

neuronal (Merino-Serrais et al., 2013). También se ha descrito una disminución en el núme-

ro de sinapsis excitadoras e inhibidoras (García-Marín et al., 2009; Llorens-Martín et al., 

2014; Spires-Jones et al., 2005; Knafo et al., 2009a, b; Terry et al., 1991; Guo et al., 2014), 

y un deterioro tanto del sistema glutamatérgico como del sistema GABAérgico (Revett et 

al., 2013). Por tanto, la presencia de placas Aβ-ir representa un entorno tóxico para las neuro-

nas hipocampales, lo que podría desembocar en una pérdida sináptica y en alteraciones en la 

transmisión de la información.  

 Como se ha mencionado anteriormente, CA1 mostraba los valores más altos de densi-

dad de placas Aβ-ir, sin embargo, estas placas eran más pequeñas que en el GD o CA3 que, 

de forma inversa, contenían una menor densidad de placas Aβ-ir. Se han observado agrupa-

ciones de microglía en las proximidades de las placas Aβ-ir en el tejido cortical de pacientes 

con EA (Serrano-Pozo et al., 2013), sugiriendo que la presencia de placas Aβ-ir podría des-

encadenar la activación glial como parte de la respuesta inflamatoria (D'Andrea et al., 2001; 

Jung et al., 2015; revisado en Chun y Lee, 2018). Se ha propuesto que la microglía activada 

internaliza Aβ, evitando el aumento del tamaño de la placa (Rajendran et al., 2006, 2014; 

Serrano-Pozo et al., 2013; Asai et al., 2015), pero la toxicidad de las proteínas patológicas, 

Aβ y PHFTau, puede alterar la funcionalidad normal de la microglía. Por tanto, si la micro-

glía falla al eliminar el Aβ, este puede volver nuevamente al espacio extracelular vía exoci-

tosis y dar lugar a la formación de más placas de Aβ. Según nuestros resultados, puesto que 

CA1 presenta una mayor densidad de placas, pero menores en tamaño, CA1 podría contener 

microglía alterada que no fuese efectiva en la eliminación de las placas de Aβ, pero que aún 

pudiera degradar o fagocitar las formas más solubles de Aβ. Por tanto, es posible que la mi-

croglía de CA1 esté selectivamente afectada por la presencia de elementos tóxicos, como 
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péptidos de Aβ, y no pueda desempeñar de eliminación de forma normal.  

  5.1.4. Relación entre la patología neurofibrilar y la patología 

amiloide 

 El análisis de las secciones con doble (anti-Aβ/anti-PHFTau-pS396; anti-Aβ/anti-PHFTau-

AT8) y triple (Methoxy-X04/anti-PHFTau-pS396/anti-PHFTau-AT8) marcaje mostró una gran va-

riedad en los patrones de co-expresión (descrita en la sección 4.3.2): placas marcadas sola-

mente con Aβ, placas marcadas tanto con Aβ como con PHFTau, y placas marcadas solamen-

te con anticuerpos frente a PHFTau. No obstante, se desconoce si las distintas placas con es-

tas variaciones neuroquímicas afectan de distinta manera a los circuitos sinápticos cercanos 

a dichas placas.  

 El estudio de las placas Aβ-ir reveló la presencia de dos tipos morfológicos – con nú-

cleo central y sin núcleo central–independientemente de su marcaje. Se ha propuesto que las 

placas pasan por diferentes estadios (Dickson et al., 1990), desde placas difusas a neuríticas, 

acumulando PHFTau a través de varios mecanismos, que podrían generar toxicidad (Ikeda et 

al., 1990; Figura 43). 

Figura 43. Ilustración de los posibles cambios estructurales que podría sufrir una placa. Los dibujos de la parte superior 

esquematizan una placa en desarrollo (I: placa difusa; II: placa primitiva con fibras de Aβ; III: placa clásica con núcleo Aβ

-ir y rodeado de neuritas distróficas; IV: placa compacta de Aβ; dibujos modificados de Iqueda et al., 1990). Las microfoto-

grafías de la parte inferior pertenecen a secciones con doble tinción para anti-Aβ y anti-NeuN para mostrar placas difusas, 

neuríticas con núcleo central y neuríticas sin núcleo central (I, II, III, respectivamente), así como placas difusas, neuríticas 

con núcleo central y neuríticas sin núcleo central, en contacto con neuronas (IV, V, VI, respectivamente). Barra de escala 

(en VI): 20µm. Imágenes modificadas de García-Marín et al., 2009. 
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 Como se ha mencionado en el apartado anterior, la microglía se activa frente a una 

respuesta inflamatoria (D’Andrea et al., 2001; Jung et al., 2015; Chen et al., 2016; Parbo et 

al., 2017). La activación de esta microglía parece tener dos consecuencias: inicialmente, 

limpiaría el Aβ por un mecanismo de captación (Lee and Landreth, 2010) y, posteriormente, 

podría propagar Aβ y PHFTau por exocitosis (Rajendran et al., 2006, 2014; Asai et al., 2015), 

ya que la microglía no solamente internaliza Aβ, sino también PHFTau (Parbo et al., 2017). 

Por tanto, parece que ambas proteínas se liberarían en el parénquima cerebral, facilitando la 

agrupación de Aβ, así como la incorporación de elementos PHFTau. En un modelo animal 

donde se reducían los niveles de microglía, los niveles de propagación de PHFTau se vieron 

también reducidos (Asai et al., 2015). Otros estudios en un modelo animal de EA con sobre-

activación de la microglía, mostraron un incremento en la fosforilación de tau, pero una me-

nor cantidad de Aβ, lo que se vinculó a la activación microglial (Chen et al., 2016).  

 Por otro lado, se ha propuesto que las fases iniciales de la formación de placas no im-

plican una respuesta inflamatoria asociada, pero en fases tardías, se observan tanto astrocitos 

reactivos como microglía activada localizados cerca de las placas (D’Andrea et al., 2001). 

Por lo tanto, la presencia de placas expresando solamente Aβ podría indicar un estadio ini-

cial de la placa, mientras que las placas que expresan tanto PHFTau-pS396 como PHFTau-AT8, 

podrían representar un estadio intermedio, como parte de un proceso dinámico (Condello et 

al., 2011) que dependería de la presencia de ovillos neurofibrilares y, quizá, de la respuesta 

inflamatoria local. 

 Puesto que hemos observado una variabilidad importante entre los pacientes según sus 

patrones de expresión de Aβ y PHFTau, tanto en neuronas como en placas, una posible expli-

cación es que la depuración mediada por las células microgliales ha funcionado de manera 

diferente entre los pacientes. Es decir, los casos en los que la microglía ha actuado correcta-

mente presentarían una menor densidad de placas Aβ-ir/PHFTau-ir, pocas neuronas PHFTau-

pS396-ir/PHFTau-AT8-ir, y un mayor número de placas que solamente expresarían Aβ (véase pa-

cientes Az1, Az4 y Az6; Tabla 8; Figura 28). Por el contrario, en aquellos casos en los que 

la microglía hubiese realizado una depuración no exitosa, presentarían una menor propor-

ción de placas que expresaran solamente Aβ y, por tanto, más placas Aβ-ir/PHFTau-ir y neuro-

nas PHFTau-ir (véase pacientes Az2, Az4 y Az5; Tabla 8; Figura 28). Por estos motivos, en 

un futuro cercano, pretendemos realizar un estudio detallado sobre la microglía en estos pa-

cientes. 

 Recientemente, se ha propuesto que existe un solapamiento entre la expresión de Aβ y 

la de PHFTau en diferentes regiones corticales (Sepulcre et al., 2017). Es decir, independien-

temente del estadio de Braak de cada paciente, debe haber mecanismos, bien compensato-
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rios o bien inflamatorios, que podrían modificar los niveles de ambas proteínas patológicas 

en el cerebro, lo que podría explicar la variabilidad observada entre pacientes clínicamente 

homogéneos. Esto sugiere un patrón dinámico de expresión de ambas proteínas en la EA y 

nuestros datos apoyarían la hipótesis de que ambas proteínas actúan en conjunto incluso en 

estadios tardíos de la enfermedad (Ittner & Götz, 2011; Guo et al., 2006; Harris et al., 2012; 

Sepulcre et al., 2017; Vemuri & Schöll, 2017). 

5.2. Alteraciones en la conectividad hipocampal: implicaciones fun-

cionales 

 Como se ha comentado anteriormente, el análisis del hipocampo de pacientes con EA, 

en el presente trabajo, mostró que la densidad de neuronas en CA1 de pacientes con EA es-

taba reducida -especialmente en aquellos con esclerosis del hipocampo-, siendo además la 

región con mayor número de elementos PHFTau-ir y placas Aβ-ir. El subículo contenía un me-

nor número de neuronas PHFTau-ir y placas Aβ-ir, y una densidad neuronal aparentemente 

normal, mientras que el GD y CA3 estaban menos afectados por la presencia de ambas pato-

logías, siendo las regiones menos alteradas. No obstante, no analizamos la densidad neuro-

nal en el GD y por tanto, desconocemos si existe o no una pérdida neuronal en esta región 

del hipocampo.  

 Durante el envejecimiento, se ha reportado un aumento de la excitabilidad de CA3 y 

una hipoexcitabilidad de CA1, lo que podría alterar la conectividad normal entre CA3 y 

CA1, atenuando la actividad oscilatoria normal y contribuyendo a los déficits cognitivos 

(Simkin et al., 2015). De acuerdo con los hallazgos de este trabajo, las neuronas en CA1 po-

drían verse afectadas por la presencia de proteínas tóxicas que provienen de CA3 a través de 

la vía trisináptica y monosináptica, como resultado de la transmisión de célula a célula, se-

gún la hipótesis que propone el mecanismo de propagación priónica (Guo y Lee, 2014; 

Wang et al., 2017; Gibbons et al., 2018). Además, la presencia de oligómeros de Aβ que al-

teran la transmisión glutamatérgica, y modifican la expresión de receptores NMDA 

(revisado en Zhang et al., 2016), podría alterar la funcionalidad de las neuronas de CA1. 

 En condiciones normales, CA1 es una región crítica para el procesamiento de informa-

ción espacial, así como para el aprendizaje y la memoria (Henriksen et al., 2010; Nakazawa 

et al., 2016). CA1 proyecta a las capas profundas de la CE y recibe aferencias de la capa II, 

a través de la vía perforante (o circuito trisináptico) y de la capa III por la vía monosináptica 

(Cohen y Squire, 1980; revisado en Knierim, 2015), llevando a cabo funciones de memoria 

(Cohen y Squire, 1980). Se ha descrito que las lesiones en la región proximal de CA1 produ-

cen alteraciones en tareas de recuperación de memoria (Nakazawa et al., 2016), apoyando 

los síntomas clínicos presentes en fases iniciales de la EA donde la memoria episódica está 
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alterada (Walker et al., 2009). Otros síntomas iniciales, como la desorientación y la pérdida 

del contexto, podrían relacionarse con la pérdida de inervación a CA1 procedente de la capa 

II de la CE, cuyas neuronas se dañan severamente en esa fase inicial de la EA (Gomez-Isla 

et al., 1996).  

