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1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

 La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo 

progresivo e irreversible, que se manifiesta inicialmente con deterioro de las 

funciones cognitivas y alteraciones conductuales. La EA representa hoy en día la 

forma más común de demencia entre las personas mayores de 65 años, constituyendo 

las demencias a su vez la quinta causa de muerte en el mundo y la tercera en los 

países desarrollados (OMS, 2016). 

 En los pacientes de EA se produce una muerte neuronal selectiva en regiones 

cerebrales superiores, y, como consecuencia pérdida progresiva de memoria, 

trastornos de personalidad, pérdida de capacidad cognitiva (afasia, apraxia y 

agnosia), desorientación espaciotemporal, ansiedad, insomnio y finalmente 

demencia, que se manifiesta en los estadios más avanzados de la enfermedad (Hane 

et al., 2017b; Kumar y Tsao, 2019). Los pacientes de EA muestran un deterioro 

progresivo que les impide desempeñar una vida autónoma e independiente, y los deja 

en estado vegetativo los últimos meses, e incluso años, de su vida. Por tanto, es una 

enfermedad incapacitante que requiere la ayuda de familiares o/y servicios 

especializados. 

1.1. Antecedentes 

 La EA fue descrita por primera vez en 

1907 por el psiquiatra y neurólogo Alois 

Alzheimer como “un proceso patológico 

peculiar grave de la corteza cerebral” 

(Alzheimer, 1907), tras analizar el cerebro 

de la primera paciente diagnosticada con 

esta enfermedad, Auguste Deter (Figura 

A.1). Esta mujer manifestó a los 51 años 

pérdida progresiva de memoria junto a otros 

trastornos característicos, y cuatro años 

después, falleció en estado de invalidez total. 

El análisis anatomopatológico de su cerebro 

desveló la presencia de depósitos proteicos 

extracelulares (placas seniles) y agregados 

fibrilares intracelulares (ovillos), localizados principalmente en la corteza cerebral e 

hipocampo. Actualmente, estas lesiones histopatológicas son los dos principales 

marcadores post mortem de la EA. Sin embargo, no fue hasta 1910 cuando el 

psiquiatra alemán Emil Kraepelin dio nombre a esta nueva entidad clínica y 

patológica, denominándola Enfermedad de Alzheimer. 

A día de hoy se estima que el número de personas con demencia en el mundo 

es de unos 50 millones (Alzheimer’s Disease International, 2019), siendo la EA la 

más común, ya que representa el 60-70% de todos los casos (Robinson et al., 2017; 

OMS 2020). La incidencia de la EA aumenta de forma exponencial con la edad 

afectando al 30-40% de la población mayor de 85 años, y al 63,9% de los mayores de 

90 años (Prince et al. 2013). Actualmente, es el tercer problema de salud más grave 

  
 Figura A.1. Alois Alzheimer y 

Auguste Deter. El Dr. Alois 

Alzheimer (1864-1915) a la izquierda y 

su paciente Auguste Deter (1850-

1906), la primera paciente 

diagnosticada de EA, a la derecha. 
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en los países desarrollados, y empeorará en el futuro por el aumento de la esperanza 

de vida, el envejecimiento de la población y el elevado coste económico, sanitario y 

social que supone el cuidado de los pacientes de EA (Robinson et al., 2017). Se prevee 

que el número de personas con demencia se duplique en 2030 y triplique en 2050, 

alcanzándose 152 millones de afectados en todo el mundo (Robinson et al., 2017; 

Alzheimer’s Disease International, 2019; Kumar y Tsao, 2019).  

 Desde el punto de vista clínico, la EA pasa por 3 fases con distinto grado de 

alteración cognitiva (Kumar y Tsao, 2019). La primera fase “preclínica" es 

asintomática, cursa con amiloidosis cerebral y afecta a la corteza entorrinal y al 

hipocampo; a continuación, hay una fase "prodrómica" o de “deterioro cognitivo leve” 

(MCI; del inglés, mild cognitive impairment), en la que la patología progresa hacia 

distintas áreas de la corteza cerebral; finalmente, la fase de ‘’demencia’’ es 

consecuencia de la pérdida de sinapsis y neuronas en las regiones cerebrales 

responsables de los procesos cognitivos, como son la corteza entorrinal, el hipocampo, 

la amígdala y las áreas neocorticales (Serrano-Pozo et al.,  2011a; Karch et al.,  2014; 

Scheltens et al.,  2016; Winblad et al.,  2016; Hane et al.,  2017b; Kumar y Tsao, 

2019). El curso clínico de la EA suele durar 4-8 años tras sus primeros signos, aunque 

se puede alargar hasta los 20 (Kumar y Tsao, 2019).   

 A pesar de la gravedad, prevalencia y coste sociosanitario de la EA, 

actualmente no existe ningún tratamiento farmacológico eficaz, que evite, o al menos 

retrase, la muerte neuronal progresiva que se produce en esta patología, y que se 

traduzca, por tanto, en una mejora de la calidad de vida del paciente y de sus 

familiares-cuidadores (Muñoz-Castro et al., 2020). Los fármacos que actualmente se 

usan para tratar a los pacientes con Alzheimer (inhibidores de la acetilcolinesterasa 

y un antagonista parcial de los receptores NMDA) son exclusivamente sintomáticos 

y producen un beneficio clínico limitado sólo en estadios iniciales de la enfermedad 

(Hane et al., 2017b; Kumar y Tsao, 2019). A pesar de los avances en técnicas médicas 

de imagen cerebral, el diagnóstico actual de la EA se realiza en base a la historia 

clínica y a los exámenes neuropsicológicos de los pacientes, tales como el MoCA (del 

inglés, Montreal Cognitive Assessment) o el MMSE (del inglés, Mini-Mental State 

Examination) (Hane et al., 2017b; Kumar y Tsao, 2019). Desafortunadamente, 

cuando la EA se diferencia del resto de demencias, el proceso patológico está muy 

avanzado y es irreversible (Hane et al., 2017b; Kumar y Tsao, 2019). Además, al no 

existir marcadores biológicos específicos de la enfermedad, no disponemos de 

pruebas pre mortem para su diagnóstico definitivo, que sólo se consigue tras el 

análisis neuropatológico post mortem del cerebro enfermo. Por tanto, resulta 

indispensable investigar con mayor profundidad los agentes causales de la patología, 

sus mecanismos moleculares y celulares, las estrategias diagnósticas tempranas y 

las posibles dianas terapéuticas que posibiliten el desarrollo de fármacos eficaces 

contra la misma. 
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1.2. Tipos de Alzheimer 

 Se distinguen dos tipos de EA, el Alzheimer familiar y el esporádico, que se 

diferencian en la edad de inicio, incidencia y etiología, pero que comparten la misma 

sintomatología y lesiones histopatológicas (Gomez-Isla et al., 2008; Perl, 2010; 

Ballard et al., 2011; Bagyinszky et al., 2014).  

 1.2.1. Alzheimer familiar 

 La EA familiar se manifiesta antes de los 60 años, generalmente entre los 35 

y 40 años (Ringman et al., 2015), por lo que también se conoce como “Alzheimer 

presenil” o “de inicio temprano”. Representa únicamente entre el 1-3% de los casos 

de Alzheimer y se origina por mutaciones autosómicas dominantes (con un 100% de 

penetrancia) en los genes de la proteína precursora de amiloide (APP) y de las 

presenilinas 1 y 2 (PSEN1 y PSEN2), localizados en los cromosomas 21, 14 y 1, 

respectivamente (Bertram et al., 2010; Karch et al., 2014; Calero et al., 2015; Hane 

et al., 2017a; Robinson et al., 2017; Kumar y Tsao, 2019). Estas proteínas están 

implicadas en la producción del péptido β-amiloide (Aβ): PSEN1 y PSEN2 forman 

parte del complejo γ-secretasa que interviene en el procesamiento de APP, proteína 

precursora de Aβ. Mutaciones en estas proteínas producen una acumulación 

anómala de Aβ 42, con gran tendencia a agregarse y formar placas. Hasta la fecha, 

se han descrito 62 mutaciones en APP, 306 en PSEN1 y 56 en PSEN2 causantes de 

EA familiar (Mutations. Alzforum, 2020).  

 1.2.2. Alzheimer esporádico 

 Esta variante representa la mayoría de los casos de EA (97-99%), y se conoce 

también como Alzheimer “de inicio tardío”, ya que suele manifestarse en personas 

mayores de 60 años. A diferencia de la EA familiar, su etiología es actualmente 

desconocida y se le otorga un origen multifactorial. El principal factor de riesgo es la 

edad; afecta al 3-4% de la población entre 65 y 74 años, y su incidencia aumenta 

exponencialmente con los años, llegando a afectar a un 32% de los mayores de 85 

(Hebert et al., 2013; Alzheimer’s Disease International, 2019). Además, existen 

factores genéticos y ambientales implicados en su desarrollo (Ballard et al., 2011; 

Scheltens et al., 2016; Robinson et al., 2017; Kumar y Tsao, 2019). 

• Factores genéticos 

 Se han identificado mediante estudios de asociación de genoma completo 

(GWAS; del inglés, Genome wide association studies) polimorfismos en más de 20 

genes implicados en el inicio, progresión y severidad de la EA esporádica (Robinson 

et al., 2017; Sancesario y Bernardini, 2018; Kunkle et al., 2019). En general, estos 

genes participan en diferentes vías relacionadas con la patología, como el 

procesamiento y aclaramiento de Aβ (ADAM10, APOE, CD33, CLU, CR1, SQRL1, 

PICALM, BIN1, ABCA7, CASS4), la respuesta inmune e inflamatoria (TREM2, 

TYROBP, CD33, CR1, APOE, MS4A, ABCA7, BIN1, EPHA1, CLU, HLA-

DRB5/HLA-DRB1, INPP5D, CELF1, MEF2C, ADAMTS1, ABI3, PLCG2 MAF, 

ZCWPW1), el metabolismo del colesterol (APOE, SORL1, ABCA7 y CLU), la 

regulación de la endocitosis y del transporte vesicular (BIN1, CD2AP, PICALM, 
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EPHA1, SORL1), y la función del citoesqueleto y del transporte axonal (NME8, 

CELF1 y CASS4), entre otras (Sancesario y Bernardini, 2018; Pimenova et al., 2018; 

Kunkle et al., 2019). La mayoría de ellos se expresan preferencialmente en células 

implicadas en la respuesta inflamatoria del sistema nervioso central (SNC), como la 

microglía y los astrocitos (Srinivasan et al., 2016; Hansen et al., 2018; Kunkle et al, 

2019). 

 Los polimorfismos asociados a un mayor riesgo de EA esporádica se 

manifiestan en APOE (Apolipoproteína E) y TREM2 (del inglés, triggering receptor 

expressed on myeloid cells 2) (Robinson et al., 2017). El gen APOE se localiza en el 

cromosoma 19, y codifica una proteína implicada en el transporte de colesterol, 

principalmente en forma de HDL, que se secreta predominantemente por células 

gliales (Leyns y Holtzman, 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Además de 

modular la homeostasis lipídica y proteica cerebral (Robinson et al., 2017), APOE 

interviene como chaperona en el metabolismo y aclaramiento de Aβ, dificultando su 

eliminación y/o estabilizando los depósitos fibrilares (Kim et al., 2014; Perez-Nievas 

y Serrano-Pozo, 2018; Kumar y Tsao, 2019). Se ha propuesto además que APOE 

participa en el proceso neuroinflamatorio (Yamazaki et al., 2019), en las alteraciones 

sinápticas (Yu et al., 2014), e incluso en la patología Tau y la neurodegeneración que 

se producen en la EA (Shi et al., 2017b; Yamazaki et al., 2019). Existen tres isoformas 

de APOE, ε2, ε3 (la más común) y ε4 (Yu et al., 2014), con diferentes efectos en la 

homeostasis de Aβ (Robinson et al., 2017). ε4 representa, tras la edad, el principal 

factor de riesgo asociado al Alzheimer esporádico (Robinson et al., 2017; Kumar y 

Tsao, 2019). Los individuos con una copia de este alelo (14% de la población) 

incrementan su riesgo tres veces y, los homocigotos, 8-15 veces, debido a una mayor 

patogenicidad y/o una menor eficiencia en las diferentes vías homeostáticas 

(Yamazaki et al., 2019; Fernandez et al., 2019). Contrariamente, el alelo ε2 parece 

tener un papel protector contra el desarrollo de la EA (Conejero-Goldberg et al., 2014; 

Reiman et al., 2020). 

 TREM2 codifica un receptor transmembrana de superficie celular 

perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas, que en el SNC se expresa 

específicamente en microglía, participando en su activación, supervivencia y 

proliferación, así como en procesos de fagocitosis (Hickman y El Khoury, 2014; 

Ulland et al., 2017; Hansen et al., 2018). Distintas variantes de este gen, como R47H, 

se asocian a una pérdida de función microglial (Shi et al., 2018) y aumentan entre 

dos y cuatro veces el riesgo de padecer EA (Jonsson et al., 2013; Leyns y Holtzman, 

2017; Hansen et al., 2018).  

• Factores ambientales 

 La EA esporádica también se asocia a ciertos factores ambientales, 

considerados como factores de riesgo modificables. Entre ellos, se encuentran la 

obesidad, el estrés, la hipertensión, la inactividad física y mental, el bajo nivel 

educativo, la depresión, las enfermedades vasculares, el tabaco, los traumatismos 

cerebrales y la diabetes mellitus (Xu et al., 2015; Hane et al., 2017a; Robinson et al., 

2017; Kivipelto et al., 2018; Serrano-Pozo y Growdon, 2019; Edwards et al., 2019).  
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 Existen múltiples evidencias que implican al sistema vascular cerebral en la 

EA (Govindpani et al., 2019; Serrano-Pozo y Growdon, 2019); de hecho, los pacientes 

de Alzheimer tienen su red neurovascular y capilar mucho más reducida, y 

desarrollan angiopatía amiloide cerebral o CAA (del inglés, cerebral amyloid 

angiopathy), caracterizada por la presencia de depósitos de Aβ en los vasos 

sanguíneos cerebrales (Zuroff et al., 2017) que parecen contribuir al declive cognitivo 

típico de la enfermedad (Greenberg et al., 2020). Todo ello ha llevado a establecer la 

hipótesis vascular de la EA (de la Torre, 2018).  

  La diabetes mellitus también es un factor de riesgo para la EA (Salas y De 

Strooper, 2019), ya que la insulina modula la plasticidad sináptica, la memoria y el 

aprendizaje, y regula el metabolismo de Aβ y de Tau (Sato y Morishita, 2014). 

Además, en pacientes diabéticos son comunes los daños microvasculares (Domínguez 

et al., 2014).   

 El género femenino tiene mayor riesgo que el masculino de padecer Alzheimer 

esporádico, lo que se atribuye a diferencias biológicas, ambientales, sociales y 

culturales entre ambos sexos (Nebel et al., 2018).  

 Controlar los factores anteriormente expuestos, así como realizar actividades 

intelectuales y sociales, una actividad física regular y una dieta equilibrada pueden 

contribuir a reducir el riesgo de desarrollar Alzheimer esporádico (Kivipelto et al., 

2018; Serrano-Pozo y Growdon, 2019).  

2. RASGOS NEUROPATOLÓGICOS 

 El cerebro de los pacientes de Alzheimer presenta rasgos anatomopatológicos 

muy característicos (Perl, 2010; Scheltens et al., 2016) (Figura A.2). 

 
 

Figura A.2. Rasgos neuropatológicos de la EA. A nivel macroscópico, la enfermedad se caracteriza 

por atrofia cerebral asociada a la pérdida de sinapsis y neuronas. A nivel microscópico, los cerebros de 

pacientes de Alzheimer se caracterizan por la deposición de placas de Aβ y ovillos neurofibrilares de la 

proteína Tau hiperfosforilada, así como pérdida sináptica, degeneración neuronal y patología neurítica. 

Además, se produce una importante respuesta microglial y astrocítica. Imagen tomada de Congdon y 

Sigurdsson, 2018. 

Enfermedad de AlzheimerSano
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 A nivel macroscópico, se produce una importante atrofia cortical (que afecta 

principalmente al lóbulo temporal medial), adelgazamiento de las circunvoluciones 

y ensanchamiento de los surcos, engrosamiento de las meninges, dilatación de las 

cavidades ventriculares, disminución del bulbo olfatorio y pérdida de peso y volumen 

cerebral (Serrano-Pozo et al., 2011a) (Figura A.3). También es frecuente encontrar 

algún tipo de patología cerebrovascular. Actualmente, existen técnicas de 

neuroimagen de alta resolución que permiten visualizar la atrofia cerebral incluso 

en etapas prodrómicas, y que pueden ser de gran utilidad para el diagnóstico y 

estudio de la evolución de la enfermedad (Drago et al., 2011; Kälin et al., 2017; Coupé 

et al., 2019; Gupta et al., 2019). 

 

Figura A.3. Corte coronal de un 

hemicerebro humano sano 

(izquierda) y de un paciente de 

Alzheimer (derecha). El cerebro 

afectado por la EA posee un menor 

volumen y ventrículos más dilatados. Esta 

atrofia afecta fundamentalmente a los 

lóbulos temporales, frontales, parietales y 

occipitales. Las regiones donde residen las 

funciones de memoria (hipocampo) y 

lenguaje (áreas de Broca y de Wernicke) 

son las más afectadas. Imagen tomada de 

DeTure y Dickson, 2019. 
 

 Por otro lado, las alteraciones microscópicas características de la EA son: (1) 

disminución de la densidad sináptica, degeneración neuronal y patología neurítica, 

(2) acumulación de proteínas extracelulares en forma de placas de péptido β-

amiloide, (3) ovillos neurofibrilares intraneuronales de la proteína Tau 

hiperfosforilada (NFT; del inglés, Neurofibrillary tangles) (Gomez-Isla et al., 2008; 

Perl, 2010) y (4) proceso neuroinflamatorio mediado por células gliales (Serrano-Pozo 

et al., 2011a; Heneka et al., 2015;  Zhang y Jiang, 2015) (Figura A.2). 

 Estas lesiones se manifiestan principalmente en áreas cerebrales implicadas 

en los mecanismos de memoria y aprendizaje, y en los procesos cognitivos focales. 

Las cortezas motora, visual y sensorial primarias sólo se alteran a veces y en estadios 

muy avanzados de la enfermedad (Thompson et al., 2003). Curiosamente, la 

propagación de los depósitos extracelulares de Aβ sigue un patrón de distribución 

anatómico contrario (en cierto grado) al de la patología Tau (Jucker y Walker, 2011). 

La patología Aβ comienza en el neocórtex, progresa hacia la allocorteza y, por último, 

se extiende a estructuras subcorticales (Jucker y Walker, 2011). Atendiendo a la 

localización de los ovillos neurofibrilares, los enfermos de Alzheimer se clasifican en 

seis estadios o etapas, que correlacionan altamente con el desarrollo de la 

enfermedad y se denominan estadios de Braak (Braak y Braak, 1991). De manera 

resumida, la patología Tau comienza en el locus coeruleus y la corteza entorrinal 

(Braak I-II), avanza hacia el hipocampo y la corteza asociativa (Braak III-IV), y 

afecta, en estadios posteriores, a las áreas sensoriales primarias (Braak V-VI) (Braak 

y Braak, 1991; Hane et al., 2017a; Gao et al., 2018) (Figura A.4). 
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Figura A.4. La acumulación de Aβ y Tau sigue patrones característicos y predecibles en la 

progresión de la patología de Alzheimer. La deposición de placas de Aβ comienza en regiones 

isocorticales, progresa hacia zonas límbicas y, por último, se desarrolla en estructuras subcorticales. La 

patología Tau comienza en las regiones entorrinal y transentorrinal (Braak I y II); después se extiende 

al hipocampo (Braak III y IV) y, finalmente, a la isocorteza (Braak V y VI). La progresión de la 

agregación y deposición de Tau correlaciona altamente con el desarrollo de la enfermedad. Imagen 

modificada de Jucker y Walker, 2013. 

 

2.1. Pérdida sináptica, neuronal y patología neurítica 

 En la enfermedad de Alzheimer se produce una pérdida importante de 

sinapsis y neuronas (Forner et al., 2017; Hane et al., 2017a), que afecta 

principalmente al hipocampo y a la neocorteza, y es responsable del declive cognitivo 

típico de esta enfermedad (Duyckaerts et al., 2009). 

 2.1.1. Disminución de la densidad sináptica  

 Estudios histológicos y bioquímicos han demostrado que en la corteza 

entorrinal e hipocampo de pacientes de EA, precediendo a la muerte neuronal, se 

produce una pérdida de un 25-35% de sinapsis (Gomez-Isla et al., 1996a; Price et al., 

2001; Overk y Masliah, 2014; de Wilde et al., 2016). Dicho hallazgo es el que mejor 

correlaciona con los déficits cognitivos asociados a la patología (Forner et al., 2017; 

Colom-Cadena et al., 2020). 

 Numerosos estudios tratan de esclarecer las relaciones moleculares entre Aβ, 

Tau y las alteraciones sinápticas (Forner et al., 2017). Aunque Aβ participa de 

manera fisiológica en el desarrollo de las sinapsis, niveles elevados de este péptido 

disminuyen la excitabilidad neuronal y provocan la internalización de receptores 

AMPA, lo que facilita la depresión a largo plazo (LTD) e inhibe la potenciación a 

largo plazo (LTP), y, en consecuencia, media la pérdida de sinapsis 

electrofisiológicamente activas (Shankar et al., 2007; Viola y Klein, 2015; Chen, 

2018). Por su parte, Tau, además de estabilizar los microtúbulos y regular el 

Patología Aβ

Patología Tau

Tiempo

Desarrollo de 
la enfermedad

Fase preclínica DemenciaDeterioro cognitivo leve

Fase A 
(isocortical)

Fase B
(límbica)

Fase C
(subcortical)

Braak I-II
(c. perirrinal)

Braak III-IV
(hipocampo)

Braak V-VI
(isocorteza)
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transporte axonal también interviene en la función sináptica; las formas patológicas 

de Tau median la internalización de los receptores NMDA potenciando la LTD 

(Spires-Jones y Hyman, 2014), y alteran el tráfico de mitocondrias y receptores hacia 

las sinapsis, así como la señalización por calcio (Forner et al., 2017). Las formas 

solubles de Aβ y/o Tau, pero no las fibrilares y/o agregadas, son las causantes de los 

fallos sinápticos (Crimins et al., 2013; Spires-Jones y Hyman, 2014; Hane et al., 

2017a; Forner et al., 2017; Gao et al., 2018).  

 También se ha propuesto que la microglía y los astrocitos, a través de una 

regulación positiva anormal del sistema del complemento, contribuyen a la pérdida 

de sinapsis y a la muerte neuronal (Castro-Gomez et al., 2019; Chew y Petretto, 

2019). 

 2.1.2. Pérdida neuronal  

 En la EA se produce una degeneración neuronal selectiva que afecta de 

manera progresiva a regiones y tipos celulares concretos (Duyckaerts et al., 2009; 

Jeong, 2017), fundamentalmente a la región CA1 del hipocampo (Price et al., 2001) 

y a la capa II de la corteza entorrinal (Gomez-Isla et al., 1996a; Price et al., 2001), 

pero también al bulbo y al núcleo olfatorio anterior (ter Laak et al., 1994), a la 

amígdala (Vereecken et al., 1994), al núcleo basal de Meynert (Vogels et al., 1990; 

Jeong, 2017), a la parte medial de la sustancia negra, a la parte rostral del locus 

coeruleus (Theofilas et al., 2017) y al núcleo del rafe serotoninérgico (Aletrino et al., 

1992; Duyckaerts et al., 2009). La pérdida de sustancia gris afecta primero y de 

manera importante al hipocampo y a la corteza entorrinal. Más tarde, el déficit se 

extiende a la corteza temporal y frontal, y finalmente, a las cortezas sensomotora y 

visual (Thompson et al., 2003). 

 En los mecanismos de muerte neuronal están implicados tanto Aβ como Tau 

(Duyckaerts et al., 2009; Spires‐Jones y Hyman, 2014), así como las especies 

reactivas de oxígeno, las alteraciones mitocondriales, la sobreactivación de 

receptores de glutamato y el incremento en la concentración citoplasmática de iones 

calcio (Jeong, 2017).  

 2.1.3. Patología neurítica  

 Las neuritas distróficas asociadas a las placas seniles aparecen de manera 

temprana en la EA contribuyendo de manera significativa a la patología en los 

estadios preclínicos, antes de que se produzca la pérdida sináptica y neuronal 

(Masliah et al., 1991b; Dickson et al., 1999; Torres et al., 2012; Sanchez-Varo et al., 

2012). Son prolongaciones neuronales engrosadas producidas por alteraciones del 

citoesqueleto que contienen numerosas vesículas donde se acumula, entre otros, 

APP, BACE1 (del inglés, β-site APP cleaving enzime 1) y γ-secretasa, y especies 

tóxicas solubles de Tau hiperfosforilado (Nixon y Yang, 2011; Sanchez-Varo et al., 

2012; Torres et al., 2012). En la EA, las distrofias son abundantes en los sistemas 

fibrosos del hipocampo, la región CA1 y la corteza entorrinal (Sanchez-Varo et al., 

2012). 
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2.2. Patología amiloide 

 Una de las lesiones microscópicas más características del cerebro de pacientes 

de Alzheimer son las placas amiloides o seniles, ya descritas por Alois Alzheimer en 

1907. Son agregados proteicos insolubles y extracelulares localizados en el 

parénquima cerebral y en la pared de los vasos sanguíneos, cuyo componente 

principal es el péptido Aβ (Kumar y Tsao, 2019). Este péptido, que deriva del 

procesamiento proteolítico de la proteína precursora del péptido β-amiloide (APP) 

(De Strooper, 2010; Hane et al., 2017a) (Subapartado 2.2.2.1.), se genera de forma 

fisiológica y circula a baja concentración en plasma y en líquido cefalorraquídeo 

(LCR) de individuos sanos. De hecho, existen depósitos de Aβ insoluble en el 

parénquima cerebral y en la pared de los vasos sanguíneos cerebrales de personas 

sanas con edad avanzada (Selkoe, 2004; Gomez-Isla et al., 2008; Rodrigue et al., 

2012).  

 Numerosas investigaciones tratan de aclarar el papel fisiológico de Aβ. Se ha 

propuesto que podría regular la liberación de vesículas en terminales presinápticas 

excitatorias (Abramov et al., 2009), y actuar como modulador postsináptico negativo 

(Palop y Mucke, 2010), ya que concentraciones picomolares de Aβ mejoran la 

plasticidad sináptica y la memoria (Puzzo et al., 2008; Morley et al., 2010). Además, 

se ha asignado a los monómeros de Aβ un papel neuroprotector (Giuffrida et al., 

2009), propiedades antioxidantes, y funciones como regulador del transporte de 

colesterol y como factor transcripcional (Sikanyika et al., 2019). 

 El péptido Aβ es una proteína desordenada de pequeño tamaño (4 kDa), 

constituida por 39‐43 aminoácidos (Macleod et al., 2015; Hane et al., 2017a). En 

condiciones fisiológicas, más del 90% de las especies de Aβ están en forma de Aβ40 

(soluble), con 40 aminoácidos y Val40 en su extremo C-terminal, y menos del 10% 

como Aβ42, con los aminoácidos adicionales Ile41 y Ala42, que le confieren mayor 

hidrofobicidad y capacidad de agregación (Wolfe y Guenette, 2007; Hiltunen et al., 

2009; De Strooper, 2010; Zhang et al., 2011a). Sin embargo, en pacientes de EA, 

aumenta la relación Aβ42/Aβ40 (Hane et al., 2017a; Hillen, 2019), siendo Aβ42 el 

componente mayoritario y más tóxico de las placas (Hane et al., 2017a; Kumar y 

Tsao, 2019). 

 2.2.1. Agregación del péptido Aβ 

 Los mecanismos por los que se agregan las distintas formas de Aβ y se forman 

las placas extracelulares no están claramente definidos. Se postula que a partir de 

Aβ monomérico con estructura aleatoria, se producen de manera secuencial 

monómeros parcialmente plegados en forma de horquilla (Choi y Ganchi, 2018), 

seguido de la dimerización de dos monómeros (Hane et al., 2017a). Posteriormente, 

los dímeros se agregan para generar formas intermedias oligoméricas solubles, de 

entre 8 KDa (dímeros) y 100 KDa (Shankar et al., 2008; Sakono y Zako, 2010), que 

finalmente originan las fibras y las placas amiloides o seniles (Takahashi et al., 2017; 

Hane et al., 2017a; Kumar y Tsao, 2019). Por otra parte, también se contemplan las 

placas como entes dinámicos liberadores de formas oligoméricas solubles y tóxicas 

de Aβ (Martins et al., 2008; Koffie et al., 2009), que, al tener distintas estructuras y 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

12 
 

A INTRODUCCIÓN 

toxicidad, podrían explicar la gran diversidad de manifestaciones y síntomas de los 

pacientes de Alzheimer (Hane et al., 2017a).  

 El término oligómero se refiere a una agrupación de proteínas solubles mal 

plegadas con tamaños de dímeros a protofibras (Choi y Gandhi, 2018). Se han 

descrito múltiples formas oligoméricas, con capacidad de difundir por el parénquima 

cerebral y provocar un efecto tóxico a nivel sináptico y neuronal (Haass y Selkoe, 

2007; Viola y Klein, 2015; Choi y Gandhi, 2018). Numerosos trabajos han demostrado 

que el tamaño de los agregados de Aβ es un determinante crítico de su toxicidad 

(Ladiwala et al., 2012); así, por ejemplo, los trímeros tienen una toxicidad tres veces 

mayor que los monómeros, mientras que los tetrámeros tienen una toxicidad 13 veces 

mayor (Hane et al., 2017a). Entre los distintos mecanismos deletéreos, los oligómeros 

parecen inhibir la LTP en el hipocampo, interfiriendo en la señalización de los 

receptores NMDA o AMPA (Haass y Selkoe, 2007; Viola y Klein, 2015; Hane et al., 

2017a). Además, alteran la membrana neuronal y glial (permeabilidad, canales 

iónicos y vías de señalización), lo que perturba la homeostasis del calcio y 

desencadena estrés oxidativo, cascadas inflamatorias, disfunción mitocondrial y 

modificación de la estructura del ácido desoxirribonucleico (ADN) (Haass y Selkoe, 

2007; Viola y Klein, 2015; Hane et al., 2017a).  

 Las placas amiloides están compuestas principalmente por péptidos de Aβ 

insolubles (Glenner y Wong, 1984; Masters et al., 1985), aunque también pueden 

contener proteoglicanos, moléculas inflamatorias, proteasas, iones metálicos, APOE, 

proteínas antioxidantes, colinesterasas y restos de neuronas y células gliales 

(Atwood et al., 2002). Se clasifican en dos grandes grupos según su morfología, 

composición, y presencia o ausencia de distrofias neuríticas asociadas (Figura A.5):  

• Placas neuríticas: depósitos extracelulares de Aβ de aspecto filamentoso, 

llamadas así porque suelen aparecer íntimamente asociadas a neuritas 

distróficas, y a células microgliales reactivas, mientras que la astroglía se 

localiza en la periferia (Dickson, 1997; Duyckaerts et al., 2009; Bouvier et al., 

2016). Atendiendo a la morfología que presenten, se subdividen en dos tipos 

(Selkoe, 2001; Fiala, 2007; Perl, 2010):  

- Placas clásicas: se asocian normalmente a los vasos sanguíneos, y poseen un 

núcleo amiloide redondo y compacto formado por Aβ fibrilar y células 

microgliales, rodeado por un halo difuso de especies solubles de Aβ.  

 - Placas primitivas: con forma esférica e inmunotinción homogénea, sin núcleo 

 compacto central, que suelen aparecer en zonas cercanas a axones y sinapsis.  

• Placas difusas: también llamadas “pre-amiloides”, son depósitos 

extracelulares no fibrilares (no congofílicos) de Aβ. Poseen una estructura 

amorfa o difusa, con límites poco definidos y sin núcleo compacto apreciable. 

Apenas poseen células microgliales, astrocitos o neuritas distróficas (Selkoe, 

2001) y su composición principal es Aβ42 (Perl, 2010).  
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Figura A.5. Clasificación de las placas amiloides. Las placas neuríticas pueden ser de tipo fibrilar 

(o placas primitivas) (A1 y A2), o clásicas (B1 y B2) con núcleo denso compuesto principalmente por 

Aβ42 (B2) y un halo difuso. Las placas difusas (C) no provocan distrofias neuríticas (C1) y presentan 

una morfología indefinida (C2). (A1, B1, C1) Inmunohistoquímica doble para Aβ (azul) y fosfo-Tau 

(marrón); (A2, B2, C2) Inmunotinción simple para Aβ42. Imágenes cedidas por el grupo de la Dra. 

Antonia Gutiérrez.  
 

 El péptido Aβ, además de formar placas y oligómeros solubles extracelulares, 

también aparece en el citosol y en diferentes compartimentos subcelulares de las 

neuronas (mitocondria, lisosomas y retículo endoplasmático) (Sun et al., 2015b), 

alterando su funcionalidad (Kuruva y Reddy, 2017). El Aβ puede acumularse 

intraneuronalmente por fallos en la liberación tras su síntesis (Takahashi et al., 

2017), o por reinternalización a través de receptores extracelulares específicos (Bi et 

al., 2002; Zerbinatti et al., 2006). La acumulación de Aβ intracelular parece ser un 

acontecimiento temprano en la EA (Bayer y Wirths, 2010), ya que se manifiesta en 

células piramidales del hipocampo y de la corteza entorrinal de pacientes con 

defectos cognitivos leves, y sus niveles descienden con la formación de las placas 

(LaFerla et al., 2007). El Aβ dentro de la neurona podría alterar la función 

mitocondrial y del proteasoma, provocar una disfunción sináptica, potenciar la 

hiperfosforilación de Tau (LaFerla et al., 2007), originar déficits en la LTP (Billings 

et al., 2005) e incluso la muerte neuronal (Bayer y Wirths, 2010).  