 En el ratón, se ha descrito que las neuronas piramidales de la capa superficial de CA1 

se activan durante tareas que requieren relacionar el entorno con información previamente 

almacenada y con otras características del mismo, mientras que las neuronas de la capa pro-

funda de CA1 proporcionan información acerca del contexto (Overington & Jeffery, 2016). 

Los resultados del presente trabajo revelaron que tanto las placas Aβ-ir como las neuronas 

PHFTau-ir se encuentran mayoritariamente en la capa piramidal de CA1. Por consiguiente, 

tanto la patología amiloide como la fibrilar ocupan regiones críticas en términos de funcio-

nalidad que podrían afectar a la conectividad sináptica que soporta las tareas espaciales. 

Puesto que los primeros síntomas de los pacientes en estadios tempranos de la EA son pérdi-

da del contexto y desorientación espacial, la capa profunda de CA1 podría ser una de las pri-

meras áreas afectadas del hipocampo al comienzo de la enfermedad, mientras que, en esta-

dios tardíos, tanto la capa superficial como la profunda de las células piramidales de CA1 se 

verían afectadas, tal y como se muestra en este estudio.  

 CA1, junto con el subículo, representa la puerta de acceso al intercambio de informa-

ción entre las regiones corticales y subcorticales (Amaral y Witter, 1989; Amaral, 1993; Na-

ber et al., 2001; O'Mara, 2005), siendo además el subículo una de las principales estructuras 

del hipocampo en el intercambio de información con la corteza (Finch y Babb, 1981; Witter 

et al., 1989). El subículo está involucrado en la memoria espacial y en la navegación, así 

como en las respuestas al estrés y en procesos afectivos, cognitivos y conductuales media-

dos por el sistema límbico (O'Mara, 2006; O'Mara et al., 2009) y se ha propuesto como una 

posible interfaz entre el hipocampo y la corteza durante la consolidación de los recuerdos 

(Craig y Commins, 2006). Asimismo, la atrofia en la región CA1 asociada con la EA, puede 

dar lugar al deterioro cognitivo, especialmente en funciones de orientación, aprendizaje y 

memoria (Zola-Morgan et al., 1986; Simic et al., 1997; Kril et al., 2002; Zarow et al., 2005). 

Por tanto, las alteraciones subiculares encontradas pueden contribuir a las alteraciones de la 

red relacionadas con el deterioro cognitivo en la EA. 

 Nuestros resultados mostraron que el subículo también se vio afectado por la presencia 

de las neuronas PHFTau-AT8-ir y PHFTau-pS396-ir, así como por numerosas placas de Aβ-ir, aun-

que su densidad neuronal no se vio reducida. Sin embargo, la fuerte conectividad entre CA1 

y el subículo podría potenciar el desarrollo de la patología por una propagación de tipo prió-

nica (Guo y Lee, 2014; Wang et al., 2017; Gibbons et al., 2018). Curiosamente, el subículo 
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mostró una densidad de placa de Aβ-ir similar a CA1, pero presentó mayor volumen ocupado 

por las placas de Aβ-ir. Por lo tanto, esta región podría verse afectada por el impacto de la 

proximidad de placas Aβ-ir, viéndose alterada su conectividad, tanto local como distal.  

 En resumen, el conjunto de alteraciones descritas puede producir cambios profundos 

en los circuitos del hipocampo, afectando tanto a las conexiones locales como a las distales, 

lo que en última instancia podría promover el deterioro cognitivo asociado a la EA. Sin em-

bargo, la complejidad de las conexiones hipocampales involucradas en el procesamiento de 

la información hace que sea difícil determinar las alteraciones específicas debidas a la EA. 

 Por último, se ha descrito que los síntomas cognitivos difieren entre los pacientes con 

EA, aunque su neuropatología sea similar (Nelson et al., 2012). La presencia de placas y el 

deterioro de las funciones cognitivas no están correlacionadas, pero la expresión de PHFTau 

sí se ha ligado estrechamente al deterioro cognitivo (Arriagada et al., 1992). Por tanto, pue-

de ser que la demencia esté en primer lugar relacionada con la presencia de PHFTau 

(Andrade-Moraes et al., 2013; Merino-Serrais et al., 2011; Merino-Serrais et al., 2013) y, en 

segundo lugar, con la interacción con la proteína Aβ.  

5.3. Variabilidad interindividual  

 Las alteraciones morfológicas observadas en tejido humano patológico son difíciles de 

interpretar, principalmente por la gran variabilidad entre los historiales clínicos y demográfi-

cos (de acuerdo a factores como el sexo, la edad, el tratamiento médico, etc.) que puede alte-

rar la estructura cerebral. Además, el curso de la EA es altamente variable, y los cambios 

neuropatológicos no son homogéneos. Esto ocurre tanto entre pacientes como entre distintas 

regiones cerebrales de un mismo paciente (García-Marin et al., 2009; Blazquez-Llorca et al., 

2010). Puesto que hemos analizado el hipocampo de un número relativamente pequeños de 

pacientes con EA (n=11), con distintas características clínicas y patológicas (Tabla 1), los 

datos obtenidos en el presente trabajo no pueden ser generalizados a todos los pacientes con 

EA o a otras áreas corticales. Por tanto, este estudio representa un paso más para avanzar en 

el estudio de la patología tau y amiloide, pero sería necesario confirmar nuestros hallazgos, 

tanto en un número mayor de individuos como en otras áreas corticales.  

 Por último, la variabilidad encontrada en los pacientes no puede ser atribuida a los es-

tadios de la EA, puesto que todo ellos están diagnosticados como Braak IV-VI. Por tanto, 

nuestros hallazgos soportan la idea de que la EA no es una entidad única, incluso en el mis-

mo estadio de la enfermedad, puesto que los cambios microanatómicos/neuroquímicos que 

ocurren en el hipocampo varían en gran medida de un paciente a otro. 
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 5.4. Efectos de la fijación 

 Nuestros datos mostraron una notable variabilidad en la densidad neuronal, particular-

mente en las muestras con EA. La estimación de las densidades neuronales realizadas en las 

secciones teñidas con el método de Nissl no mostraron apenas diferencias en las regiones 

analizadas. Sin embargo, los datos derivados de las secciones anti-NeuN mostraron una ma-

yor variabilidad, tanto entre regiones como entre pacientes. Es importante tener en cuenta 

que el tiempo que transcurre desde el fallecimiento del paciente hasta la fijación del tejido 

cerebral (tiempo postmortem) generalmente produce artefactos que son más acusados cuan-

to mayor es el tiempo postmortem. Estos artefactos incluyen las interrupciones en la conti-

nuidad de la membrana y un aumento del espacio extracelular, entre otras distorsiones geo-

métricas (por ejemplo, Tang et al., 2001). Además, se ha mostrado que el tiempo postmor-

tem induce cambios metabólicos significativos a partir de las 2 h, mientras que la integridad 

de las neuronas y la glía, a nivel anatómico / neuroquímico no se altera significativamente 

durante las primeras 5h postmortem para la mayoría de los marcadores histológicos. Sin em-

bargo, sí afecta a la visualización de ciertos anticuerpos, como anti-NeuN, específico para 

neuronas (Gonzalez-Riaño et al., 2017). Además, con tiempos postmortem superiores, los 

cambios son progresivamente más acusados. Estas características representan una limitación 

importante cuando se realizan comparaciones entre diversos pacientes y con otros estudios 

cuyos tiempos portmortem son distintos. Por ejemplo, cuando se realizan estimaciones este-

reológicas, la preservación del volumen del tejido es fundamental para obtener unas medi-

ciones fiables y si, por otra parte, se utilizan anticuerpos anti-NeuN para la visualización de 

las neuronas, el conteo es mucho menos fiable.  

 En resumen, los estudios cuantitativos sobre densidades neuronales realizados en teji-

do cerebral humano con un elevado tiempo postmortem pueden producir datos diferentes a 

nuestros resultados (Simic et al., 1997; Andrade-Moraes et al., 2013). Si bien la preserva-

ción de tejido cerebral humano con un elevado tiempo postmortem podría ser válido para 

ciertas observaciones cualitativas (hasta 24h, por ejemplo, Simic et al., 1997; Wittner et al., 

2006; Andrade-Moraes et al., 2013), no sería adecuado para estudios comparativos cuantita-

tivos ni para otros muchos estudios neuroquímicos y metabólicos (González-Riano et al., 

2017). Además, las técnicas de fijación del tejido cerebral también pueden alterar las estima-

ciones estereológicas, ya que hay una reducción en la inmunorreactividad al usar formalina 

como fijador (Lyck et al., 2009). 
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 5.5. Coexistencia de proteinopatías 

 Cinco de los pacientes con EA del presente estudio expresaban TDP-43 (una condi-

ción patológica de una proteína de unión al ADN) y dos pacientes mostraban depósitos de α-

sinucleína (una proteína mal plegada que forma agregaciones patológicas en trastornos neu-

rodegenerativos como la enfermedad de Parkinson). Además, cuatro de los pacientes con 

TDP-43 mostraban también esclerosis del hipocampo. Como mencionamos anteriormente, 

la esclerosis del hipocampo se ha identificado como una entidad neurodegenerativa que co-

existe con la EA y contribuye a la progresión de la demencia (Kawas et al., 2015; Ihara et 

al., 2018). Los pacientes con esclerosis del hipocampo y TDP-43 asociado pueden sufrir una 

potenciación de la atrofia en CA1, como se propuso recientemente (Josephs et al., 2017). La 

presencia de estas co-patologías puede contribuir a la degeneración (Uryu et al., 2008; Ro-

binson et al., 2011) o alternativamente, pueden ser parte de un gran conjunto de alteraciones 

que conducen a la EA, o simplemente servir como potenciador para la neurodegeneración 

(Robinson et al., 2011; Golde et al., 2013).  

 Puesto que todos los pacientes analizados en este estudio corresponden a estadios tar-

díos de la enfermedad (estadios Braak IV-VI, ver Tabla 1) y sufren déficits cognitivos seve-

ros, la gran variabilidad en los tipos neuroquímicos y la distribución de placas que observa-

mos, indican un alto grado de diferencias interindividuales. La coexistencia de proteinopa-

tías puede también contribuir a la diversidad de distintos tipos de placas encontradas en el 

estudio. Por ejemplo, uno de los casos (Az9) mostraba marcadores tanto para TDP-43 como 

para α-sinucleína y, este caso en particular mostraba placas que solamente se identificaban 

con marcadores frente a Aβ (Methoxy-X04) y no frente a anticuerpos PHFTau. Por tanto, 

puesto que no se sabe si la EA es un proceso patológico independiente o si las proteínas pa-

tológicas concurrentes se influencian entre sí (Jucker y Walker, 2013), la coexistencia de 

proteinopatías también puede contribuir a la diversidad hallada en el presente trabajo. 