 Se han realizado numerosos ensayos clínicos de inmunización activa y pasiva 

con diferentes anticuerpos monoclonales contra Aβ (Briggs et al., 2016; Cummings 

et al., 2019), aunque hasta la fecha, ninguno ha mostrado adecuada seguridad y/o 

eficacia (Mullard, 2019). 

 

 

 

Placas neuríticas Placas difusas
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 2.2.2. Acumulación patológica de Aβ 

 Aunque no se conoce en detalle el mecanismo de formación de las placas, la 

acumulación de Aβ (especialmente Aβ42) parece ser limitante en dicho proceso. 

Además, podrían participar formas oligoméricas y fibras de Aβ, así como algunos 

complejos como los formados por APOE-Aβ (Thal et al., 2006). Por lo tanto, resulta 

fundamental conocer en detalle los mecanismos de producción, degradación y 

aclaramiento de las distintas isoformas de Aβ, cuyo desequilibrio parece originar su 

acumulación defectuosa (Thal et al., 2006; Duyckaerts et al., 2009; Baranello et al., 

2015; Hane et al., 2017a).  

 2.2.2.1. Procesamiento de APP y producción de Aβ 

 APP es una glicoproteína integral de membrana de tipo I, muy conservada 

evolutivamente, que contiene un largo ectodominio globular (N-terminal) en el 

espacio extracelular, un único segmento transmembrana y un pequeño dominio 

citosólico (C-terminal) (Nguyen, 2015). Su gen se localiza en el cromosoma 21 (Kumar 

y Tsao, 2019), y está constituido por 18 exones que originan 10 isoformas alternativas 

de entre 563 y 770 aminoácidos (Evin y Weidemann, 2002; Hane et al., 2017a). La 

isoforma APP695 se expresa predominantemente en neuronas (Haass et al., 1991) y, 

por tanto, es la mayoritaria en el SNC (Giri et al., 2016; Müller et al., 2017b).  

 Además de ser precursora del péptido Aβ, la proteína APP posee otras 

funciones fisiológicas menos conocidas (Müller et al., 2017b; Hane et al., 2017a): 

participa en procesos de adhesión y señalización celular (Wolfe y Guenette, 2007), 

transporte de metales, unión a matriz extracelular, crecimiento de neuritas y del 

cono axónico neuronal, migración neuronal, homeostasis del calcio, LTP y 

señalización intracelular (Hoe y Rebeck, 2008; Hiltunen et al., 2009; Müller et al., 

2017b). También se le han asignado propiedades neuroprotectoras, antioxidantes y 

tróficas (Rajendran y Annaert, 2012; Nguyen, 2015; Tatarnikova et al., 2015; 

Andreeva et al., 2017; Hane et al., 2017a).  

 Se han descrito 62 mutaciones en el gen APP relacionadas con las formas 

familiares de la EA (Mutations. Alzforum, 2020), que pueden aumentar los niveles 

de Aβ42, disminuir los de Aβ40, aumentar la patogenicidad de Aβ, su capacidad de 

agregación y de formación de fibras (Macleod et al., 2015; Musiek y Holtzman, 2015; 

Tatarnikova et al., 2015). Curiosamente, la mutación A673T en APP reduce la 

producción de Aβ y su agregación, proporcionando protección contra el declive 

cognitivo asociado a la edad (Karran y De Strooper, 2016; Selkoe y Hardy, 2016).  

 La proteína APP sufre diversas escisiones proteolíticas tanto a través de las 

vías canónicas (rutas amiloidogénica y no amiloidogénica) como de las no canónicas 

(Andrew et al., 2016), en las que están implicadas diversas enzimas como las 

caspasas, meprina, δ-secretasa y η-secretasa. A continuación, se describen las 2 rutas 

clásicas para el procesamiento post-traduccional de APP (Zhang et al., 2011a; 

Rajendran y Annaert, 2012; Hane et al., 2017a; Kumar y Tsao, 2019) (Figura A.6). 
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 A. Ruta no amiloidogénica 

 Es la ruta principal en la mayoría de las células, ocurre mayoritariamente en 

la membrana plasmática y no produce Aβ, ya que implica una proteólisis en el 

interior de la región que contiene dicho péptido.  

 En primer lugar, se produce la fragmentación de APP entre los aminoácidos 

16 y 17 por acción de la α-secretasa, enzima anclada a la membrana perteneciente 

a la familia de las desintegrinas y metaloproteasas (ADAM; del inglés, A desintegrin 

and metalloprotease), liberándose un fragmento soluble denominado sAPPα, al que 

se le atribuyen propiedades neurotróficas y neuroprotectoras (De Strooper, 2010; 

Jeong, 2017). Además, se genera un fragmento C-terminal (APP-CTF) de 83 

aminoácidos, que permanece anclado a la membrana, al que se le conoce como C83. 

C83 es sustrato del complejo γ-secretasa, que lo escinde en el interior de la 

membrana entre los aminoácidos 711 y 713, originando los péptidos p3 (Aβ 17-40 y 

Aβ 17-42) que se liberan al espacio extracelular o vesicular, y un dominio AICD 

citosólico (p7), al que se le han atribuido propiedades neurotóxicas, funciones en la 

homeostasis del calcio y en la regulación de la transcripción génica (De Strooper, 

2010; Zhang et al., 2011a; Jeong, 2017; Wilkins y Swerdlow, 2017).  

 

Figura A.6. Procesamiento de la Proteína Precursora Amiloide (APP). Esquema explicativo de 

las rutas amiloidogénica y no amiloidogénica. En la vía no amiloidogénica, el metabolismo del APP se 

produce mediante la actividad secuencial de la α-secretasa y γ-secretasa, que generan sAPPα, p3 y 

AICD. En la vía amiloidogénica, el procesamiento del APP se lleva a cabo por la acción β-secretasa de 

BACE-1, primero, y por la γ-secretasa, después, generándose los fragmentos sAPPβ, AICD y el péptido 

Aβ. Este último se acumula en el medio extracelular, se agrega y forma las placas seniles características 

de la EA. Modificado de Muñoz-Castro et al., 2020. 

 B. Ruta amiloidogénica 

 Esta ruta alternativa de procesamiento de APP es minoritaria en la mayoría 

de las células, excepto en las neuronas, y produce péptidos Aβ. Aunque la vía está 

activa de forma fisiológica durante el envejecimiento normal, se potencia en la EA. 

A diferencia de la ruta no amiloidogénica, ocurre principalmente en endosomas 

(Zhou et al., 2018). 
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 La ruta comienza con la acción de la β-secretasa, atribuida a la enzima BACE-

1, una aspartil proteasa transmembrana presente principalmente en endosomas y 

aparato de Golgi de las neuronas (Vassar et al., 2009). La β-secretasa escinde a APP 

entre Met671 y Asp672, liberando al espacio extracelular APP soluble β (sAPPβ), 

más pequeño que sAPPα pero también con funciones neuroprotectoras (Jeong, 2017), 

y un fragmento C-terminal (APP-CTF) de 99 aminoácidos, conocido como C99. C99 

permanece anclado a la membrana y es procesado por el complejo γ-secretasa entre 

los aminoácidos 711 y 713, generando el péptido Aβ (de 39-43 aminoácidos) que se 

libera al medio extracelular, y AICD (Rajendran y Annaert, 2012; Selkoe, 2001; Zhou 

et al., 2018). El procesamiento proteolítico del sAPPβ origina N-APP, que parece 

estar implicado en procesos de degeneración axonal y neuronal (Nikolaev et al., 2009; 

De Strooper, 2010; Jeong, 2017). Se ha propuesto que los oligómeros solubles de Aβ 

podrían ser los responsables iniciales de los procesos neurodegenerativos en la EA, 

potenciando la actividad neurotóxica de N-APP y AICD, y/o antagonizando las 

funciones protectoras de sAPPα, sAPPβ y AICD (Jeong, 2017).  

 En ambas rutas, participa el complejo γ-secretasa, cuyo centro catalítico está 

constituido por PSEN1 o PSEN2, proteínas transmembrana con actividad proteasa 

(De Strooper, 2010; Andreeva et al., 2017; Wolfe, 2019). Las presenilinas tienen como 

principales sustratos a Notch y APP (Cai et al., 2015), y participan, además de en el 

procesamiento de APP, en el control de la apoptosis, la homeostasis del calcio, el 

crecimiento neurítico, la plasticidad sináptica, las rutas autofágicas/lisosomales, el 

tráfico de proteínas y la señalización mediada por β‐catenina (Lee et al., 2010, De 

Strooper et al., 2012). Hasta la fecha, se han identificado 306 mutaciones en el gen 

de PSEN1 y 56 en el de PSEN2 que producen EA familiar (Mutations. Alzforum, 

2020). Todas implican una ganancia de función del complejo γ-secretasa, y producen 

un aumento de Aβ42 y una disminución de Aβ40.  

 Aunque BACE-1 y γ-secretasa se han considerado posibles dianas 

terapéuticas en la EA, los ensayos clínicos realizados hasta el momento con 

inhibidores o moduladores negativos de estas enzimas no han desvelado una 

adecuada relación riesgo-beneficio (Briggs et al., 2016; Chen et al., 2017; Long y 

Holtzman, 2019; Imbimbo y Watling, 2019). 

 2.2.2.2. Degradación y/o aclaramiento de Aβ 

 Aunque las mutaciones asociadas a la EA familiar aumentan la producción 

de Aβ42, en los pacientes de Alzheimer esporádico las especies de Aβ se acumulan 

debido a la disminución en su degradación y/o en su aclaramiento (Duyckaerts et al., 

2009; Miners et al., 2014; Hane et al., 2017a).  

 El péptido Aβ puede pasar a la circulación periférica a través de: (i) la barrera 

hematoencefálica (BHE), tras su interacción con el receptor de LDL (LRP1; del 

inglés, low-density lipoprotein receptor related protein-1) (Deane et al., 2009; Storck 

et al., 2016); (ii) el drenaje perivascular (Weller et al., 2008), y/o (iii) el sistema 

glinfático (Nedergaard, 2013), gracias a los pies de los astrocitos localizados 

alrededor de los vasos sanguíneos (Ries y Sastre, 2016; Zenaro et al., 2017; Perez-

Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Las células gliales, mediante la liberación de 
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chaperonas extracelulares, también facilitan el aclaramiento de Aβ a través de la 

BHE (Ries y Sastre, 2016). La mayoría de estas chaperonas se producen por los 

astrocitos, siendo las más relevantes la apolipoproteína E (APOE), la 

Apolipoproteína J (APOJ o Clusterina), la α1-antichimiotripsina (ACT) y la α2- 

macroglobulina (α2-M).  

 La degradación de Aβ puede realizarse por un amplio rango de proteasas y/o 

por vías de aclaramiento no proteolíticas (Sikanyika et al., 2019). Entre las enzimas 

que participan en la degradación de Aβ destacan: 

• Metaloendopeptidasas: principalmente NEP (neprelisina) e IDE (enzima 

degradadora de insulina), implicadas en la degradación de Aβ monomérico (Ries 

y Sastre, 2016). Durante el envejecimiento, se produce una disminución de los 

niveles de NEP (Farris et al., 2007; Tarasoff-Conway et al., 2015), que podría ser 

responsable del aumento de Aβ con la edad. También se han implicado a ECE-1 

y a ECE-2 (enzimas convertidoras de endotelina) en la degradación de Aβ 

(Pacheco-Quinto y Eckman, 2013), aunque su participación en humanos no está 

del todo claro.  

• Metaloproteinasas de matriz (MMPs), expresadas y secretadas principalmente 

por astrocitos, que participan en la degradación extracelular de formas 

monoméricas y fibrilares de Aβ (Ries y Sastre, 2016; Acosta et al., 2017).  

• Peptidasas lisosomales: catepsinas B y D. Son cistein-proteasas que degradan 

proteínas que han entrado en la vía endo-lisosomal (Mueller-Steiner et al., 2006; 

De Strooper, 2010). La catepsina B transforma grandes agregados de Aβ en 

especies más pequeñas, menos tóxicas y con mayor afinidad por IDE y NEP 

(Mueller-Steiner et al., 2006; De Strooper, 2010; Ries y Sastre, 2016).  

 Respecto a las vías no proteolíticas, la microglía y los astrocitos participan de 

manera activa en la internalización de Aβ mediante mecanismos de pinocitosis, 

fagocitosis y/o endocitosis mediada por receptores (Lee y Landreth, 2010; Ries y 

Sastre, 2016), entre los que destacan los scavenger receptors, toll-like receptors (TLR), 

RAGE, receptores Fc (FcRs), TREM2, LGI3, y receptores de lipoproteínas (LRP). Así, 

el péptido Aβ se somete pues a varios sistemas de degradación intracelulares: 

autofagia (Nixon y Yang, 2011; Friedman et al., 2015), degradación 

endosomal/lisosomal y sistema ubiquitina‐proteasoma (Baranello et al., 2015).  

 2.2.3. Hipótesis de la cascada amiloide 

 En base a las mutaciones encontradas en pacientes con Alzheimer familiar, 

se planteó la llamada “Hipótesis de la Cascada Amiloide”, la más aceptada en la 

actualidad para explicar la etiología de esta demencia. Esta hipótesis propone que el 

péptido Aβ es el agente causante (o desencadenante) de la patología de Alzheimer y 

que, como consecuencia de su deposición, se originan los ovillos neurofibrilares, la 

pérdida sináptica, la muerte neuronal, y la neuroinflamación, responsables en 

conjunto de la demencia típica de la enfermedad (Hardy y Higgins, 1992). Desde que 

se propuso esta hipótesis en 1992, ha ido sufriendo diversas modificaciones, como la 

que plantea que las especies solubles de Aβ, y no las placas, son las principales 
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responsables de la neurodegeneración, puesto que correlacionan mejor con los 

síntomas y severidad de la EA (Ricciarelli et al., 2017; Cline et al., 2018). Entre las 

principales razones para apoyar esta hipótesis destaca el hecho de que todas las 

mutaciones conocidas causantes de Alzheimer familiar están relacionadas con la 

producción y procesamiento de Aβ, y aumentan la razón Aβ42/Aβ40 (Rosenberg et 

al., 2016). Además, numerosas personas con síndrome de Down (con trisomía del 

cromosoma 21, donde se localiza el gen para APP) padecen síntomas tempranos (a 

los 30-40 años de edad) de EA. En tercer lugar, los animales transgénicos con 

mutaciones humanas de EA familiar en APP y PSEN1 desarrollan placas amiloides, 

pérdida sináptica y síntomas asociados a la EA, como problemas de memoria 

(Howlett et al., 2009; Sanchez-Varo et al., 2012). Además, se ha demostrado que la 

deposición de Aβ en el cerebro ocurre décadas antes de que aparezcan los síntomas 

clínicos (Gao et al., 2018). 

 Sin embargo, actualmente se está cuestionando la hipótesis de la cascada 

amiloide. Un motivo importante es que el patrón de deposición de Aβ es contrario (en 

cierto grado) al de la patología Tau (Jucker y Walker, 2011), que, como hemos 

comentado, correlaciona anatómicamente con la neurodegeneración (Hane et al., 

2017b). Por tanto, en contra de lo defendido en la hipótesis de la cascada amiloide, 

en la EA las placas no son el principal agente causal de las alteraciones sinápticas, 

la neurodegeneración y la respuesta inflamatoria (Ricciarelli et al., 2017; Makin, 

2018; Cline et al., 2018). De hecho, existen depósitos de Aβ insolubles en el 

parénquima cerebral y en la pared de los vasos sanguíneos cerebrales de personas 

sanas con edad avanzada (Selkoe, 2004; Gomez-Isla et al., 2008; Rodrigue et al., 

2012). Otro aspecto a considerar es que, a pesar de la importancia de Aβ en la EA 

familiar, el 97-99% de los casos de EA son esporádicos y parecen tener distinta 

etiología y evolución patológica. Además, los modelos animales con mutaciones en 

APP y PSEN1, a pesar de tener patología Aβ no desarrollan ovillos neurofibrilares 

(Howlett et al., 2009), por lo que no reproducen la EA en su totalidad (Radde et al., 

2006). De hecho, la mayoría de las estrategias terapéuticas ensayadas para la EA se 

han dirigido contra la patología Aβ (Yiannopoulou y Papageorgiou, 2020), y aunque 

muchas consiguen disminuir los niveles de este péptido, ninguna ha mostrado 

beneficios cognitivos en los pacientes (Makin, 2018). En resumen, existen múltiples 

factores que cuestionan la validez de la hipótesis de la cascada amiloide y sugieren 

que la acumulación de Aβ puede ser más consecuencia que causa de la EA (Krstic y 

Knuesel, 2013), lo que refuerza otras hipótesis alternativas para explicar el 

desarrollo de la enfermedad, como las basadas en la respuesta inmune y glial. 
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2.3. Patología neurofibrilar y proteína Tau 

 Además de las placas seniles, Alois Alzheimer también describió como lesión 

característica del cerebro de pacientes de EA los ovillos neurofibrilares, formados a 

partir de la proteína Tau hiperfosforilada. 

 2.3.1. Estructura y función de Tau 

 Tau es una proteína soluble expresada predominantemente en neuronas que 

pertenece a la familia de proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs; del inglés, 

Microtubule associated proteins) (Hane et al., 2017a; Chen, 2018). Está codificada 

por el gen MAPT, que contiene 16 exones y se localiza en el cromosoma 17 (Gao et 

al., 2018). Mediante splicing alternativo se pueden generar 6 isoformas de Tau con 

tamaños comprendidos entre 352-441 aminoácidos (Iqbal et al., 2016; Holtzman et 

al., 2016; Li y Götz, 2017). Cada isoforma se caracteriza por la ausencia o presencia 

de 1 o 2 fragmentos (N) de 29 aminoácidos en el extremo N-terminal (0N, 1N, 2N), y 

de una secuencia (R) de 31-32 aminoácidos que se repite 3 ó 4 veces en el extremo C-

terminal y que constituye el “dominio de unión a microtúbulos” (3R o 4R) (Gao et al., 

2018). Así pues, las isoformas de Tau pueden ser: 0N3R, 0N4R, 1N3R, 1N4R, 2N3R 

o 2N4R (Figura A.7), siendo esta última la de mayor longitud (441 aminoácidos, 

Kimura et al., 2014). En el cerebro humano sano existen cantidades similares de Tau 

3R y 4R, pero esta relación suele cambiar en enfermedades neurodegenerativas (Gao 

et al., 2018).  

 

 

Figura A.7. Esquema del gen MAPT y de las diferentes isoformas de la proteína Tau. (A) El 

gen MAPT, localizado en el cromosoma 17, tiene 16 exones. Los exones 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 y 13 

constituyen el componente básico de la proteína Tau en el SNC humano. Los exones 2, 3 y 10 presentan 

un splicing alternativo. Los exones 0 y 14 son no codificantes (blanco). Los exones 4a y 6 (azul) se 

transcriben sólo en el sistema nervioso periférico, mientras que el 8 (celeste) no se ha reportado en 

ninguna isoforma hasta el momento. (B) La isoforma de Tau está compuesta por 4 áreas: una región 

N-terminal, un dominio rico en prolina, un dominio de unión a microtúbulos y una región C-terminal. 

En el SNC, pueden generarse 6 isoformas principales de Tau mediante splicing alternativo de los exones 

2, 3 y 10. 1N está codificado por el exón 2 (verde), mientras que 2N necesita también la presencia del 

exón 3 (amarillo). La repetición R2, que da lugar a las isoformas 4R, está codificada por el exón 10 

(naranja). Imagen modificada de Li y Götz, 2017. 
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 La función principal de Tau es regular la estructura y dinámica de los 

microtúbulos neuronales y favorecer su polimerización (Scholz y Mandelkow, 2014; 

Gao et al., 2018), por lo resulta indispensable en la formación y estabilidad del 

citoesqueleto (Hane et al., 2017a; Chen, 2018; Kumar y Tsao, 2019). Además, Tau 

participa en procesos de señalización, en el transporte axonal y en la regulación 

sináptica (Spires-Jones y Hyman, 2014; Gao et al., 2018). Recientemente se ha 

implicado a Tau en nuevas funciones tales como el mantenimiento de la integridad 

del ácido desoxirribonucleico (ADN), la regulación de la actividad neuronal, la 

neurogénesis, el tráfico de hierro y la LTD (Gao et al., 2018).  

 2.3.2. Fosforilación de Tau 

 Tau posee 80 residuos de serina o treonina y 5 de tirosina susceptibles de ser 

fosforilados, la mayoría localizados alrededor del dominio de unión a microtúbulos. 

En el cerebro sano, existe un equilibrio entre fosforilaciones y desfosforilaciones de 

Tau necesario para poder realizar sus funciones fisiológicas (Gao et al., 2018). Sin 

embargo, la hiperfosforilación anómala de Tau modifica su estructura, dificultando 

su unión a microtúbulos y, con ello, el ensamblaje de los mismos, lo que origina 

agregados intracelulares que interrumpen el transporte axonal y provocan, en 

última instancia, disfunción neuronal (Scholz y Mandelkow, 2014; Gao et al., 2018).  

 El estado de fosforilación de cualquier proteína depende de la actividad de las 

quinasas y fosfatasas que actúan sobre ella (Chen, 2018; Gao et al., 2018). Existen 

más de 20 enzimas con actividad quinasa, entre las que destacan GSK-3β (glycogen 

synthase kinase 3) y Cdk5 (Cyclin dependent kinase 5) (Ballatore et al., 2007; 

Kolarova et al., 2012; Gendreau y Hall, 2013; Kimura et al., 2014), y varias 

fosfatasas, principalmente, PP2A y PP1 (Liu y Götz, 2013; Gao et al., 2018), 

implicadas todas en el estado de fosforilación de Tau. Además, el estrés oxidativo y/o 

los altos niveles de Aβ, pueden desregular la actividad de las quinasas de Tau (Moore 

et al., 2015). Tau también puede sufrir otras modificaciones postraduccionales que 

afectan a su estado de agregación, como glicosilación, acetilación o ubiquitinación 

(Iqbal y Grundke-Iqbal, 2008; Wang et al., 2013; Gao et al., 2018).  

 2.3.3. Ovillos neurofibrilares de Tau  

 Los ovillos neurofibrilares son agregados intracelulares, formados por 

filamentos helicoidales, cuyo componente mayoritario es la proteína Tau 

hiperfosforilada (Spillantini y Goedert, 2013; Kumar y Tsao, 2019). Su densidad se 

correlaciona directamente con la severidad y progresión de la patología de Alzheimer 

(Iqbal et al., 2016; Hane et al., 2017a).  

 Cuando Tau se hiperfosforila, se disocia de los microtúbulos y pasa de tener 

una localización principalmente axonal, a situarse en el soma y en las dendritas. 

Posteriormente, se autoagrega formando pares de filamentos helicoidales (PHF) que, 

a su vez, constituyen las unidades estructurales de los ovillos neurofibrilares 

intracelulares (NFT; del inglés, Neurofibrillary tangles) característicos de la EA 

(Ballatore et al., 2007; Spillantini y Goerdert, 2013; Gao et al., 2018; Hane et al., 

2017a). Estos agregados de Tau hiperfosforilado pueden acumularse, además de en 
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el soma neuronal como NFT, en los procesos dendríticos en forma de filamentos de 

neuropilo (NT; del inglés, neuropil threads) y como neuritas distróficas rodeando el 

núcleo amiloide de las placas neuríticas (Figura A.8) (Braak et al., 1986; Dickson, 

1997; Duyckaerts et al., 2009). 

Figura A.8. Alteraciones neurofibrilares en la enfermedad de Alzheimer.                                         

(A) Inmunohistoquímica fluorescente para PHF1 (verde) y Aβ (rojo) en la capa V de la corteza temporal 

de pacientes de Alzheimer. Ampliaciones de (B-C) NFT, (D) NT, y (E-F) placas neuríticas. Barra de 

escala: (A) 50 µm, (B-F) 10 µm. Imagen realizada durante una estancia predoctoral en el laboratorio de 

los doctores Alberto Serrano-Pozo y Bradley T. Hyman. 

 

 Bajo el término de “taupatías” se agrupan distintas enfermedades en las que 

existen agregados intraneuronales de Tau hiperfosforilado (Lee et al., 2001; Leyns y 

Holtzman, 2017), que se diferencian unas de otras por la composición, morfología y 

distribución de los filamentos helicoidales. Como se ha descrito previamente 

(Apartado A.2), los enfermos de Alzheimer presentan un patrón típico de distribución 

de las lesiones neurofibrilares a lo largo de la enfermedad (Figura A.4) que se 

corresponden con los estadios de Braak (Braak y Braak, 1991). Además de la EA, en 

la “taupatías” se incluyen la parálisis supranuclear progresiva, la demencia 

frontotemporal y el parkinsonismo relacionado con el cromosoma 17, entre otros 

(Leyns y Holtzman, 2017; Hane et al., 2017a; Gao et al., 2018). Aunque se han 

descrito en torno a 40 mutaciones de Tau ligadas a la demencia frontotemporal, no 

se ha asociado ninguna al Alzheimer familiar. 

 Se han planteado diferentes estrategias terapéuticas contra la EA dirigidas a 

la patología Tau, como la inhibición de su agregación, fosforilación, acetilación y 

glicosilación, la inmunoterapia activa y pasiva, y la depleción de los sustratos de 

agregación de Tau (Medina, 2018; Lee et al., 2019; Gauthier et al., 2020). Sin 

embargo, hasta la fecha, ningún fármaco utilizado con estos fines se ha aprobado 

para su uso en pacientes de EA (Cummings et al., 2019).  
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3. RESPUESTA INMUNE EN EL SNC Y EN LA EA 

 La limitada capacidad regenerativa del SNC hace que, incluso sus pequeñas 

alteraciones, puedan provocar una disfunción severa, enfermedad o muerte. Para 

proteger al SNC de los factores que alteren su homeostasis, existen estrategias 

inmunes especializadas que lo separan de la periferia (Kierdorf et al., 2019). 

Históricamente, el SNC se ha considerado un órgano inmunoprivilegiado, por carecer 

de sistema linfático y estar aislado en condiciones fisiológicas de la circulación 

periférica por la BHE (Niederkorn, 2006; Galea et al., 2007). Sin embargo, esta teoría 

ha sido cuestionada al descubrirse, primero en ratones y luego en humanos, un 

sistema especializado de drenaje linfático en la duramadre (Aspelund et al., 2015; 

Absinta et al., 2017). Además, existen claras evidencias de la capacidad de la BHE 

para responder a factores solubles y proteínas del plasma, así como para comunicarse 

con células del sistema inmune periférico (Zenaro et al., 2017). Por lo tanto, el cerebro 

no se considera actualmente un órgano inmunoprivilegiado. 

 A pesar de este desafío a la teoría del privilegio inmune, está claro que el SNC 

de vertebrados superiores muestra una separación inmune de la periferia. Existen 

estructuras anatómicas altamente especializadas, como las meninges, el espacio 

perivascular y el plexo coroideo, que, en conjunto, limitan el acceso de células y 

moléculas inmunes periféricas al SNC, aunque también actúan como sitio de entrada 

de patógenos, presentación o drenaje de antígenos, infiltración de células inmunes y 

depósito de agregados proteicos patológicos (Erickson y Banks, 2018; Kierdorf et al., 

2019). 

 En el parénquima cerebral, las únicas células inmunes residentes son las 

microgliales, que, por tanto, desempeñan funciones importantes en la protección del 

SNC (Kierdorf y Prinz, 2017; Li y Barres, 2018). Sin embargo, los macrófagos 

asociados al SNC, las células dendríticas (CD) y otras células inmunes periféricas 

vigilan constantemente la interfaz entre la sangre y el cerebro o el LCR (Brezovakova 

et al.,2018). 

  Tanto en la EA, como en otras enfermedades neurodegenerativas, se produce 

una activación compleja del sistema inmune innato del SNC, conocida como 

neuroinflamación. Dicha respuesta conlleva importantes cambios celulares y 

moleculares (Zhang y Jiang, 2015), y está coordinada principalmente por la microglía 

y los astrocitos (Liu et al., 2014; Heneka et al., 2015; Hane et al., 2017a), aunque 

también por células endoteliales y otras células del sistema inmune. En conjunto, 

todas estas células liberan en respuesta a un daño en el SNC distintos mediadores 

moleculares (Liu et al., 2014; Da Mesquita et al., 2016; Domingues et al., 2017) con 

propiedades proinflamatorias, fagocíticas, citotóxicas y reguladoras de linfocitos T 

(Ubogu et al., 2006), con el fin de recuperar las condiciones fisiológicas del 

parénquima cerebral. Sin embargo, la continua presencia del agente desencadenante 

de la respuesta inmunológica, como por ejemplo los depósitos de Aβ (Butovsky et al., 

2005; Sastre et al., 2006), puede provocar un proceso neuroinflamatorio crónico, 

caracterizado por un aumento creciente de estrés oxidativo, infiltración de leucocitos 

a través de la BHE y degeneración tisular (Sochocka et al., 2016; Schwartz y 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

23 
 

A INTRODUCCIÓN 

Figura A.9. Microglía 

dibujada por Pío del Río-

Hortega. Imagen tomada 

de Tremblay et al., 2015. 

Deczkowska, 2016), que finalmente contribuyen a la progresión de diversas 

patologías neurodegenerativas (Ubogu et al., 2006; Heneka et al., 2015; Ransohoff, 

2016). En este sentido, la neuroinflamación se considera un componente patológico 

temprano y continuo en la patología del Alzheimer (Zhang y Jiang, 2015; Hane et al., 

2017a; Chen, 2018; Gutierrez y Vitorica, 2018).  

 El papel importante de la neuroinflamación en la patogénesis de la EA está 

avalado por diversos estudios GWAS realizados en miles de pacientes, que han 

identificado numerosos polimorfismos en genes involucrados en la respuesta inmune 

cerebral asociados a la forma esporádica de la enfermedad, como TREM2, APOE, 

CR1, CD33, MS4A, ABCA7, BIN1, EPHA1, CLU, HLA-DRB5/HLA-DRB1, INPP5D, 

CELF1, MEF2C, ADAMTS1, ABI3, PLCG2 MAF y ZCWPW1 (Dansokho y Heneka, 

2018; Sancesario y Bernardini, 2018; Pimenova et al., 2018; Kunkle et al., 2019). 

3.1. Células gliales presentes en el parénquima del SNC  

 Los astrocitos y la microglía son los principales mediadores de la 

neuroinflamación. A pesar de que existen numerosos estudios que tratan de 

esclarecer la contribución de la neuroinflamación en la patogénesis de la EA (Heneka 

et al. 2015; Navarro et al., 2018; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018), el papel 

desempeñado por estas células no ha sido desvelado completamente. Es sabido que 

en el cerebro de pacientes de Alzheimer y de modelos murinos de la enfermedad, se 

desencadena una respuesta inflamatoria, mediada por Aβ y/o Tau hiperfosforilado, 

que implica la activación de microglía y de astrocitos, y que, en principio, trata de 

frenar la patología, al menos en los estadios iniciales (Jimenez et al., 2008; Heneka 

et al. 2015; Leyns et al., 2017; Sarlus y Heneka, 2017). Sin embargo, también se ha 

descrito la pérdida de la función protectora y homeostática de estas células, que, 

como consecuencia, podrían mediar un efecto neurotóxico (Navarro et al., 2018; 

Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Por lo tanto, en la EA, microglía y astrocitos 

podrían tener un efecto perjudicial, por una ganancia de función tóxica y/o por una 

pérdida de efecto neuroprotector. 

 3.1.1. Microglía 

 La microglía son células mieloides residentes del 

SNC, responsables principales de la respuesta inmune 

en el parénquima cerebral (Fani Maleki y Rivest, 2019; 

Geirsdottir et al., 2019; Greenhalgh et al., 2020). 

Fueron identificadas como una nueva entidad celular 

por Pío del Río-Hortega en 1919 (Figura A.9) (Río-

Hortega, 1919a; Río-Hortega, 1919b; Río-Hortega, 

1919c; revisado en Tremblay et al., 2015). Aunque 

existen células microgliales en todo el SNC (Greenhalgh 

et al., 2020), su distribución regional es heterogénea y 

más abundante en la sustancia blanca que en la gris 

(Mittelbronn et al., 2001). Representan entre un 0.5 y 

un 16.6% del total de las células del cerebro humano 

(Mittelbronn et al., 2001). 
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 Las células microgliales se originan durante la embriogénesis, a partir de 

células progenitoras eritropoyéticas del saco vitelino que migran al SNC (Ginhoux et 

al., 2010; Fani Maleki y Rivest; 2019; Geirsdottir et al., 2019). En ratones se ha 

demostrado que, en condiciones fisiológicas, la única fuente de recambio microglial 

proviene de la autorenovación de las propias células, sin que estén implicados los 

progenitores hematopoyéticos (Ajami et al., 2007; Askew et al., 2017; Fani Maleki y 

Rivest; 2019; Geirsdottir et al., 2019). De hecho, tras la depleción microglial, las 

células remanentes repueblan rápidamente el nicho (Bruttger et al., 2015; Najafi et 

al., 2018), y adquieren una especialización funcional determinada por el ambiente 

específico del parénquima cerebral. Por tanto, la microglía es epigenética y 

transcripcionalmente diferente de otros macrófagos residentes, así como de 

monocitos derivados de la medula ósea (Holtman et al., 2017; Bennett et al., 2018; 

Van Hove et al., 2019). 

 3.1.1.1. Funciones de la microglía 

 En un cerebro sano, la microglía realiza funciones esenciales para el correcto 

desarrollo y sustento de la homeostasis cerebral (Colonna y Butovsky, 2017). Está 

involucrada en la vigilancia y mantenimiento del microambiente del SNC, y en la 

modulación de la plasticidad sináptica, participando en la poda de sinapsis 

redundantes (Rajendran y Paolicelli, 2018). Además, elimina células muertas, 

agregados proteicos, microorganismos y otras sustancias o antígenos que puedan 

dañar al SNC (Colonna y Butovsky, 2017; Li y Barres, 2018; Sankowski et al., 2019; 

Geirsdottir et al., 2019). 

 En condiciones homeostáticas, la microglía tiene forma ramificada y 

prolongaciones altamente dinámicas (Figura A.10A) que le permiten examinar 

continuamente su entorno (Fani Maleki y Rivest, 2019). Ante cualquier alteración o 

situación patológica, la microglía se activa e inicia rápidamente una respuesta 

inmune con el fin de neutralizar al agente causante del daño, aunque dicha 

activación también puede contribuir a la progresión del daño o enfermedad 

(Saresella et al. 2016; Colonna y Butovsky, 2017; Greenhalgh et al., 2020). Por tanto, 

las células microgliales pueden modular un amplio espectro de respuestas celulares 

(Colonna y Butovsky, 2017), así como realizar un “efecto llamada” para reclutar 

células del sistema inmune periférico (Patir et al., 2019; Sankowski et al., 2019). 

Tradicionalmente, se ha descrito que la microglía, tras su activación, pierde 

ramificaciones y evoluciona a una estructura ameboide (Figura A.10B) (Kettenmann 

et al., 2011). Sin embargo, la morfología microglial es muy dinámica y, aunque es 

probable que los cambios morfológicos reflejen distintos estados funcionales, todavía 

no se han establecido las bases moleculares in vivo (Greenhalgh et al., 2020). Por 

tanto, no se puede atribuir una función a la microglía en base a su morfología, a 

excepción de la actividad fagocítica, asociada a fagosomas con estructura típica 

(Beccari et al., 2018). El envejecimiento origina una respuesta hiperreactiva 

microglial (Gomez-Nicola y Perry, 2015), caracterizada por cambios morfológicos y 

moleculares y una disfunción progresiva de sus funciones (Grabert et al., 2016; 

Colonna y Butovsky, 2017; Salter y Stevens, 2017). 
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 3.1.1.2. Microglía en la EA 

 En los últimos años ha aumentado el interés de la comunidad científica sobre 

el papel de la microglía en la EA debido a que, como hemos comentado, (1) son células 

muy dinámicas, capaces de responder rápidamente al daño (Davalos et al., 2005; 

Nimmerjahn et al., 2005), (2) son esenciales para el desarrollo del circuito neuronal, 

participando en la eliminación de sinapsis mediada por el complemento (Schafer et 

al., 2012; Thion y Garel, 2018) y (3) derivan del saco vitelino embrionario, lo que 

sugiere una divergencia temprana del sistema sanguíneo y una adaptación funcional 

al entorno cerebral (Ginhoux et al., 2010; Fani Maleki y Rivest; 2019; Geirsdottir et 

al., 2019). Además, se han identificado mediante estudios GWAS numerosos 

polimorfismos en genes involucrados en la función microglial que se consideran 

factores de riesgo de la EA esporádica (Dansokho y Heneka, 2018; Gutierrez y 

Vitorica, 2018; Navarro et al., 2018; Pimenova et al., 2018). Entre ellos, destacan 

mutaciones con pérdida de función en TREM2 y en el receptor de superficie CD33, 

que dismunuyen la captación y el aclaramiento de Aβ por las células microgliales 

(Pimenova et al., 2018; Robinson et al., 2017).  

 

Figura A.10. Microglía en la enfermedad de Alzheimer. Inmunohistoquímica fluorescente para 

IBA1 (verde, población microglial total), CD68 (cian, microglía activa fagocítica), Aβ (rojo) y PHF1 (azul) 

en la corteza temporal de (A) individuo control y (B) paciente de Alzheimer. Barra de escala: (A, B) 20 

µm, (A1, B1) 10 µm. Imagen realizada durante una estancia predoctoral en el laboratorio de los doctores 

Alberto Serrano-Pozo y Bradley T. Hyman.  

 En la EA, los depósitos amiloides están rodeados por las prolongaciones 

microgliales (Malm et al., 2005; Meyer-Luehmann et al., 2008), que podrían actuar 

como barrera física protectora frente a la toxicidad de la placa, promoviendo su 

compactación, y evitando su expansión y toxicidad (Yuan et al., 2016; Hansen et al., 

2018). Es más, la fagocitosis activa de Aβ oligomérico por la microglia (Frautschy et 

al. 1992; Mandrekar et al., 2009), junto con la actividad proteolítica de las enzimas 

que secreta (Yang et al., 2011), reducen la polimerización del Aβ e impiden el 

crecimiento de la placa (Simard et al., 2006; Bolmont et al., 2008; Serrano-Pozo et 

al., 2013b). Pero, además, este proceso forma parte de la reacción inflamatoria que 

ocurre en la EA, caracterizada por la activación microglial que se inicia alrededor de 

las placas y que se expande con el avance de la patología por todo el parénquima 

cerebral (Jimenez et al., 2008, Jimenez et al., 2011). Por tanto, aunque la activación 

microglial podría ayudar a restringir la patología Aβ a edades tempranas, en los 

A B
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estadios avanzados de la enfermedad, la microglía podría perder eficacia o incluso 

volverse perjudicial, contribuyendo así a la progresión de la patología (Gutierrez y 

Vitorica, 2018).  

 Respecto a la patología neurofibrilar, algunos estudios indican que la 

microglía favorece la propagación de depósitos de Tau (Hopp et al., 2018), mientras 

que otros sugieren que es capaz de fagocitar y degradar estos depósitos (Luo et al., 

2015; Bolós et al., 2016) o, incluso, que la progresión de la patología Tau es 

independiente de la respuesta microglial (Zhu et al., 2020). Se ha descrito que la 

patología Tau puede activar a la microglía, y la consecuente producción de citoquinas 

inflamatorias (Bhaskar et al., 2010; Maphis et al., 2015). Además, ciertas formas 

solubles de Tau fosforilado parecen mediar la degeneración microglial (Streit et al., 

2009; Sanchez-Mejias et al., 2016).  

 La microglía en respuesta a los daños típicos de la EA, puede manifestar 

diferentes estados funcionales, caracterizados por distinta morfología, tasa de 

proliferación, actividad fagocítica, capacidad de presentación de antígenos y 

liberación de factores proinflamatorios (Bachiller et al., 2018). Se han descrito 

diversos fenotipos microgliales asociados al estado de salud, envejecimiento y 

patologías del SNC (Stratoulias et al., 2019; Li et al., 2019a; Patir et al., 2019; 

Böttcher et al., 2019; Geirsdottir et al., 2019). Además, los diferentes fenotipos 

microgliales, determinados por factores intrínsecos y extrínsecos (Sala Frigerio et 

al., 2019), pueden reprogramarse en nuevos microambientes (Holtman et al., 2017; 

Bennett et al., 2018; Van Hove et al., 2019) y tener funciones neurotóxicas o 

neuroprotectoras (Fani Maleki y Rivest, 2019). Por tanto, la función microglial 

depende muy probablemente del contexto patológico en que se encuentre (Colonna y 

Butovsky, 2017). Además, es posible que las diversas funciones microgliales se 

realicen por subpoblaciones microgliales especializadas (Sankowski et al., 2019). 

 En los últimos años, se ha identificado a nivel transcripcional el perfil 

genético microglial en el envejecimiento (Mrdjen et al., 2018; Olah et al., 2018) y en 

distintos procesos neurodegenerativos, como en modelos amiloidogénicos de EA 

(Srinivasan et al., 2016; Keren-Shaul et al., 2017; Krasemann et al., 2017; Mrdjen et 

al. 2018; Mathys et al., 2017), modelos con taupatías (Friedman et al., 2018; Leyns y 

Holtzman, 2017), esclerosis lateral amiotrófica (Spiller et al., 2018) y esclerosis 

múltiple (Krasemann et al. 2017). En general, estos estudios concluyen que la 

activación microglial que se produce tras diversos daños y/o patologías conlleva la 

disminución de la expresión de genes homeostáticos (CX3CR1, P2RY12, P2RY13, 

TMEM119, y CD33) y la activación del programa genético DAM (del inglés, disease-

associated microglia) (Keren- Shaul et al., 2017), caracterizado por la inducción de 

genes como CSF1, CLEC7A e IGF-I, así como de otros asociados con el riesgo de 

desarrollar EA (TREM2, APOE, TYROPB) (Lambert et al., 2013), o relacionados con 

rutas implicadas en fagocitosis/degradación lisosomal, respuesta inmune y 

endocitosis (Brown y George-Hyslop, 2017).  

Más recientemente, nuevas aproximaciones metodológicas han permitido 

caracterizar el perfil genético de la microglía humana en la EA (Mathys et al., 2019; 

Srinivasan et al., 2020; Zhou et al., 2020; Nguyen et al., 2020). Estos estudios 
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también definen una firma microglial alterada en la patología, aunque con 

importantes diferencias con respecto a la microglía DAM descrita en los modelos 

animales de EA y en humanos con otras enfermedades neurológicas. Estos 

resultados ponen de manifiesto las importantes limitaciones derivadas del uso de 

modelos animales, que manifiestan una exacerbada activación microglial (Jimenez 

et al., 2008; Jimenez et al., 2011; Keren-Shaul et al., 2017) y no reproducen de forma 

adecuada la patología de Alzheimer. En este sentido, se ha descrito que, en cerebros 

de personas con EA, existen células de “microglía senescente” caracterizadas por una 

morfología distrófica, la pérdida o fragmentación de sus prolongaciones (citorrexis) y 

la incapacidad de realizar correctamente sus funciones (Streit y Xue, 2009; Streit WJ 

et al., 2009; Smith y Dragunow, 2014). Apoyan esta idea distintos artículos que 

postulan que la función y supervivencia microglial parecen estar comprometidas en 

pacientes de EA (Konno et al. 2014; Tada et al. 2016; Smith y Dragunow, 2014), a 

diferencia de lo que ocurre en modelos murinos de la patología. De hecho, en nuestro 

laboratorio se ha identificado en el hipocampo de pacientes de Alzheimer un proceso 

de degeneración microglial, mediado por la acumulación de formas tóxicas de Tau 

fosforilado (Sánchez-Mejías et al., 2016). Esta respuesta microglial es distinta del 

fenotipo hiperreactivo citotóxico mediado por Aβ y por otras formas de Tau, y podría 

estar asociada con el desarrollo de la EA (Navarro et al., 2018; Gutierrez y Vitorica, 

2018; Sánchez-Mejías et al., 2016; Hansen et al., 2018; Romero-Molina et al, 2018). 

Por tanto, puede que no haya microglía “buena” o “mala”, sino simplemente funciones 

microgliales disfuncionales como consecuencia de la patología (Brown y George-

Hyslop, 2017).  

 Aunque los métodos transcriptómicos resultan esenciales para caracterizar el 

perfil funcional de la microglía (Grubman et al., 2019; Li et al., 2019a; Patir et al., 

2019; Sankowski et al., 2019), las pruebas realizadas “in vivo” son escasas y no 

concluyentes. Este hecho, sumado a las importantes diferencias observadas con 

modelos animales (Friedman et al., 2018; Geirsdottir et al., 2019; Navarro et al., 

2018; Sanchez-Mejias et al., 2016), hace que sigan existiendo múltiples cuestiones 

acerca de la heterogeneidad funcional y regional de la microglía en el cerebro 

humano, tanto en condiciones fisiológicas como en la EA (Sankowski et al., 2019).  

En definitiva, la implicación de la microglía en el desarrollo de la patología de 

Alzheimer parece ser dual y bastante compleja (Zhang y Jiang, 2015). La existencia 

de múltiples estados de activación microglial podría explicar los diversos papeles de 

la microglía en el desarrollo y progresión de la patología del Alzheimer (Hansen et 

al., 2018). En cualquier caso, la microglía parece contribuir a la patología en la EA 

avanzada, ya sea desempeñando un papel neurotóxico, o como consecuencia de una 

insuficiente capacidad protectora (Gutierrez y Vitorica, 2018; Navarro et al., 2018).  

 3.1.2. Astrocitos  

 Los astrocitos constituyen entre el 19 - 40% de las células gliales del SNC 

humano (von Bartheld et al., 2016), donde son mediadores importantes de la 

respuesta neuroinflamatoria. Fueron descritos por primera vez por Michael von 

Lenhossék, quien acuñó esta nomenclatura en base a su forma estrellada (van 
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Lenhossék, 1895). Al igual que las neuronas y los oligodendrocitos, los astrocitos 

derivan del neuroectodermo (Zhang y Jiang, 2015). Aunque morfológicamente son 

muy heterogéneos, se caracterizan por presentar una estructura estrellada con 

múltiples prolongaciones que conectan con vasos sanguíneos, neuronas, 

oligodendrocitos, microglía y otros astrocitos (Sofroniew y Vinters, 2010; Vasile et 

al., 2017; Farhy-Tselnicker y Allen, 2018).  

 Tradicionalmente se clasifican en astrocitos protoplasmáticos, característicos 

de la sustancia gris y con ramificaciones finas y abundantes, y astrocitos fibrosos, 

típicos de la sustancia blanca y con procesos más alargados (Zhang y Jiang, 2015; 

Cai et al., 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). En los últimos años diversos 

estudios transcriptómicos han permitido identificar dos fenotipos diferentes de 

astrocitos reactivos en función del estímulo que lo genere. La neuroinflamación 

genera un fenotipo neurotóxico, proinflamatorio y destructor de sinapsis dependiente 

de microglía (Zamanian et al., 2012), que se ha caracterizado en el SNC de pacientes 

con diversas enfermedades neurodegenerativas, incluida la EA (Liddelow et al., 

2017). Por el contrario, los astrocitos inducidos por isquemia son independientes de 

microglía, y expresan altos niveles de factores neurotróficos promotores de la 

supervivencia y el crecimiento neuronal, y trombospondinas, que favorecen la 

reparación de sinapsis (Zamanian et al., 2012; Liddelow et al., 2017). Sin embargo, 

esta clasificación es probablemente una simplificación de la realidad, ya que la 

heterogeneidad morfológica, funcional y molecular de los astrocitos es mucho más 

compleja (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018), como se ha descrito recientemente 

tanto en modelos animales (John Lin et al., 2017; Batiuk et al., 2020) como en 

humanos (Vasile et al., 2017; Grubman et al., 2019; Zhou et al., 2020). 

 3.1.2.1. Funciones de los astrocitos 

 Los astrocitos desarrollan múltiples funciones indispensables para el correcto 

mantenimiento de la homeostasis del SNC (Vasile et al., 2017; Liddelow y Barres, 

2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Por un lado, proporcionan soporte 

metabólico y estructural a las neuronas (Liu et al., 2017a; Li et al., 2019b) liberando 

sustancias antioxidantes (Chen et al., 2020b), factores tróficos (VEGF, GDNF, 

bFGF), neurotransmisores (ATP, glutamato, GABA) y neuromoduladores (D-serina, 

ácido quinurénico) (Minter et al., 2016; Rodríguez-Arellano et al., 2016). Además, 

mantienen el pH y el equilibrio hidro-salino del parénquima cerebral (Covelo y 

Areque, 2016; Rodríguez-Arellano et al., 2016; Zulfiqar et al., 2019).  

 Los astrocitos también ejercen un rol esencial en la formación, maduración, 

función y eliminación de las sinapsis (Chung et al., 2015; Vasile et al., 2017). De 

hecho, en el neurodesarrollo, a pesar de que la neurogénesis precede a la 

astrogénesis, las sinapsis comienzan a formarse cuando aparecen los astrocitos 

(Farhy-Tselnicker y Allen, 2018). En las sinapsis tripartitas, la comunicación entre 

astrocitos y neuronas tiene gran importancia funcional. Además, un solo astrocito 

puede contactar con cientos o incluso miles de sinapsis (Yamazaki y Kanekiyo, 2017; 

Allen y Eroglu, 2017), coordinando a la vez múltiples redes neuronales (Perez-Nievas 

y Serrano-Pozo, 2018). También participan en la eliminación de sinapsis, ya sea de 
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forma directa o indirecta (en este caso mediando, a través del complemento, la poda 

o pruning de sinapsis y axones innecesarios por parte de la microglía) (Chung et al., 

2015). Por todo ello, participan en mecanismos de plasticidad sináptica (Vasile et al., 

2017), entre los que se incluyen los procesos de aprendizaje y memoria (Chung et al., 

2015). Además, como las neuronas regulan el transcriptoma de los astrocitos (Hasel 

et al., 2017), la función cerebral depende de manera general de la actividad 

coordinada de las redes astrocitos-neuronas (Covelo y Araque, 2018). 

 Los pies astrocitarios, junto con las células del endotelio capilar y los pericitos 

vasculares, rodean la membrana basal de los vasos sanguíneos cerebrales, 

participando en la formación, integridad y mantenimiento de la BHE (Broux et al., 

2015; Li et al., 2019b). En este sentido, los astrocitos proporcionan soporte 

bioquímico a las células endoteliales (Liu et al., 2014), regulan el paso selectivo de 

sustancias al SNC (Ota et al., 2013) y contribuyen activamente a la captación de 

glucosa sanguínea para dar soporte energético a las neuronas a través del lactato 

(Zulfiqar et al., 2019). También participan, junto con los pericitos, en la coordinación 

del flujo sanguíneo con la actividad neuronal (Mishra et al., 2016). Los astrocitos, 

además, controlan el flujo de agua entre el cerebro y la circulación sanguínea a través 

de canales acuosos, conocidos como acuaporinas (AQP), principalmente AQP-4 y 

también AQP-1 (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). La AQP-4 participa en el 

“drenaje glinfático”, responsable del aclaramiento paravascular de metabolitos y 

solutos tóxicos (Iliff y Nedergaard, 2013).   

 Además, los astrocitos desempeñan un papel fundamental en la homeostasis 

energética en el SNC. Actualmente, la hipótesis de la lanzadera de lactato astrocito-

neurona es el modelo más aceptado sobre el metabolismo cerebral de la glucosa. Esta 

hipótesis postula que la glucosa captada por los astrocitos se almacena en forma de 

glucógeno o se metaboliza a piruvato mediante la glucólisis. El piruvato, a su vez, se 

reduce a lactato y se transporta a las neuronas a través de los transportadores de 

ácidos monocarboxílicos. En las neuronas, el lactato vuelve a convertirse en piruvato 

y se emplea en el ciclo de Krebs para producir energía (Deitmer et al., 2019). A pesar 

de que existen múltiples evidencias sobre el uso del lactato astrocitario como soporte 

neuronal, esta hipótesis está sometida a debate (Yellen, 2018; Dienel, 2019), ya que 

probablemente corresponda a una de las múltiples vías para cubrir los 

requerimientos energéticos del SNC (Eraso-Pichot et al., 2018; Deitmer et al., 2019). 

De hecho, aproximadamente el 20% de la energía total cerebral procede en 

condiciones fisiológicas de la β-oxidación (Ebert et al., 2003), que en el SNC está 

mediada principalmente por los astrocitos (Eraso-Pichot et al., 2018). Por tanto, los 

astrocitos son esenciales para mantener la homeostasis lipídica cerebral (Farmer et 

al., 2019; Konttinen et al., 2019). Aunque las rutas de degradación de ácidos grasos 

y aminoácidos, y el metabolismo mitocondrial no están totalmente caracterizados en 

los astrocitos (McAvoy y Kawamata, 2019), parecen ser esenciales para el soporte 

neuronal (Bélanger y Magistretti, 2009; Bélanger et al., 2011; Liu et al., 2017a; 

Valori et al., 2019; Konttinen et al., 2019). 

 Los astrocitos también son indispensables en la respuesta inmune del SNC, 

ya que eliminan residuos y toxinas del LCR, liberan factores quimiotácticos, aclaran 
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restos celulares y participan en la reparación y cicatrización del SNC tras daños 

traumáticos (Liu et al., 2014; Colombo y Farina, 2016; Liddelow y Barres, 2017). 

Ante cualquier insulto en el SNC, se produce una activación de los astrocitos, 

conocida como astrogliosis, caracterizada por diversos cambios moleculares, 

morfológicos y funcionales (Liddelow y Barres, 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 

2018). Entre ellos, destaca el aumento de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP; del 

inglés, glial fibrillary acidic protein) y de vimentina (VIM), que participan en el 

acortamiento y engrosamiento de las prolongaciones astrocitarias y en el aumento 

del tamaño del soma (Wilhelmsson et al., 2004; Liddelow y Barres, 2017). Además, 

los astrocitos activos intervienen en la respuesta inflamatoria liberando factores 

neurotróficos, inflamatorios y citotoxinas (Li et al., 2019b) que pueden ejercer un 

efecto tanto beneficioso como perjudicial en las células de su entorno (Liddelow et 

al., 2017; Dossi et al., 2018; Li et al., 2019b). En este sentido, se ha postulado que la 

alteración de las funciones fisiológicas de los astrocitos podría desencadenar o 

empeorar la disfunción neuronal que se produce en distintos procesos 

neurodegenerativos (Zhang y Jiang, 2015; Dossi et al., 2018). 

 3.1.2.2. Astrocitos en la EA 

 En los cerebros de pacientes de EA se produce una reactividad astrocitaria 

generalizada (Verkhratsky et al., 2010; Fu y Jhamandas, 2014) o “astrogliosis”, que 

se manifiesta en los primeros estadios de la enfermedad y progresa 

significativamente con la patología amiloidea y neurofibrilar (Verkhratsky et al., 

2010; Heneka et al., 2015; Rodríguez-Arellano et al., 2016; Garwood et al., 2017).  

 La activación astroglial se manifiesta alrededor de las placas amiloides y se 

desencadena por distintas formas de Aβ (Zhang et al., 2010; Carrero et al., 2012; 

Medeiros y LaFerla, 2013; Zhang y Jiang, 2015; Habib et al., 2020). Se ha propuesto 

que, en fases iniciales de la enfermedad, los astrocitos reactivos podrían actuar como 

una barrera física alrededor de las placas limitando su crecimiento y protegiendo a 

las neuronas cercanas de las especies oligoméricas tóxicas de Aβ (Perez-Nievas y 

Serrano-Pozo, 2018). También intervienen en procesos de captación, aclaramiento y 

degradación de Aβ (Verkhratsky et al., 2010; Zhang y Jiang, 2015) ya que expresan 

enzimas degradadoras de Aβ, como ECE2, IDE, NEP y las metaloproteinasas MMP-

2, -3, -6 y -9 (Verkhratsky et al., 2010; Zhang y Jiang, 2015; Ries y Sastre, 2016; 

Acosta et al., 2017). Sin embargo, con la progresión de la EA, se produce una 

alteración en los mecanismos de aclaramiento de Aβ, probablemente debido a una 

disfunción de los astrocitos (Farris et al., 2007; Tarasoff-Conway et al., 2015), lo que 

empeora la patología (Li et al., 2019b). Además, en la EA los astrocitos reactivos 

presentan predominantemente un fenotipo dependiente de microglía, neurotóxico y 

proinflamatorio (Liddelow et al., 2017), secretando, junto con la microglia activa, 

citoquinas inflamatorias, como TNFα, IL1β, IL6, IL8, IL10, TFGβ, IFNγ e IFNβ 

(Morales et al., 2014; Zhang y Jiang, 2015) y especies reactivas de oxígeno (Li et al., 

2019b), que podrían inducir la producción de Aβ en los propios astrocitos 

(Verkhratsky et al., 2010; Zhang y Jiang, 2015; ; Acosta et al., 2017; Perez-Nievas y 

Serrano-Pozo, 2018; Li et al., 2019b). 
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 La atrofia y/o disfunción astrocitaria en fases avanzadas de la EA implica la 

reducción del soporte homeostático astroglial y una regulación anormal de calcio y 

glutamato (Li et al., 2019b), lo que tiene graves consecuencias en la supervivencia 

neuronal y en el mantenimiento de las sinapsis (Verkhratsky et al., 2010; Rodríguez-

Arellano et al., 2016; Verkhratsky et al., 2016; Acosta et al., 2017; Perez-Nievas y 

Serrano-Pozo, 2018). Por otro lado, el cambio morfológico asociado a la activación 

astroglial afecta a los pies de los astrocitos, pudiendo alterar la unidad neurovascular 

(Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018) y la integridad de la BHE (Liu et al., 2014), 

provocando las alteraciones cerebrovasculares típicas de la EA (Verkhratsky et al., 

2010; Avila-Muñoz y Arias, 2014; Verkhratsky et al., 2016; Acosta et al., 2017). Como 

consecuencia, aumenta la deposición de Aβ y disminuye su aclaramiento a través de 

la BHE, contribuyendo a la CAA (Ries y Sastre, 2016; Cai et al., 2017; Hubbard et 

al., 2018), que agrava la patología vascular de los enfermos de Alzheimer 

(Verkhratsky et al., 2016).    

 

Figura A.11. Papel de los astrocitos en la EA. En condiciones fisiológicas, los astrocitos 

proporcionan soporte metabólico y estructural a las neuronas, manteniendo la homeostasis cerebral. 

Proporcionan lactato como fuente de energía, regulan las sinapsis, forman parte de la unidad 

neurovascular, captan el exceso de glutamato extracelular y participan en el aclaramiento de Aβ. Sin 

embargo, conforme la EA progresa, podrían producirse, a través de una cascada de eventos patológicos, 

alteraciones metabólicas en los astrocitos, como una reducción del metabolismo de glucosa, que 

conducen a una situación de estrés oxidativo y astrogliosis. Los astrocitos reactivos producen citoquinas 

proinflamatorias, que, junto a la microglía, participan en la respuesta neuroinflamatoria típica de la 

EA. Además, se produce una disminución en las funciones protectoras y homeostáticas de los astrocitos, 

así como una alteración de la integridad de la BHE y el flujo cerebral. Disminuye la producción 

astrocítica de antioxidantes, como el glutatión (GSH), contribuyendo al estrés oxidativo. También se 

afecta la recaptación de glutamato y el aclaramiento de Aβ, que se produce de forma paralela a un 

aumento en la producción de este péptido por parte de los astrocitos. Todo esto contribuye a un aumento 

en la patología amiloide, tanto en el parénquima como en la vasculatura (CAA), y disfunción sináptica, 

contribuyendo a la demencia. Imagen creada con BioRender.com. 
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 Recientemente, se ha postulado que la progresión de la EA se relaciona con 

deficiencias metabólicas en el SNC (Verkhratsky et al., 2016; Gordon et al., 2018; Le 

Douce et al., 2020), en las que probablemente desempeñen un papel fundamental los 

astrocitos activos (Zulfiqar et al., 2019; Le Douce et al., 2020). De hecho, se ha 

observado que el Aβ afecta al metabolismo de los astrocitos (Rodríguez-Arellano et 

al., 2016) y a través de ellos a las funciones cognitivas (Le Douce et al., 2020). 

Además, la disfunción metabólica también puede contribuir a la generación de Aβ 

por parte de los propios astrocitos (Zulfiqar et al., 2019). 

 En definitiva, aunque sigue habiendo controversia sobre el rol (neurotóxico o 

neuroprotector) de los astrocitos en la EA, parece que, en los inicios de la patología, 

los astrocitos poseen un papel neuroprotector. Sin embargo, con la progresión de la 

enfermedad, puede producirse una pérdida de sus funciones normales y/o a una 

ganancia de función tóxica, adquiriendo una función perjudicial (Figura A.11) 

(Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Zulfiqar et al., 2019). Por tanto, el término 

“reactivo” resulta insuficiente para definir el estado y función de los astrocitos en la 

EA. Así pues, y de forma similar a la microglía, se ha propuesto que los astrocitos 

podrían adoptar gran variedad de fenotipos funcionales dependiendo del contexto 

patológico en el que se encuentren (Liddelow y Barres, 2017). 

3.2. Otros componentes celulares del sistema inmune residentes en el 

SNC  

 En condiciones fisiológicas, alrededor del 20% de las células inmunes del 

cerebro no son microglía. La mitad de estas células se describen como macrófagos 

asociados al SNC (Goldmann et al., 2016; Greenhalgh et al., 2020) y el resto son 

monocitos, células derivadas de monocitos (CDM), células dendríticas (CD), 

neutrófilos, mastocitos, células linfoides innatas y linfocitos. Las células inmunes 

cerebrales difieren en cantidad y expresión de marcadores de las que circulan en la 

sangre, de las que probablemente derivan (Korin et al., 2017; Mrdjen et al., 2018; 

Greenhalgh et al., 2020). 

 En condiciones fisiológicas, la entrada de células inmunes al parénquima 

cerebral está restringida por estructuras celulares especializadas, como la BHE y la 

barrera sangre-LCR (Ludewig et al., 2016; Engelhardt et al., 2017). Sin embargo, en 

situaciones patológicas, las células inmunes pueden atravesar barreras intactas o 

comprometidas y entrar al cerebro (Engelhardt et al., 2017; Greenhalgh et al., 2020). 

Además, un rasgo general del envejecimiento, que se acelera en la EA, es un aumento 

en la permeabilidad de la BHE, lo que implica una mayor entrada de antígenos al 

SNC y respuestas inmunes sistémicas y locales (Ludewig et al., 2016). Los astrocitos 

y la microglía, en respuesta a citoquinas proinflamatorias del SNC, producen 

quimioquinas mediadoras de la migración de leucocitos inflamatorios desde la 

periferia hacia el parénquima cerebral (Ubogu et al. 2006; Kim et al., 2014; Fani 

Maleki y Rivest, 2019; Kierdorf et al., 2019; Robichon et al., 2020). De hecho, en el 

cerebro de pacientes de EA, así como en modelos murinos de esta patología, se han 

identificado diferentes poblaciones de leucocitos, como monocitos, linfocitos y 

neutrófilos (Zenaro et al., 2015).  
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 Las células y moléculas del sistema inmune se estratifican en dos grandes 

grupos en función de su tiempo de respuesta, su especificidad de reconocimiento, la 

existencia de recombinación genética, los tipos de receptores que expresan, o incluso 

la aparición o no de memoria, entre otras propiedades. En este sentido podemos 

clasificar la respuesta inmune en innata o adaptativa (Monserrat-Sanz et al., 

2017a). 

 3.2.1. Respuesta inmune innata  

 La inmunidad innata es estereotipada (independiente de la naturaleza del 

agresor) e inespecífica (no se basa en el reconocimiento de patrones moleculares). Su 

objetivo es desencadenar una rápida respuesta destinada a la eliminación del 

agresor, a la vez que facilitar el reconocimiento necesario para inducir una respuesta 

específica (Pérez, 2019). 

 Las respuestas inmunes innatas representan la primera línea de defensa del 

organismo ante un patógeno, e incluyen las barreras físicas y químicas junto con los 

componentes celulares y moleculares del sistema inmune (Monserrat-Sanz et al., 

2017a). Este tipo de respuesta carece de memoria inmunológica por lo que para 

activarse no necesita la exposición previa al patógeno. Los mecanismos innatos 

pueden ser de dos tipos; humoral, formado por el sistema del complemento, 

proteínas de fase aguda y ciertos mediadores inflamatorios, y celular, formado por 

monocitos, CDM, CD, granulocitos (neutrófilos, eosinófilos, basófilos y mastocitos), y 

células citotóxicas naturales o natural killer (Monserrat-Sanz et al., 2017a; Pérez, 

2019). Todas estas células expresan receptores de inmunoglubulinas, citoquinas, 

complemento y mediadores lipídicos, además de ligandos para moléculas de 

adherencia que les capacitan para migrar al foco inflamatorio (Pérez, 2019). 

 Para que la respuesta inmune innata se produzca es necesario el 

reconocimiento del patógeno por parte de las células implicadas. Para ello, dichas 

células poseen una serie de receptores, denominados PRRs (del inglés, Pattern 

recognition receptors), que reconocen estructuras altamente conservadas expresadas 

por la mayoría de patógenos, denominadas PAMPs (del inglés, pathogen-associated 

molecular patterns), así como moléculas endógenas liberadas por las propias células 

dañadas, englobadas bajo el término de DAMPs (del inglés, damage associated 

molecular patterns) (Takeuchi y Akira, 2010; Zhu et al., 2019). Una vez que los 

PAMPs o DAMPs son reconocidos por los receptores PRRs, se activan los mecanismos 

necesarios para desencadenar la respuesta inmume. En función del tipo de PRR 

activado, se puede inducir la autofagia (Zhu et al., 2019) y/o producirse una 

regulación positiva de factores de transcripción involucrados en la respuesta inmune, 

como citoquinas proinflamatorias, interferones tipo I o quimioquinas (Takeuchi y 

Akira, 2010). 

 Las CDM, CD y neutrófilos tienen capacidad de fagocitar los agentes extraños 

potencialmente patógenos (Chong et al.,2018). Además, los fagocitos pueden secretar 

mediadores inflamatorios y actuar como células presentadoras de antígeno a los 

linfocitos para inducir la respuesta inmune específica (Monserrat-Sanz et al., 2017a; 

Pérez, 2019).  
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 3.2.1.1. Macrófagos asociados al SNC o macrófagos asociados a 

 barrera  

 En condiciones fisiológicas, el SNC alberga una población heterogénea de 

células mieloides residentes, que incluyen, además de a la microglía del parénquima, 

a los macrófagos asociados al SNC o macrófagos asociados a barrera (Jordão et al., 

2019). A diferencia de la microglía, estos macrófagos no se encuentran dentro del 

parénquima del SNC, sino en la interfase. Las poblaciones de macrófagos asociados 

al SNC más estudiadas son los macrófagos perivasculares, los macrófagos 

leptomeníngeos y los macrófagos del plexo coroideo. Además de los macrófagos 

leptomeníngeos, las meninges también contienen una población de macrófagos 

durales. En los plexos coroideos los macrófagos incluyen dos subconjuntos, los 

localizados en el estroma y las células de Kolmer, que se encuentran en el epitelio 

coroideo (Goldmann et al., 2016; Mrdjen et al., 2018; Van Hove et al., 2019; Kierdorf 

et al., 2019). 