 5.6. Reserva cognitiva 

 Se ha propuesto que la reserva cognitiva permite al cerebro tolerar elementos patológi-

cos sin síntomas clínicos apreciables, mediante mecanismos compensatorios de protección o 

por esquemas cognitivos preexistentes, que podrían servir como protección neuronal frente a 

la degeneración (Tucker y Stern, 2011; Lazarczyk et al., 2012; Steffener y Stern, 2012; 

Stern, 2012; Avila et al., 2015; Hoenig et al., 2017). Puesto que en nuestro estudio hemos 

observado diferencias en el patrón de expresión de placas y neuronas PHFTau-ir entre los dis-

tintos pacientes, sería interesante conocer si estas diferencias afectan de forma diferencial a 

los circuito sinápticos locales, afectando en menor o mayor medida a la reserva cognitiva de 

cada individuo.  
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 Finalmente, se han observado placas de Aβ-ir en muestras de cerebro de casos sin de-

mencia, y los ensayos clínicos de terapias para la EA centradas en la proteína amiloide han 

fallado en el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a la EA. Por lo tanto, la mera pre-

sencia de la patología amiloide parece no ser responsable de la alteración cognitiva observa-

da en la EA (revisado en Anderson et al., 2017; Morris et al., 2018).  

 Por tanto, podemos sugerir que la EA no es una entidad única, sino que varía de un 

paciente a otro como resultado de factores como la edad, el sexo, las co-patologías o los tra-

tamientos médicos, entre otros. 

5.7. Análisis multidimensional de los datos de pacientes con enfer-

medad de Alzheimer: InTool Explorer 

 Dada la complejidad de la organización cerebral y al abordaje interdisciplinar para el 

estudio del cerebro, cada vez son más necesarias el desarrollo de nuevas herramientas de 

estudio y análisis, así como actualizar las que ya existen, con el fin de avanzar de manera 

significativa hacia un mejor conocimiento sobre la estructura y función del cerebro 

(DeFelipe, 2010; Hagmann et al., 2010; DeFelipe, 2017).  

 Entre estas herramientas, la visualización de datos se ha propuesto como una potente 

herramienta de análisis exploratorio (Tukey, 1997). Los métodos de visualización interacti-

va ayudan a los usuarios a dar con conclusiones inesperadas, más allá de los resultados obte-

nidos gracias a estudios de estadística. En este sentido, los lenguajes de programación son 

una metodología flexible para un rápido prototipado, esencial para investigar nuevos enfo-

ques en el contexto del análisis exploratorio. Desafortunadamente, estos entornos requieren 

habilidades de programación e impiden que el usuario defina su propio flujo de visualiza-

ción del trabajo. 

 Actualmente hay herramientas de análisis visual, de alto rendimiento, que permiten a 

los usuarios customizar sus visualizaciones. Tableau, por ejemplo, admite cualquier análisis 

estadístico con R, sin embargo, estos scripts están más allá de las capacidades de la mayoría 

de los usuarios. Otra herramienta de análisis exploratorio, AutoDiscovery, realiza un conjun-

to predefinido de pruebas estadísticas para encontrar correlaciones (Butler y Trejo, 2015). 

No obstante, a pesar de que los resultados se muestran utilizando varias técnicas de visuali-

zación, el sistema permite muy poca interacción del usuario con sus propios datos, perdien-

do así el control sobre el proceso de su propio análisis. 

 Desde el punto de vista del software, la arquitectura de InTool Explorer permite inte-

grar nuevas funcionalidades de una manera muy sencilla. Los actuales filtros y tarjetas vin-

culadas de visualización son solo un ejemplo de lo que puede implementarse en siguientes 
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versiones. Como se ha mencionado anteriormente, están disponibles todas las posibilidades 

que ofrece el paquete R, puesto que este módulo está ya integrado en la herramienta. Sin 

embargo, en lugar de desarrollar cálculos estadísticos más automatizados, los esfuerzos se 

han centrado en proporcionar una mayor flexibilidad para configurar filtros y visualizacio-

nes vinculadas en la etapa de análisis exploratorio interactivo. Como se ha descrito anterior-

mente, los usuarios pueden crear nuevas tarjetas vinculadas, como el filtro “Regiones”. De 

esta manera, los datos espaciales presentes en imágenes sin procesar (por ejemplo, de regio-

nes cerebrales) se pueden vincular a datos tabulares (como el conjunto de datos clínicos), sin 

demandas adicionales al nivel de experiencia del usuario. Por otro lado, no se necesitan de-

pendencias de software, ni requisitos de hardware específicos para trabajar con InTool Ex-

plorer, solamente un navegador web y el usuario puede compartir su trabajo con cualquier 

laboratorio del mundo a través de una conexión a internet.  

 Las herramientas comunes que se utilizan para analizar los datos brutos del conjunto 

de datos que se presenta aquí son las hojas de cálculo básicas de Excel y las herramientas de 

visualización aisladas, pero no ofrecen el mismo nivel de información. InTool Explorer per-

mite que los datos se comparen rápida y fácilmente. En la práctica clínica, se obtiene una 

gran cantidad de información de cada paciente (diversas pruebas médicas, evaluaciones cog-

nitivo-conductuales, etc.), lo que produce un gran volumen de datos. La aplicación de herra-

mientas exploratorias, como InTool Explorer, brinda la oportunidad de visualizar toda la 

información, manipularla, filtrar variables y explorar nuevas hipótesis.  

 Otra contribución significativa de InTool Explorer es su diseño funcional, que facilita 

la combinación de variables multidimensionales y la exploración de posibles relaciones me-

diante múltiples gráficos. Puesto que se genera un gran volumen de datos, los errores a ve-

ces aparecen en los estadios finales de la investigación. En este sentido, InTool Explorer 

permite la visualización rápida de los datos, la detección de errores, así como la reevalua-

ción de los datos, pudiendo además establecer nuevas hipótesis o nuevas líneas de investiga-

ción. Por tanto, en el laboratorio, esta herramienta ofrece una oportunidad para estudiar y 

analizar datos neurocientíficos antes que cualquier análisis estadístico.  

 InTool Explorer proporciona técnicas de interacción con diferentes representaciones 

de datos que hacen uso del poder de combinar estas representaciones simultáneas, facilitan-

do así la tarea de análisis. Se ha visto que la herramienta mejora el estudio de datos comple-

jos obtenidos del análisis de condiciones neurológicas multifactoriales, como en la EA. 

Puesto que los datos que provienen de fuentes multifactoriales se pueden visualizar con In-

Tool Explorer, el análisis se vuelve más detallado, abriendo la posibilidad de una definición 

más apropiada de la enfermedad.  
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 Nuestro estudio, utilizando InTool Explorer, ha mostrado que es muy útil para el pro-

pósito inicial para el cual había sido creada, permitiendo nuevas interpretaciones de los da-

tos en bruto extraídos de una variedad de análisis realizados en casos control y pacientes con 

EA, y en diferentes regiones de la formación del hipocampo. Desde un punto de vista clíni-

co-patológico,, InTool Explorer ha facilitado la visualización de información específica de 

cada paciente en relación con sus características histopatológicas y clínicas. Además, me-

diante el gráfico de coordenadas paralelas, es posible examinar visualmente, de forma senci-

lla y rápidamente, las regiones más alteradas en cuanto a la presencia de las patologías ami-

loide y tau, facilitando así el planteamiento de nuevas hipótesis y futuras líneas de investiga-

ción. Por ejemplo, las regiones GD y CA3 son claramente las menos afectadas por la presen-

cia de elementos PHFTau-ir y, por tanto, resultaría interesante explorar si esta observación es 

una característica general de todos los pacientes con EA o si existen diferencias dependien-

do de la presencia de otras patologías o de otros factores clínico-patológicos.  

 Finalmente, InTool Explorer es una herramienta que actualmente se está utilizando 

para visualizar e interpretar múltiples datos microanatómicos con el objetivo de investigar 

posibles correlaciones entre distintas características. Por ejemplo, en el momento actual, es-

tamos aplicando InTool Explorer para estudiar la posible relación entre la complejidad de la 

microanatomía de las células piramidales en distintas capas corticales y regiones del cerebro 

con la densidad de sinapsis, así como con otras características de la organización sináptica.  
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VI. CONCLUSIONES 

 

 

 I: ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES HISTOPATOLÓGICAS EN LA FOR-

MACIÓN DEL HIPOCAMPO DE PACIENTES CON LA ENFERMEDAD DE ALZ-

HEIMER: 

 

 

1. CA1 fue la región más afectada por la presencia de elementos de PHFTau-ir y placas de 

Aβ-ir, seguida del subículo.  

2. GD y CA3 fueron las regiones menos afectadas por la presencia de elementos PHFTau-

ir y placas de Aβ-ir. 

3. Existe una posible correlación entre la presencia de elementos PHFTau-ir, de placas de 

Aβ-ir y la pérdida neuronal en CA1, pero no en otras regiones del hipocampo de pa-

cientes con EA. 

4. Una gran proporción de placas Aβ-ir también se caracterizó por la presencia de neuro-

nas PHFTau-ir. 

5. Todas las placas Aβ-ir que contenían una de las dos isoformas de PHFTau, también ex-

presaban la otra isoforma, es decir, si una placa contiene PHFTau-AT8, también contiene 

PHFTau-pS396, y viceversa. 

6. El estudio de co-expresión de ambas isoformas de PHFTau, en las neuronas de CA1, 

reveló que la mayoría de las neuronas marcadas expresaban solamente PHFTau-pS396.  

7. En resumen, existe una gran variedad entre los pacientes, en cuanto a la densidad y 

distribución de diversos tipos de placas seniles, así como de neuronas alteradas. Los 

resultados sugieren que el Alzheimer no es una entidad única, ya que las diferencias se 

observan incluso en pacientes clasificados como similares según criterios neuropatoló-

gicos estándar.  
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 II: DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA EXPLORATORIA DE VISUA-

LIZACIÓN DE DATOS:  

 

 

8. InTool Explorer permite la visualización de los conjuntos de datos de una manera muy 

dinámica, versátil y rápida, así como la búsqueda de errores y la reevaluación de nue-

vas hipótesis o nuevas líneas de investigación, ofreciendo una nueva oportunidad para 

estudiar y analizar datos complejos. 

9. El análisis multidimensional pone de manifiesto que la EA no es una entidad única, 

incluso dentro de los mismos estadios neuropatológicos, ya que la microanatomía y/o 

neuroquímica de los cambios que ocurren en el hipocampo varían mucho de un pa-

ciente a otro. 

10. InTool Explorer facilita el planteamiento de nuevas hipótesis y futuras líneas de inves-

tigación en el campo de la neurociencia. 