 Al igual que la microglía, los macrófagos asociados al SNC tienen un origen 

embrionario. Varios estudios sugieren que los progenitores embrionarios del saco 

vitelino llegan a la interfaz del SNC cuando las primeras estructuras comienzan a 

desarrollarse, poco después de la colonización del SNC por las células que darán 

lugar a la microglía (Goldmann et al., 2016; Kierdorf et al., 2019). Se ha demostrado 

en ratones adultos sanos que los macrófagos perivasculares, leptomeníngeos y las 

células del epiplexo de Kolmer se mantienen mediante autorrenovación, y la 

reposición proveniente de progenitores derivados de células madre hematopoyéticas 

es insignificante (Hashimoto et al., 2013; Goldmann et al., 2016). Sin embargo, los 

macrófagos durales y del plexo coroideo estromales, si pueden ser reemplazados por 

progenitores derivados de células madre hematopoyéticas circulantes, mediante el 

reclutamiento dependiente de CCR2 de monocitos sanguíneos circulantes 

(Goldmann et al., 2016; Van Hove et al., 2019). 

 Los macrófagos asociados al SNC poseen marcadores generales comunes a la 

microglía (Kierdorf et al., 2019), lo que dificulta su estudio diferencial. A diferencia 

de la microglia, expresan Mrc1 (del inglés, mannose receptor C-type 1), el receptor 

tipo scavenger CD163, el receptor CD36, Lyve1 (del inglés, lymphatic vessel 

endothelial hyaluronan receptor 1), Pf4 (del inglés, platelet factor 4), Cbr2 (del inglés, 

carbonyl reductase 2), Ms4a7 (del inglés, membrane spanning 4-domains A7) y Stab1 

(del inglés, stabilin 1) (Zeisel et al., 2015; Faraco et al., 2017; Mrdjen et al., 2018; 

Jordão et al., 2019; Kierdorf et al., 2019). Sin embargo, en respuesta a la 

neuroinflamación, los macrófagos asociados al SNC regulan negativamente la 

mayoría de los genes descritos anteriormente, a excepción de Ms4a7, que se 

mantiene estable y es expresado exclusivamente en estas células (Jordão et al., 

2019).   

 A pesar de que los macrófagos asociados al SNC comparten la mayoría de los 

marcadores fenotípicos (Kierdorf et al., 2019; Jordão et al., 2019), se pueden 

diferenciar por su posición anatómica y su morfología. Los macrófagos perivasculares 

y leptomeníngeos son células alargadas con una morfología relativamente simple, en 
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comparación con la microglía altamente ramificada en el parénquima (Zeisel et al., 

2015; Goldmann et al., 2016). Los macrófagos durales muestran una estructura 

bipolar, aunque también puede ser dendriforme y los del plexo coroideo tienen una 

forma estrellada en el estroma y ameboide en el epitelio (Goldmann et al., 2016; 

Kierdorf et al., 2019).      

 3.2.1.1.1. Funciones de los macrófagos asociados al SNC 

 Los macrófagos asociados al SNC son importantes puntos de control en la 

entrada al SNC (Kierdorf et al., 2019), y en el mantenimiento de la homeostasis 

cerebral (Chong et al., 2018). 

 Estas células son capaces de eliminar antígenos, metabolitos y otras 

moléculas potencialmente peligrosas evitando su entrada en el SNC (Da Mesquita 

et al., 2018), función mediada, al menos en parte, por MRC1 (del inglés, mannose 

receptor C-type 1), y por el scavenger receptor CD163 (Kierdorf et al., 2019).  

 También se ha propuesto que los macrófagos asociados al SNC modulan la 

entrada de células inmunes en el cerebro (Chong et al., 2018) interaccionando 

estrechamente con células circundantes (astrocitos, células endoteliales, células 

musculares lisas vasculares, pericitos, etc.). De hecho, los factores producidos por 

estos macrófagos son capaces de iniciar una respuesta inflamatoria en la vasculatura 

del SNC (Kierdorf et al., 2019). Además, los macrófagos perivasculares intervienen 

en el control de la permeabilidad de la BHE (Serrats et al., 2010; He et al., 2016) y 

la angiogénesis (Fantin et al., 2010). 

 Por otra parte, los macrófagos asociados al SNC parecen participar en la 

regulación de la homeostasis metabólica cerebral. En este sentido, se ha propuesto 

que los macrófagos perivasculares regulan los niveles de glucosa cerebral mediante 

la liberación del factor de crecimiento endotelial (VEGF), que aumenta la expresión 

del transportador de glucosa 1 (GLUT1) en las células endoteliales (Jais et al., 2016). 

También intervienen en el transporte de lípidos circulantes y en el control de los 

niveles de hierro en el SNC (Zeisel et al., 2015; Kierdorf et al., 2019). 

 3.2.1.1.2. Macrófagos asociados al SNC en la EA  

 Los macrófagos asociados al SNC parecen participar en enfermedades 

neuroinflamatorias y neurodegenerativas como la EA (Prinz et al., 2017, Figura 

A.12), controlando el intercambio de diversas moléculas entre el torrente sanguíneo 

y el SNC (Kierdorf et al., 2019). Además, podrían modular la entrada y el fenotipo 

de células inmunes, e intervenir en varios procesos inmunopatológicos, como la 

presentación de antígenos a los linfocitos circulantes (Brendecke y Prinz, 2015; 

Jordão et al., 2019).  

 Estudios en modelos animales proponen que los macrófagos asociados al SNC 

podrían mejorar la CAA típica de los pacientes de EA, facilitando la eliminación del 

β-amiloide insoluble (Hawkes y McLaurin, 2009; Da Mesquita et al., 2018). Sin 

embargo, no se ha descrito ni activación ni alteración en el número de los macrófagos 

perivasculares en el cerebro de pacientes con EA en comparación con controles sanos 
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(Kierdorf et al., 2019). Por tanto, aunque estas células podrían serbeneficiosas en 

estadios iniciales de la EA, posteriormente podrían volverse disfuncionales, e incluso 

actuar como una fuente de moléculas potencialmente dañinas, empeorando la 

patología (Park et al., 2017). Por ello, los depósitos de amiloide vascular podrían ser 

consecuencia, al menos en parte, de un aclaramiento deficiente en los espacios 

perivasculares (Thériault et al., 2015). 

Figura A.12. Macrófagos asociados al SNC en condiciones homeostáticas y en la EA. (A) En 

homeostasis, los macrófagos perivasculares participan en la vigilancia inmunológica, regulan la 

permeabilidad de la BHE y controlan la entrada de células, moléculas y metabolitos al SNC. (B) En la 

EA, los macrófagos perivasculares tienden a acumularse en la vasculatura próxima a los depósitos de 

Aβ, y parecen contribuir a su aclaramiento en estadios iniciales. Sin embargo, con la progresión de la 

EA estas células podrían volverse disfuncionales y empeorar la patología, permitiendo la entrada de 

células inmunes periféricas, y/o liberando citoquinas proinflamatorias. Imagen tomada de Kierdorf et 

al., 2019. 

 3.2.1.2. Monocitos y células derivadas de monocitos (CDM)  

 Los monocitos y células derivadas de monocitos (CDM) pertenecen al sistema 

fagocítico mononuclear. Se localizan en la circulación sanguínea o infiltrados en 

tejidos periféricos, y actúan iniciando la respuesta inflamatoria y/o eliminando 

directamente los patógenos. Expresan numerosos receptores en su superficie, que, 

tras su activación, inducen la producción de grandes cantidades de especies reactivas 

de oxígeno, prostaglandinas y citoquinas proinflamatorias (Monserrat-Sanz et al., 

2017a). 

 Los monocitos se originan en la médula ósea a partir de las células madre 

hematopoyéticas pluripotenciales (Collin y Bigley, 2016; Fani Maleki y Rivest, 2019) 

y, tras su diferenciación, se liberan al torrente circulatorio, donde permanecen un 

tiempo que oscila entre pocas horas a tres días máximo (Male et al., 2014). Estos 

monocitos pueden ser reclutados a los tejidos y originar CDM, como macrófagos e, 

incluso, células dendríticas (Ginhoux y Jung, 2014). Actualmente no existen métodos 

analíticos para diferenciar macrófagos de células dendríticas derivadas de 

monocitos, por lo que ambos tipos celulares, a pesar de que pueden tener propiedades 

funcionales diferentes, se consideran células derivadas de monocitos (Guilliams et 

al., 2014). 
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 La población de monocitos es muy heterogénea. En humanos se clasifican en 

función de la expresión de CD14 y CD16 en: monocitos clásicos o inflamatorios 

(CD14++CD16-), intermedios (CD14++C16+), y no clásicos o circulantes 

(CD14+CD16++) (Ferrer et al., 2014; Thomas et al., 2017; van Uden et al., 2019). De 

forma similar, en ratones, se distinguen dos poblaciones en función de los niveles de 

expresión de receptores de quimioquinas y de Ly6c: monocitos clásicos o 

proinflamatorios (CX3CR1lowCCR2+Ly6C hi), y no clásicos o “patrolling” 

(CX3CR1highCCR2-Ly6C low) (Chong et al., 2018; Teh et al., 2019). 

 3.2.1.2.1. Funciones de los monocitos y CDM  

 Los monocitos clásicos pueden infiltrarse en los tejidos, producir citoquinas 

proinflamatorias y diferenciarse en macrófagos inflamatorios (van Uden et al., 2019; 

Fani Maleki y Rivest, 2019). Estos monocitos realizan su función efectora 

predominantemente durante la inflamación (Chong et al., 2018), expresan varios 

PRR y tienen un papel fundamental en la fagocitosis (van Uden et al., 2019). Los 

monocitos clásicos también expresan CCR2, esencial en la migración de monocitos 

hacia los tejidos (Kim y Cho, 2016). 

 Los monocitos intermedios también producen citoquinas proinflamatorias y 

especies reactivas de oxígeno (Rana et al., 2018; van Uden et al., 2019) y pueden 

presentar antígenos e inducir la activación de linfocitos T (Wong et al., 2011; Rana 

et al., 2018).   

 Finalmente, los monocitos no clásicos custodian el lumen de los vasos 

sanguíneos, examinando el endotelio en busca de señales de peligro y promoviendo 

la reparación de tejidos (Wong et al., 2012; van Uden et al., 2019), por lo que poseen 

un importante papel homeostático (Chong et al., 2018). Además, participan en el 

reclutamiento y la activación de neutrófilos (Carlin et al., 2013; Finsterbusch et al., 

2016), y son capaces de diferenciarse a macrófagos residentes en condiciones 

fisiológicas, o a macrófagos antiinflamatorios durante la inflamación, para contribuir 

a la reparación de los tejidos dañados (van Uden et al., 2019). 

 En condiciones fisiológicas, los monocitos y las células derivadas de monocitos 

no se infiltran en el parénquima cerebral, aunque pueden mediar algunos efectos en 

el SNC por mecanismos indirectos o por una mínima infiltración a través de los 

plexos coroideos (Prinz y Priller, 2017). 

 3.2.1.2.2. Monocitos y CDM en la EA  

 En situaciones patológicas, los monocitos clásicos pueden migrar a través de 

la BHE e infiltrarse en el parénquima cerebral (Figura A.13). Para ello utilizan un 

mecanismo dependiente de CCR2 (El Khoury et al., 2007; Naert y Rivest, 2013; 

Zenaro et al., 2017), que se activa tras la liberación por células residentes de varias 

citoquinas y quimioquinas, como CCL2 o CXCL1 (Kim et al., 2014; Fani Maleki y 

Rivest, 2019; Kierdorf et al., 2019; Robichon et al., 2020). De hecho, tanto en cerebros 

de pacientes de EA como de modelos animales de la enfermedad se produce un 

aumento en la expresión de CCL2 (Zenaro et al., 2017). Además, el avance de la EA 

se acompaña de un aumento en la expresión de genes proinflamatorios en los 
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monocitos periféricos sanguíneos (Thome et al., 2018). Puesto que las CDM 

inflamatorias participanen mecanismos de fagocitosis, probablemente medien la 

eliminación de Aβ desempeñando un papel beneficioso en la EA (El Khoury et al., 

2007; Naert y Rivest, 2013; Zenaro et al., 2017). En este sentido, se ha descrito en 

modelos de EA que las CDM son más eficientes que la microglía eliminando depósitos 

cerebrales de Aβ (Thériault et al., 2015). Sin embargo, recientemente se ha publicado 

que estas células podrían originar déficits sinápticos y cognitivos, presentando un 

papel perjudicial en la patología de Alzheimer (Hohsfield et al., 2020). Otros autores 

afirman que, en modelos animales, las células mieloides asociadas a placas derivan 

exclusivamente de la microglía, sin que contribuyan los monocitos periféricos 

(Shukla et al., 2019; Reed-Geaghan et al., 2020). Este hecho, sumado a artículos 

previos que cuestionan la capacidad de los monocitos infiltrados para fagocitar Aβ 

(Varvel et al., 2015; Prokop et al., 2015), ha aumentado la controversia sobre el tema. 

 Por otra parte, se ha propuesto que los monocitos circulantes también parecen 

participar en la EA debido a su capacidad para transportar microagregados de Aβ 

desde la microvasculatura cerebral hacia la circulación sanguínea (Figura A.13, 

Michaud et al., 2013; Kierdorf et al., 2019). 

 

 

Figura A.13. Monocitos y CDM en la EA. La existencia de una microglia disfuncional alrededor de 

las placas de Aβ, junto a la disfunción cerebrovascular que sufren la mayoría de los pacientes de EA y 

que compromete la integridad de la BHE, podrían promover la entrada de monocitos clásicos (Ly6chigh) 

al parénquima cerebral. Estos monocitos, una vez infiltrados, pueden exacerbar o aliviar la progresión 

de la enfermedad. Los monocitos circulantes (Ly6clow) son capaces de internalizar Aβ y trasportarlo 

desde la microvasculatura del cerebro a la circulación sanguínea. Imagen tomada de Fani Maleki y 

Rivest, 2019. 

 En resumen, aunque los monocitos y las CDM son poblaciones inmunes 

periféricas muy estudiadas en la EA (Salani et al., 2019), sigue existiendo gran 

controversia sobre su posible infiltración en el parénquima cerebral y sobre su 

función en la patología. 
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 3.2.1.3. Células dendríticas (CD) 

 Las células dendríticas (CD) son fagocitos mononucleares que coordinan la 

respuesta innata y adaptativa, actuando como células presentadoras de antígenos a 

través del Complejo Mayor de Histocompatibilidad I y II (MHC I y II; del inglés, 

major histocompatibility complex) (Pérez, 2019). Proceden de precursores de células 

madre hematopoyéticas distintos de los que originan monocitos y macrófagos 

(Guilliams et al., 2014). Además, en condiciones inflamatorias los monocitos también 

pueden originar CD (Ginhoux y Jung, 2014, Ludewig et al., 2016, van Uden et al., 

2019). 

 Las CD cuando reconocen al antígeno, se activan y migran en busca de 

linfocitos T, iniciando así la respuesta inmune contra el patógeno (Ludewig et al., 

2016; Villani et al., 2017; Chong et al., 2018). Además de las CD, los monocitos, 

CDMs y microglía también pueden expresar MHC II y actuar como células 

presentadoras de antígenos. Sin embargo, las CD tienen mayor capacidad para 

presentar antígenos y migrar a nodos linfáticos en busca de linfocitos T naive 

(Ludewig et al., 2016). Las CD tienen además función fagocítica (Villani et al., 2017; 

Chong et al., 2018). 

  3.2.1.3.1. Funciones de las CD 

 Las CD son heterogéneas y se clasifican en múltiples subtipos con funciones 

únicas. En la sangre, podemos encontrar CD convencionales (CDc) y CD 

plasmacitoides (CDp). Las CDc, identificadas por CD11c y HLA-DR (van Uden et al., 

2019), presentan antígenos a las células T CD4 + y CD8+ (Villani et al., 2017). Se 

dividen en dos subtipos, CDc tipo 1 (CDc1), caracterizadas por expresar CD141, y 

CDc tipo 2 (CDc2), positivas para CD1c. Los CDc1 tienen alta capacidad intrínseca 

para realizar presentaciones cruzadas de antígenos a través de MHC I a las células 

T CD8+ y promover las respuestas de linfocitos T colaboradores o helper (Th) tipo 1 

(Th1) y de células natural killer a través de IL-12. Sin embargo, las CDc2 humanas 

pueden secretar niveles más elevados de IL-12 por lo que también pueden realizar 

presentaciones cruzadas. Su activación se asocia con respuestas de linfocitos Th1, 

Th2, Th17, T CD8+ y T reguladores (Treg). Además, las CDc2 igual que los monocitos 

presentan un amplio rango de PRRs (Collin y Bigley, 2018; van Uden et al., 2019). 

 Por otra parte, las CDp se encuentran de forma normal en los tejidos linfoides 

y en la sangre, no expresan CD11c, pero sí HLA-DR y CD123. Durante la 

inflamación, las CDp se dirigen hacia los tejidos periféricos, producen IFN tipo I y 

promueven la activación de las células inmunes tipo B (Reizis, 2019; van Uden et al., 

2019), y la generación de células plasmáticas en respuesta a infecciones virales 

(Ludewig et al., 2016). Se ha demostrado que las CDp maduras inducen la 

diferenciación de las células T CD4 naive a linfocitos Treg. Por lo tanto, las CDp 

pueden inducir respuestas inmunogénicas de células T o mostrar funciones 

tolerogénicas favoreciendo la deleción de linfocitos T CD8+, la anergia de células T 

CD4+ y la diferenciación de Treg (Swiecki y Colonna, 2015; Ludewig et al., 2016). 
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 A pesar de esta clasificación clásica, mediante la utilización de secuenciación 

de ácido ribonucleico (ARN) de célula única, se han identificado seis poblaciones de 

CD en sangre humana, revelando un nuevo subconjunto dentro de las CDc1 y 

redefiniendo las CDp (Villani et al., 2017). Por lo tanto, aún no está claro cuántos 

subtipos de CD existen, cómo están relacionados entre sí y cómo difieren de otros 

fagocitos mononucleares. 

 En condiciones fisiológicas, las CD están ubicadas estratégicamente en 

regiones en contacto con el LCR, como ventrículos y plexo coroideo, además de en las 

meninges (Mrdjen et al., 2018). Sin embargo, existen discrepancias sobre la 

existencia de CD en el parénquima del SNC humano (Brezovakova et al., 2018). La 

identificación de estas células en el parénquima ha estado limitada por varios 

factores, como la consideración de que el cerebro era un órgano inmunoprivilegiado, 

la caracterización incompleta de las CD, y la similitud en la expresión de marcadores 

de diferentes células inmunes. En este sentido se ha descrito que la microglía en 

condiciones inflamatorias puede expresar marcadores de superficie de las CD, como 

CD11c y MHC II (Kamphuis et al., 2016; Dando et al., 2016). 

 3.2.1.3.2. CD en la EA  

 A dia de hoy es tema de debate la posible presencia de CD en el parénquima 

cerebral de pacientes de EA (Brezovakova et al., 2018). El descenso de CDc en sangre 

periférica de enfermos de Alzheimer (Ciaramella et al., 2016) ha planteado la 

posibilidad de su posible reclutamiento al cerebro (Brezovakova et al., 2018).    

 Las CD podrían entrar en contacto con los péptidos de Aβ excretados a través 

de la BHE, madurar y migrar a los ganglios linfáticos cervicales para activar a los 

linfocitos T naive (Ludewig et al., 2016). En modelos transgénicos de EA, cuando las 

CD periféricas se infiltran en el parénquima cerebral participan en la eliminación de 

placas amiloides (Butovsky et al., 2007). Sin embargo, estudios in vitro demuestran 

que en presencia de Aβ42 las CD adquieren un fenotipo inflamatorio y una menor 

capacidad para presentar antígenos (Ciaramella et al., 2009; Ciaramella et al., 2010).  

Además, la función neurotrófica de las CD está alterada en pacientes de EA, 

pudiendo contribuir a la neurotoxicidad que ocurre en la patología (Ciaramella et al., 

2013). 

 También existe controversia sobre el origen de estas células. Por una parte, 

se ha demostrado que las células microgliales pueden expresar marcadores de 

superficie característicos de CD. También es posible que en situaciones patológicas 

los monocitos se infiltren en el SNC y originen CD derivadas de monocitos. Además, 

las CD del plexo coroideo, ventrículos y meninges podrían migrar al parénquima 

cerebral en condiciones patológicas, como la EA. Tambien podría producirse una 

entrada directa de CD a través del sistema linfático (Ludewig et al., 2016). 

 En resumen, aunque se ha descrito la presencia de células presentadoras de 

antígenos con fenotipo similar a las CD en el parénquima cerebral de enfermos de 

Alzheimer (Serrano-Pozo et al., 2013a; Ludewig et al., 2016), a día de hoy sigue sin 

aclararse su origen, que podría ser microglial y/o periférico, y su función.  
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 3.2.1.4. Neutrófilos  

 Los neutrófilos son células circulantes de vida relativamente corta y acción 

muy rápida, capaces de fagocitar y producir enzimas líticas y agentes reactivos. Una 

peculiaridad de los neutrófilos es su función antibacteriana extracelular, mediada 

por la liberación de su contenido a los tejidos infectados (NET, del inglés, Neutrophil 

Extracellular Traps) (Pérez, 2019).  

 Los neutrófilos son células altamente reactivas que liberan ROS, enzimas, 

NETs y citoquinas, y, por lo tanto, ante una situación inflamatoria crónica pueden 

causar un importante daño tisular, aunque su número sea reducido. De hecho, la 

simple adhesión a la pared de un vaso es suficiente para inducir lesiones endoteliales 

(Zarbock y Ley, 2008; DiStasi y Ley, 2009; Zenaro et al., 2017). 

 Se ha descrito por varios investigadores la presencia de neutrófilos en el 

cerebro de EA (Savage et al., 1994; Zenaro et al., 2015; Katayama, 2020). Además, 

se ha propuesto que, en los cerebros de pacientes y modelos de EA, los neutrófilos se 

adhieren intravascularmente y migran hacia áreas del parénquima con depósitos de 

Aβ, lo que sugiere que el Aβ determina el reclutamiento y el posicionamiento de los 

neutrófilos en el cerebro de EA (Savage et al., 1994; Baik et al., 2014; Zenaro et al., 

2015; Zenaro et al., 2017). Los neutrófilos extravasados producen NET e IL-17 que 

pueden dañar la BHE y las células neurales (Zenaro et al., 2015; Zenaro et al., 2017).   

 En los modelos animales de EA, la infiltración de los neutrófilos se inicia 

antes del declive cognitivo y alcanza niveles máximos cuando aparece la pérdida de 

memoria, lo que sugiere su posible contribución en el fallo cognitivo, que, además, se 

restaura tras la depleción de los mismos (Zenaro et al., 2015). 

 3.2.2. Respuesta inmune adaptativa 

 La inmunidad adquirida es adaptativa (dependiente de la naturaleza del 

agresor) y específica (se basa en el reconocimiento específico de la estructura 

molecular del patógeno). El resultado final es la inmunización, cuyo fin es 

proporcionar una protección rápida y eficaz frente a un patógeno reconocido tras una 

primera agresión. Esta especificidad puede permanecer indefinidamente en virtud 

de un fenómeno conocido como memoria inmunitaria, según el cual la inmunidad 

específica frente a un patógeno permanece latente hasta que vuelva a ocurrir la 

exposición.   

 Gracias a su capacidad para reconocer antígenos específicos, los linfocitos son 

las células especializadas en la respuesta inmune adaptativa. Procedentes de los 

precursores hematopoyéticos de la médula ósea, los linfocitos se diferencian en dos 

subpoblaciones que maduran en los órganos linfoides primarios: los linfocitos B, en 

la médula ósea, y los linfocitos T, en el timo (Pérez, 2019).  

 La inmunidad innata activa los mecanismos que generan inmunidad 

adaptativa, por lo que ambas son interdependientes. La estimulación de los linfocitos 

comienza con la presentación del antígeno a los receptores de los linfocitos naive, lo 

que induce su transformación linfoblástica y la consecuente proliferación celular con 
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especificidad antigénica. Tras la estimulación, los linfocitos pueden asumir el rol de 

célula efectora, y producir una respuesta celular en el caso de los linfocitos T, 

humoral por parte de los linfocitos B, o el rol de célula de memoria (Pérez, 2019). Las 

células de memoria permanecen en estado latente en espera de una nueva exposición 

al antígeno, garantizando la memoria inmunológica y aumentando la eficacia del 

sistema inmune (Kielian, 2006). 

 Las principales moléculas que participan en la inmunidad adquirida son las 

inmunoglobulinas que actúan reconociendo específicamente a los patógenos. 

Además, el complemento y las citoquinas también están involucrados en los 

mecanismos de la inmunidad adquirida (Pérez, 2019).  

 3.2.2.1. Linfocitos B  

 Son los mediadores de la respuesta inmune adaptativa humoral. Se generan 

en la medula ósea como linfocitos B inmaduros (inactivos), y sufren una serie de 

diferenciaciones hasta convertirse en formas activas. Para que un linfocito B se 

active es necesario que entre en contacto con un antígeno, lo que desencadena una 

serie de vías de señalización que concluyen con la producción de anticuerpos 

específicos contra ese antígeno (Monserrat-Sanz et al., 2017b).  

 Una vez activadas, las células B proliferan y se diferencian con la misma 

especificidad antigénica, lo que se conoce como selección clonal (Pérez, 2019). Tras 

este proceso, se producen linfocitos B productores de IgM (inmunoglobulina M), 

responsables de la respuesta inmune primaria, y linfocitos B de memoria, que tras 

una segunda exposición al antígeno activan la producción de anticuerpos IgG de alta 

afinidad (respuesta inmune secundaria) (Fettke et al., 2014). Estas células B 

diferenciadas encargadas de la síntesis de inmunoglobulinas se denominan células 

plasmáticas (Pérez, 2019).  

 Además de su función principal como productores de anticuerpos específicos, 

los linfocitos B pueden actuar como células presentadores de antígeno para iniciar la 

respuesta inmune de los linfocitos T a través de los receptores transmembrana BCR 

(del inglés, B cell receptors). Otra función de los linfocitos B es la modulación de la 

respuesta de linfocitos T y células dendríticas mediante la producción de citoquinas 

inmunomoduladoras (Kristensen, 2016). 

 3.2.2.2. Linfocitos T  

 Son los encargados de desarrollar la respuesta inmune adaptativa celular. 

Estas células se producen en los órganos linfoides como células T inactivas, y al igual 

que los linfocitos B, se activan y diferencian cuando entran en contacto con el 

antígeno. Para interaccionar con el resto de las células, los linfocitos T presentan 

receptores de membrana TCR (del inglés, T cell receptor) que forman un complejo 

con el correceptor CD3 (Monserrat-Sanz et al., 2017b).   

 Las células T se clasifican en linfocitos T colaboradores o helper (Th) y 

linfocitos T citotóxicos (Tc), en base a su función, receptores de superficie y a las 

citoquinas que producen (Pérez, 2019).  Los primeros expresan el correceptor CD4, 
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mientas que los linfocitos Tc son CD8+. Estas proteínas transmembranas de la 

familia de las IgR, se expresan en la superficie celular, y median la interacción entre 

los receptores TCR y el MHC que desencadena la respuesta inmune mediada por 

linfocitos T (Overgaard et al., 2015). 

 3.2.2.2.1. Linfocitos T colaboradores o helper (Th)  

 Colaboran, mediante la liberación de citoquinas, con los linfocitos B, otros 

linfocitos T, y otras células inmunes para que se desarrolle correctamente la 

respuesta inmune adaptativa. 

 Los linfocitos Th son CD4+, reconocen el MHC de clase II y generalmente 

responden a antígenos extracelulares. Según su perfil de citoquinas y función se 

clasifican en varios subtipos: Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Tfh y Treg (Pérez, 2019; Ní 

Chasaide y Lynch, 2020). Los linfocitos proinflamatorios y citotóxicos Th1, producen 

Interferón-γ (IFN-γ), Interleuquina-12 (IL-12) y Factor de Necrosis Tumoral-α (TNF-

α), y los Th17 producen IL-17, IL-6 y TNF-α, entre otras citoquinas. En sentido 

opuesto, los linfocitos Th2, que expresan mayoritariamente IL-4, se consideran 

antiinflamatorios y protectores, ya que suprimen la respuesta mediada por los 

linfocitos Th1. Los linfocitos Treg son FOXp3+, y liberan citoquinas regeneradoras 

como TGF-β (del inglés, Transforming growth factor-β) e IL-10, y son capaces de 

suprimir la respuesta inflamatoria-citotóxica (Allegra et al., 2019; Feng et al., 2015). 

 3.2.2.2.2. Linfocitos T citotóxicos (Tc)  

 Estos linfocitos son CD8+ y reconocen el MHC de clase I (Pérez, 2019). Los 

linfocitos Tc participan en la citotoxicidad celular, mediante la producción y 

liberación de proteínas citotóxicas como IFN-γ, perforinas y granzimas, con el fin de 

eliminar al patógeno causante de la respuesta inflamatoria. Una vez eliminado el 

patógeno la mayoría de los linfocitos Tc mueren, aunque una pequeña proporción se 

conserva como “linfocitos Tc de memoria” y pueden llegar a mantenerse a lo largo de 

toda la vida del individuo (Gray et al., 2014). 

 3.2.2.3. Linfocitos en la EA  

 En condiciones fisiológicas, los linfocitos son relativamente escasos en el SNC, 

a pesar de que su alta capacidad para secretar factores moduladores los coloca en 

una buena posición para influir en las células residentes del SNC (Greenhalgh et al., 

2020). En tejido post mortem de individuos con EA, así como en modelos de esta 

patología, existen linfocitos T CD4+ y CD8+, tanto en el endotelio vascular como en 

el parénquima cerebral (Ferretti et al., 2016; Unger et al., 2018; Merlini et al., 2018), 

principalmente en las áreas más afectadas como el hipocampo y otras estructuras 

límbicas (Zenaro et al., 2017; Pietronigro et al., 2019). Además, los pacientes con MCI 

y fases iniciales de EA tienen en LCR un mayor número de linfocitos T CD4+ y CD8+ 

activos que los controles, lo que sugiere que estas células migran de la sangre al 

cerebro durante la patología (Lueg et al., 2015). 

 Se han propuesto distintos mecanismos implicados en la entrada de los 

linfocitos en el cerebro de pacientes de Alzheimer. Una posibilidad es que el aumento 
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A INTRODUCCIÓN 

en la producción de ciertas quimioquinas (CCL3, CXCL10, CCR5) (McManus et al., 

2014; Ní Chasaide y Lynch, 2020) por parte de la microglía, astrocitos o células 

endoteliales origine un gradiente quimiotáctico que los atraiga (Zenaro et al., 2017; 

Li et al., 2019b). TGF-β también podría ser determinante, ya que interviene en la 

activación endotelial y la deposición de Aβ (Yang et al., 2013). Se ha descrito que la 

amiloidosis cerebral promueve la migración de linfocitos T al cerebro y la expresión 

de moléculas de adhesión en los vasos (Ferretti et al., 2016). También se ha propuesto 

que la inflamación periférica favorece la entrada de linfocitos T activados al cerebro 

(McManus et al., 2014). Por último, hay que considerar que los enfermos de EA 

pueden presentar alteraciones en la BHE. 

 Existen numerosos estudios en modelos animales que tratan de esclarecer la 

función de los linfocitos en la EA. A día de hoy, no existe nada concluyente al 

respecto, y, mientras algunos autores atribuyen a estas células un rol perjudicial 

(Browne et al., 2013; McManus et al., 2014; Späni et al., 2015), otros sugieren que 

son beneficiosos (Marsh et al., 2016; Dansokho et al., 2016).
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B ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

 El impacto sociosanitario que supone la EA exige una terapia eficaz urgente 

para evitar en los próximos años un problema más grave de salud mundial. Hasta la 

fecha, la mayoría de las terapias utilizadas en los ensayos clínicos se han dirigido 

contra las patologías amiloide y Tau, pero han resultado ineficaces (Muñoz-Castro et 

al., 2020). En los últimos años está cobrando importancia la hipótesis de que la 

respuesta inmune mediada por las células gliales (microglía y astrocitos) desempeña 

un papel fundamental en el desarrollo de la enfermedad (Heneka et al., 2015).  

 Nuestro laboratorio lleva más de una década caracterizando las alteraciones 

moleculares en el hipocampo y corteza frontal de distintos modelos transgénicos con 

sobreexpresión de Aβ y/o Tau, y, más recientemente, de pacientes de Alzheimer, con 

el fin de identificar biomarcadores y dianas terapéuticas de interés. Actualmente, 

nuestro objetivo principal es descifrar el papel de la respuesta inmune y, en concreto, 

de las células de la microglía y la astroglía durante la progresión de la enfermedad. 

En este sentido, es clave entender los diferentes fenotipos y perfiles funcionales 

(neuroprotector, neurotóxico y/o degenerativo) de dichas células gliales.  

En la EA la microglía activa se ha asociado clásicamente a la producción de 

factores inflamatorios y neurotóxicos (Heneka et al., 2015), que podrían contribuir al 

daño neuronal y al deterioro cognitivo (Holmes et al., 2009; Navarro et al., 2018). 

Esta idea deriva de los resultados obtenidos en modelos transgénicos, muchos de 

ellos descritos por nuestro laboratorio (Jimenez et al., 2008; Moreno-Gonzalez et al., 

2009; Baglietto-Vargas et al., 2017; Gutierrez y Vitorica, 2018). Sin embargo, 

nuestros resultados en el hipocampo de pacientes de Alzheimer demuestran una 

respuesta microglial leve y tardía (Navarro et al., 2018), junto a una importante 

degeneración microglial, promovida posiblemente por formas solubles de Tau 

hiperfosforilada (Sanchez-Mejias et al., 2016). De forma similar, en el modelo 

ThyTau22, con importante acumulación de formas solubles de Tau hiperfosforilada, 

no se produce activación, pero si degeneración microglial (Romero-Molina et al., 

2018). Estos resultados reflejan que existen importantes diferencias en la respuesta 

microglial entre modelos animales y pacientes de Alzheimer (Navarro et al., 2018), 

y nos llevan a hipotetizar que también se produzcan diferencias entre las distintas 

regiones cerebrales humanas, con distintos perfiles de acumulación de Aβ y Tau 

(Jucker y Walker, 2011). 

Los astrocitos por su parte desempeñan importantes funciones 

neuroprotectoras en condiciones no patológicas (Vasile et al., 2017; Liddelow y 

Barres, 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018), aunque se desconoce su papel 

específico en el desarrollo de la EA. Se ha demostrado que los astrocitos se activan 

alrededor de las placas de Aβ (Zhang et al., 2010; Medeiros y LaFerla, 2013; Zhang 

y Jiang, 2015), pero no se han detallado sus patrones de expresión génica, ni cómo 

los factores que secretan contribuyen al desarrollo de la patología. Basándonos en 

estudios previos del laboratorio en modelos animales de EA (Sanchez-Mico, 2019), 

en este proyecto postulamos que, en el entorno patológico de la EA, los astrocitos 

reactivos median una respuesta exacerbada del complemento y alteran su 

metabolismo, lo que probablemente implique la pérdida de su capacidad 

neuroprotectora. La modulación de la respuesta inflamatoria hacia un efecto 
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protector en lugar de citotóxico podría constituir una buena diana terapéutica. Sin 

embargo, esta hipótesis de trabajo se basa en datos obtenidos en modelos de EA, que 

obligatoriamente tienen que ser refrendados en pacientes de Alzheimer. Además, se 

desconocen las causas (entre las que podrían estar Aβ y/o formas fosforiladas de Tau) 

y consecuencias de esta activación astroglial. Por tanto, se requiere una 

caracterización detallada y profunda de la respuesta y firma astroglial en pacientes 

de la EA. 

En condiciones fisiológicas las células gliales son las principales mediadoras 

de la respuesta inmune en el parénquima del SNC (Liu et al., 2014; Heneka et al., 

2015; Hane et al. 2017a). Según nuestra hipótesis, en la EA estas células podrían 

perder capacidad protectora y ganar funciones tóxicas (Navarro et al., 2018; Perez-

Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Sánchez-Mejías et al., 2016), mediando un ambiente 

proinflamatorio y la liberación de quimioquinas que facilitarían, unido a las posibles 

alteraciones en la BHE, la entrada de células del sistema inmune periférico, como 

ocurre en otras patologías neurodegenerativas (Bogie et al., 2014; Zondler et al., 

2016; Engelhardt et al., 2017, Prinz y Priller, 2017; Sevenich, 2018). Sin embargo, a 

día de hoy, no está claro si en el cerebro de enfermos de Alzheimer se produce 

infiltración de células mieloides periféricas (Hohsfield y Humpel, 2015; Prinz y 

Priller, 2017; Sweeney et al., 2018; Fani Maleki y Rivest, 2019), debido 

principalmente a la dificultad para diferenciarlas de la microglía (Bennett et al., 

2016). Las células derivadas de monocitos (CDM), una vez infiltradas, podrían 

contribuir al ambiente proinflamatorio y citotóxico o, por el contrario, realizar 

funciones protectoras, y ayudar a las células gliales disfuncionales, incapaces de 

frenar per se la patología. Además, las CDM infiltradas, podrían modularse a nivel 

periférico, y ser una diana terapéutica potencial. Por ello resulta indispensable 

aclarar si las CDM son capaces de acceder al SNC de enfermos de Alzheimer, y, en 

caso afirmativo, desvelar su función. 

En el presente proyecto planteamos, por tanto, un nuevo escenario patogénico 

en la enfermedad de Alzheimer que pretende dar respuestas al continuo fallo de 

traslación de los estudios en modelos a la clínica humana. En conjunto, nuestra 

hipótesis de trabajo propone que las células gliales manifiestan gran 

heterogeneidad fenotípica y regional en el cerebro de enfermos de Alzheimer, y que 

probablemente la progresión de la patología esté asociada a la disfunción de dichas 

células. En este sentido, resulta esencial determinar los perfiles funcionales 

(neuroprotector, neurotóxico y/o degenerativo) de la microglia y los astrocitos con la 

evolución de la enfermedad de Alzheimer.  

Basándonos en la hipótesis anteriormente expuesta, los objetivos 

principales de este trabajo de Tesis doctoral son, por una parte, definir la firma 

molecular de microglía y astrocitos en pacientes de Alzheimer, así como 

caracterizar su heterogeneidad morfológica, regional y funcional, y, por otra, 

determinar si se produce infiltración de células inmunes periféricas en el SNC de 

dichos pacientes. Los resultados de este proyecto van a permitir desvelar nuevos 

mecanismos implicados en la EA y, a su vez identificar posibles dianas de interés 

terapéutico que podrán ser utilizadas en el desarrollo de nuevas estratégicas 
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neuroprotectoras. De forma más detallada, durante este proyecto abordamos los 

siguientes objetivos: 

1. Caracterización de la patología y de la respuesta microglial en la corteza 

frontal de pacientes de Alzheimer.  

 Pretendemos analizar los principales rasgos neuropatológicos en muestras de 

corteza frontal de individuos clasificados en función del estadio Braak, con el fin de 

compararlos con los que se producen en el hipocampo, región estudiada en detalle 

por nuestro grupo de investigación en los últimos años. Este objetivo se divide en dos 

subapartados: 

 1.1. Estudio de las alteraciones patológicas en la corteza frontal en 

relación con el hipocampo en la EA. 

 Cuantificaremos los niveles de Aβ y Tau por western blot, y la pérdida a nivel 

de ARNm de neuronas GABAérgicas PV+ en corteza frontal respecto al hipocampo. 

Además, estudiaremos el efecto de las especies de Aβ y Tau sobre la supervivencia 

de estas neuronas PV+. 

 1.2. Análisis de la respuesta microglial en la corteza frontal de 

pacientes de Alzheimer. 

 Determinaremos la expresión de diferentes genes de población microglial, 

tanto homeostáticos como del fenotipo DAM, y estudiaremos su evolución con la 

progresión de la patología, el genotipo APOE y la patología amiloide.  

 

2. Estudio de la respuesta astroglial en la patología de Alzheimer. 

 Para definir la firma molecular y función de los astrocitos en la EA 

establecemos diferentes subobjetivos:  

 2.1. Análisis de la reactividad astroglial en muestras post mortem de 

pacientes de Alzheimer. 

 Analizaremos la expresión de genes de astrocitos reactivos con la progresión 

de la patología de Alzheimer, tanto en hipocampo como en corteza frontal, así como 

la relación entre la reactividad astroglial y ciertos parámetros característicos de la 

EA, como el genotipo APOE, la neurodegeneración GABAérgica y las patologías Aβ 

y Tau.  

 2.2. Estudio de la respuesta del complemento en el hipocampo y la 

corteza frontal de pacientes de EA. 

 Analizaremos la expresión de genes relacionados con el sistema del 

complemento en muestras de hipocampo y corteza frontal humanas clasificadas en 

función de su estadio Braak, y su posible relación con la reactividad astroglial, el 

genotipo APOE, la neurodegeneración GABAérgica y las patologías Aβ y Tau.  
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 2.3. Estudio de la alteración del metabolismo y función 

neuroprotectora de los astrocitos en el contexto patológico de la EA.  

 Para entender las causas y consecuencias del fenotipo hipometabólico de los 

astrocitos en el contexto de la patología de Alzheimer, caracterizaremos el efecto de 

formas solubles de Aβ y Tau fosforilado sobre el metabolismo de los astrocitos 

primarios in vitro, así como su repercusión sobre cultivos neuronales. Además, 

evaluaremos, si es posible, el estado metabolómico de los astrocitos aislados de 

modelos murinos amiloidogénicos. Por último, con el fin de evaluar la disfunción 

metabólica astroglial en astrocitos humanos, determinaremos la expresión, 

mediante técnicas transcriptómicas, de genes que codifican enzimas claves del 

metabolismo astroglial en el hipocampo de pacientes de Alzheimer. 

3. Análisis de la posible infiltración de células inmunes en el parénquima 

cerebral de pacientes de Alzheimer. 

 Realizaremos distintos abordajes experimentales que permitan diferenciar 

las células mieloides periféricas de la microglía con el fin último de aclarar si las 

células inmunes se infiltran o no en el parénquima cerebral de modelos animales y 

de pacientes de Alzheimer. En caso afirmativo, estudiaremos en el hipocampo de 

pacientes de Alzheimer la relación de la infiltración con la historia clínica y otros 

parámetros característicos de la EA, como la acumulación de Aβ/Tau, genotipo APOE 

y pérdida de neuronas GABAérgicas, entre otros. 

4. Caracterización de diferentes subpoblaciones o estados de astrocitos y 

microglía en pacientes de Alzheimer mediante inmunohistoquímica 

fluorescente múltiple. 

Para ello utilizaremos una novedosa aproximación experimental que permite 

analizar, por primera vez, la heterogeneidad fenotípica de las células gliales en 

pacientes de Alzheimer con elevada resolución y manteniendo la celularidad, 

morfología y distribución espacial en el tejido. Esta parte del proyecto se ha realizado 

durante una estancia predoctoral en el laboratorio de los doctores Alberto Serrano-

Pozo y Bradley Hyman, en el Massachusetts General Hospital (Harvard Medical 

School, Estados Unidos). 
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C. MATERIALES Y 
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1. Muestras humanas post mortem   
 Las muestras de hipocampo y corteza frontal utilizadas en este trabajo 

proceden de necropsias de individuos control y pacientes en diferentes estadios de la 

EA. La clasificación de estos pacientes se ha realizado de acuerdo con la patología de 

Tau presente en el cerebro, según los estadios de Braak (Braak y Braak, 1991) (Ver 

Introducción, Apartado A.2). Las muestras controles, denominadas en este trabajo 

Braak 0, proceden de individuos sin ninguna enfermedad psiquiátrica o neurológica 

conocida, y carecen de lesiones neuropatológicas.   

 En la Tabla 1, se especifica el número de muestras de hipocampo y corteza 

frontal utilizadas, clasificadas según su estadio Braak. Se especifican los porcentajes 

de individuos de cada género y genotipo APOE, así como los datos medios de edad y 

tiempo post mortem transcurrido desde la muerte hasta la toma de muestra. 

Estadio 

Braak 

Edad 

(años) 

Género (%) Genotipo APOE (%) 
Tiempo 

post 

mortem 

(h) 
Masculino Femenino ε2ε3 ε3ε3 ε3ε4 ε4ε4 

Hipocampo 

Braak 0 

(n=8) 

49,50 ± 

5,95 

 

62,50 37,50 0,00 66,67 0,00 33,33 7,19 ± 3,29 

Braak II 

(n=26) 

77,50 ± 

8,81 

 

53,85 46,15 9,09 77,27 9,09 4,55 8,33 ± 5,05 

Braak 

III-IV 

(n=15) 

79,42 ± 

12,37 

 

50,00 50,00 7,69 61,54 30,77 0,00 5,42 ± 4,80 

Braak V-

VI (n=44) 

77,98 ± 

12,48 

 

43,18 56,82 5,56 69,44 22,22 2,78 8,99 ± 4,55 

Corteza frontal 

Braak 0 

(n=18) 

55,22 ± 

11,64 
72,22 27,78 11,11 77,78 11,11 0,00 8,46 ± 5,72 

Braak II 

(n=14) 

76,64 ± 

8,27 
50,00 50,00 14,29 57,14 28,57 0,00 7,77 ± 5,11 

Braak 

III-IV 

(n=12) 

86,58 ± 

6,24 
33,33 66,67 0,00 66,67 33,33 0,00 5,50 ± 3,83 

Braak V-

VI (n=27) 

76,48 ± 

13,29 
44,44 55,56 7,41 66,67 25,93 0,00 8,94 ± 4,29 

 

Tabla C.1. Datos referentes a las muestras humanas de hipocampo y corteza frontal 

empleadas en el presente estudio. Los individuos se clasifican según el estadio Braak, indicándose 

el número de muestras en cada grupo, los porcentajes de individuos de cada género y genotipo APOE y 

los datos medios ± desviación estándar de la edad y el tiempo post mortem transcurrido desde la muerte 

hasta la toma de muestra.   

 Las muestras proceden, siguiendo las normas generales de la legislación 

española y del comité ético local, del Banco de Tejido para Investigación Neurológica 

(BTIN) de Madrid, perteneciente a la Fundación CIEN del Instituto de Salud Carlos 

III; del Banco de Tejidos Neurológicos del Servicio de Anatomía Patológica, 
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perteneciente al IDIBELL-Hospital Universitario de Bellvitge, de Barcelona; del 

Banco de Tejidos Neurológicos BioBanc del Hospital clínico-IDIBAPS, en Barcelona; 

y del Banco de Cerebros de la Región de Murcia del Hospital Clínico Universitario 

Virgen de la Arrixaca, en Murcia. Este proyecto ha sido aprobado por el Portal de 

Ética de la Investigación Biomédica de Andalucía (PEIBA) de la Consejería de Salud, 

así como por los propios Comités Éticos de los respectivos Bancos de Tejidos y el 

Comité Ético de Investigación de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena-

Virgen del Rocío. 

 El tejido, una vez extraído, se mantiene a -80ºC hasta su uso, para evitar la 

degradación de proteínas y ARN. Las muestras de la necropsia se dividen aún 

congeladas en secciones de 70-90 mg para la extracción de proteínas, ARN y ADN 

(Apartado C.10). 

2. Animales de experimentación 

 En el presente trabajo, hemos utilizado ratones de entre 2 y 18 meses de edad, 

de las líneas transgénicas APP751SL (APP) y TAU P301S (TAU). Como controles, 

hemos usado los correspondientes ratones no transgénicos (WT, del inglés wild type) 

con el mismo fondo genético (C57BL/6J) y edad. En cada diseño experimental, las 

muestras de diferentes genotipos y edades se procesan de forma simultánea. 

Además, se han utilizado ratones no trangénicos con fondo genético CD1 en etapas 

embrionarias y neonatales para la generación de cultivos celulares primarios 

(Apartado C.3). 

 Los ratones APP sobreexpresan el gen APP751 humano con las mutaciones 

Swedish (KM670/671NL) y London (V717I) de Alzheimer familiar, bajo el control del 

promotor Thy-1. Estos ratones han sido suministrados por Sanofi-Aventis (Paris, 

Francia).  

 Los ratones TAU (Línea PS19) expresan la forma humana de Tau con 4 

repeticiones y un inserto N-terminal (4R/1N), con la mutación P301S, bajo el control 

del promotor de la proteína priónica (Prnp) (Yoshiyama et al., 2007). Este modelo 

procede de Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine).   

 Los animales se crían y mantienen, hasta su uso, en los animalarios del 

Centro de Producción y Experimentación Animal de la Universidad de Sevilla y del 

Servicio de Producción y Experimentación Animal del Instituto de Biomedicina de 

Sevilla. Se mantienen a temperatura media de 21ºC con un fotoperiodo de 14 horas 

de luz y 10 de oscuridad. Todos los animales, durante la permanencia en el 

animalario, disponen de libre acceso al agua y una dieta estándar.  

 Todos los experimentos se han realizado de acuerdo con las directrices del 

Parlamento Europeo y del Consejo (Directiva 2010/63/UE), siguiendo la normativa 

española (Real Decreto 53/2013), para la protección de animales utilizados en 

experimentación. Además, los experimentos han sido aprobados por el Comité Ético 

de Uso de Animales para la Investigación de la Universidad de Sevilla. El número 

de animales empleados, así como el estrés y sufrimiento de éstos durante la 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

55 
 

C MATERIALES Y MÉTODOS 

manipulación y experimentación, se ha reducido al máximo, de acuerdo con la regla 

de las 3R (reemplazar, reducir y refinar). 

3. Cultivos celulares primarios 

 En todos los casos, las células se incuban a 37ºC, en una atmósfera 

humidificada con un 5% de CO2, y su manipulación se lleva a cabo bajo condiciones 

de esterilidad, utilizando una campana de flujo laminar y material estéril.  

 3.1. Cultivos mixtos de microglía y astrocitos 

 Los cultivos primarios de microglía y astrocitos se realizan tal y como se 

describe en Jimenez et al. (2008) a partir de la disgregación mecánica y química de 

la corteza y el hipocampo de ratones CD1 neonatales (P1-P3). Tras la decapitación 

de los ratones, extraemos el cerebro y retiramos las meninges. Separamos cortezas e 

hipocampos del resto del cerebro y se mantienen en PBS (Biowest) frío con 

antibióticos (100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina (Biowest)). 

Homogenizamos el tejido suavemente con tijeras de cirugía en Tripsina-EDTA 1x 

(Biowest) en PBS, empleando 500 µl por cada dos cerebros, e incubamos a 37ºC 

durante 5 minutos. Este proceso se repite hasta que el tejido queda completamente 

homogeneizado. Posteriormente, añadimos medio completo con suero fetal bovino 

inactivado (SFB; Biowest), para inhibir la tripsina, y la suspensión de células 

obtenida se pasa por un filtro de nylon con diámetro de poro de 40 µm (Fisher 

Scientific). Sembramos las células en placas de 24 pocillos, a una densidad de 

500.000 células por pocillo (área por pocillo: 1,77cm2; Nunc). Estas placas de cultivo 

son tratadas previamente con poli-D-lisina (Sigma-Aldrich) a 100 µg/ml, durante un 

mínimo de 2 horas a 37ºC, y lavadas con agua destilada.   

 Las células se mantienen en medio completo de mixtos, compuesto por 

DMEM-F12 (Biowest), suplementado con SFB 10%, aminoácidos no esenciales 1x 

(Biowest), 10 µg/ml de gentamicina (Biowest), 2mM de L-Glutamina (Biowest), 100 

U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. A los 2 días, retiramos la mitad 

del medio y reponemos con medio nuevo. Cada 4 días, renovamos el medio 

completamente.  

 3.1.1. Aislamiento de astrocitos 

 La obtención de cultivos enriquecidos en astrocitos se realiza entre los días 20 

y 25 del cultivo mixto. En primer lugar, retiramos el medio de cultivo, que se 

encuentra condicionado por los factores liberados por las células, aunque lo 

reservamos para volver a añadir a la placa enriquecida en microglía al final. 

Lavamos la placa con PBS estéril para retirar restos de suero y añadimos medio de 

aislamiento, compuesto por Tripsina 0,25%-EDTA 1 mM (Biowest) y DMEM-F12 en 

una proporción 1:3. Las células se incuban durante 10-45 min a 37ºC, tiempo en el 

que los astrocitos se despegan de la placa de cultivo, mientras que la microglía 

mantiene su adherencia a la misma. Una vez los astrocitos se han despegado, 

añadimos medio de cultivo completo para inactivar la tripsina y recogemos el 

sobrenadante, donde se encuentran los astrocitos. La placa original, en la que queda 

principalmente microglía, se lava con PBS y se le añade el medio condicionado 
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retirado previamente mezclado con medio de cultivo nuevo en proporción 1:1. Por 

otro lado, los astrocitos se centrifugan a 800 x g durante 5 minutos, se suspenden en 

medio completo y se cultivan a una densidad de 500.000 células/pocillo en placas de 

24 pocillos, previamente tratadas con poli-D-lisina. 

 3.2. Cultivos de neuronas 

 Los cultivos primarios de neuronas se realizan según se describe en García-

Junco-Clemente et al. (2010). Estas células se obtienen a partir del hipocampo de 

fetos de ratones CD1, cuando la madre se encuentra en el día 17 de gestación (T17). 

Tras la extracción de las crías y su decapitación, obtenemos el cerebro, retiramos las 

meninges y aislamos el hipocampo, manteniéndose en medio de disociación frío 

compuesto de Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS; Biowest), glucosa 10mM 

(Sigma-Aldrich) y HEPES 10mM (Sigma-Aldrich). Una vez extraídos los 

hipocampos, se incuban durante 3 minutos, a 37ºC y agitación suave en una solución 

de papaína 41 U/ml (Worthington) con L-cisteína 0.06% (p/v) (Sigma-Aldrich) en 

medio de disociación. Posteriormente, lavamos 3 veces con Inhibidor de Tripsina 

1mg/ml (Sigma-Aldrich) en medio de disociación, e incubamos con dicho inhibidor 

durante 4 minutos, a 37ºC y agitación suave. A continuación, disgregamos 

mecánicamente el tejido en presencia de medio compuesto por DMEM-F12 

suplementado con glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1%, glucosa 20 mM y suero de 

caballo inactivado 10% (HS; Biowest). Finalmente, las células se siembran en placas 

de 24 pocillos, en las que se han depositado lamelas de 12 mm de diametro tratadas 

con poli-D-lisina, en las condiciones previamente indicadas, a una densidad de 

50.000 células por pocillo. Tras dos horas, sustituimos el medio por medio de 

neuronas, compuesto por Neurobasal (Gibco), B27 2% (Gibco), Glutamax 2 mM 

(Gibco), 50 U/ml de penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. Cada 2-3 días, retiramos 

la décima parte del medio y añadimos el equivalente a una cuarta parte del total de 

medio de neuronas nuevo.  

4. Aislamiento de proteínas solubles (S1) 

 Este método nos permite separar la fracción soluble de proteínas 

extracelulares y citosólicas mediante ultracentrifugación diferencial en medio acuoso 

y en ausencia de detergentes. Para ello, los ratones se anestesian con una dosis letal 

de tiopental (Braun, 90-120mg/Kg peso ratón) y se perfunden transcardialmente con 

PBS estéril frío durante 5 minutos a un flujo continuo de 10 ml/minuto, utilizando 

una bomba de perfusión (DINKO Mod. D-25V). Tras este paso, se procede a decapitar 

a los animales y a extraer la corteza, que puede utilizarse directamente o congelarse, 

como etapa intermedia, a -80ºC. Disgregamos el tejido cortical en tampón isotónico 

Tris-salino [NaCl 140 mM en Tris-HCl 20 mM (PanReac AppliChem), pH 7,4], al que 

se añade un cocktail de inhibidores de proteasas (Roche) y fosfatasas (Sigma-

Aldrich). La disgregación se realiza usando tijeras apropiadas hasta que el tejido 

queda totalmente fraccionado. A continuación, la suspensión de tejido resultante se 

pasa a un homogeneizador Dounce (Wheaton) y se somete a 15 pases con el pistilo 

de menor diámetro (paso de luz: 0,089-0,14 mm) y 15 pases con el de mayor diámetro 

(paso de luz: 0,025-0,076 mm). El homogenado se centrifuga a 100.000 x g durante 1 
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hora a 4ºC (Optima Max, Beckman Coulter). El sobrenadante obtenido de esta 

ultracentrifugación corresponde a la fracción proteica soluble o S1, mientras que en 

el precipitado quedan los restos de membranas, agregados proteicos y proteínas 

insolubles (P1). Las proteínas de la fracción S1 se cuantifican mediante el método de 

micro-Lowry (Apartado C.13), y se conservan a -80ºC hasta su uso.   

5. Estudio del metabolismo de los astrocitos primarios mediante 

Seahorse 

 El fenotipo energético de los astrocitos primarios se determina empleando el 

analizador de flujo extracelular Seahorse XFp (Agilent), que permite medir la 

velocidad de consumo de oxígeno (OCR, del inglés oxygen consumption rate) y la 

velocidad de acidificación extracelular (ECAR, del inglés extracellular acidification 

rate) de células vivas en tiempo real. Por tanto, podemos estudiar la respiración 

mitocondrial, ligada al consumo de oxígeno, y la glucólisis en condiciones basales, 

ya que la acidificación del medio depende de la producción de lactato por esta vía. 

 Además, hemos analizado la OCR y la ECAR tras la inyección de diferentes 

compuestos para modular el metabolismo. En concreto, en este trabajo hemos 

empleado de forma secuencial cuatro inhibidores mitocondriales: oligomicina, 

carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP; del inglés, carbonyl 

cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone), rotenona y antimicina A (Figura 

C.1). 

 

Figura C.1. Esquema de los complejos de la cadena de transporte de electrones. La oligomicina 

inhibe a la ATP sintasa o complejo V, el FCCP desacopla el consumo de oxígeno de la producción de 

ATP, y la rotenona y antimicina A inhiben a los complejos I y III, respectivamente. Imagen tomada de 

Agilent Technologies.  

 Tras medir las condiciones metabólicas basales, añadimos oligomicina, que 

inhibe la ATP sintasa y, como consecuencia disminuye la cadena de transporte de 

electrones y la OCR. La disminución en la OCR respecto al nivel basal correlaciona 

con la respiración mitocondrial asociada a la producción de ATP en 

condiciones normales. En ausencia de trabajo o consumo de ATP (relación ATP/ADP 

elevada), la respiración mitocondrial está controlada por la entrada pasiva de H+ a 

través de la membrana mitocondrial interna o proton leak. En esta situación, la 

velocidad de respiración se adecuará a la pérdida de gradiente, de modo que se 

mantenga la fuerza protón motriz necesaria para el funcionamiento de los procesos 
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biológicos dependientes de dicha fuerza. Posteriormente, se añade FCCP, que disipa 

el gradiente de protones, disminuyendo el potencial de la membrana interna 

mitocondrial y, como consecuencia, desacopla la cadena de transporte de electrones 

de la síntesis de ATP. El tratamiento con FCCP conlleva la aceleración de la cadena 

respiratoria hasta su capacidad máxima, incrementando el consumo de oxígeno 

del complejo IV a su máximo nivel. Por último, se adiciona una mezcla de rotenona 

y antimicina A. La rotenona inhibe la transferencia de electrones desde el complejo 

I mitocondrial a la ubiquinona, mediante el bloqueo del sitio de unión de la 

ubiquinona. La antimicina A interrumpe el flujo de electrones mediante la inhibición 

del complejo III mitocondrial. La combinación de ambos inhibe la respiración 

mitocondrial y permite el cálculo del consumo de oxígeno asociado a la respiración 

no mitocondrial (Figuras C.1 y C.2). 

 Como se ha indicado previamente, de forma paralela a la medida de OCR, el 

equipo mide la ECAR. En condiciones basales, este dato proporciona información 

sobre la glucólisis basal. Además, al inhibir la respiración con oligomicina y FCCP, 

se produce una respuesta compensatoria en glucólisis, lo que refleja el flujo 

glucolítico máximo. 

 

Figura C.2. Parámetros claves de la respiración mitocondrial obtenidos en el analizador 

Seahorse XFp a partir de la OCR, en condiciones basales, y tras el tratamiento con 

oligomicina, FCCP y rotenona/antimicina A.   La respiración basal (Basal Respiration) refleja la 

demanda energética de la célula en condiciones basales. La respiración asociada a la producción de ATP 

(ATP Production) es la fracción de respiración basal que se emplea para producir ATP en condiciones 

basales. El proton leak o flujo de protones es la respiración basal no acoplada a la producción de ATP. 

La capacidad máxima respiratoria (Maximal Respiration) muestra la máxima OCR que la célula puede 

alcanzar. La medida de Spare Capacity es un indicador de la capacidad de la célula para responder a la 

demanda energética. La respiración no mitocondrial (Non-mitochondrial Oxygen Consumption) se 

refiere al consumo de oxígeno que persiste a pesar de la inhibición mitocondrial. Imagen tomada de 

Agilent Technologies. 
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 5.1. Procedimiento 

 Una vez aislados y contados los astrocitos como se indica en el apartado 

C.3.1.1, se cultivan 35.000 células/pocillo en una placa específica (Seahorse XFp Cell 

Culture Miniplates, Agilent), previamente tratada con poli-D lisina. Estas placas 

poseen 8 pocillos de 3.81 mm de radio. Solo cultivamos células en seis de ellos, 

dejando dos pocillos únicamente con medio de cultivo completo, que usaremos como 

blancos para el análisis posterior. La placa se mantiene 1 hora a temperatura 

ambiente, para garantizar que las células se adhieran de forma homogénea por todo 

el pocillo. Posteriormente, incubamos durante 24 horas a 37ºC en una atmósfera 

humidificada con un 5% de CO2. 

 Al día siguiente, realizamos el tratamiento de los astrocitos con 0,1 µg/µl de 

S1 procedente de animales APP de 12 meses en medio de neuronas sin B27. Este 

tratamiento se mantiene durante 24 o 48 horas, en función del experimento, 

reponiendo la mitad del medio con la misma dosis de S1 a las 24 horas. 

 Tras el tratamiento de los astrocitos, se sigue el protocolo comercial 

proporcionado por Agilent. Para ello empleamos los medios de cultivo, reactivos y 

materiales proporcionados por esta casa comercial. De forma breve, el medio de 

tratamiento se sustituye, tras varios lavados, por medio seahorse [medio Seahorse 

XF DMEM, suplementado con Glucosa 17,5 mM, Piruvato 0,5 mM, L-Glutamina 4,5 

mM y HEPES 5 mM, pH 7,4]. Este medio, formulado en base al medio de cultivos 

común DMEM, se caracteriza por carecer de bicarbonato y rojo fenol. Los astrocitos 

se incuban en una estufa a 37ºC durante 1 hora. En este periodo, cargamos los 

reactivos en el cartucho de Seahorse, previamente hidratado e incubado a 37ºC con 

la solución calibradora. En este trabajo, tratamos los astrocitos con una dosis de 2 

µM de oligomicina, 2 µM de FCCP y 0,5 µM de rotenona y antimicina A (preparadas 

a partir del Seahorse XFp Cell Mito Stress Test Kit). Introducimos el cartucho en el 

analizador Seahorse XFp para su calibración. A continuación, introducimos la placa 

con los astrocitos en el analizador para obtener las correspondientes medidas de OCR 

y ECAR en cada uno de los pocillos. 

 Una vez finalizadas las medidas, recogemos las células en dodecisulfato 

sódico (SDS; PanReac AppliChem) al 4% en PBS, y cuantificamos sus proteínas 

mediante Western blot (Apartado C.14), utilizadas para normalizar los valores de 

OCR y ECAR obtenidos. 

6. Ensayos de supervivencia neuronal  

 En este trabajo de Tesis doctoral se han realizado diferentes ensayos de 

supervivencia neuronal. Por una parte, hemos estudiado la vulnerabilidad específica 

de las neuronas parvalbúmina (PV) positivas tras el tratamiento con 

neurosinaptosomas (NS) procedentes de animales WT, APP y TAU. Además, hemos 

estudiado la interacción astrocito-neurona utilizando diversas variantes de medio 

condicionado por astrocitos. Las condiciones específicas se detallan en cada 

experimento.  
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 En torno al día 18 del cultivo de neuronas (Apartado C.3.2), añadimos 200 µl 

del correspondiente medio (en función del experimento), previamente calentado a 

37ºC, por cada 50.000 células. En todos los experimentos hemos empleado medio de 

neuronas con B27 como control de viabilidad, y medio de neuronas sin B27 como 

control de muerte. Una vez adicionado el medio, mantenemos el cultivo a 37ºC 

durante 24 o 48 horas, en una atmósfera con un 5% de CO2. Transcurrido el tiempo 

de tratamiento, las células se fijan con paraformaldehído (PFA) 4% (Scharlau) 

durante 20 min a temperatura ambiente. Se realizan 3 lavados con PBS en agitación 

suave y se mantienen a 4ºC, en presencia de etanol al 70% en PBS, hasta su posterior 

estudio mediante inmunofluorescencia (Apartado C.7).  

 6.1. Aislamiento de neurosinaptosomas (NS)  

Los neurosinaptosomas (NS) son terminales aislados, con elementos pre y 

postsinápticos, que se individualizan de los terminales axonales cuando el tejido se 

homogeniza. En este trabajo, hemos aislado neurosinaptosomas de ratones sin 

patología (WT), con patología Aβ (APP) y con patología Tau (TAU), para utilizarlos 

como control o como fuentes de Aβ y Tau hiperfosforilado. Para la obtención de dichos 

NS hemos adaptado el protocolo usado por Puighermanal et al. (2016) para preparar 

neurosinaptosomas estriatales a partir de ratones adultos. 

Tras sacrificar al animal mediante dislocación cervical, extraemos el cerebro 

y diseccionamos la corteza. Por cada hemicorteza, añadimos 1 ml de Tampón de 

neurosinaptosomas [CaCl2 2,5 mM (Sigma), NaCl 124 mM, KCl 3,2 mM, KH2PO4 

1,06 mM (Merck), NaHCO3 26 mM (Merck), MgCl2 1,3 mM (Sigma), D(+)Glucosa 10 

mM y HEPES 20 mM, pH=7,4]. Homogeneizamos el tejido, sometiéndolo a 10 pases 

con un homogeneizador Dounce’s con el pistilo de menor diámetro (paso de luz: 0,089-

0,14 mm) y, posteriormente, otros 10 pases con el de mayor diámetro (paso de luz: 

0,025-0,076 mm). El homogenado se filtra de forma secuencial a través de 3 filtros 

de Nylon con un tamaño de poro de 100 µm (Millipore) y, después, a través de una 

membrana de filtro Mitex de un tamaño de poro de 10 µm (Millipore). A continuación, 

centrifugamos durante un minuto a 4.000 x g y el sobrenadante se somete a otra 

centrifugación de 14.000 x g, durante 4 min. El pellet obtenido se suspende en un 

volumen final de 300 µl con Tampón de neurosinaptosomas y se mantiene a 4ºC hasta 

su uso, anterior a 24 horas, para el tratamiento de las neuronas primarias en medio 

de neuronas (3:1.000). 