 

 

 

BIBLIOGRAFÍA 



 

 



Bibliografía 

119 

VII. BIBLIOGRAFÍA 

Alonso-Nanclares, L., Kastanauskaite, A., Rodriguez, J.R., Gonzalez-Soriano, J., & DeFeli

 pe, J. (2011). A stereological study of synapse number in the epileptic human hippo

 campus. Frontiers in Neuroanatomy, 5(8), 1-13 

Alvarez, P. & Squire, L.R. (1994). Memory consolidation and the medial temporal lobe: a 

 simple network model. Proc Natl Acad Sci USA, 91, 7041-7045 

Alzheimer’s Association (2018). Alzheimer’s Disease Facts and Figures. Alzheimer’s & De

 mentia, 14(3), 367-429 

Amador-Ortiz, C., Lin, W.-L., Ahmed, Z., Personett, D., Davies, P., Duara, R., … Dickson, 

 D. W. (2007). Alzheimer’s Disease. Ann Neurol, 61(5), 435–445 

Amaral, D.G. & Witter, M. P. (1989). The three-dimensional organization of the hippocam

 pal formation: a review of anatomical data. Neuroscience, 31(3), 571–591 

Amaral, D.G. & Insausti, R. (1990) Hippocampal formation. The human nervous system. 

 Paxinos, G. ed. Academic Press. New York. 711-755  

Amaral, D.G. (1993). Emerging principles of intrinsic hippocampal organization. Current 

 Opinion in Neurobiology, 3, 225–229 

Amaral, D.G. & Lavenex, P. Hippocampal Neuroanatomy. En: Andersen P, Morris R, Am

 aral D, Bliss T, O'Keefe J, editores. The Hippocampus Book. Universidad de Oxford; 

 Nueva York: 2007. p. 872 

Anderson, R. M., Hadjichrysanthou, C., Evans, S., & Wong, M.M. (2017). Why do so many 

 clinical trials of therapies for Alzheimer’s disease fail? The Lancet, 390, 2327–2329 

Andrade-Moraes, CH, Oliveira-Pinto, A.V., Castro-Fonseca, E., da Silva, C.G., Guimaraes, 

 D.M., Szczupak, D., ... & Lent, R. (2013). Cell number changes in Alzheimer's disease 

 relate to dementia, not to plaques and tangles. BRAIN, 136, 3738 – 3752 

Andrioli, A., Alonso-Nanclares, L., Arellano, J. I., & DeFelipe, J. (2007). Quantitative anal

 ysis of parvalbumin-immunoreactive cells in the human epileptic hippocampus. Neu

 roscience, 149(1), 131–143 

Arriagada, P.V, Growdon, J. H., Hedleywhyte, E. T., & Hyman, B.T. (1992). Neurofibrilla

 ry Tangles But Not Senile Plaques Parallel Duration and Severity of Alzheimers     

 Disease. Neurology, 42(3), 631–639 

  



Bibliografía 

120 

Asai, H., Ikezu, S., Tsunoda, S., Medalla, M., Luebke, J., Wolozin, B., Butovsky, O., 

 Kügler, S. & Ikezu, T. (2015). Depletion of microglia and inhibition of exosome syn

 thesis halt tau propagation. Nat Neurosci, 18(11), 1584–1593 

Attems, J., & Jellinger, K.A. (2006). Hippocampal sclerosis in Alzheimer disease and other 

 dementias. Neurology, 66(5), 775 

Avila, J. (2004). The influence of aging in one tauopathy: Alzheimer's disease. Arch Immu

 nol Ther Exp, 52, 410-413  

Avila, Jesús, León-Espinosa, G., García, E., García-Escudero, V., Hernández, F., & DeFeli

 pe, J. (2012). Tau phosphorylation by GSK3 in different conditions. International 

 Journal of Alzheimer’s Disease, 2012: 578373 

Avila, J., Perry, G., Strange, B. A., & Hernandez, F. (2015). Alternative neural circuitry that 

 might be impaired in the development of Alzheimer disease. Frontiers in Neurosci

 ence, 9, 1–5 

Bartsch, T., & Wulff, P. (2015). The hippocampus in aging and disease: From plasticity to 

 vulnerability. Neuroscience, 309, 1–16 

Bartus R.T., Dean R. L., Beer B., Lippa A. S. (1982). The cholinergic hypothesis of geriatric 

 memory dysfunction. Science, 217, 408–414 

Benavides-Piccione, R., Regalado-Reyes, M., Fernaud-Espinosa, I., Kastanauskaite, A., 

 Tapia-González, S., León-Espinosa, G., Rojo, C., Insausti, R., Segev, I., DeFelipe, J. 

 (2019). Differential Structure of Hippocampal CA1 Pyramidal Neurons in the Human 

 and Mouse. Cereb. Cortex, 3 

Bennett, R.E., DeVos, S.L., Dujardin, S., Corjuc, B., Gor, R., Gonzalez, J., … & Hyman, 

 B.T. (2017). Enhanced Tau Aggregation in the Presence of Amyloid β. American 

 Journal of Pathology, 187(7), 1601–1612 

Blazquez-Llorca, L., García-Marín, V., & DeFelipe, J. (2010). Pericellular innervation of 

 neurons expressing abnormally hyperphosphorylated tau in the hippocampal for

 mation of Alzheimer’s disease patients. Frontiers in Neuroanatomy, 4, 1–23 

Blazquez-Llorca, L., Valero-Freitag, S., Rodrigues, E.F., Merchán-Pérez, Á., Rodríguez, 

 J.R., Dorostkar, M.M., … & Herms, J. (2017). High plasticity of axonal pathology in 

 Alzheimer’s disease mouse models. Acta Neuropathologica Communications, 5(1), 14 

Bloom, G. S. (2014). Amyloid-β and Tau. JAMA Neurology, 71(4), E1–E4 

  



Bibliografía 

121 

Boehringer, R., Polygalov, D., Huang, A. J.Y., Middleton, S.J., Robert, V., Wintzer, M.E., 

 … & McHugh, T.J. (2017). Chronic Loss of CA2 Transmission Leads to Hippocam

 pal Hyperexcitability. Neuron, 94(3), 642-655.e9 

Braak, F., Braak, H., & Mandelkow, E. M. (1994). A sequence of cytoskeleton changes re

 lated to the formation of neurofibrillary tangles and neuropil threads. Acta Neuropa

 thologica, 87(6), 554–567 

Braak, H., & Braak, E. (1991). Neuropathological stageing of Alzheimer-related changes. 

 Acta Neuropathol, 82, 239–259 

Braak H, Del Tredici K. (2004). Alzheimer's disease: intraneuronal alterations precede in

 soluble amyloid-beta formation. Neurobiology of Aging, 25:713–718 

Buhl, E. & Whittington, M. (2009) Local circuits. In The Hippocampus Book, Andersen P, 

 Morris R, Amaral D, Bliss T, O’Keefe J, eds. Oxford University Press, New York, pp. 

 297-315. 

Cabeza, R. & St Jacques, P. (2007). Functional neuroimaging of autobiographical memory. 

 Trends in Cognitive Sciences, 11(5):219–227 

Carson, J.A. & Turner, A.J. (2002). Beta-amyloid catabolism: roles for neprilysin (NEP) 

 and other metallopeptidases? J Neurochem, 81(1), 1-8 

Chen, W., Abud, E.A., Yeung, S.T., Lakatos, A., Nassi, T., Wang, J., … & Blurton-Jones, 

 M. (2016). Increased tauopathy drives microglia-mediated clearance of beta-amyloid. 

 Acta Neuropathologica Communications, 4(1), 63 

Cherubini, E., & Miles, R. (2015). The CA3 region of the hippocampus: how is it? What is 

 it for? How does it do it? Frontiers in Cellular Neuroscience, 9, 9–11 

Chevaleyre, V., & Piskorowski, R.A. (2016). Hippocampal Area CA2: An Overlooked but 

 Promising Therapeutic Target. Trends in Molecular Medicine, 22(8), 645–655 

Chun, H. & Lee, C.J. (2018). Reactive astrocytes in Alzheimer’s disease: A double-edged 

 sword. Neuroscience Research, 126, 44–52 

Cohen, N., & Squire, L. (1980). Preserved learning and retention of pattern-analyzing skill 

 in amnesia: dissociation of knowing how and knowing that. Science, 210(4466), 207–

 210 

Condello, C., Schain, A., & Grutzendler, J. (2011). Multicolor time-stamp reveals the dy

 namics and toxicity of amyloid deposition. Scientific Reports, 1, 19 

 



Bibliografía 

122 

D’Andrea, M.R., Reiser, P., Gumula, N., Hertzog, B.M., & Andrade-Gordon, P. (2001). Ap

 plication of triple immunohistochemistry to characterize amyloid plaque-associated 

 inflammation in brains with Alzheimer’s disease. Biotechnic & Histochemistry: Offi

 cial Publication of the Biological Stain Commission, 76(2), 97–106 

DeFelipe, J., Fernandez-Gil, A., Kastanauskaite, A., Palacios Bote, R., Gañán Presmanes, 

 Y., & Trinidad Ruiz, M. (2007). Macroanatomy and microanatomy of the temporal 

 lobe. Semin in Ultrasound CT and MRI, 28(6), 404-15 

DeFelipe, J. (2010). From the connectome to the synaptome: an epic love story. Science, 

 330, 1198–1201Duvernois, H.M. (2005). The Human Hippocampus. Functional anat

 omy, vascularization and serial sections with MRI. Springer-Verlag Berlin Heidelberg 

de Flores, R., La Joie, R., & Chételat, G. (2015). Structural imaging of hippocampal sub

 fields in healthy aging and Alzheimer’s disease. Neuroscience, 309, 29–50 

de la Torre J.C. & Mussivan T. (1993). Can disturbed brain microcirculation cause Alzhei

 mer’s disease? Neurol. Res. 15, 146–153 

Dickson, D.W., Davies, P., Bevona, C., Van Hoeven, K.H., Factor, S. M., Grober, E., & 

 Crystal, H.A. (1994). Hippocampal sclerosis: a common pathological feature of de

 mentia in very old (≥80 years of age) humans. Acta Neuropathologica, 88(3), 212–221 

Dickson, T.C., King, C.E., McCormack, G.H., Vickers, J.C. (1999). Neurochemical diversi

 ty of dystrophic neurites in the early and late stages of Alzheimer’s disease. Exp Neu

 rol, 156, 100-11 

Dickerson, B.C. & Eichenbaum, H. (2010). The episodic memory system: neurocircuitry 

 and disorders. Neuropsychopharmacology, 35, 86-104 

Dubois, B., Feldman, H.H., Jacova, C., DeKosky, S.T., Barberger-Gateau, P. & Cummings, 

 J. (2007) Research criteria for the diagnosis of Alzheimer’s disease: revising the 

 NINCDS-ADRDA criteria. Lancet, 6, 734-46 

Dudai, Y., Karni, A., & Born, J. (2015). The Consolidation and Transformation of Memory. 

 Neuron, 88(1), 20–32 

Duvernoy, H.M., Cattin, F., & Risold, P.Y. (2013) The Human Hippocampus (4th edn). 

 Berlin; Heidelberg: Springer. 