6.2. Obtención de medio condicionado por astrocitos 

 En este trabajo de Tesis doctoral hemos utilizado diversas variantes de medio 

condicionado por astrocitos. En primer lugar, se aíslan los astrocitos (Apartado 

C.3.1.1) y se dejan estabilizar 24 horas, tras las que lavamos los astrocitos con PBS, 

para eliminar restos de medio, y añadimos medio de neuronas nuevo a una razón de 

250 µl por cada 500.000 células. En función del experimento, este medio contendrá o 

no B27, así como fracciones S1 de diferentes modelos de EA (Apartado C.4). Las 

condiciones específicas de medio y tiempo utilizadas se indican en cada experimento. 

Una vez recogido el medio, se centrifuga a 0,5 x g durante 10 minutos para eliminar 

posibles células y congelamos el sobrenadante a -20ºC hasta su uso.  
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6.3. Filtración de medio condicionado por astrocitos 

Para ello añadimos el medio condicionado por los astrocitos al concentrador 5 

K MWCO (Agilent Technologies), centrifugamos 3 veces a 5.000 x g durante 10 

minutos obteniendo un filtrado, que contiene las moléculas con masa molecular 

inferior a 5.000 Da, y un retenido, con las moléculas mayores de 5 KDa. A ambos, se 

les adiciona medio de neuronas sin B27 hasta igualar el volumen de partida y 

mantener así la concentración original. Estos medios, denominados en este trabajo 

medio condicionado con moléculas de masa inferior a 5.000 Da (MC < 5.000 Da) y 

medio condicionado con moléculas de masa superior a 5.000 Da (MC > 5.000 Da), se 

utilizan para realizar ensayos de supervivencia neuronal, en las condiciones 

anteriormente descritas.  

7. Inmunofluorescencia para células de cultivo 

 Las técnicas inmunocitoquímicas permiten detectar la presencia de moléculas 

de interés en las células de estudio, gracias a la especificidad de la unión antígeno-

anticuerpo. En este trabajo hemos realizado estudios de visualización y contaje de 

células en neuronas primarias en cultivo. Las células, una vez fijadas tras los 

diferentes tratamientos (Apartado C.6), se procesan siempre en paralelo, con el fin 

de minimizar la variabilidad en el inmunomarcaje. Además, también de manera 

paralela, se realizan controles negativos omitiendo la incubación con anticuerpos 

primarios para demostrar la especificidad de los anticuerpos empleados. En ningún 

caso, los controles negativos producen inmunotinción, por lo que no existen uniones 

inespecíficas de anticuerpos secundarios en las muestras estudiadas.  

 7.1. Marcaje inmunofluorescente doble para células de cultivo  

 Este protocolo se lleva a cabo sobre las neuronas, ya fijadas, obtenidas en los 

diferentes ensayos de supervivencia descritos en el Apartado C.6. Todos los lavados 

de este procedimiento se realizan durante 10 minutos en agitación suave. Sin 

embargo, las diferentes incubaciones (permeabilización, bloqueo y anticuerpos) se 

realizan en estático. En primer lugar, realizamos 3 lavados con PBS para eliminar 

los restos de etanol. Posteriormente, llevamos a cabo la permeabilización de las 

membranas celulares, para que los anticuerpos puedan acceder al interior celular, 

mediante la incubación con PBT [0,1% Tritón X-100 (Sigma) (v/v) en PBS] durante 1 

hora a temperatura ambiente. Realizamos una incubación con la solución de bloqueo 

(5% albúmina de suero bovina (BSA; Fisher Scientific) en PBT), durante 3 horas a 

temperatura ambiente. Tras el bloqueo, incubamos, a la concentración adecuada, con 

los anticuerpos primarios correspondientes (NeuN y, en función del ensayo, MAP2 o 

PV) (Tabla C.2), en presencia de BSA 1% en PBT durante toda la noche a 4ºC. Al día 

siguiente, realizamos 3 lavados con PBT e incubamos con los anticuerpos 

secundarios (Tabla C.2), también en presencia de BSA 1% en PBT, durante 1 hora a 

temperatura ambiente. A partir de este momento, todos los pasos se realizan en 

oscuridad, ya que los anticuerpos secundarios llevan acoplados fluorocromos, que son 

sensibles a la luz. Después, realizamos 3 lavados con PBT, para evitar uniones 

inespecíficas, un lavado de 5 min con PBS y otro con H2O milliQ, para eliminar las 

posibles sales que puedan quedar. Por último, montamos en un portaobjetos con el 
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medio de montaje Dako Fluorescent Mounting Medium (Dako). Las muestras se 

conservan a 4ºC y en oscuridad hasta su visualización.  

 7.2. Obtención de imágenes mediante Microscopía Confocal  

 Las imágenes de fluorescencia se han obtenido con el microscopio confocal 

ZEISS LSM 7 DUO, del Servicio de Microscopía del Centro de Investigación 

Tecnológica e Innovación de la Universidad de Sevilla (CITIUS). Se trata de un 

microscopio óptico confocal que tiene acoplado un láser como fuente de iluminación, 

así como un sistema electrónico que permite la obtención de imágenes digitales. 

Hemos utilizado el software ZEN 2011 para la adquisición de imágenes.  

 7.3. Procesamiento de imágenes y cuantificación de neuronas  

 Por último, las imágenes digitales se han procesado mediante el programa 

informático ImageJ. La cuantificación del número de neuronas totales se realiza 

mediante el estudio de MAP2 y NeuN, mientras que para la cuantificación del 

número de neuronas PV+ empleamos PV y NeuN. MAP2 es una proteína de 

citoesqueleto asociada a microtúbulos que participa en el crecimiento de los procesos 

neuronales y la plasticidad sináptica (D'Andrea et al., 2017), por lo que permite 

visualizar la neurona completa, con todas sus ramificaciones (neuropilo). NeuN es 

una proteína del núcleo neuronal (Gusel'nikova y Korzhevskiy, 2015). De tal forma 

que, con este marcaje es posible visualizar y cuantificar de forma específica las 

neuronas del cultivo tratado, pudiendo evaluar la supervivencia neuronal mediante 

la comparación del número de neuronas existente tras los tratamientos realizados. 

Así pues, para la cuantificación del número de neuronas totales (NeuN+ y MAP2+) 

se utiliza la herramienta “Cell Counter” de ImageJ. De forma similar, hemos 

cuantificado el número de neuronas GABAérgicas PV+ con respecto a la población 

neuronal total, reconocida mediante NeuN. 

8. Inmunohistoquímica 

Las condiciones empleadas en la Inmunohistoquímica fluorescente múltiple 

se detallan en el apartado D.4 de los Resultados. Esta técnica se ha puesto a punto 

y se ha empleado posteriormente en el laboratorio de los doctores Alberto Serrano-

Pozo y Bradley Hyman, en el Massachusetts General Hospital (Harvard Medical 

School, Estados Unidos) durante una estancia predoctoral. 

 Por otra parte, en colaboración con el laboratorio de la Dra. Antonia Gutierrez 

(Universidad de Málaga), se han realizado estudios inmunohistoquímicos del tejido 

hipocampal y cortical de muestras post mortem de controles y pacientes de 

Alzheimer, tal y como se describe en Sanchez-Mejias et al. (2016). De forma 

rutinaria, las muestras de los diferentes estadios Braak se procesan de forma 

paralela para minimizar la variabilidad, y la especificidad de la tinción se comprueba 

omitiendo el anticuerpo primario. 

De forma breve, una vez desparafinadas e hidratadas las muestras, 

realizamos una mejora o aumento de la exposición del antígeno mediante el 

pretratamiento con calor (80ºC) en tampón citrato sódico (50 mM, pH=6; Panreac) 
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durante 20 minutos. A continuación, en caso de utilizar el método de la peroxidasa 

para el revelado de la inmunorreacción (inmunoperoxidasa), las secciones se tratan 

con una solución de H2O2 (Panreac) al 3% y metanol (Panreac) al 10% en PBS 

durante 20 minutos para inactivar a la peroxidasa endógena y evitar tinción de fondo 

no deseada. Posteriormente, bloqueamos la avidina, la biotina y las proteínas de 

unión a biotina que se encuentran en el tejido de manera endógena, mediante el kit 

de bloqueo de avidina-biotina (Vector Labs) durante 30 minutos en cada solución. 

Para evitar reacciones inespecíficas, bloqueamos con suero normal de cabra (Sigma-

Aldrich) o de caballo (Sigma-Aldrich), en función del anticuerpo empleado, al 5% en 

PBS durante 1 hora. Tras el bloqueo, incubamos con el anticuerpo primario en PBS 

con 0,2% Tritón X-100 (Sigma-Aldrich) y 0,1% azida sódica (Panreac), en las 

condiciones detalladas en la Tabla C.2. 

Anticuerpo Diana 
Especie 

huésped 

Dilución, 

Tiempo y 

Temperatura 

de incubación 

Clon/Referencia 

(Proveedor) 

Anticuerpos primarios 

CD163 Receptor CD163 Ratón 1:200, 72 h, 22ºC 
10D6 

(Leica biosystems) 

CD45 
Receptor CD45 o 

PTPRC 
Conejo 1:1000, 48 h, 22ºC 

ab10558  

(Abcam) 

IBA1 
IBA1 o AIF1, 

proteína de unión a 

calcio 

Conejo 1:1.000, 24 h, 22ºC 
019‐19741  

(Wako Chemicals) 

Map2 
Proteína asociada a 

microtúbulos 
Conejo 1:1.000, 24 h, 4ºC 

Ab5622 

(Millipore) 

MRC1 Receptor MRC1 Conejo 1:1000, 48 h, 22ºC 
HPA004114  

(Sigma-Aldrich) 

NeuN 
Núcleo neuronas 

maduras 
Ratón 1:1.000, 24 h, 4ºC 

A60 

(Chemicon) 

OC Aβ fibrilar Conejo 1:5.000, 24 h, 22ºC 
AB2286  

(Millipore) 

PV Parvalbúmina Conejo 1:1.000, 24 h, 4ºC 
PV27 

(Swant) 

Anticuerpos secundarios 

Anti-IgG conejo 

biotinilado 

Anticuerpo primario 

producido en conejo 
Cabra 1:500, 70 min, 22ºC  Vector Lab 

Anti-IgG ratón 

biotinilado 

Anticuerpo primario 

producido en ratón 
Cabra 1:500, 70 min, 22ºC Vector Lab 

Anti-IgG conejo 

AF546 

Anticuerpo primario 

producido en conejo 

Burro 

Cabra 

1:500, 1 h, 22ºC 

1:1.000, 1 h, 22ºC 

NanoProbes 

Molecular Probes 

Anti-IgG ratón 

AF488 

Anticuerpo primario 

producido en ratón 

Burro 

Burro 

1:500, 1 h, 22ºC 

1:1.000, 1 h, 22ºC 

NanoProbes 

Molecular Probes 

 

Tabla C.2. Relación de anticuerpos empleados en los estudios de inmunocitoquímica e 

inmunohistoquímica. Se indica el antígeno diana reconocido por dichos anticuerpos, la especie del 

huésped en la que se han producido, la dilución empleada en este trabajo y la casa comercial o 

proveedor. 
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 Para las imágenes de microscopía óptica de campo claro, transcurrido el 

periodo de incubación en el anticuerpo primario, las secciones se incuban en el 

anticuerpo secundario biotinilado correspondiente (Tabla C.2), en el mismo tampón 

que el anticuerpo primario, durante 75 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, incubamos los cortes en el complejo estreptavidina‐peroxidasa de 

rábano (Extravidin®; Sigma‐Adrich) a una dilución 1/2.000 en tampón PBS con 

Tritón al 0,2 % durante 90 minutos y a temperatura ambiente. Finalmente, el 

producto de la inmunorreacción se visualiza introduciendo el tejido en una solución 

de 3‐3’‐diaminobencidina tetrahidro‐clorhídrico (DAB) (Sigma‐Aldrich) al 0,05% en 

tampón Tris clorhídrico (Trizma®, Sigma‐Aldrich), conteniendo 0,03% de sulfato 

amónico de níquel (Farmitalia Carlo Erba) para intensificar el producto de la 

reacción de la peroxidasa (precipitado de color azul) y, 0,03% de peróxido de 

hidrógeno como sustrato de la enzima. Para inmunomarcaje doble, tras el primer 

revelado, incubamos las secciones en suero normal de cabra o de caballo, y 

posteriormente con el segundo anticuerpo primario, que se revela de forma similar, 

aunque omitiendo la adición de níquel a la solución de DAB, por lo que este segundo 

marcaje se visualiza en marrón. Tras cubrir las secciones, las analizamos en un 

microscopio óptico Nikon, modelo Eclipse 80i, con una cámara fotográfica digital 

Nikon DS-5M de 5 megapíxeles. Esta cámara se encuentra conectada a un ordenador 

que contiene el software ACT-2U (Auto Camera Tame To You; Imaging Software, 

Nikon Corporation 2004). 

 Respecto a las imágenes de inmunofluorescencia, tras incrementar la 

antigenicidad del tejido, bloquear con suero normal de cabra o caballo e incubar con 

el primer anticuerpo primario, incubamos con el segundo anticuerpo primario. 

Posteriormente, incubamos, también de forma consecutiva, con los anticuerpos 

secundarios correspondientes durante 1 hora y, para eliminar la autofluorescencia 

del tejido, empleamos el eliminador de autofluorescencia (Merck Millipore) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Por último, obtenemos las imágenes en el 

microscopio láser confocal Leica Sp5 II, conectado a un ordenador que ejecuta el 

programa Leica TCSNT. 

9. Aislamiento de células a partir del cerebro de modelos de EA 

En este proyecto hemos aislado astrocitos, microglía, CDM y linfocitos a partir 

del cerebro de animales WT y diferentes modelos de EA. Para ello, hemos empleado 

y optimizado diferentes protocolos de aislamiento y separación celular basados en la 

citometría de flujo. 

 La citometría de flujo es una técnica de análisis celular multiparamétrico 

cuyo fundamento se basa en pasar una suspensión de partículas (generalmente 

células) alineadas e individuales a través de un capilar, a velocidad constante y 

dentro de un flujo laminar, por delante de un haz de luz láser focalizado. De este 

modo, podemos medir y cuantificar simultáneamente múltiples características 

físicas y químicas de una sola célula, que produce una señal individual al interferir 

con dicha fuente de luz (Barrera-Ramirez et al., 2004). Cuando el haz incide sobre 

una célula, se genera una luz dispersada policromática, producida por los diferentes 
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fluorocromos unidos a los anticuerpos específicos empleados para detectar antígenos 

de las células de interés. Dicha luz es captada por los detectores de gran sensibilidad 

del citómetro, generando numerosa información sobre cada célula individual, que es 

analizada por el software del citómetro. Así pues, la luz dispersada hacia delante y 

lateralmente provee información sobre el tamaño y la complejidad/granularidad de 

la célula, respectivamente, pero también podemos obtener información de las 

características antigénicas (inmunofenotipo) de las células, e incluso de diferentes 

procesos o funciones celulares (ciclo celular, proliferación, apoptosis, fagocitosis, etc.) 

específicos de cada célula.   

 Algunos citómetros de flujo poseen, además, una función denominada 

"clasificación de células activada por fluorescencia" o FACS (del inglés, Fluorescence-

activated Cell Sorting). Esta técnica permite clasificar y separar las células con alta 

pureza en función del tipo de marcaje 

fluorescente que presenten, permitiendo 

su posterior uso en experimentos 

funcionales. Para ello, las células 

individualizadas pasan entre dos placas 

que establecen un campo eléctrico, 

proporcionando una carga determinada 

a las gotas en función de los parámetros 

analizados. La trayectoria de caída de 

las gotas cargadas se desvía hacia la 

placa que tenga polaridad opuesta, de 

modo que pueden separarse diferentes 

poblaciones de células en función de su 

marcaje específico con los anticuerpos y 

fluoróforos utilizados (Figura C.3, Male 

et al., 2014).   

 En este trabajo de Tesis Doctoral se ha utilizado el Separador Celular FACS 

Aria Fusion (Becton Dickinson), del Servicio de Citometría de Flujo y Separación 

Celular del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS).   

9.1. Aislamiento de astrocitos ex vivo a partir del cerebro de 

ratones APP 

 Para el aislamiento de astrocitos viables presentes en la corteza cerebral y el 

hipocampo de ratones APP de 12 meses, y sus respectivos controles WT, empleamos 

una modificación del protocolo desarrollado por Miltenyi Biotec, usando el Adult 

Brain Dissociation Kit, mouse and rat (Miltenyi Biotec). 

Mix 1 

Enzima P 

50 µl 

Buffer Z 

1900 µl 
 

Tabla C.3. Composición de los mix 1 y 2 empleados en la digestión del tejido de corteza e 

hipocampo, empleando los reactivos suministrados por Miltenyi Biotec. Las cantidades 

especificadas corresponden al volumen empleado por cada centro extraído (corteza e hipocampo). 

 

 Figura C.3. Esquema del 

funcionamiento del FACS. Imagen 

tomada de Male et al., 2014.  

Mix 2 

Enzima A 

20 µl 

Buffer Y 

20 µl 
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 En primer lugar, sacrificamos los ratones y extraemos el cerebro, que se lava 

con PBS. Aislamos corteza e hipocampo y los troceamos de forma conjunta con un 

bisturí. A continuación, realizamos una disgregación mecánica con micropipeta en 

presencia del mix 1 del kit comercial indicado anteriormente. Tras 15 minutos de 

digestión enzimática, en los que incubamos a 37ºC en agitación, disgregamos el tejido 

con micropipeta y añadimos el mix 2 (Tabla C.3). Incubamos 10 minutos en agitación 

a 37ºC, disgregamos el tejido mecánicamente e incubamos de nuevo en las mismas 

condiciones. Pasados los 10 minutos, centrifugamos la muestra a 300 x g durante 5 

minutos a 4ºC.  

A partir de aquí, el procedimiento se realiza manteniendo las muestras y 

reactivos en frío. El pellet resultante de la centrifugación anterior se resuspende y 

lava con PBS. Pasamos la suspensión de células a través de un filtro de nylon con 

diámetro de poro de 100 µm y centrifugamos a 300 x g durante 10 minutos a 4ºC. El 

pellet se resuspende en PBS, posteriormente se mezcla con Debris removal solution, 

y se crea un gradiente de densidad mediante la adición de PBS frío. Este se 

centrifuga a 3.000 x g durante 10 minutos a 4ºC y sin freno, dando lugar a tres fases. 

Descartamos las dos fases superiores; y lavamos con PBS la inferior, donde se 

encuentran las células. Centrifugamos a 1.000 x g durante 10 minutos a 4ºC y el 

pellet resultante se resuspende en 100 µl de PBS con 0,5% de BSA. En esta 

suspensión se encuentran diferentes tipos celulares presentes en la corteza e 

hipocampo del ratón utilizado. 

 Para aislar los astrocitos de manera específica, la suspensión de células se 

incuba, en las condiciones indicadas, con los diferentes anticuerpos recogidos en la 

Tabla C.4 durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Además, se 

utilizan los correspondientes isotipos como control negativo para descartar las 

uniones inespecíficas de los anticuerpos.  

Las células, una vez marcadas, se lavan y pasan por el Separador Celular 

FACS Aria Fusion, que detecta las diferentes poblaciones en base a la expresión de 

cada marcador, considerando además la complejidad y tamaño celular. En primer 

lugar, realizamos una selección de células (población P1), mediante la representación 

de SSC (Side Scatter) frente a FSC (Forward Scatter), que proporciona información 

sobre la complejidad y el tamaño celular, respectivamente, y permite descartar los 

debris y restos celulares. A continuación, descartamos los dobletes, seleccionando las 

células individuales (población P2), que muestran una relación lineal en la 

representación FSC-H vs. FSC-A. Distinguimos la población de células viables 

mediante el marcaje 7-AAD, un agente intercalante del ADN que es incapaz de 

atravesar membranas íntegras. Posteriormente, mediante inmunomarcaje 

fluorescente con CD45-PE y CD11b-CF-Blue, distinguimos dos poblaciones 

claramente definidas. Por una parte, la población CD11b+/ CD45+ que corresponde 

a las células microgliales. Por otra, la población no microglial (CD45-/CD11b-), a 

partir de la cual es posible seleccionar las células astrogliales (ACSA2high). La 

proteína de superficie ACSA2 (del inglés, astrocyte cell surface antigen 2) es 

específica de astrocitos, por lo que este protocolo permite purificar astrocitos viables 

de manera altamente efectiva, sensible y específica (Kantzer et al., 2017). Tras este 
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procedimiento se aíslan tres poblaciones celulares diferentes: astrocitos (CD45-

/CD11b-/ACSA2high), microglia (CD11b+/ CD45+) y otros tipos celulares del SNC 

(CD45-/CD11b/ACSA2-). Con el fin de comprobar el correcto aislamiento de cada tipo 

celular, realizamos la extracción de ARN, retrotranscripción y el estudio de 

marcadores específicos de cada población celular (ALDH1L1, GFAP, AQP-4, para 

astrocitos; IBA1, TMEM119, TREM2, para microglía) mediante RT-PCR en tiempo 

real (protocolos detallados en Apartados C.10, 11 y 12, respectivamente).   

ANTICUERPO DIANA 
DILUCIÓN 

EMPLEADA 
FLUOROCROMO 

CLON 

(PROVEEDOR) 

Anti-ACSA2-APC 

Proteína de 

superficie 

ACSA2 (del 

inglés, 

astrocyte cell 

surface 

antigen 2) 

1:50 

Allophycocyanin 

(APC) 

λexitación = 650 nm 

λemisión = 660nm 

IH3-18A3  

(Miltenyi Biotec) 

Anti-CD45-PE 

Proteína de 

superficie 

CD45 

3:100 

R-phycoerythrin 

(PE) 

λexitación = 496 nm 

λemisión = 578nm 

HI30  

(Immunostep) 

Anti-CD11b-CF-

Blue 

Proteína de 

superficie 

CD11b 

1:20 

CF-Blue 

λexitación = 401 nm 

λemisión = 452 nm 

M1/70  

(Immunostep) 

7-

aminoactinomicina 

D (7-AAD) 

Agente 

intercalante 

del ADN 

fluorescente 

1:20 

7-AAD 

λexitación = 546 nm 

λemisión = 647 nm 

- 

(BD PharmingenTM) 

 

Tabla C.4. Relación de anticuerpos empleados para el aislamiento de astrocitos ex vivo a 

partir del cerebro de ratones APP mediante FACS. Se especifica la diana, el clon del anticuerpo, 

la casa comercial o proveedor, el fluorocromo al que va unido y la dilución empleada de cada uno de 

ellos. 

  En definitiva, este protocolo proporciona la selección y el aislamiento eficaz 

de la población de astrocitos viables presentes en corteza e hipocampo de ratones 

transgénicos APP. Las células, una vez aisladas, se centrifugan a 0,5 x g durante 10 

minutos y se congelan en nitógeno líquido, para su posterior análisis metabolómico 

(realizado en colaboración con la Dra. Coral Barbas de la Universidad San Pablo 

CEU). 

9.2. Aislamiento de microglía, CDM y linfocitos ex vivo del 

cerebro de modelos APP y TAU 

 En este trabajo, hemos realizado el aislamiento y cuantificación de la 

microglía, CDM y linfocitos presentes en la corteza y/o hipocampo de ratones 

transgénicos APP y TAU de 12 meses de edad. Se han incluido como controles 

ratones APP de 6 meses y TAU de 4 meses, respectivamente, así como animales WT. 
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 En primer lugar, los ratones se anestesian con una dosis letal de tiopental 

(Braun, 90-120mg/Kg peso ratón) y se perfunden transcardialmente con PBS estéril 

frío durante 5 minutos a un flujo continuo de 10 ml/minuto, utilizando una bomba 

de perfusión (DINKO Mod. D-25V). Tras este paso, se procede a decapitar a los 

animales y a extraer la corteza y el hipocampo.   

 Una vez extraídos, homogeneizamos mecánicamente el tejido cortical y/o 

hipocampal, en función del experimento. Cortamos el tejido con la ayuda de un 

bisturí y, mediante el paso por una aguja de 21G, disgregamos en HBSS con un 10% 

de FBS. El homogeneizado se pasa a través de un filtro de nylon con un diámetro de 

poro de 100 µm (Fisher Scientific) y se centrifuga a 155 x g durante 10 minutos a 4ºC 

(Centrifuge 5702 R, Eppendorf).  

 El pellet obtenido se resuspende en Percoll al 30% y creamos un gradiente de 

densidad mediante la adición de HBSS frío. Centrifugamos a 800 x g durante 15 

minutos a 4ºC y sin freno, con el fin de separar la mielina de las células, que 

sedimentan y forman el pellet. Para eliminar los restos de Percoll, lavamos con PBS 

y centrifugamos a 800 x g durante 10 minutos a 4ºC. Tras resuspender el pellet 

resultante en 100 µl de PBS, obtenemos una suspensión con los diferentes tipos 

celulares presentes en la corteza y/o el hipocampo del modelo utilizado.  

ANTICUERPO DIANA 
DILUCIÓN 

EMPLEADA 
FLUOROCROMO 

CLON 

(PROVEEDOR) 

Anti-CD11b-APC 

Proteína de 

superficie 

CD11b 

3:100 

Allophycocyanin 

(APC) 

λexitación= 650 nm 

λemisión = 660 nm 

M1/70 

(Immunostep) 

Anti-CD45-PE  

Proteína de 

superficie 

CD45 

3:100 

R-phycoerythrin 

(PE) 

λexitación = 496 nm 

λemisión = 578 nm 

HI30 

(Immunostep) 

Anti-Ly6c/Ly6g-

FITC 

Proteínas de 

superficie 

Ly6c y Ly6g 

3:100 

Fluorescein 

isothiocyanate 

(FITC) 

λexitación = 492 nm 

λemisión = 518 nm 

RB6-8C5 

(Immunostep) 

 

Tabla C.5. Relación de anticuerpos empleados para el aislamiento de microglía, CDM y 

linfocitos ex vivo del cerebro de modelos de la EA mediante FACS. Se especifica la diana, el clon 

del anticuerpo, la casa comercial o proveedor, el fluorocromo al que va unido y la dilución empleada de 

cada uno de ellos. 

 Para el aislamiento específico de microglía, CDM y linfocitos, se emplean, en 

la concentración indicada, los anticuerpos recogidos en la Tabla C.5. Las células se 

incuban durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Además, 

utilizamos como control negativo los isotipos correspondientes para descartar las 

uniones inespecíficas de los anticuerpos. Este protocolo está basado en el diferente 

perfil de expresión de CD11b y CD45 en cada tipo celular (Ford et al., 1995; Chiu et 

al., 2013; Goldmann et al., 2016; Rosenzweig et al., 2019). Además, utilizamos el 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

69 
 

C MATERIALES Y MÉTODOS 

anticuerpo anti-Ly6c con el fin de confirmar y garantizar una adecuada separación 

de las CDM con respecto a la microglía activa. 

 Tal y como se ha indicado previamente, las células, una vez marcadas, se 

lavan y pasan por el Separador Celular FACS Aria Fusion a 4ºC, que detecta las 

diferentes poblaciones en base a la expresión de cada marcador, considerando 

además la complejidad y el tamaño celular. Una vez descartados los debris y dobletes 

celulares selecionamos las células individuales, y distinguimos las tres poblaciones 

de interés mediante el inmunomarcaje fluorescente de CD45-PE y CD11b-APC. Por 

una parte, diferenciamos la población de linfocitos (CD11b-/ CD45high). Además, 

observamos dos poblaciones positivas para CD11b y CD45, pero con diferente 

expresión de este último. La población CD11b+/ CD45medium corresponde a las células 

microgliales, mientras que las CDM son CD11b+/ CD45high. Sin embargo, puesto que 

en la microglía activa aumenta la expresión de CD45, también utilizamos el marcaje 

de Ly6c para garantizar una adecuada separación de las CDM (Ly6c+) respecto a 

toda la población microglial (Ly6c-). Este marcador ha confirmado que la separación 

realizada únicamente en base a CD11b y CD45 estaba siendo adecuada. De tal forma 

que con este procedimiento se aíslan tres poblaciones celulares: microglía 

(CD11b+/CD45medium/Ly6c-), CDM (CD11b+/CD45high/Ly6c+) y linfocitos (CD11b-

/CD45high). 

Con el fin de comprobar el correcto aislamiento de cada tipo celular, se realiza 

la extracción de ARN, retrotranscripción y el estudio de marcadores específicos de 

cada población celular mediante RT-PCR en tiempo real (protocolos detallados en 

Apartados C.10, 11 y 12, respectivamente).   

10. Aislamiento de ARN, ADN y proteínas 

 El método empleado para la extracción de ARN, ADN y proteínas se basa en 

la diferente solubilidad de las distintas biomoléculas (ARN, ADN, proteínas y lípidos) 

en disolventes orgánicos (fenol y cloroformo). El proceso se lleva a cabo usando el 

reactivo TRIsure™ (Bioline), que contiene tiocianato de guanidina, un agente 

caotrópico que rompe las membranas y desnaturaliza las proteínas, incluyendo 

proteasas, ADNasas y ARNasas. Estas últimas son muy resistentes a la mayoría de 

los agentes físicos, y su desnaturalización es fundamental para evitar la degradación 

del ARN.   

 Para garantizar una adecuada extracción de ARN, es esencial minimizar la 

actividad ribonucleasa durante la extracción. Para ello, es importante que tanto los 

reactivos como el material de trabajo utilizados estén libres de ARNasas. El agua es 

tratada con dietilpirocarbonato (DEPC; Sigma-Aldrich) a una concentración del 0,1% 

(p/v) (Fedorcsak y Ehrenberg, 1966), durante 12 horas. Tras este periodo se 

autoclava para eliminar el DEPC, ya que éste puede alterar el ARN por 

carboximetilación. Todos los reactivos y material fungible de origen comercial 

utilizados durante este proceso se adquieren libres de ARNasas. En lo que respecta 

al material físico no fungible (como pinzas o tijeras), es esterilizado antes de 

utilizarlo. Además, todo el procedimiento se realiza en una campana extractora, que 
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es limpiada con RNAase ZAP™ (Sigma-Aldrich) de forma previa, para evitar el 

contacto del operador con el TRIsure™. 

 10.1. Procedimiento 

 El proceso comienza añadiendo 1 ml del reactivo TRIsure™ por cada 50-100 

mg de tejido o 0,5 ml de TRIsure™ por cada 106 células aproximadamente, ya sean 

procedentes de cultivo o del aislamiento por separación celular mediante FACS. En 

el caso de los tejidos, es necesario un paso adicional de homogeneización de la 

muestra con un homogeneizador (Polytron; Heidoph), durante 15 segundos a la 

máxima potencia. 

 A continuación, en ambos casos, el homogeneizado se deja incubar 10 minutos 

a temperatura ambiente, para permitir una disociación completa de los complejos 

núcleo-proteicos. Posteriormente, añadimos 0,2 ml de cloroformo (Sigma-Aldrich) por 

cada ml inicial de TRIsure™ añadido. Agitamos vigorosamente e incubamos a 

temperatura ambiente durante otros 10 minutos. A continuación, centrifugamos a 

12.000 x g a 4ºC durante 15 minutos, obteniéndose una solución trifásica. La fase 

superior acuosa corresponde al ARN, mientras que las proteínas, lípidos y ADN se 

encuentran en la interfase y fase inferior orgánica. Por tanto, a partir de esta 

solución trifásica, podemos aislar el ARN (Subapartado 10.1.1), el ADN genómico 

(ADNg) (Subapartado 10.1.2) y las proteínas (Subapartado 10.1.3), aunque estas 

últimas se encuentran desnaturalizadas. 

 10.1.1. Aislamiento de ARN 

 Para aislar el ARN, extraemos la fase superior acuosa cuidadosamente y 

procedemos de forma diferente en función del tipo de muestra. 

 En general, una vez extraída la fase acuosa, añadimos 0,5 ml de isopropanol 

(Sigma-Aldrich) por cada ml inicial de TRIsure™ y 0,4 µl de glicógeno (Thermo 

Scientific), que ayudará a la precipitación del ARN, manteniéndolo a -20ºC durante 

toda la noche. Al día siguiente, incubamos a temperatura ambiente durante 10 

minutos, y centrifugamos a 12.000 x g, durante 15 minutos a 4ºC. El pellet de ARN 

obtenido se lava con 1 ml de etanol (Scharlau) preparado al 75% (v/v) con agua 

tratada con DEPC. Volvemos a centrifugar a 12.000 x g, durante 15 minutos a 4ºC y 

el pellet obtenido se deja secar y se resuspende en agua tratada con DEPC.   

 Por otra parte, las muestras humanas no han sido obtenidas en las 

condiciones idóneas para obtener un ARN de alta integridad. Las necropsias no son 

inmediatas, como puede ocurrir con muestras de células o de modelos. Además, las 

muestras, una vez obtenidas, son congeladas y almacenadas en los Bancos de Tejidos 

durante varios años. En consecuencia, para las muestras humanas decidimos 

emplear el protocolo comercial del RNeasy Mini Kit (Quiagen), que garantiza 

mejores resultados en cuanto a purificación e integridad del ARN. De forma breve, 

una vez extraída la fase acuosa, añadimos 0,7 mL de etanol (Scharlau) al 75% en 

agua tratada con DEPC, incubándolo a -20ºC durante 6-12 horas, para proporcionar 

las condiciones ideales de unión. Tras lo cual, transferimos la muestra a una 

columna, donde quedará retenido el ARN. Realizamos diferentes lavados para 
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eliminar cualquier tipo de contaminación y finalmente el ARN se eluye en 50 µl de 

agua tratada con DEPC. 

  En ambos casos, el ARN purificado se cuantifica en un espectrofotómetro 

(NanoDrop; Thermo Scientific), aprovechando la capacidad de las bases 

nitrogenadas de absorber a una longitud de onda de 260 nm. Además, es conveniente 

determinar la razón de absorbancia a 260 nm/280 nm (longitud de onda a la que 

absorben los aminoácidos aromáticos), lo que nos permite conocer el nivel de 

contaminación de proteínas presentes en la muestra de ARN purificado. Una razón 

de 2.1 indica que la muestra de ARN no presenta prácticamente contaminación de 

proteínas.   

 Para comprobar la integridad del ARN purificado utilizamos Agilent RNA 

6000 Nano Kit (Agilent Technologies) como soporte electroforético y Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies) como instrumento de detección y análisis. Este 

sistema permite llevar a cabo una electroforesis en gel mediante el uso de un chip, 

sobre el cual se carga la matriz del gel, el fluoróforo que permitirá llevar a cabo la 

visualización del ARN y la muestra correspondiente. Tras la electroforesis, el sistema 

de análisis recoge la fluorescencia emitida por la muestra, previamente estimulada 

con láser, creando un electroferograma (fluorescencia/tiempo). El electroferograma 

permite conocer la calidad del ARN proporcionando el RIN (Número de Integridad 

del ARN; del inglés, RNA Integrity Number), mediante el uso de un software 

específico. El RIN establece una clasificación numérica de la calidad del ARN que 

comprende valores del 1 al 10, siendo 1 el RIN de un ARN totalmente degradado y 

10 el RIN de un ARN perfectamente conservado. Tras llevar a cabo el análisis de 

integridad de ARN de nuestras muestras humanas hemos obtenido un RIN medio 

de 5,66±1,06, indicando una calidad media del ARN utilizado en este trabajo. 

 Una vez se ha purificado, cuantificado y comprobado su integridad, el ARN es 

almacenado a –80ºC hasta su posterior utilización.   

 10.1.2. Aislamiento de ADN 

 A partir de la solución trifásica anterior, utilizamos la fase intermedia y la 

fase orgánica inferior para extraer ADN y proteínas totales. En primer lugar, se lleva 

a cabo la precipitación del ADN genómico (ADNg). Para ello, añadimos 300 µl de 

etanol al 100%, por cada ml inicial de TRIsure™ e invertimos el tubo varias veces 

para mezclarlo. Después, incubamos la muestra durante 5 minutos a temperatura 

ambiente, para permitir que el ADN precipite. Centrifugamos a 2.000 x g durante 5 

minutos a 4°C y el sobrenadante (donde están las proteínas) se lleva a un tubo nuevo 

(Subapartado C.10.1.3). 

 Por su parte, el pellet de ADN obtenido se lava con 1 ml de citrato de sodio 

0,1M (Sigma-Aldrich) en 10% de etanol. Agitamos durante 30 minutos a temperatura 

ambiente y centrifugamos a 2.000 x g durante 5 minutos a 4°C. Tras lo cual, volvemos 

a lavar en las mismas condiciones. Posteriormente, añadimos 1,5 ml de etanol al 

75%, agitamos durante 20 minutos y centrifugamos a 2.000 x g durante 5 minutos a 

4°C. El pellet obtenido se deja secar y se resuspende en hidróxido de sodio 8 mM 
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(Acros OrganicsTM), EDTA 1 µM (Sigma-Aldrich), pH=7,5. Se mantiene en agitación 

durante 12-18 horas, garantizando la disolución del ADNg, y centrifugamos a 12.000 

x g durante 10 minutos a 4°C, para eliminar los restos de material insoluble que 

puedan permanecer. El sobrenadante, con el ADNg, se pasa a un tubo nuevo y se 

mantiene a -25ºC hasta su uso (Apartado C.12.3). 

 10.1.3. Aislamiento de proteínas 

 Para precipitar las proteínas, al sobrenadante aislado en el apartado anterior 

añadimos 1,5 ml de isopropanol. Tras invertir varias veces el tubo, se deja en 

agitación durante unos 20 minutos a temperatura ambiente y centrifugamos 10 

minutos a 12.000 x g a 4ºC. Lavamos el precipitado con 2 ml de guanidina (Sigma-

Aldrich) 0,3 M en 95% (v/v) de etanol, agitamos fuertemente y lo mantenemos en 

agitación durante 20 minutos a temperatura ambiente, para después centrifugar a 

7.500 x g durante 5 minutos a 4ºC. Este proceso de lavado se repite dos veces más, y, 

luego, realizamos un último lavado similar, pero empleando etanol absoluto, con el 

fin de eliminar los restos de guanidina. Finalmente, dejamos secar el precipitado 

unos 10 minutos, hasta que se evapora todo el alcohol.  

 Para solubilizar las proteínas, resuspendemos el precipitado, una vez seco, en 

urea 8M (PanReac AppliChem) y SDS 4%, tamponado con 40mM Tris (PanReac 

AppliChem)-HCl (PanReac AppliChem) pH=7,5, e incubamos toda la noche en 

agitación a temperatura ambiente. Al día siguiente, se procede a su cuantificación 

por el método de Lowry (Apartado C.13). Las proteínas solubilizadas y cuantificadas 

se congelan en diferentes alícuotas a -80ºC hasta su uso. Estas proteínas se 

encuentran desnaturalizadas, por lo que solamente se utilizaran para estudios en 

western blot (WB) (Apartado C.14).  

11. Retrotranscripción 

 La retrotranscripción o transcripción inversa es el proceso por el cual 

obtenemos ADN complementario (ADNc) a partir de ARN mensajero (ARNm). El 

ADNc es una biomolécula mucho más estable que el ARN, por lo que nos permite un 

manejo más cómodo y seguro de la muestra. Este ADNc se consigue a partir de un 

molde de ARN en presencia de cebadores aleatorios y desoxirribonucleótidos, 

mediante la actividad de la enzima transcriptasa inversa que, en las condiciones 

óptimas, sintetiza una hebra de ADN complementaria y genera un híbrido ARN-

ADN, el cual, por degradación del ARN, quedará como ADN monocatenario.  

Posteriormente, se forma una doble hélice de ADN, mucho más estable que el ARN 

de partida. 

 11.1. Procedimiento 

 Para realizar la retrotranscripción, partimos de 4 μg de ARN resuspendido en 

agua con DEPC (Apartado C.10.1.1). Este ARN se somete a 65ºC durante 10 minutos 

para su desnaturalización en un termociclador (MasterCycler Gradient, Eppendorf). 

Transcurrido este tiempo, llevamos la muestra inmediatamente a 4ºC para evitar la 

renaturalización del ARN. 
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 Preparamos una mezcla de reacción, mediante la combinación de los 

componentes del “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied 

Biosystem), que contiene los reactivos necesarios para llevar a cabo la transcripción 

inversa (Tabla C.6). Una vez preparada, la mezcla de reacción se combina con la 

muestra de ARN en proporción 1:1, de manera que cada reactivo queda a una 

concentración final 1X y la enzima retrotranscriptasa a 2,5 U/µl. 

Por último, introducimos la muestra en el termociclador e incubamos durante 

10 minutos a 25ºC, para permitir la hibridación de los cebadores con sus secuencias 

complementarias, seguido de 2 horas a 37ºC, para que tenga lugar la reacción de 

retrotranscripción y, en definitiva, sintetice el ADNc a partir del ARNm. Dicho ADNc 

obtenido se conserva a –25ºC hasta su utilización. 

Reactivos 

Volumen de la 

mezcla de 

reacción 

Concentración 

final 

Cebadores aleatorios (10X) 20% 2X 

Tampón de Retrotranscripción (10X) 20% 2X 

Mezcla de Desoxirribonucleótidos (dNTP) (25X) 8% 2X 

Enzima Transcriptasa Inversa (50 U/μl) 10% 5 U/μl 

H2O tratada con DEPC 42% - 
Tabla C.6. Relación de los reactivos suministrados por Applied Biosystems. Se indica el 

porcentaje del volumen total que supone cada uno de ellos en la mezcla de reacción y la concentración 

final de los mismos para la reacción de retrotranscripción. 

  Con el fin de comprobar que la cantidad de ADNc obtenida tras la reacción 

de retrotranscripción es la misma en todas las muestras, llevamos a cabo la 

amplificación de uno o varios genes housekeeping (GAPDH, 18S, β-ACTINA, CYC1, 

RPL13, UBE2D2, HPRT1, UBC). En general, hemos obtenido una expresión similar, 

con poca variabilidad, de cada gen housekeeping en todas las muestras, 

independientemente de su origen. En cualquier caso, su expresión se ha empleado 

rutinariamente como control interno en todos los experimentos con la finalidad de 

normalizar posibles cambios en la cantidad de ADNc de partida en las reacciones de 

PCR (Apartados C.12.1 y C.12.2). 

12. PCR en tiempo real 

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica muy utilizada 

en biología molecular debido a sus numerosas aplicaciones, ya que permite 

amplificar de forma exponencial, cientos o millones de veces, secuencias específicas 

de ADN, presentando una elevada sensibilidad. Se denomina RT-PCR cuando se 

parte de ADNc, obtenido a partir de ARN mensajero (ARNm) mediante 

retrotranscripción (Apartado C.11). A diferencia de otras técnicas convencionales de 

PCR, donde se requiere una técnica adicional para observar los resultados, las PCR 

en tiempo real son PCR cuantitativas (qPCR). El análisis de las muestras se produce 

durante el mismo proceso de amplificación, monitorizando una señal fluorescente 

asociada al producto de PCR. En este sentido, la RT-qPCR es una técnica muy útil 

para la cuantificación de cantidades pequeñas de ARN, con elevada precisión y sin 

la necesidad de una acción posterior.  
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 Para ello, se utilizan termocicladores que son capaces de amplificar y detectar 

la fluorescencia simultáneamente, como el termociclador de tiempo-real ABIPrism 

7900 (Applied Biosystems) y el equipo ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems™), utilizados en el presente trabajo. Estos sistemas combinan un 

termociclador, un detector de fluorescencia y un software específico de amplificación.   

 12.1. Cuantificación de la expresión génica mediante sondas 

Taqman 

 En este trabajo, para cuantificar la expresión de ARNm se han utilizado 

sondas de hidrólisis o sondas Taqman. Las sondas Taqman son sondas de hibridación 

específicas que permiten la detección exclusiva de una determinada secuencia. Se 

tratan de oligonucleótidos de 20-24 bases de longitud, que se unen de forma 

complementaria a una secuencia interna dentro del fragmento de ADN a amplificar. 

Estas sondas están marcadas en el extremo 5’ con un fluoróforo donador (reporter), 

como FAM, y en el extremo 3’ con un aceptor o sustancia absorbente (quencher), 

normalmente TAMRA, que absorbe la fluorescencia liberada por el donador (Figura 

C.4). De esta forma, el espectro de emisión del primero ha de solapar con el espectro 

de absorción del segundo. Mientras que la sonda está intacta, no se detecta 

fluorescencia ya que la energía se transfiere vía Transmisión de Energía de 

Resonancia (FRET; del inglés, Fluorescent Resonance Energy Transfer) del fluoróforo 

de baja longitud de onda en un extremo (reporter) al fluoróforo de alta longitud en el 

otro extremo (quencher), apantallando la fluorescencia de baja longitud de onda. 

Durante la fase de elongación, la sonda que ha hibridado con su secuencia 

complementaria va a estar unida a una cadena simple de ADN, y flanqueada por 

cebadores específicos de la secuencia estudio. Cuando la Taq-polimerasa alcanza la 

sonda, su actividad exonucleasa 5’-3’ libera al fluoróforo donador, que comienza a 

emitir fluorescencia al estar separado del quencher. Esta fluorescencia es captada 

por el detector y su intensidad, por tanto, es proporcional a la presencia de secuencias 

diana en la muestra analizada.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.4. Representación esquemática del 

funcionamiento de una sonda Taqman. Los 

cebadores y la sonda se unen a su secuencia diana. 

Aunque el fluoróforo es excitado, el quencher absorbe 

la energía evitando que se detecte la fluorescencia. A 

partir del cebador, la ADN polimerasa copia la 

secuencia complementaria hasta llegar a la sonda. 

Entonces, esta es hidrolizada por el extremo 5´, 

liberando al fluoróforo y permitiendo que el aumento 

de fluorescencia, que antes estaba siendo apantallado, 

sea detectado. Finalmente, la enzima hidroliza el 

resto de la sonda, completando la copia de la secuencia 

diana. 

 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

75 
 

C MATERIALES Y MÉTODOS 

Las reacciones de RT-PCR en tiempo real se caracterizan por el momento en 

el proceso de amplificación en el que la señal fluorescente se registra como 

estadísticamente significativa, distinguiéndose del ruido de fondo o señal 

background. A mayor número de copias iniciales, antes se detectará un aumento 

significativo en la fluorescencia (Bustin, 2000; Ginzinger, 2002; Bustin, 2002). Este 

punto se define como ciclo threshold (Ct) y siempre ocurre durante la fase 

exponencial de amplificación. De esta forma la cuantificación no se afecta porque 

alguno de los componentes de la reacción se vuelva limitante, y los replicados 

muestran resultados uniformes y reproducibles. La señal registrada se normaliza 

con la fluorescencia de referencia o calibradores para permitir correcciones en las 

fluctuaciones de fluorescencia provocadas por cambios en la concentración o el 

volumen, y se obtiene un valor de Ct para cada muestra.  

 12.1.1. Procedimiento 

 Para llevar a cabo la RT-PCR, preparamos la mezcla de reacción (Vf=20 µl) 

que contiene 10 µl de iTaqTM Universal Probes Supermix (Bio-Rad) (2X), 1 µl de 

Taqman™ Gene Expression Assay (Applied Biosystem) (20X), 8 µl de agua milliQ y 

1 µl de ADNc. La iTaq está compuesta por la enzima Taq polimerasa, los dNTPs y el 

medio adecuado para que ocurra la reacción. El vial comercial Taqman™ Gene 

Expression Assay, contiene los cebadores específicos del gen que se pretende 

cuantificar y una sonda Taqman MGB, marcada con FAM™ en el extremo 5’ y el 

quencher, además de una unión al surco menor (MGB, del inglés minor groove 

binder), en el 3’. Esta MGB aumenta la temperatura de fusión (Tm, del inglés melting 

temperature) de la sonda y estabiliza el híbrido sonda-diana. La concentración dentro 

del vial es de 18 µM para cada primer y 5 µM para la sonda.  Las sondas 

suministradas por Applied Biosystems han pasado previamente controles de calidad 

que garantizan la especificidad por la secuencia diana y la eficiencia de 

amplificación. Las sondas Taqman utilizadas para cuantificar la expresión de ARNm 

de los diferentes marcadores analizados en este trabajo se encuentran detalladas en 

la Tabla C.7. 

Una vez preparada esta mezcla de reacción en cada pocillo, introducimos la 

placa de 96 pocillos en el ABI PRISM Sequence Detection Systems 7900, donde se 

llevará a cabo la amplificación, siguiendo el programa detallado en la Tabla C.8. El 

análisis de los resultados se realiza con el programa ABI Prism 7900 SDS Software, 

obteniéndose un valor de Ct para cada muestra. 

Para la cuantificación de los niveles de ADNc, hemos utilizado el método de 

comparación de Ct (Ramos et al., 2006), usando un housekeeping (GAPDH, 

normalmente), como gen de referencia. Los valores de Ct son calculados con el 

software proporcionado por Applied Biosystems (SDS 1.7). Según este método, la 

cantidad de ADNc (unidades de expresión de la diana estudiada), normalizada con 

el housekeeping viene dada por la siguiente ecuación: 2-∆∆Ct (Livak y Schmittgen, 

2001). 
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Tabla C.7. Relación de sondas Taqman utilizadas para humanos y ratón en el análisis de 

expresión de ARNm mediante RT-PCR. 

 

Condiciones de la RT-PCR 

Fase Previa Ciclo (40 repeticiones) 

Activación de la Taq Desnaturalización 

inicial 

Desnaturalización Hibridación y 

Elongación 

2 min - 50ºC 10 min - 95ºC 15 s - 95ºC 1 min - 60ºC 
Tabla C.8. Condiciones de tiempo y temperatura de la RT-PCR en tiempo real para la 

cuantificación de expresión génica según el protocolo proporcionado por Applied 

Biosystems. Como los amplicones son pequeños, se combina la fase de hibridación y elongación, usando 

una temperatura de 60ºC. 

 

 

 

Sonda (Humano) Referencia Sonda (Humano) Referencia 
ALDH1L1 Hs01003842_m1 MKI67 Hs01032443_m1 

AQP-4 Hs00242342_m1 MSR1 Hs00234007_m1 

β-actina Hs99999903_m1 MRC1 Hs00267207_m1 

CCL2 Hs00234140_m1 NPY Hs00173470_m1 

CCL3 Hs00234142_m1 PDGFRB Hs01019589_m1 

CCL4 Hs99999148_m1 PECAM1 Hs01065279_m1 

CCL5 Hs00982282_m1 PFKM Hs01075411_m1 

CCR1 Hs00174298_m1 PGM1 Hs01071897_m1 

CCR2 Hs00704702_s1 PILRA Hs00603661_g1 

CCR5 Hs00152917_m1 PKM Hs00761782_s1 

CD11b Hs00355885_m1 PU.1 Hs02786711_m1 

CD11c Hs00174217_m1 PV Hs00161045_m1 

CD163 Hs00174705_m1 PYGB Hs00765686_m1 

CD3e Hs01062241_m1 P2RX4 Hs00602442_m1 

CD45 Hs04189704_m1 P2RY12 Hs01881698_m1 

CD68 Hs02836816_g1 RPL13 Hs00744303_s1 

CD74 Hs00269961_m1 SELE Hs00174057_m1 

CLEC7A Hs01902549_s1 SST Hs00356144_m1 

CPT1A Hs00912671_m1 S100β Hs00902901_m1 

CSF1 Hs00174164_m1 TMEM119 Hs01938722_u1 

CSF1R Hs00911250_m1 TNFα Hs00174128_m1 

CX3CR1 Hs01922583_s1 TREM2 Hs00219132_m1 

CYC1 Hs00357717_m1 UBE2D2 Hs00366152_m1 

C1S Hs00156159_m1 VIM Hs00185584_m1 

C1R Hs00354278_m1 18S Hs03003631_g1 

C3 Hs00163811_m1  

C4a-b Hs00246758_m1 Sonda (Ratón) Referencia 
FN1 Hs00365052_m1 Aldh1l1 Mm03048957_m1 

GAPDH Hs03929097_g1 Aqp-4 Mm00802131_m1 

GFAP Hs00909236_m1 Ccr2 Mm00438270_m1 

HMGCR Hs00168352_m1 Cd3 Mm01179194_m1 

IBA1 Hs00610419_g1 Cx3cr1 Mm02620111_s1 

IDH2 Hs00953879_m1 Gapdh Mm99999915_g1 

IDH3a Hs00194253_m1 Gfap Mm01253033_m1 

IFITM3 Hs03057129_s1 Iba1 Mm00479862_g1 

IL1β Hs01555410_m1 Ly6c Mm00841873_m1 

IL6 Hs00985639_m1 Tmem119 Mm00525305_m1 

LGALS3 Hs00173587_m1 Trem2 Mm04209424_g1 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

77 
 

C MATERIALES Y MÉTODOS 

 Además, en las muestras humanas, con el fin de comprobar que no se 

producen alteraciones en los niveles de expresión de GAPDH como consecuencia de 

la patología, género u algún otro factor (Preece y Cairns, 2003), hemos llevado a cabo 

la amplificación de otros cinco genes housekeeping (β-actina, 18S, UBE2D2, CYC1 y 

RPL13). Observamos una adecuada correlación entre ellos y con GAPDH, lo cual es 

indicativo de que las ligeras variaciones en los niveles de expresión de estos genes 

entre diferentes muestras es consecuencia de pequeños cambios en la cantidad total 

de ADNc, validándose como buenos genes de referencia (Gutala y Reddy, 2004; 

Rydbirk et al., 2016). 

12.2. Cuantificación de la expresión génica mediante TaqMan® 

Array Cards 

 Para cuantificar la expresión de varios genes específicos de monocitos o CDM, 

microglía y macrófagos asociados al SNC en muestras de tejido humano post mortem, 

hemos utilizado TaqMan® Array Cards, de Thermo Fisher Scientific, también 

llamadas TLDAs (Taqman Array Microfluidic Cards). Estas permiten realizar RT-

PCR en tiempo real de varias sondas Taqman simultáneamente, presentando, por 

tanto, una mayor capacidad para cuantificar la expresión de múltiples genes en 

varias muestras de manera paralela, sencilla y rápida. Además, minimiza la 

manipulación y, por tanto, el error que puede llevar asociado. 

 Custom Taqman® Array Cards 

Sonda Referencia Sonda Referencia 
GAPDH Hs02786624_g1 HLA-dr Hs04192463_mH 

MRC-I Hs00267207_m1 LILRB2 Hs00275975_m1 

Siglec1 Hs00224991_m1 CXCL16 Hs00222859_m1 

CD163 Hs00174705_m1 Nur77 Hs00374226_m1 

IFITM2 Hs00829485_sH HPRT1 Hs99999909_m1 

IFITM3 Hs03057129_s1 Trem2 Hs00219132_m1 

F13A1 Hs01114178_m1 MEF2a Hs01050409_m1 

TAGLN2 Hs00761239_s1 SMAD3 Hs00969210_m1 

FTH1 Hs01694011_s1 AXL Hs01064444_m1 

NPC2 Hs00197565_m1 SALL1 Hs01548765_m1 

18S Hs03003631_g1 CST-7 Hs00175361_m1 

HLA-dqa1 Hs03007426_mH UBC Hs00824723_m1 
 

Tabla C.9. Relación de las 24 sondas Taqman para muestras humanas incluidas en las 

Taqman® Array Cards prediseñadas. Se incluyen genes específicos de microglía, monocitos o CDM 

y macrófagos asociados al SNC, así como 4 genes housekeeping. 

En este trabajo, hemos utilizado Custom TaqMan® Array Cards, diseñadas 

con 24 sondas de interés previamente seleccionadas, correspondiendo 4 de ellas a 

genes control o housekeeping (Tabla C.9). La tarjeta presenta 8 puertos de entrada 

en los que se depositan las diferentes muestras (8 muestras/placa). Cada uno de estos 

puertos de entrada se conecta con 48 pocillos donde se encuentran las sondas 

Taqman®. Puesto que las tarjetas utilizadas presentan 384 pocillos, cada una de 

ellas permite detectar la expresión de 24 genes distintos por duplicado para 8 

muestras (Figura C.5). 
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Figura C.5. Esquema de una TaqMan® Array Card (Formato 24). Se trata de una placa con 384 

pocillos prediseñada para medir la expresión de 24 genes, en 8 muestras diferentes, por duplicado. La 

muestra se añade en su respectivo puerto de carga y, mediante centrifugación, se distribuye de forma 

homogénea por los 48 pocillos correspondientes. 

 12.2.1. Procedimiento 

 En cada puerto de carga (Figura C.5), introducimos 100 ul de una mezcla 

compuesta por 50 μl de una mastermix comercial Taqman® (Thermo Scientific), 25μl 

de agua miliQ y 25 μl de ADNc, a una concentración final de 10 ng/μl. 

Posteriormente, centrifugamos la placa verticalmente a 1.200 rpm durante 2 

minutos en una centrífuga Sorvall ST40R (Thermo Scientific), para que toda la 

muestra se distribuya de forma homogénea, quedando 1 µl de muestra por pocillo. A 

continuación, sellamos la placa y cortamos los puertos de carga. Finalmente, 

introducimos la placa en el equipo ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems™). Mediante el software ViiA7 RUO, seleccionamos el programa de 

amplificación (Tabla C.8). Este equipo amplifica el ADNc y detecta la intensidad de 

fluorescencia, proporcionando un valor de Ct, de igual forma que una RT-PCR en 

tiempo real convencional basada en el uso de sondas Taqman (Apartado C.12.1).  

 En las TaqMan® Array Cards, hemos utilizado cuatro genes housekeeping 

(GAPDH, 18S, HPRT1 y UBC), a partir de los cuales obtuvimos la media geométrica, 

mediante la raíz cuarta del producto de los valores de Ct obtenidos para cada uno de 

estos genes. De forma similar que en la RT-PCR en tiempo real, para cuantificar los 

niveles de ADNc hemos utilizado el método de comparación de Ct. En este caso, la 

cantidad de ADNc o unidades de expresión se normaliza con la media geométrica de 

los housekeeping y viene dada por: 2-ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001). 

12.3. Identificación del genotipo APOE 

 Para la identificación del genotipo APOE, hemos empleado ensayos de 

identificación de genotipo de polimorfismo de nucleótido único (SNP; del inglés, 

single-nucleotide polymorphism) Taqman®. Estos ensayos se emplean para 

amplificar y detectar determinados alelos en el ADNg. Cada ensayo contiene dos 

cebadores (directo e inverso) preoptimizados y sin marcar, y dos sondas Taqman, con 

Muestras Puertos de carga

24 Sondas Taqman preseleccionadas
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las caracteristicas previamente descritas (Apartado C.12.1). Cada una de las sondas 

reconoce de forma específica a uno de los polimorfismos. Una de ellas está marcada 

con FAM y otra con VIC, permitiendo así la discriminación alélica.   

 El funcionamiento de los ensayos de identificación de genotipo SNP Taqman® 

es similar al de cuantificación de la expresión génica (Apartado C.12.1). De forma 

breve, los cebadores y las sondas se unen, en caso de estar presente, a su secuencia 

diana. La ADN polimerasa amplifica la secuencia complementaria y, cuando llega a 

la sonda, hidroliza el extremo 5’, liberando al fluoróforo y emitiendo una señal que 

es captada por el detector. De forma que, únicamente detectaremos fluorescencia 

para FAM y/o VIC si la respectiva sonda se ha unido a su secuencia diana específica. 

En consecuencia, si únicamente observamos una curva de amplificación para el 

fluróforo FAM o VIC, el individuo será homocigoto para el correspondiente alelo. Sin 

embargo, si amplifican ambas señales, el individuo es heterocigoto. 

 12.3.1. Procedimiento 

 Preparamos la mezcla de reacción (Vf=10 µl) que contiene 5 µl de TaqmanTM 

Genotyping Master Mix (Applied Biosystems) (2X), 0,2 µl de Taqman™ SNP 

Genotyping Assay (Applied Biosystem) (50X), 4 µl de agua milliQ y 1 µl de ADNg. 

Para realizar la discriminación entre los alelos ε2, ε3 y ε4, hemos identificado los 

polimorfismos del gen APOE rs429358 y rs7412 (Tabla C.10). 

SNP 

Taqman™ SNP 

Genotyping 

Assay 

Amplicón [VIC/FAM] 

Alelo 

ε2 ε3 ε4 

rs429358 C_3084793_20 
GCTGGGCGCGGACATGGAGGACGTG[C/T] 

GCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGG 
T T C 

rs7412 C_904973_10 
CCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAG[C/T] 

GCCTGGCAGTGTACCAGGCCGGGGC 
T C C 

Tabla C.10. Polimorfismos del gen APOE detectados en este trabajo. Se indican los ensayos 

TaqmanTM empleados y la región amplificada (delimitada por los cebadores). En el amplicón 

observamos en rojo los posibles nucleótidos del polimorfismo, que son detectados de forma específica 

por diferentes sondas, marcadas respectivamente con VIC o FAM. También se indica el nucleótido 

presente en los alelos ε2, ε3 y ε4 para cada SNP. 

 Una vez preparada la mezcla de reacción en cada pocillo, introducimos la 

placa de 96 pocillos en el ABI PRISM Sequence Detection Systems 7900, donde se 

llevará a cabo la amplificación, siguiendo el programa detallado en la Tabla C.11. El 

análisis de los resultados para la discriminación alélica se realiza con el programa 

ABI Prism 7900 SDS Software. 

Condiciones de la PCR para la identificación del genotipo APOE 

 Fase Previa Ciclo (50 repeticiones) 

 
Activación de 

la Taq 

Desnaturalización 

inicial 
Desnaturalización 

Hibridación y 

Elongación 

rs429358 2 min - 50ºC 10 min - 95ºC 15 s - 95ºC 1 min - 64ºC 

rs7412 2 min - 50ºC 10 min - 95ºC 15 s - 95ºC 1 min - 61ºC 
Tabla C.11. Condiciones de tiempo y temperatura de la PCR en tiempo real para la 

identificación de los polimorfismos del gen APOE rs429358 y rs7412. 
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13. Cuantificación de proteínas: Método de Lowry 

 La determinación de la concentración de proteínas se realiza utilizando el 

método de Lowry (Lowry et al., 1951), que se basa en un mecanismo de dos pasos. 

En primer lugar, los iones cobre forman, en medio básico, un complejo con los 

nitrógenos de los enlaces peptídicos. Posteriormente, el reactivo de Folin-Ciocalteu 

se reduce, produciendo un compuesto azulado con absorbancia máxima a 750 nm. 

Este método tiene un rango de sensibilidad de 5-100 µg (Noble y Bailey, 2009). La 

cantidad de proteína en la muestra puede ser estimada utilizando una curva patrón 

con una solución de una proteína estándar, en este caso, hemos empleado la BSA en 

un rango de 10 a 50 µg. Para la cuantificación de proteínas totales, solubilizadas en 

SDS 4% y urea 8M, añadimos a la curva patrón el mismo porcentaje de urea y SDS 

que presentan las diluciones de las muestras a las que se le va a medir la 

absorbancia.  

 Por otra parte, en el caso de muestras con una limitada concentración de 

proteínas o con un pequeño volumen disponible, utilizamos una variante 

denominada micro-lowry (modificación de Fryer et al., 1986), diseñada para su uso 

en placas de poliestireno cristalino con 96 pocillos. En este caso, la curva patrón 

presenta un rango de 1 a 10 µg, y la muestra se diluye entre 10 y 40 veces en un 

volumen final de 100 µl. A cada reacción, añadimos 25 µl de la mezcla cobre-tartrato, 

en una razón 1:1:100 de CuSO4 al 5% (PanReac AppliChem), NaKTartrato al 10% 

(Sigma-Aldrich) y Na2CO3 al 10% (PanReac AppliChem) en NaOH 0.5N. Con esta 

solución incubamos a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuación, 

añadimos el reactivo de Folin&Ciocalteu (Sigma-Aldrich) diluido en agua (1:1), e 

incubamos de nuevo a temperatura ambiente, durante 20 minutos. Finalmente, 

procedemos a la lectura de la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda 

de 595 nm y la realización de la curva patrón para el cálculo de la concentración de 

proteínas en cada una de las muestras. 

 Una vez conocida la concentración de proteínas, preparamos un stock de 

proteínas a una concentración de 1 µg/µl y lo congelamos en diferentes alícuotas a -

20ºC hasta su uso. 

14. Western Blot 

 La técnica de Western Blot permite la detección y cuantificación de proteínas 

específicas presentes en una mezcla de proteínas. Los geles de poliacrilamida 

constituyen el soporte de elección a la hora de llevar a cabo la separación de las 

proteínas presentes en una muestra en función de su movilidad electroforética, y, 

por tanto, de su tamaño. Entre las diversas técnicas de electroforesis en gel de 

poliacrilamida (PAGE), probablemente la más usada es aquella que se lleva a cabo 

en condiciones desnaturalizantes según el método de Laemmli (Laemmli, 1970). Esta 

electroforesis tiene lugar en presencia del detergente aniónico SDS, que se 

caracteriza por su capacidad para dispersar agregados proteicos, así como para 

desnaturalizar proteínas. Además, la presencia de este detergente, tanto en los geles 

como en los tampones de electroforesis y transferencia, nos garantiza que las 

proteínas se encuentren en todo momento desnaturalizadas y cargadas 
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negativamente, lo que nos permite separarlas exclusivamente en función de su 

tamaño.  

 La poliacrilamida se forma a partir de la copolimerización entre los reactivos 

acrilamida (Serva) y bis-acrilamida (N,N'-metilén-bis-acrilamida; Sigma-Aldrich), 

en presencia de PSA (persulfato de amonio; Sigma-Aldrich), que actúa como 

catalizador de la polimerización, y TEMED (Tetrametiletilendiamina; Sigma-

Aldrich), que inicia la reacción. En estos geles, podemos variar el diámetro de poro 

fácilmente cambiando las concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida, lo que nos 

permite resolver proteínas de diferentes tamaños. En este trabajo, los geles 

preparados han variado entre 4-20% de acrilamida.  

 14.1. Procedimiento 

 Para llevar a cabo la electroforesis, las proteínas deben estar preparadas con 

un tampón específico, denominado tampón de carga, que contiene SDS 2,3%, β-

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) 10%, glicerol (Sigma-Aldrich) 20% y azul de 

bromofenol (Sigma-Aldrich) 0,005%, en tampón 10 mM Tris-HCl a pH 6,8.   