Duyckaerts, C., Delatour, B. & Potier, M.C. (2009). Classification and basic pathology of 

 Alzheimer’s disease. Acta Neuropathologica, 118(1), 5-36 

 



Bibliografía 

123 

Eichenbaum, H., Dudchenko, P., Wood, E., Shapiro, M. & Tanila, H. (1999). The hippo

 campus, memory, and place cells: is it spatial memory or a memory space? Neuron, 

 23, 209–226 

Eichenbaum, H. (2000). A cortico-hippocampal system for declarative memory. Nature Re

 views Neuroscience, 1, 41-50 

Engelhardt, E., & Gomes Mda, M. (2015). Alzheimer's 100th anniversary of death and his 

 contribution to a better understanding of senile dementia. Arquivos De Neuro-

 Psiquiatria, 73(2), 159-162 

Erkinjuntti, T. (1996). Clinicopathological study of vascular dementia. In: Prohovnik I, 

 Wade J, Knezevic S, Tatemichi TK, Erkinjuntii T (eds) Vascular dementia. Current 

 concepts. John Wiley & Sons, Chichester, 73–112 

Eriksson, P.S., Perfilieva, E., Björk-Eriksson, T., Alborn, A.M., Nordborg, C., Peterson, 

 D.A., & Gage, F.H. (1998). Neurogenesis in the adult human hippocampus. Nat Med, 

 4, 1313-1317 

Ferrer, I. (2012). Defining Alzheimer as a common age-related neurodegenerative process 

 not inevitably leading to dementia. Progress in Neurobiology, 97(1), 38–51 

Finch, D.M., & Babb, T.L. (1981). Demonstration of caudally directed hippocampal effer

 ents in the rat by intracellular injection of horseradish peroxidase. Brain Research, 

 214, 405–410 

Finch, D.M., Nowlin, N.L., & Babb, T.L. (1983). Demonstration of axonal projections of 

 neurons in the rat hippocampus and subiculum by intracellular injection of HRP. 

 Brain Res, 271, 201–216 

Fjell, A.M., McEvoy, L., Holland, D., Dale, A.M., Walhovd, K.B. & Alzheimer’s Disease 

 Neuroimaging I. (2014). What is normal in normal aging? Effects of aging, amyloid 

 and Alzheimer’s disease on the cerebral cortex and the hippocampus. Progress in neu

 robiology, 117, 20–40 

Furcila, D., DeFelipe, J., & Alonso-Nanclares, L. (2018). A Study of Amyloid-β and Phos

 pho-tau in Plaques and Neurons in the Hippocampus of Alzheimer’s Disease Patients. 

 Journal of Alzheimer’s Disease, 64, 417–435 

Garcia-Marin, V., García-López, P. & Freire, M. (2007). Cajal’s contributions to the study 

 of Alzheimer’s disease. J Alzheimer’s Dis, 12(2), 161-74 

 



Bibliografía 

124 

Garcia-Marin, V., Blazquez-Llorca, L., Rodriguez, J.-R., Boluda, S., Muntane, G., Ferrer, I., 

 & DeFelipe, J. (2009). Diminished perisomatic GABAergic terminals on cortical neu

 rons adjacent to amyloid plaques. Frontiers in Neuroanatomy, 3, 28 

Giannakopoulos, P., Herrmann, F. R., Bussiere, T., Bouras, C., Kovari, E., Perl, D. P., … & 

 Hof, P. R. (2003). Tangle and neuron numbers, but not amyloid load, predict cognitive 

 status in Alzheimer’s disease. Neurology, 60(9), 1495–1500 

Gibbons, G.S., Lee, V.M.Y., & Trojanowski, J.Q. (2018). Mechanisms of Cell-to-Cell 

 Transmission of Pathological Tau: A Review. JAMA Neurology, E1–E8 

Gilbert, P.E., & Brushfield, A.M. (2009). The Role of the CA3 Hippocampal Subregion in 

 Spatial Memory: A Process Oriented Behavioral Assessment. Prog Neuropsychophar

 macol Biol Psychiatry, 33(5), 774–781 

Goedert, M., Jakes, R., & Vanmechelen, E. (1995). Monoclonal antibody AT8 recognises 

 tau protein phosphorylated at both serine 202 and threonine 205. Neuroscience Let

 ters, 189(3), 167-169  

Golde, T.E., Borchelt, D.R., Giasson, B.I., & Lewis, J. (2013). Thinking laterally about neu

 rodegenerative proteinopathies. The Journal of Clinical Investigation, 123(5), 1847–

 1855 

Goode B.L., Feinstein S.C. (1994). Identification of a novel microtubule binding and assem

 bly domain in the developmentally regulated inter-repeat region of tau. J. Cell Biol. 

 124, 769–782 

Gomez-Isla, T., Hollister, R., West, H., Mui, S., Growdon, J. H., Petersen, R.C., … & Hy

 man, B. T. (1997). Neurond Loss Correlates with but Exceeds neurofibrilary tangles in 

 Alzheimer’s Disease. Annals of Neurology, 17–24. 

Gomez-Isla, T., Price, J. L., McKeel Jr, D.W., Morris, J.C., Growdon, J.H., & Hyman, B.T. 

 (1996). Profound Loss of Layer II Entorhinal Cortex Neurons Occurs in Very Mild 

 Alzheimer’s Disease Teresa. The Journal of Neuroscience, 16(14), 4491–4500 

Gong, C.X., & Iqbal, K. (2008). Hyperphosphorylation of microtubule-associated protein 

 tau: a promising therapeutic target for Alzheimer disease. Current Medicinal Chemis

 try, 15(23), 2321–2328 

Gonzalez-Riano, C., Tapia-González, S., García, A., Muñoz, A., DeFelipe, J., & Barbas, C. 

 (2017). Metabolomics and neuroanatomical evaluation of post-mortem changes in the 

 hippocampus. Brain Structure and Function, 222(6), 2831–2853 

 



Bibliografía 

125 

Grundke-Iqbal, I., Iqbal, K., Tung, Y.C., Qunlan, M., Wisniewski, H.M. & Binder, L.I. 

 (1986). Abnormal phosphorylation of the microtubule-associated protein tau (tau) in 

 Alzheimer cytoskeletal pathology. Proc Natl Acad Sci USA, 83(13), 4913-7 

Gundersen, H.J.G. (1986). Stereology of arbitrary particles. Journal of Microscopy, 143, 3-

 45 

Guo, J.P., Arai, T., Miklossy, J., & McGeer, P.L. (2006). Abeta and tau form soluble com

 plexes that may promote self-aggregation of both into the insoluble forms observed in 

 Alzheimer’s disease. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 

 States of America, 103(6), 1953–1958 

Guo, J. L., & Lee, V. M. Y. (2014). Cell-to-cell transmission of pathogenic proteins in neu

 rodegenerative diseases. Nature Medicine, 20(2), 130–138 

 Gustafson, L. (1996). What is dementia? Acta Neuropathologica, 168, 22-24 

Hagmann, P., Cammoun, L., Gigandet, X., Gerhard, S., Ellen Grant, P., Wedeen, V., … & 

 Sporns, O. (2010). MR connectomics: Principles and challenges. Journal of Neurosci

 ence Methods, 194(1), 34–45 

Hardy, J.A., & Higgins, G.A. (1992). Alzheimer's disease: the amyloid cascade hypothesis. 

 Science, 256(5054), 184-185 

Harris, J. A., Koyama, A., Maeda, S., Ho, K., Devidze, N., Dubal, D. B., … & Mucke, L. 

 (2012). Human P301L-Mutant Tau Expression in Mouse Entorhinal-Hippocampal 

 Network Causes Tau Aggregation and Presynaptic Pathology but No Cognitive Defi

 cits. PLoS ONE, 7(9) 

Heggland, I., Storkaas, I. S., Soligard, H.T., Kobro-Flatmoen, A., & Witter, M.P. (2015). 

 Stereological estimation of neuron number and plaque load in the hippocampal region 

 of a transgenic rat model of Alzheimer’s disease. European Journal of Neuroscience, 

 41(9), 1245–1262 

Hampel, H. & Lista, S. (2016). The rising global tide of cognitive impairment. Nature Re

 views Neurology, 12(3), 131-132 

Henriksen, E.J., Colgin, L.L., Barnes, C. A., Witter, M.P., Moser, M.B., & Moser, E. I. 

 (2010). Spatial representation along the proximodistal axis of CA1. Neuron, 68(1), 

 127–137 

Hoenig, M.C., Bischof, G. N., Hammes, J., Faber, J., Fliessbah, K., Eimeren, T. van, & 

 Drzezga, A. (2017). Tau pathology and cognitive reserve in Alzheimer’s disease. Neu

 robiology of Aging, 57, 1–7 



Bibliografía 

126 

Hyman, B.T., Phelps, C.H., Beach, T.G., Bigio, E.H., Cairns, N.J., Carrillo, M.C., Dickson, 

 D.W., Duyckaerts, C., Frosch, M.P., Masliah, E., Mirra, S.S., Nelson, P.T., Schneider, 

 J.A., Rudolf Thal, D., Thies, B., Trojanwski, J.Q., Vinters, H.V. & Montine, T. 

 (2012). National Institute of Aging-Alzheimer’s Association guidelines for the neuro

 pathologic assessment of Alzheimer’s disease. Alzheimers Dement., 8(1), 1-13 

Ihara, R., Vincent, B.D., Baxter, M.R., Franklin, E.E., Hassenstab, J.J., Xiong, C., … & 

 Cairns, N.J. (2018). Relative neuron loss in hippocampal sclerosis of aging and Alz

 heimer disease. Annals of Neurology, 84(5), 741–753 

Ikeda, S. I., Yanagisawa, N., Allsop, D., & Glenner, G. G. (1990). Early senile plaques in 

 Alzheimer’s disease demonstrated by histochemistry, immunocytochemistry, and elec

 tron microscopy. Human Pathology, 21(12), 1221–1226 

Ingelsson, M., Fukumoto, H., Newell, K. L., Growdon, J. H., Hedley-Whyte, E. T., Frosch, 

 M. P., … & Irizarry, M. C. (2004). Early accumulation and progressive synaptic loss, 

 gliosis, and tangle formation in AD brain. Neurology, 62(6), 925–931 

Iqbal, K., Liu, F., Gong, C.X. (2016). Tau and neurodegenerative disease: the story so far. 

 Nat Rev Neurol, 12(1), 15-27 

Iqbal, K., del C.Alonso, A. & Grundke-Iqbal, I. (2008). Cytosolic Abnormally Hyperphos

 phorylated Tau But Not Paired Helical Filaments Sequester Normal MAPs and Inhibit 

 Microtubule Assembly. J Alzheimers Dis, 14(4), 365-370 

Insausti, R., & Amaral, D.G. (2004). Hippocampal formation. In: Paxinos G, Mai, J.K., 

 editor. The Human Nervous System. San Diego, CA: Elsevier Academic Press, 872-

 915 

Insausti, R., & Amaral, D.G. (2012). Hippocampal Formation. In The Human Nervous Sys

 tem (Third Edit).  

Ittner, L.M., & Götz, J. (2011). Amyloid-β and tau — a toxic pas de deux in Alzheimer’s 

 disease. Nature Reviews Neuroscience, 12(2), 65–72 

Johnson G.V. (2006). Tau phosphorylation and proteolysis: insights and perspectives. J Alz

 heimers Dis, 9 243–250 

Josephs, K.A., Dickson, D.W., Tosakulwong, N., Weigand, S.D., Murray, M.E., Petrucelli, 

 L., … & Whitwell, J.L. (2017). Rates of hippocampal atrophy and presence of post-

 mortem TDP-43 in patients with Alzheimer’s disease: a longitudinal retrospective 

 study. The Lancet Neurology, 16(11), 917–924 

 



Bibliografía 

127 

Jung, C.K.E., Keppler, K., Steinbach, S., Blazquez-Llorca, L., & Herms, J. (2015). Fibrillar 

 amyloid plaque formation precedes microglial activation. PLoS ONE, 10(3), 1–10 

Kalmijn, S., Launer, L. J., Stolk, R. P., Jong, F. H. de, Pols, H. A. P., Hofman, A., … & 

 Lamberts, S.W.J. (1998). A prospective study on cortisol, dehydroepiandrosterone sul

 fate, and cognitive function in the elderly. Journal of Clinical Endocrinology and Me

 tabolism, 83(10), 3487–3492 

Karantzoulis, S., & Galvin, J. E. (2011). Distinguishing Alzheimer’s disease from other ma

 jor forms of dementia. Expert Review of Neurotherapeutics, 11(11), 1579–1591 

Kastanauskaite, A., Alonso-Nanclares, L., Blazquez-Llorca, L., Pastor, J., Sola, R.G., & De

 Felipe, J. (2009). Alterations of the microvascular network in sclerotic hippocampi 

 from patients with epilepsy. Journal of Neuropathology and Experimental Neurology, 

 68(8), 939–950 

Katcher, H.L. (2015). Towards an Evidence-based Model of Aging. Current Aging Science, 

 8(1), 46–55 

Kawas, C.H., Kim, R.C., Sonnen, J.A., Bullain, S.S., Trieu, T., & Corrada, M.M. (2015). 

 Multiple pathologies are common and related to dementia in the oldest-old: The 90 + 

 Study. Neurology, 85(6), 535–542 

Kametani F., Hasegawa M. (2018). Reconsideration of amyloid hypothesis and tau hypothe

 sis in Alzheimer's disease. Front. Neurosci. 12:25 

Kawas CH, Kim RC, Sonnen JA, Bullain SS, Trieu T, Corrada MM (2015) Multiple pathol

 ogies are common and related to dementia in the oldest-old: The 90 + Study. 

 Neurology 85:535–42 

Keigo, K., Pignatelli Michelle, J., R. A., Jung, H. Y., Kitamura, T., Junghyuo, S., … & 

 Tonegawa, S. (2014). Cell type-specific genetic and optogenetic tools reveal novel 

 hippocampal CA2 circuits. Nat Neurosci, 17(2), 269–279  

Killian, N.J., Jutras, M.J. & Buffalo, E.A. (2012). A map of visual space in the primate 

 entorhinal cortex. Nature, 491, 761–764  

Kimura, T., Ono, T., Takamatsu, J., Yamamoto, H., Ikegami, K., Kondo, A., … & Miyaka

 wa, T. (1996). Sequential Changes of Tau-Site-Specific Phosphorylation during De

 velopment of Paired Helical Filaments. Dementia, 7, 177–181 

 

 



Bibliografía 

128 

Knafo, S., Venero, C. Merino-Serrais, P., Fernaud-Espinosa, I., Gonzales-Soriano, J., Ferrer, 

 I., Santpere, G., & DeFelipe, J. (2009). Morphological alterations to neurons of the 

 amygdala and impaired fear conditioning in a transgenic mouse model of Alzheimer’s 

 disease. The Journal of Pathology, 220, 41–51 

Knafo, S., Alonso-Nanclares, L., Gonzalez-Soriano, J., Merino-Serrais, P.,                              

 Fernaud-Espinosa, I., Ferrer, I., & DeFelipe, J. (2009). Widespread changes in dendrit

 ic spines in a model of Alzheimer’s Disease. Cerebral Cortex, 19(3), 586–592 

Knierim, J.J. (2015). The hippocampus. Current Biology Magazine, 25, R1107–R1125 

Kril, J.J., Patel, S., Harding, A.J., & Halliday, G.M. (2002). Neuron loss from the hippocam

 pus of Alzheimer’s disease exceeds extracellular neurofibrillary tangle formation. Acta 

 Neuropathologica, 103(4), 370–376 

Kumar A, Foster T.C. (2007) Neurophysiology of Old Neurons and Synapses. In: Riddle 

 DR, editor. Brain Aging: Models, Methods, and Mechanisms. Boca Raton (FL): CRC 

 Press/Taylor & Francis, Chapter 10. 

Lace, G., Savva, G. M., Forster, G., De Silva, R., Brayne, C., Matthews, F.E., … & Whar

 ton, S.B. (2009). Hippocampal tau pathology is related to neuroanatomical connec

 tions: An ageing population-based study. Brain, 132(5), 1324–1334 

Lazarczyk, M.J., Hof, P.R., Bouras, C., & Giannakopoulos, P. (2012). Preclinical Alzheimer 

 disease: identification of cases at risk among cognitively intact older individuals. BMC 

 Medicine, 10(1), 127 

Lee, C.Y.D., & Landreth, G.E. (2010). The role of microglia in amyloid clearance from the 

 AD brain. Journal of Neural Transmission, 117(8), 949–960  

Libertini, G. (2015). Non-programmed Versus Programmed Aging Paradigm. Current Ag

 ing Science, 8(1), 56–68 

Liu, H., Yang, Y., Xia, Y., Zhu, W., Leak, R.K., Wei, Z., … & Hu, X. (2017). Aging of cer

 ebral white matter. Ageing research reviews, 34, 64–76 

Llorens-Martín, M., Blazquez-Llorca, L., Benavides-Piccione, R., Rabano, A., Hernandez, 

 F., Avila, J., & DeFelipe, J. (2014). Selective alterations of neurons and circuits relat

 ed to early memory loss in Alzheimer’s disease. Frontiers in Neuroanatomy, 8, 38 

Luna-Muñoz, J., Chávez-Macías, L., García-Sierra, F., & Mena, R. (2007). Earliest stages of 

 tau conformational changes are related to the appearance of a sequence of specific 

 phospho-dependent tau epitopes in Alzheimer's disease. J Alzheimers Dis, 12(4), 365-

 75 



Bibliografía 

129 

Lyck, L., Santamaria, I.D., Pakkenberg, B., Chemnitz, J., Schrøder, H.D., Finsen, B., & 

 Gundersen, H.J.G. (2009). An empirical analysis of the precision of estimating the 

 numbers of neurons and glia in human neocortex using a fractionator-design with sub-

 sampling. Journal of Neuroscience Methods, 182(2), 143–156 

Mathias Jucker, L.C.W. (2013). Self-propagation of pathogenic aggregates in neurodegener

 ative diseases. Nature, 501(7465), 45–51 

Matthew, W., Dennis, C., & Maria, T. (2009). Hippocampus and Human Disease. The Hip

 pocampus Book, 769–803 

Mattson, M.P. & Magnus, T. (2006). Ageing and neuronal vulnerability. Nature Reviews 

 Neuroscience, 7(4), 278–294 

Meng, X. & D’Arcy, C. (2012). Education and dementia in the context of the cognitive re

 serve hypothesis: A systematic review with meta-analyses and qualitative analyses. 

 PLoS ONE, 7(6) 

Merino-Serrais, P., Knafo, S., Alonso-Nanclares, L., Fernaud-Espinosa, I., & DeFelipe, J. 

 (2011). Layer-specific alterations to CA1 dendritic spines in a mouse model of Alzhei

 mer’s disease. Hippocampus, 21(10), 1037–1044 

Merino-Serrais, Paula, Benavides-Piccione, R., Blazquez-Llorca, L., Kastanauskaite, A., 

 Rábano, A., Avila, J., & DeFelipe, J. (2013). The influence of phospho-tau on dendrit

 ic spines of cortical pyramidal neurons in patients with Alzheimer’s disease. Brain, 

 136(6), 1913–1928 

Milner B., Squire L. R., Kandel E. R. (1998). Cognitive neuroscience and the study of 

 memory. Neuron. 20(3), 445–468 

Mirra, S.S., Heyman, A., McKeel, D., Sumi, S.M., Crain, B.J., Brownlee, L.M., Vogel, F.S., 

 Hughes, J.P., van Belle, G., Berg, L. & participating CERAD neuropathologists. 

 (1991). The Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease (CERAD). 

 Part II. Standardization of the neuropathologic assessment of Alzheimer’s disease. 

 Neurology, 41, 479-486 

Mohamed, N.V., Herrou, T., Plouffe, V., Piperno, N., & Leclerc, N. (2013). Spreading of 

 tau pathology in Alzheimer’s disease by cell-to-cell transmission. European Journal 

 of Neuroscience, 37(12), 1939–1948 

 

 



Bibliografía 

130 

Mondragón-Rodríguez, S., Perry, G., Luna-Muñoz, J., Acevedo-Aquino, M.C., & Williams, 

 S. (2014). Phosphorylation of tau protein at sites Ser396-404 is one of the earliest 

 events in Alzheimer’s disease and Down syndrome. Neuropathology and Applied 

 Neurobiology, 40, 121–135 

Morris, R.G.M., Moser, E.I., Riedel, G., Martin, S.J., Sandin, J., Day, M., & O'Carroll, C. 

 (2003). Elements of a neurobiological theory of the hippocampus: The role of activity‐

 dependent synaptic plasticity in memory. Philosophical Transactions of the Royal So

 ciety of London. Biological Sciences, 358 (1432) 

Morris, G.P., Clark, I.A., & Vissel, B. (2018). Questions concerning the role of amyloid-β in 

 the definition, aetiology and diagnosis of Alzheimer’s disease. Acta Neuropathologi

 ca, 136(5), 663–689 

Morsch, R.. & Simon, W.C.P. (1999). Neurons may live for decades with neurofibrillary 

 tangles. Journal of Neuropathology & Experimental Neurology, 58, 188–197 

Naber, P. A., Lopes Da Silva, F. H., & Witter, M. P. (2001). Reciprocal connections be

 tween the entorhinal cortex and hippocampal fields CA1 and the subiculum are in reg

 ister with the projections from CA1 to the subiculum. Hippocampus, 11(2), 99–104 

Nakazawa, Y., Pevzner, A., Kazumasa, T. Z., & Wiltgen, B. J. (2016). Memory retrieval 

 along the proximodistal axis of CA1. Hippocampus, 26(2), 367–402 

Neher, T., Cheng, S., & Wiskott, L. (2015). Memory storage fidelity in the hippocampal cir

 cuit: the role of subregions and input statistics. PLoS Computational Biology, 11(5), 

 e1004250 

Nelson, P.T., Alafuzoff, I., Bigio, E.H., Bouras, C., Braak, H., Cairns, N. J., … & Beach, 

 T.G. (2012). Correlation of Alzheimer Disease Neuropathologic Changes With Cogni

 tive Status: A Review of the Literature. J Neuropathol Exp Neurol, 71(5), 362–381 

Niccoli T. & Partridge L. (2012). Ageing as a risk factor for disease. Current Biology, 22

 (17), R741–R752 

Nyberg L., Lövdén M., Riklund K., Lindenberger U., Bäckman L. (2012). Memory aging 

 and brain maintenance. Trends Cogn Sci, 16, 292–305 

Olton, D., Walker, J. & Gage, F. (1978). Hippocampal connections and spatial discrimina

 tion. Brain Research, 139, 295-308 

O’Keefe, J. & Nadel, L. (1978). The hippocampus as a cognitive map. Clarendon Press, 

 Oxford 



Bibliografía 

131 

O’Mara, S. (2005). The subiculum: What it does, what it might do, and what neuroanatomy 

 has yet to tell us. Journal of Anatomy, 207(3), 271–282 

O’Mara, S.M., Sanchez-Vives, M.V., Brotons-Mas, J.R., & O’Hare, E. (2009). Roles for the 

 subiculum in spatial information processing, memory, motivation and the temporal 

 control of behaviour. Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychi

 atry, 33(5), 782–790 

O’Mara, S. (2006). The mammalian subiculum: Contrasting and complementary in vivo and 

 in vitro approaches to subicular function. Behavioural Brain Research, 174(2), 197 

Overington, D.W.U., & Jeffery, K. J. (2016). Hidden Depths in the Hippocampal Circuitry. 

 Neuron, 91(3), 499–501 

Parbo, P., Ismail, R., Hansen, K. V., Amidi, A., Mårup, F.H., Gottrup, H., … & Brooks, D. 

 J. (2017). Brain inflammation accompanies amyloid in the majority of mild cognitive 

 impairment cases due to Alzheimer’s disease. Brain, 140(7), 2002–2011 

Park, D.C. & Reuter-Lorenz, P. (2009) The adaptive brain: aging and neurocognitive scaf

 folding. Annu Rev Psychol, 60, 173–196 

Petersen, R.C., Knopman, D.S., Boeve, B.F., Geda, Y.E., Ivnik, R.J., Smith, G.E., Roberts, 

 R.O. & Jack, C.R. (2009) Mild cognitive impairment: ten years later. Arch Neurol, 66

 (12), 1447-1455  

Polanco, J.C., Li, C., Bodea, L.G., Martinez-Marmol, R., Meunier, F.A., & Götz, J. (2017). 

 Amyloid-β and tau complexity — towards improved biomarkers and targeted thera

 pies. Nature Reviews Neurology, 14(1), 22–39 

Preston, A.R. & Eichenbaum, H. (2013). Interplay of hippocampus and prefrontal cortex in 

 memory. Current biology, 23(17), R764–73 

Price, J.L. & Morris, J.C. (1999). Tangles and plaques in nondemented aging and 

 “preclinical” Alzheimer’s disease. Ann Neurol, 45, 358-368 

Price, J.L., & Morris, J.C. (2004). So what if tangles precede plaques? Neurobiology of Ag

 ing, 25(6), 721–723 

Rajendran, L., Bali, J., Barr, M. M., Court, F.A., Kramer-Albers, E.M., Picou, F., … &  

 Breakefield, X. O. (2014). Emerging Roles of Extracellular Vesicles in the Nervous 

 System. Journal of Neuroscience, 34(46), 15482–15489 

 

 



Bibliografía 

132 

Rajendran, L., Honsho, M., Zahn, T.R., Keller, P., Geiger, K.D., Verkade, P., & Simons, K. 

 (2006). Alzheimer’s disease beta-amyloid peptides are released in association with 

 exosomes. Proceedings of the National Academy of Sciences, 103(30), 11172–11177 

Ramón y Cajal S. (1984). Recuerdos de mi vida: Historia de mi labor científica. Madrid: 

 Alianza Editorial S.A. 

Reisberg, B., Ferris S.H., & Crook, T. (1982). The Global Deterioration Scale for assess

 ment of primary degenerative dementia. Am J Psychiatry, 139(9), 1136-9 

Rami, L, Solé-Padullés, C., Fortea, J., Bosch, B., Lladó, A., Antonell ,A., Olives, J., Cas

 tellví, M., Bartres-Faz, D., Sánchez-Valle, & R, Molinuevo, J.L. (2012). Applying the 

 new research diagnostic criteria: MRI findings and neuropsychological correlations of 

 prodromal AD. Int J Geriatr Psychiatry, 27(2), 127-34 

Revett, T.J., Baker, G.B., Jhamandas, J., & Kar, S. (2013). Glutamate system, amyloid β 

 peptides and tau protein: Functional interrelationships and relevance to Alzheimer dis

 ease pathology. Journal of Psychiatry and Neuroscience, 38(1), 6–23 

Robert, V., Cassim, S., Chevaleyre, V., & Piskorowski, R.A. (2018). Hippocampal area 

 CA2: properties and contribution to hippocampal function. Cell and Tissue Research, 

 373, 525–540 

Robinson, J.L., Geser, F., Corrada, M.M., Berlau, D.J., Arnold, S.E., Lee, V.M.Y., … & 

 Trojanowski, J. Q. (2011). Neocortical and hippocampal amyloid-β and tau measures 

 associate with dementia in the oldest-old. Brain, 134(12), 3705–3712 

Robinson, J.L., Lee, E.B., Xie, S.X., Rennert, L., Suh, E., Bredenberg, C., … & Trojanows

 ki, J.Q. (2018). Neurodegenerative disease concomitant proteinopathies are prevalent, 

 age-related and APOE4-associated. Brain, 141(7), 2181–2193 

Rocchi, A., Pellegrini, S., Siciliano, G., & Murri, L. (2003) Causative and susceptibility 

 genes for Alzheimer’s disease: A review. Brain Res Bull 61, 1–24 

Rosenberg R.N. (2005). Translational research on the way to effective therapy for Alz

 heimer disease. Archives of general psychiatry, 62(11), 1186–1192 

Salthouse, T.A. (2009). When does age-related cognitive decline begin? Neurobiology of 

 Aging, 30(4), 507–514 

Schultz, H., Sommer, T., & Peters, J. (2015). The Role of the Human Entorhinal Cortex in a 

 Representational Account of Memory. Frontiers in human neuroscience, 9, 628 

 



Bibliografía 

133 

Schneider, A., Biernat, J., von Bergen, M., Mandelkow, E., Mandelkow, E.M. (1999). Phos

 phorylation that detaches tau protein from microtubules (Ser262, Ser214) also protects 

 it against aggregation into Alzheimer paired helical filaments. Biochemistry, 38(12), 

 3549-58 

Scoville, W.V. & Milner, B. (1957). Loss of recent memory after bilateral hippocampal le

 sions. J Neurol Neurosurg Psychiat, 20, 11 

Sepulcre, J., Grothe, M.J., Sabuncu, M., Chhatwal, J., Schultz, A.P., Hanseeuw, B., … & 

 Johnson, K.A. (2017). Hierarchical Organization of Tau and Amyloid Deposits in the 

 Cerebral Cortex. JAMA Neurology, 74(7), 813 

Serrano-Pozo, A., Frosch, M.P., Masliah, E. & Hyman, B.T. (2011). Neuropathological al

 terations in Alzheimer’s disease. Cold Spring Harb Perspect Med, 1(1), a006189 

Serrano-Pozo, A., Muzikansky, A., Gómez-Isla, T., Growdon, J. H., Betensky, R.A., Frosch, 

 M.P., & Hyman, B.T. (2013). Differential Relationships of Reactive Astrocytes and 

 Microglia to Fibrillar Amyloid Deposits in Alzheimer Disease. J Neuropathol Exp 

 Neurol, 72(6), 462–471 

Shoji, M., Golde, T.E., Ghiso, J., Cheung, T.T., Estus, S., Shaffer, L.M., Cai, X.D., McKay, 

 D.M., Tintner, R., & Frangione, B. (1992). Production of the Alzheimer amyloid beta 

 protein by normal proteolytic processing. Science, 258(5079), 126-129 

Shrager, Y., Levy, D. A., Hopkins, R.O., & Squire, L.R. (2008). Working memory and the 

 organization of brain systems. The Journal of neuroscience: the official journal of the 

 Society for Neuroscience, 28(18), 4818–4822 

Skulachev, V.P. & Longo, V.D. (2005). Aging as a mitochondria-mediated atavistic pro

 gram: can aging be switched off? Ann N Y Acad Scie, 1057, 145-64 

Simic, G.Š., Kostovic, I., Winblad, B., & Bogdanovic, N. (1997). Volume and Number of 

 Neurons of the Human Hippocampal Formation in Normal Aging and Alzheimer’s 

 Disease. J Comp Neurol, 379, 482–494 

Small, S.A., Nava, A.S., Perera, G.M., DeLaPaz, R., Mayeux, R. & Stern, Y. (2001). Circuit 

 mechanisms underlying memory encoding and retrieval in the long axis of the hippo

 campal formation. Nat Neurosci, 4(4), 442–449 

Spencer, D.D. & Engel, J.Jr. (1993). Technical controversies. In: J. Engel Jr. Surgical Treat

 ment of Epilepsies. New York: Raven Press, p. 583–586 

 



Bibliografía 

134 

Sperling, R.A., Aisen, P.S., Beckett, L.A., Bennett, D.A., Craft, S., Fagan, A.M. …. & 

 Phelps, C.H. (2011). Toward defining the preclinical stages of Alzheimer's disease: 

 recommendations from the National Institute on Aging-Alzheimer's Association 

 workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer's disease. Alzheimer’s & Demen

 tia, 7(3), 280-92 

Spires-Jones, T.L. & Hyman, B.T. (2014). The intersection of amyloid beta and tau at syn

 apses in Alzheimer’s disease. Neuron, 82, 756-771 

Spires-Jones, T.L., Attems, J., & Thal, D. R. (2017). Interactions of pathological proteins in 

 neurodegenerative diseases. Acta Neuropathologica, 134(2), 187–205 

Spires, T.L., Meyer-luehmann, M., Stern, E. A., Mclean, P. J., Nguyen, P. T., Bacskai, B. J., 

 & Hyman, B. T. (2005). Dendritic spine abnormalities in APP transgenic mice demon

 strated by gene transfer and intravital multiphoton microscopy. J Neurosci, 25(31), 

 7278–7287 

Stark, S.M., Frithsen, A. & Stark, C.E.L. (2019). Age-related alterations in functional con

 nectivity along the longitudinal axis of the hippocampus and its subfields. BioRxiv 

 577361 

Steffener, J. & Stern, Y. (2012). Exploring the Neural Basis of Cognitive Reserve in Aging. 

 Biochim Biophys Acta, 1822(3), 467–473 

Stern,Y. (2006). Cognitive reserve and Alzheimer’s disease. Alzheimer Dis Assoc Disord, 

 20, 69-74 

Stern, Y. (2012). Cognitive reserve in ageing and Alzheimer’s disease. Lancet Neurology, 

 11, 1006–1012 

Stopford, C.L., Snowden, J.S., Thompson, J.C. & Neary, D. (2008). Variability in cognitive 

 presentation of Alzheimer's disease. Cortex, 44:185–195 

Strange, B.A., Witter, M.P., Lein, E.S. & Moser, E.I. (2014). Functional organization of the 

 hippocampal longitudinal axis. Nat Rev Neurosci, 15(10), 655-69 

Streit, W.J., Braak, H., Xue, Q.S., & Bechmann, I. (2009). Dystrophic (senescent) rather 

 than activated microglial cells are associated with tau pathology and likely precede 

 neurodegeneration in Alzheimer’s disease. Acta Neuropathol, 118, 475–485 

Su, J.H, Cummings, B.J., & Cotman, C.W. (1994). Early phosphorylation of tau in Alzhei

 mer’s disease occurs at Ser-202 and is preferentially located within neurites. Neu

 roreport, 5(17), 2358–2362 



Bibliografía 

135 

Su, J.H., Cummings, B.J., & Cotman, C.W. (1996). Plaque biogenesis in brain aging and 

 alzheimer's disease. I. progressive changes in phosphorylation states of paired helical 

 filaments and neurofilaments. Brain Research, 739(1-2), 79-87 

Suwabe, K., Byun, K., Hyodo, K., Reagh, Z. M., Roberts, J. M., Matsushita, A., … & Soya, 

 H. (2018). Rapid stimulation of human dentate gyrus function with acute mild exer

 cise. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of Ameri

 ca, 115(41), 10487–10492 

Terry, R.D., Masliah, E., Salmon, D.P., Butters, N., Deteresa, R., Hill, R., … & Katzman, R. 

 (1991). Physical basis of cognitive alterations in alzheimer's disease: Synapse loss is 

 the major correlate of cognitive impairment. Annals of Neurology, (30), 572–580 

Thal, D.R., Capetillo-Zarate, E., Del Tredici, K., & Braak, H. (2006). The Development of 

 Amyloid beta Protein Deposits in the Aged Brain. Science of Aging Knowledge Envi

 ronment, 6 

Thal, D.R., Rüb, U., Orantes, M., & Braak, H. (2002). Phases of A beta-deposition in the 

 human brain and its relevance for the development of AD. Neurology, 58(12), 1791–

 1800 

Thompson, C.L., Pathak, S.D., Jeromin, A., Ng, L.L., MacPherson, C.R., Mortrud, M.T., 

 Cusick, A., Riley, Z.L., ... & Lein, E.S. (2008). Genomic anatomy of the 

 hippocampus. Neuron, 60, 1010–1021 

Toussaint, O., Medrano, E.E., & Von Zglinicki, T. (2000). Cellular and molecular mecha

 nisms of stress-induced premature senescence (SIPS) of human diploid fibroblasts and 

 melanocytes. Experimental Gerontology, 35(8), 927–945 

Tucker, A.M. & Stern, Y. (2011). Cognitive reserve in aging. Current Alzheimer Research, 

 8(4), 354–360 

Tulving, E. & Markowitsch, H. J. (1998). Episodic and declarative memory: Role of the hip

 pocampus. Hippocampus, 8(3), 198–204 

Uryu, K., Nakashima-Yasuda, H., Forman, M. S., Kwong, L.K., Clark, C.M., Grossman, 

 M., … & Neumann, M. (2008). Concomitant TAR-DNA-Binding Protein 43 Patholo

 gy is Present in Alzheimer Disease and Corticobasal Degeneration but Not in Other 

 Tauopathies. J Neuropathol Exp Neurol, 67(6), 555–564 

Valls-Pedret, C., Molinuevo, J.L., Rami, L. (2010) Diagnóstico precoz de la enfermedad de 

 Alzheimer: fase prodrómica y preclínica. Rev Neurol, 51: 471-80 

 



Bibliografía 

136 

Velez-Pardo, C., Arellano, J.I., Cardona-Gomez, P., Jimenez del Rio, M., Lopera, F., DeFe

 lipe, J. (2004). CA1 hippocampal neuronal los in familial Alzheimer’s disease prese

 nilin-1 E280A mutation is related to epilepsy. Epilepsia, 45(7), 751-6 

Vemuri, P. & Schöll, M. (2017). Linking Amyloid-β and Tau Deposition in Alzheimer Dis

 ease. JAMA Neurology, 74(7), 766 

Wajman, J.R., Oliveira, F.F., Marin, S.M.C., Schultz, R.R. & Bertolucci, P.H.F. (2014). Is 

 there correlation between cognition and functionality in severe dementia? The value of 

 a performance-based ecological assessment for Alzheimer’s disease. Arq  

 Neuropsiquiatr, 72(11), 845-850 

Wang, J., Gu, B.J., Masters, C.L., & Wang, Y. J. (2017). A systemic view of Alzheimer dis

 ease - Insights from amyloid-β metabolism beyond the brain. Nature Reviews Neurol

 ogy, 13, 612–623. https://doi.org/10.1038/nrneurol.2017.111 

Weinert, B.T. & Timiras, P.S. (2003). Invited review: theories of aging. J Appl Physiol, 95

 (4), 1706-16 

West, M.J., Coleman, P.D., Flood, D.G., & Troncoso, J.C. (1994). Differences in the Pattern 

 of Hippocampal Neuronal Loss in Normal Aging and Alzheimers-Disease. Lancet, 

 344, 769–772 

West, M.J. & Gundersen, H.J.G. (1990). Unbiased stereological estimation of the number of 

 neurons in the human hippocampus. The Journal of Comparative Neurology, 296, 1-

 22 

Witter, M.P., Groenewegen, H.J., Silva, F.H.L. Da, & Lohman, A.H.M. (1989). Functional 

 organization of the extrinsic and intrinsic circuitry of the parahippocampal region. 

 Progress in Neurobiology, 33, 161–253 

Witter, M.P., Amaral, D.G. (1991) Entorhinal cortex of the monkey: V. Projections to the 

 dentate gyrus, hippocampus, and subicular complex. J Comp Neurol, 307(3), 437-59 

Witter, M.P. (1993) Organization of the entorhinal-hippocampal system: a review of current 

 anatomical data. Hippocampus, vol. 3, 33-44 

Wittner, L., Henze, D.A., Záborszky, L., & Buzsáki, G. (2006). Hippocampal CA3 pyramid

 dal cells selectively innervate aspiny interneurons. European Journal of Neuroscience, 

 24(5), 1286–1298 

 

 



Bibliografía 

137 

Zarow, C., Vinters, H.V., Ellis, W.G., Weiner, M.W., Mungas, D., White, L., & Chui, H.C. 

 (2005). Correlates of Hippocampal Neuron Number in Alzheimer’s Disease and Is

 chemic Vascular Dementia. Ann Neurol, 57(6), 896–903  

Zeidman, P. & Maguire, E.A. (2016). Anterior hippocampus: the anatomy of perception, 

 imagination and episodic memory. Nature Reviews Neuroscience, 17(3), 173–182 

Zheng-Fischhöfer, Q., Biernat, J., Mandelkow, E.M., Illenberger, S., Godemann, R., 

 Mandelkow, E. (1998). Sequential phosphorylation of Tau by glycogen synthase 

 kinase-3beta and protein kinase A at Thr212 and Ser214 generates the Alzheimer-

 specific epitope of antibody AT100 and requires a paired-helical-filament-like 

 conformation. Eur J Biochem, 252(3), 542-52 

Zhang, Y., Li, P., Feng, J., & Wu, M. (2016). Dysfunction of NMDA receptors in Alzhei

 mer’s disease. Neurological Sciences, 37, 1039–1047 

Zola-Morgan, S., Squire, L.R., Amaral, D.G. (1986). Human amnesia and the medial tem

 poral region: enduring memory impairment following a bilateral lesion limited to field 

 CA1 of the hippocampus. The Journal of Neuroscience, 6(10), 2950–2967 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

ANEXO: PUBLICACIONES  

CIENTÍFICAS DE LOS RESULTADOS 



 

 

 



 

141 

VIII: ANEXO: PUBLICACIONES CIENTÍFICAS  

DE LOS RESULTADOS 

 

I. Pág. 143  

 Furcila, D., DeFelipe, J., & Alonso-Nanclares, L. (2018). A Study of 

Amyloid-β and Phosphotau in Plaques and Neurons in the Hippocampus of 

Alzheimer’s Disease Patients. Journal of Alzheimer's Disease, 64 (2), 417- 435 

 

II. Pág. 163 

 Furcila, D., Garcia, M., Toader, C., Morales, J., LaTorre, A., Rodríguez, 

A., Pastor, L., DeFelipe, J., & Alonso-Nanclares, L. InTool Explorer: an inter-

active exploratory analysis tool for versatile visualizations of neuroscien ti-

fic data. Frontiers in Neuroanatomy, 13, 28 

 

III. Pág. 181 

 Regalado-Reyes, M., Furcila, D., Hernández, F., Ávila, J., DeFelipe, J., & 

León-Espinosa, G. Phospho-Tau Changes in the Human CA1 During Alz-

heimer’s Disease Progression. Journal of Alzheimer's Disease, 1-12 

 

IV.  (en revisión) 

 Furcila, D., DeFelipe, J., & Alonso-Nanclares, L. Selective distribution of 

neurofibrillary tangles and amyloid plaques in the hippocampus of patients 

with Alzheimer’s Disease: a stereological approach. Frontiers in Neuroana-

tomy 



 

 

 



Introducción 

143 

 



Introducción 

144 

 



Introducción 

145 

 



Introducción 

146 

 



Introducción 

147  



Introducción 

148  



Introducción 

149  



Introducción 

150  



Introducción 

151  



Introducción 

152  



Introducción 

153  



Introducción 

154  



Introducción 

155  



Introducción 

156  



Introducción 

157  



Introducción 

158  



Introducción 

159  



Introducción 

160  



Introducción 

161  



 

 

 



Introducción 

163 

 



Introducción 

164 

 



Introducción 

165 

 



Introducción 

166 

 



Introducción 

167 

 



Introducción 

168 

 



Introducción 

169 

 



Introducción 

170 

 



Introducción 

171 

 



Introducción 

172 

 



Introducción 

173 

 



Introducción 

174 

 



Introducción 

175 

 



Introducción 

176 

 



Introducción 

177 

 



Introducción 

178 

 



Introducción 

179 

 



 

 

 



Introducción 

181  



Introducción 

182  



Introducción 

183  



Introducción 

184  



Introducción 

185  



Introducción 

186  



Introducción 

187  



Introducción 

188  



Introducción 

189  



Introducción 

190  



Introducción 

191  



Introducción 

192  



 

 

 