Para la preparación del gel, empleamos el sistema Mini Protean 3 (Bio-Rad), 

que permite preparar geles a la concentración deseada, combinando los reactivos 

descritos anteriormente, y con el número de pocillos que sean necesarios, según las 

condiciones de cada experimento. La electroforesis se lleva a cabo en tampón 25 mM 

Tris-HCl a pH 8,4 con Glicina 0,19 M (PanReac AppliChem) y SDS 0,1% (p/v), 

sometiéndola a un voltaje constante de 90 V. Para el estudio de las diferentes formas 

de Tau, hemos utilizado geles de gradiente de concentración de entre 4 y 20% de 

acrilamida (Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels, Bio-Rad), que 

permite realizar una adecuada separación de proteínas con un amplio rango de 

tamaños de forma simultánea. En el caso del péptido Aβ, debido a su bajo peso 

molecular (4,5 KDa), hemos optado por utilizar geles de poliacrilamida al 16%, y el 

pH del gel de empaque se ha modificado hasta un valor de 8,45. Además, hemos 

empleado un tampón de electroforesis que contiene tricina 100 mM (PanReac 

AppliChem) pH 8,45. La tricina tiene un pKa de 8,15 y la glicina de 9,6, por lo que, 

en las condiciones de experimentación descritas, la tricina se encuentra 

predominantemente en forma aniónica y migra mucho más rápido de lo que lo haría 

la glicina en el gel de empaque. En consecuencia, las proteínas con un peso molecular 

más bajo se empaquetan y migran mejor durante la electroforesis, permitiendo una 

mejor separación.  

 Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas retenidas en el gel de 

poliacrilamida se transfieren a una membrana. En este trabajo, hemos empleado 

membranas de nitrocelulosa (Hybond-C extra, Amersham) y de PVDF (Inmobilon-P, 

Millipore), ambas con 0.45 micras de diámetro de poro. El sistema de soporte 

utilizado permite realizar la transferencia sumergida en el tampón de transferencia 

[glicina 190 mM, metanol 20% (v/v) (Scharlau), SDS 0,005%, en 25 mM Tris-HCl, pH 

8,4], a 310 mA constante durante 90 minutos. En el caso de las membranas de PVDF, 

es necesario su activación en metanol de forma previa a la transferencia.  
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ANTICUERPO DIANA 
ESPECIE 

HUÉSPED 

DILUCIÓN 

EMPLEADA 

BANDA 

RECONOCIDA 
PROVEEDOR 

Anticuerpos primarios 

AT8 

Fosfo-Tau 

(Ser199/202-

Thr205) 

Ratón 1:1.000 50-80 kDa 
Thermo 

Scientific 

AT100 

Fosfo-Tau 

(Thr212-

Ser214) 

Ratón 1:1.000 50-80 kDa Innogenetics 

AT180 
Fosfo-Tau 

(Thr231) 
Ratón 1:1.000 50-80 kDa 

Thermo 

Scientific 

A11 

Formas 

oligoméricas 

de Aβ 

Conejo 1:2.000 27, 54 y 99 kDa 
Thermo 

Scientific 

Β-ACTINA 
Proteína 

housekeeping 
Ratón 1:10.000 42 kDa 

Sigma-

Aldrich 

GAPDH 
Proteína 

housekeeping 
Conejo 1:10.000 37 kDa 

Cell 

Signalling 

OC 

Formas 

fibrilares de 

Aβ 

Conejo 1:5.000 86 kDa 
Merck-

Millipore 

TAU46 Tau (total) Ratón 1:1.000 50-80 kDa 
Cell 

Signalling 

82E1 Aβ Ratón 1:2.000 4,5 kDa (1-mer) IBL 

Anticuerpos secundarios 

Anti-IgG 

conejo 

Anticuerpo 

primario 

producido en 

conejo 

Caballo 1:10.000 - 
Cell 

Signalling 

Anti-IgG 

ratón 

Anticuerpo 

primario 

producido en 

ratón 

Cabra 1:10.000 - 
Cell 

Signalling 

 

Tabla C.12. Relación de anticuerpos utilizados en las técnicas de Western blot y Dot blot. Se 

indica el antígeno diana reconocido por dichos anticuerpos, la especie huésped donde se han producido, 

la dilución empleada en este trabajo, la masa molecular de la diana y la casa comercial.  

Al terminar la transferencia, las membranas de PVDF requieren un paso 

adicional en el cual se hierven en PBS durante 5 minutos. Las membranas se tiñen 

con solución de Rojo Ponceau´s (Sigma-Aldrich), preparado al 0,1% con ácido acético 

5% (PanReac AppliChem) en agua, para observar las proteínas transferidas. 

Después, lavamos con TPBS [Tween-20 (Sigma-Aldrich) 0,1% (v/v) en PBS] y 
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bloqueamos con leche desnatada al 5% en TPBS, durante 30-60 minutos a 

temperatura ambiente. Tras el bloqueo, incubamos la membrana con el anticuerpo 

primario correspondiente en TPBS durante toda la noche a 4ºC. En la Tabla C.12, se 

detallan los anticuerpos y concentración empleados, así como algunas de las 

características más relevantes. 

 Al día siguiente, retiramos el exceso de anticuerpo mediante tres lavados de 

5 minutos con TPBS e incubamos la membrana con el anticuerpo secundario 

correspondiente (Cell Signalling), durante una hora a temperatura ambiente. Estos 

se unen de forma específica al anticuerpo primario y se encuentran conjugados a 

peroxidasa de rábano (Tabla C.12). Tras la incubación, lavamos con TPBS para 

retirar el exceso de anticuerpo secundario. Finalmente, para visualizar las proteínas 

marcadas, usamos el reactivo Pierce ECL 2 Western Blotting Substrate (Thermo 

Scientific) que contiene el sustrato de la peroxidasa y, por tanto, dará lugar a una 

señal quimioluminiscente que será proporcional a la cantidad de la proteína de 

interés en la muestra. Esta señal es registrada mediante el sistema de captación 

ChemiDoc™ Touch Imaging System (Bio-rad) y, posteriormente, cuantificada 

empleando el software Image Lab (Bio-Rad). 

15. Dot blot 

Esta técnica permite la detección de conformaciones proteicas, sin necesidad de 

separar las proteínas por su tamaño, y en condiciones no desnaturalizantes, de 

manera que se mantiene la integridad estructural de las mismas. Por tanto, para 

esta técnica, las proteínas se encuentran en un tampón isotónico no 

desnaturalizante.  

 15.1. Procedimiento 

 Colocamos una gota de la solución proteica, con el volumen y concentración 

adecuados, sobre una membrana de nitrocelulosa y su absorción hace que las 

proteínas interaccionen y se adhieran a ella. Dejamos secar para asegurar su 

adhesión a la membrana. Tras lo cual, esta se trata con el mismo procedimiento que 

se ha descrito para el Western blot (Apartado C.14). De forma breve, bloqueamos 

durante 30-60 min a temperatura ambiente; incubamos con el anticuerpo primario 

correspondiente a 4ºC durante toda la noche, y con el respectivo anticuerpo 

secundario a temperatura ambiente durante 1 hora. Los anticuerpos utilizados se 

detallan en la Tabla C.12. Finalmente, revelamos la señal quimioluminiscente. 

16. Análisis de datos y clustering 

 El análisis de los datos se realiza de forma no supervisada empleando el 

entorno y lenguaje de programación de dominio público R (versión 3.6.0). En primer 

lugar, estudiamos la correlación entre los diferentes genes analizados. 

Posteriormente, obtenemos el valor de expresión normalizado o tipificado (z-score), 

para garantizar que todas las variables tengan el mismo peso en el análisis. 

Aplicamos el método VAT (del inglés, Visual Assessment of cluster Tendency), que 

nos permite evaluar visualmente si los datos muestran indicios de algún tipo de 

agrupación, confirmando que nuestros datos presentan una estructura inherente de 
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grupos. Por tanto, aplicamos un análisis de clúster o clustering a nuestros datos 

normalizados para clasificar de forma no supervisada los genes analizados en grupos 

denominados conglomerados o clústeres, de forma que las observaciones 

pertenecientes a un grupo sean similares entre sí (homogeneidad dentro del grupo) 

y diferentes del resto (heterogeneidad entre grupos), tal y como visualizamos 

mediante el análisis de componentes y dendogramas. Para decidir la mejor 

aproximación, comparamos, mediante diversas medidas de validación interna, 

diferentes algoritmos de clustering y número de clústeres.  

17. Análisis estadístico 

 Todos los experimentos de este trabajo se han repetido un mínimo de 3 veces. 

El método de análisis estadístico varía según las muestras empleadas y se ha 

desarrollado con los programas GraphPad Prism 8, IBM® SPSS® Statistics y 

mediante el entorno y lenguaje de programación de dominio público R (versión 3.6.0). 

 En el estudio de las muestras humanas, los datos no siguen una distribución 

normal, por tanto, empleamos pruebas no paramétricas. Para comparaciones 

múltiples, usamos la prueba de Kruskal Wallis, seguida de un test de Dunn y en 

comparaciones independientes entre dos grupos, la prueba U de Mann Whitney. 

Para comparar muestras relacionadas empleamos la prueba de Friedman. Los datos 

se representan utilizando un diagrama que refleja los valores individuales de cada 

muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. De esta forma, podemos conocer la distribución que siguen los datos 

dentro de cada grupo. Los análisis estadísticos de correlaciones entre variables se 

han realizado mediante el coeficiente de correlación de Spearman, seguidos por un 

análisis de regresión lineal. 

 Para las muestras que se ajustan a una distribución normal, comparamos los 

datos mediante el test ANOVA (del inglés, analysis of variance), seguido del test de 

comparación múltiple Tukey, si comparamos varios grupos entre sí, o mediante el 

test “t de Student”, si se trata de dos poblaciones independientes. Los resultados 

mostrados reflejan el valor medio de los experimentos realizados respecto al grupo 

control, representándose la media del grupo ± la desviación estándar (SD).  

 Para estudiar la relación entre variables cualitativas empleamos la prueba de 

chi-cuadrado. 

  En cualquier caso, consideramos que las diferencias son estadísticamente 

significativas cuando obtenemos un valor p<0,05, y mostramos el nivel de 

significación de la siguiente manera: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) o p<0,0001 

(****).   
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1. CARACTERIZACIÓN DE LA PATOLOGÍA Y LA 

RESPUESTA MICROGLIAL EN LA CORTEZA FRONTAL 

DE PACIENTES DE ALZHEIMER  

 Estudios previos del laboratorio han caracterizado la respuesta microglial en 

el hipocampo de pacientes de Alzheimer. A diferencia de la importante activación 

microglial descrita en modelos transgénicos de Aβ (Jimenez et al., 2008; Moreno-

Gonzalez et al., 2009; Heneka et al., 2015; Baglietto-Vargas et al., 2017; Gutierrez y 

Vitorica, 2018) y en el modelo Tau P301S (Romero-Molina et al., 2018), en el 

hipocampo de pacientes de EA existe una activación microglial muy limitada que se 

localiza exclusivamente rodeando a las placas amiloides. Además, se produce un 

proceso de degeneración microglial, con un patrón regional definido, que está 

mediado por formas tóxicas fosforiladas de Tau (Sanchez-Mejias et al., 2016). Por 

otra parte, como hemos mencionado previamente, en la EA existe gran 

heterogeneidad regional en la acumulación de las proteínas Aβ y Tau (Braak y 

Braak, 1991; Jucker y Walker, 2011; Jucker y Walker, 2013). Así pues, en el 

hipocampo la patología neurofibrilar precede a la acumulación de Aβ, mientras que 

en la corteza frontal la patología amiloide es anterior a la neurofibrilar. Teniendo en 

cuenta estos antecedentes, en este proyecto analizamos las principales 

características patológicas y la respuesta microglial en la corteza frontal de 

individuos en diferentes estadios de la EA, y comparamos los resultados con los 

previamente obtenidos en el hipocampo.  

1.1. Caracterización de la patología amiloide y neurofibrilar en la corteza 

frontal en relación con el hipocampo en la EA 

 La patología Aβ aumenta con la progresión de la EA tanto en áreas corticales 

como hipocampales. Sin embargo, mientras que el aumento en la carga de Aβ 

monomérico es significativo en el hipocampo sólo en el estadio Braak V-VI, en la 

corteza frontal se manifiesta desde el estadio Braak III-IV. De hecho, existe una 

diferencia significativa entre ambas áreas cerebrales de estos individuos (corteza 

frontal, mediana=9,903; rango intercuartílico de 2,848 a 20,75; hipocampo, 

mediana=4,024, rango intercuartílico de 0 a 6,945). Además, en pacientes Braak V-

VI la acumulación de este péptido es significativamente mayor en corteza frontal 

(mediana=18,17, rango intercuartílico de 10,71 a 44,03) que en hipocampo 

(mediana=5,097, rango intercuartílico de 1,841 a 9,023) (Figura D.1 C). En la figura 

D.1 D se observa que, los pacientes de EA con al menos un alelo ε4 poseen en la 

corteza frontal niveles más elevados de Aβ monomérico que los homocigóticos para 

ε3. 

 Además, hemos realizado una caracterización preliminar de la patología Tau 

(Figura D.2), comprobando que, tanto en hipocampo como en corteza frontal de 

pacientes de EA, se produce un aumento de formas agregadas y fosforiladas de Tau. 

Futuros experimentos determinarán diferencias entre ambas regiones cerebrales. 
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Figura D.1. En la corteza frontal de pacientes de Alzheimer se produce una acumulación 

mayor y más temprana de Aβ que en el hipocampo. (A) Análisis mediante western blot de la 

cantidad de Aβ en muestras de hipocampo y corteza frontal pertenecientes a los mismos individuos 

Braak II y Braak V-VI. (B) Cantidad de Aβ monomérico con la progresión de la patología de Alzheimer 

en muestras de corteza frontal. (C) Cuantificación mediante western blot de la carga de Aβ monomérico 

con la progresión de la patología en hipocampo (Braak 0, n=8; Braak II, n=21; Braak III-IV, n=9; Braak 

V-VI, n=30), y corteza frontal (Braak 0, n=10; Braak II, n=14; Braak III-IV, n=12; Braak V-VI, n=27). 

Las muestras de hipocampo han sido cuantificadas por la Dra. Victoria Navarro Garrido. Se indican los 

valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. Los grupos de muestras de hipocampo y corteza frontal se analizan de forma 

independiente mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (p<0.0001, en ambos 

casos). La significancia entre las muestras de hipocampo y corteza frontal para un mismo estadio Braak 

se analizan mediante la prueba U de Mann-Whitney (*p<0,5; **p<0,01; ****p<0,0001).                               

(D) Cuantificación de los niveles de Aβ monomérico en la corteza frontal de individuos Braak II (ε3, 

n=8; ε4, n=4) y V-VI (ε3, n=18; ε4, n=7). Los individuos agrupados como ε3 son homocigóticos para este 

alelo y los ε4 son homo o heterocigóticos para el alelo ε4. Se indican los valores individuales de cada 

muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia 

entre diferentes genotipos se ha analizado mediante la prueba de U de Mann-Whitney (**p<0,01; 

****p<0,0001).  Abreviaturas: H=hipocampo, CF= corteza frontal. 
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Figura D.2. Aumento de la patología Tau con la progresión de la EA en hipocampo y corteza 

frontal. Análisis mediante western blot de la cantidad de Tau total medido con el anticuerpo TAU46 y 

formas fosforiladas de Tau detectadas por el anticuerpo AT8 y AT180 en muestras de hipocampo y 

corteza frontal de los mismos individuos Braak II y Braak V-VI. 
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1.2. Degeneración de neuronas parvalbúmina (PV) positivas en la corteza 

frontal y el hipocampo en la EA 

 Otro rasgo neuropatológico típico de la EA es la neurodegeneración 

GABAérgica hipocampal, que afecta principalmente a las neuronas parvalbúmina 

(PV) positivas. En la corteza frontal, nuestros resultados muestran que la expresión 

de PV es mayor que en el hipocampo en todos los estadios Braak, y que dicha 

expresión también disminuye significativamente en pacientes de EA (Figura D.3).  

 

Figura D.3. Degeneración de neuronas GABAérgicas PV+ en el hipocampo y corteza frontal 

de pacientes de Alzheimer. Expresión relativa de PV, analizada mediante RT-PCR en tiempo real, 

con la progresión de la patología en hipocampo (Braak 0, n=8; Braak II, n=21; Braak III-IV, n=9; Braak 

V-VI, n=28), y corteza frontal (Braak 0, n=10; Braak II, n=13; Braak III-IV, n=12; Braak V-VI, n=11). 

Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos 

de los grupos representados. Los grupos de muestras de hipocampo y corteza frontal se analizan de 

forma independiente mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (hipocampo, 

p=0,0009; corteza frontal, p=0,0169). La significancia entre las muestras de hipocampo y corteza frontal 

se analizan mediante la prueba de Friedman para muestras relacionadas (p<0,0005) (*p<0,5; 

***p<0,001).  

 

Para estudiar si esta neurodegeneración podría estar causada o mediada por 

las patologías amiloide y/o neurofibrilar, presentes en ambas regiones cerebrales, 

realizamos un ensayo de supervivencia neuronal en presencia de neurosinaptosomas 

(NS) aislados de los modelos APP y TAU, que contienen diferentes formas de Aβ y 

Tau, respectivamente (Figura D.4 A). A pesar de que los cultivos de neuronas 

primarias presentan una gran variabilidad, nuestros resultados muestran que, en 

presencia de patología Tau, se produce una degeneración selectiva y muy 

significativa de neuronas PV+, sin que se afecte el número total de neuronas. Por 

otra parte, no observamos diferencias en el número de neuronas PV+ tratadas con 

NS de modelos APP (Figura D.4). Por tanto, la patología Tau podría ser responsable, 

al menos en parte, de la severa degeneración de estas neuronas GABAérgicas que se 

produce en la EA. 
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Figura D.4. Degeneración selectiva de neuronas GABAérgicas PV+ en cultivos de neuronas 

primarias tratadas con neurosinaptosomas (NS) procedentes de ratones TAU.                              

(A) Determinación, mediante western blot, de Aβ (6E10+82E1), Tau total (TAU46, TAU12) y fosforilado 

(AT8, AT100) en los NS aislados de ratones WT, APP y TAU. (B) Imágenes representativas de las 

neuronas primarias, tras 24 de tratamiento con los diferentes NS en medio de neuronas, marcadas con 

los anticuerpos PV (rojo) y NeuN (verde). Barra de escala: 100 µm. (C) Cuantificación del número de 

neuronas PV+, (D) NeuN+ y (E) número de neuronas PV+ corregido por el número de neuronas totales 

(NeuN+) en la condición control (n=15) y tras el tratamiento con NS WT (n=20), APP (n=25) y TAU 

(n=25). La estadística se ha analizado mediante el test de ANOVA seguido del test de comparación 

múltiple Tukey (***p<0,001; ****p<0,0001).  
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1.3. Estudio de la respuesta microglial en la corteza frontal de pacientes de 

Alzheimer 

 El análisis por RT-PCR en tiempo real de la expresión de múltiples genes 

microgliales en la corteza frontal de pacientes de Alzheimer revela que, algunos 

genes aumentan de forma muy significativa con la progresión de la patología, 

mientras que otros permanecen inalterados o incluso disminuyen de forma patente 

(Figura S1, Anexo I). Con el fin de obtener conclusiones robustas, y de acuerdo con 

la bibliografía reciente (Hickman et al., 2013; Keren-Shaul et al., 2017; Mathys et 

al., 2017; Hendrickx et al., 2017; Navarro et al., 2018; Hansen et al., 2018; Hopperton 

et al., 2018; Friedman et al., 2018) englobamos los marcadores analizados en 3 

grupos que denominamos “población microglial”, “microglía DAM” y “microglía 

homeostática”. Para cada uno de estos grupos calculamos su Gene Set Score (Sj) 

(Friedman et al., 2018). Sj se calcula para cada muestra “j”, utilizando el valor “eij”, 

que es el nivel de expresión normalizado del gen “i” en la muestra “j”. En primer 

lugar, calculamos la matriz central de la expresión génica “cij” con la fórmula 

siguiente: 𝑐𝑖𝑗 = 𝑒𝑖𝑗 −
1

𝑛𝑠
𝛴𝑗𝑒𝑖𝑗; donde “ns” es el número de muestras. “cij” corresponde al 

nivel de expresión del gen “i” en la muestra “j”, relativo al nivel de expresión medio 

en todas las muestras. El Sj de un clúster de genes para la muestra “j” (Sj) se define 

como la media de la matriz “cij”: 𝑆𝑗 =
1

𝑛𝑔
𝛴𝑖𝑐𝑖𝑗; donde “ng” es el número de genes que 

forman el clúster.   

 Como observamos en la figura D.5, la expresión del gene set score de población 

microglial no cambia con la progresión de la enfermedad. Sin embargo, se produce 

un aumento significativo en los genes asociados a microglía DAM, lo que refleja un 

aumento en la activación microglial. Este incremento se produce de forma paralela 

a una clara disminución en el gene set score de microglía homeostática únicamente 

en pacientes Braak V-VI. 

También estudiamos si existen diferencias en la respuesta microglial de 

individuos con diferente genotipo APOE, según sean homocigóticos para el alelo ε3 o 

presenten al menos un alelo ε4. Aunque no observamos diferencias significativas 

entre individuos Braak II o pacientes Braak V-VI en función del genotipo APOE, 

existe una leve tendencia a mayor activación microglial en presencia del alelo ε4 

(Figura D.6).   

Dado la intensa patología Aβ existente en la corteza frontal de los pacientes 

de Alzheimer (Figura D.1), estudiamos la relación entre los diferentes gene set score 

microgliales y los niveles de Aβ monomérico. Nuestros datos revelan una correlación 

negativa significativa entre la cantidad de Aβ monomérico y la expresión de genes 

homeostáticos. Además, se observa una tendencia muy leve a una mayor activación 

microglial en los individuos con más patología amiloide. Sin embargo, la población 

microglial no se afecta en función de la cantidad de Aβ (Figura D.7). 

 

 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

93 
 

D RESULTADOS 

 

Figura D.5. Activación microglial en la corteza frontal de pacientes de Alzheimer. 

Representación de los valores de gene set score de (A) Población microglial (IBA1 y TMEM119),               

(B) Microglía DAM (CD45, TREM2, CLEC7A, CD11b) y (C) Microglía homeotática (CX3CR1 y 

P2RY12), en la corteza frontal de individuos Braak 0 (n=10), II (n=13), III-IV (n=12) y V-VI (n=11). Se 

representan los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos 

de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, 

seguida de un test de Dunn (*p-<0,05). 

 

Figura D.6. Microglía en función del genotipo APOE en individuos Braak II y Braak V-VI. 

Representación de los valores de gene set score de (A) Población microglial (IBA1 y TMEM119),              

(B) Microglía DAM (CD45, TREM2, CLEC7A, CD11b) y (C) Microglía homeotática (CX3CR1 y 

P2RY12), en la corteza frontal de individuos Braak II (ε3, n=7; ε4, n=4) y V-VI (ε3, n=5; ε4, n=7). Los 

individuos agrupados como ε3 son homocigóticos para este alelo y los ε4 son homo o heterocigóticos para 

el alelo ε4. Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia entre diferentes genotipos se ha analizado 

mediante la prueba de U de Mann-Whitney. 
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Figura D.7. Análisis de correlación de los diferentes gene set score microgliales con el nivel 

de Aβ monomérico. Estudio de correlación entre la cuantificación de Aβ monomérico y el gene set 

score de (A) población microglial, (B) microglía DAM y (C) microglía homeostática, para cada individuo 

clasificado en función del estadio Braak (Braak 0, n=10; Braak II, n=13; Braak III-IV, n=12; Braak V-

VI, n=11). Se muestra la recta de ajuste o regresión lineal. El estudio de correlación se ha llevado a cabo 

empleando el método de Spearman. 

 

 En conclusión, nuestros resultados indican que en la corteza frontal de 

pacientes de Alzheimer no se produce como en el hipocampo una disminución en la 

población microglial, pero sí una alteración hacia un fenotipo activo. Además, esta 

región, aunque presenta patología neurofibrilar, se caracteriza especialmente por 

una importante acumulación de Aβ, que correlaciona con la disminución en la 

expresión de genes microgliales homeostáticos. Por otra parte, en ambas regiones 

cerebrales se produce degeneración de neuronas PV+, que parece ser consecuencia, 

al menos en parte, de la patología Tau. 
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2. RESPUESTA ASTROGLIAL EN LA PATOLOGÍA DE 

ALZHEIMER 

 Estudios previos del laboratorio demuestran que, en modelos animales de EA, 

se produce una importante reactividad astrocitaria, junto con un aumento en la 

respuesta del complemento y una disfunción metabólica de los astrocitos (Sanchez-

Mico, 2019). Por ello, en el presente trabajo decidimos caracterizar la respuesta 

astroglial en muestras cerebrales de pacientes de Alzheimer, así como realizar 

ensayos in vitro para profundizar en las causas y consecuencias de esta alteración 

astroglial en el contexto patológico de la EA. 

 

2.1. Aumento de la reactividad astroglial en muestras post mortem de 

pacientes de Alzheimer  

 En primer lugar, estudiamos en el hipocampo la expresión de genes de 

astrocitos reactivos con la progresión de la patología de Alzheimer. Posteriormente, 

analizamos la posible asociación entre la reactividad astroglial y marcadores 

característicos de la EA, como el genotipo APOE, la neurodegeneración GABAérgica 

y las patologías Aβ y Tau. Además, analizamos la expresión de los mismos genes en 

la corteza frontal, con distinto patrón de deposición de Aβ y Tau (Jucker y Walker, 

2011).  

 2.1.1. Aumento de reactividad astroglial en muestras post mortem de 

hipocampo de pacientes de Alzheimer  

 Tras evaluar mediante RT-PCR a tiempo real diferentes marcadores de 

astrocitos reactivos en el hipocampo de pacientes de EA, comprobamos que se 

produce un patente aumento de GFAP, VIM y ALDH1L1 en pacientes Braak V-VI 

respecto a individuos control Braak II (Figura D.8). Sin embargo, la expresión de 

S100β no se modifica con la progresión de la patología y la de acuaporina-4 (AQP-4) 

tiende a aumentar en pacientes Braak V-VI, aunque los cambios no son 

significativos.  

 Posteriormente aplicamos un estudio de correlación para comprobar si los 

diferentes marcadores de reactividad glial cambian de forma paralela en un mismo 

individuo. La figura D.8 B muestra los coeficientes de correlación de Spearman entre 

los genes analizados mediante RT-PCR, y, como se observa, sólo existe correlación 

positiva entre GFAP y VIM, y entre VIM y ALDH1L1, mientras que los demás genes 

analizados no presentan correlación entre sí. Como se refleja en la figura D.8 C la 

correlación entre GFAP y VIM es estadísticamente significativa. La baja correlación 

entre los demás marcadores, así como el diferente perfil de expresión con la 

progresión de la patología, podría reflejar la existencia de diferentes poblaciones de 

astrocitos. De hecho, en la figura D.9 observamos que, en la corteza temporal de 

pacientes de EA, existen astrocitos asociados a placas que expresan 

simultáneamente GFAP, VIM y ALDH1L1, mientras que la mayoría de los astrocitos 

del parénquima son solo ALDH1L1+.  
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Figura D.8. Reactividad astroglial en muestras post mortem de hipocampo de pacientes de 

Alzheimer. (A) Expresión relativa de ARNm de los genes de astrocitos reactivos GFAP, VIM, 

ALDH1L1, S100β y AQP-4 en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=6-8), II (n=16-21), III-IV (n=12) y 

V-VI (n=16-24). Se representan los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los 

rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba 

de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p-<0,05; ***p<0,001). (B) Matriz de correlaciones de 

los niveles de expresión de estos genes. El estudio de correlación se ha realizado empleando el método 

de Spearman. El número indica el coeficiente de correlación de Spearman, siendo la intensidad del color 

proporcional a este. Las correlaciones positivas se muestran en azul y las negativas, en rojo (n= 50).   

(C) Análisis de correlación entre los genes GFAP y VIM, con recta de ajuste o regresión lineal. El estudio 

de correlación se ha llevado a cabo empleando el método de Spearman (n= 65). (D) Representación de 

los valores de gene set score (Sj) de los genes de astrocitos reactivos GFAP y VIM en el hipocampo de 

individuos Braak 0 (n=8), II (n=21), III-IV (n=12) y V-VI (n=24). Se indican los valores individuales de 

cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La 

significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn 

(***p<0,001).  
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Considerando estos resultados, y apoyándonos en bibliografía previa en la que 

ampliamente se describen GFAP y VIM como marcadores de astrocitos reactivos 

(Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018) y ALDH1L1 como posible marcador de toda la 

población astroglial (Cahoy et al., 2008; Yoon et al., 2017), calculamos el gene set 

score (Sj) de los genes GFAP y VIM, denominándolo astrocitos reactivos. En la 

figura D.8 D, observamos que se produce un aumento significativo de este Sj en 

pacientes de Alzheimer respecto a individuos Braak 0 y Braak II. Por lo tanto, en el 

hipocampo de pacientes de EA se produce una importante reactividad astroglial, que 

conlleva a un aumento simultáneo en la expresión de GFAP y VIM. 

 

Figura D.9. Diferentes subpoblaciones de astrocitos en muestras post mortem de corteza 

temporal de pacientes de Alzheimer. (A) Astrocitos detectados mediante los marcadores GFAP, 

ALDH1L1 y VIM; y placas amiloides en una imagen representativa de la capa IV de muestras de polo 

temporal humanas (BA38) de EA. (B) Resultado de alinear las imágenes mostradas en (A).                       

(C) Ampliación de una placa de Aβ., que muestra que los astrocitos reactivos que la rodean son GFAP, 

VIM y ALDH1L1 positivos. También observamos un astrocito, no asociado a la placa, ALDH1L1+, pero 

negativo para los otros marcadores astrogliales. Las imágenes se han obtenido mediante 

inmunohistoquímica fluorescente múltiple (ver Resultados, Apartado 4) durante una estancia 

predoctoral en el laboratorio de los doctores Alberto Serrano-Pozo y Bradley Hyman, en el 

Massachusetts General Hospital (Harvard Medical School, Estados Unidos). Barra de escala: (A-B) 50 

µm y (C) 10 µm. 
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 2.1.2. Reactividad astroglial y genotipo APOE en muestras post 

mortem de hipocampo de pacientes de Alzheimer 

 Una vez definido el gene set score de astrocitos reactivos, estudiamos si existen 

diferencias en la astrogliosis de individuos con diferente genotipo APOE, según sean 

homocigotos para ε3 o, al menos, heterocigóticos para ε4. Como se observa en la 

figura D.10, no existen diferencias entre los individuos Braak II ε3ε3 y los que 

presentan al menos un alelo ε4. Respecto a los pacientes de EA, tampoco se observan 

diferencias significativas, aunque sí tendencia a una mayor reactividad astroglial en 

individuos con al menos un alelo ε4 (p=0.0734).   

 

Figura D.10. Reactividad astroglial en función del genotipo APOE en individuos Braak II y 

Braak V-VI. Representación de los valores de gene set score de los genes de astrocitos reactivos GFAP 

y VIM en el hipocampo de individuos Braak II (ε3, n=13; ε4, n=3) y V-VI (ε3, n=7; ε4, n=6). Los 

individuos agrupados como ε3 son homocigóticos para este alelo y los ε4 son homo o heterocigóticos para 

el alelo ε4. Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia entre diferentes genotipos se ha analizado 

mediante la prueba U de Mann-Whitney (*p<0,05). 

 

 2.1.3. Reactividad astroglial y neurodegeneración GABAérgica en 

muestras de hipocampo de pacientes de Alzheimer 

 La neurodegeneración GABAérgica, es uno de los rasgos neuropatológicos 

típicos en el hipocampo de pacientes de EA. Por tanto, estudiamos la relación entre 

astrocitos reactivos y la expresión de genes de neuronas GABAérgicas como 

parvalbúmina (PV), somatoestatina (SST) y neuropéptido Y (NPY). 

 En la matriz de correlaciones de la figura D.11 A observamos una importante 

correlación negativa entre PV y los dos marcadores de astrocitos reactivos GFAP y 

VIM. Estos marcadores también presentan cierta correlación negativa con SST y 

NPY. Sin embargo, no existe correlación entre los otros marcadores astrocíticos 

estudiados (ALDH1L1, S100β y AQP-4) y la neurodegeneración GABAérgica (PV, 

SST y NPY), a excepción de una posible correlación negativa entre ALDH1L1 y PV. 

 Al estudiar de forma individual las correlaciones entre el gene set score de 

astrocitos reactivos y cada uno de los marcadores de neurodegeneración analizados 

(Figura D.11 B-D), observamos que en los tres casos existe una correlación negativa, 

siendo más clara y significativa en el caso de la neurodegeneración de neuronas PV+. 
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Figura D.11. Análisis de correlación de la reactividad astroglial con la neurodegeneración 

GABAérgica. (A) Matriz de correlaciones de los niveles de expresión de los genes de astrocitos 

reactivos (GFAP, VIM, ALDH1L1, S100β, AQP-4) y los marcadores de neurodegeneración GABAérgica 

PV, SST y NPY, todos ellos analizados mediante RT-PCR en tiempo real. El estudio de correlación se 

ha realizado empleando el método de Spearman. El número indica el coeficiente de correlación de 

Spearman, siendo la intensidad del color proporcional a este. Las correlaciones positivas se muestran 

en azul y las negativas, en rojo (n= 45). (B-D) Estudio de correlación entre los valores de gene set score 

(Sj) de Astrocitos reactivos y la expresión relativa de (B) PV, (C) SST y (D) NPY en el hipocampo de 

individuos Braak O (n=8), Braak II (n=21), Braak III-IV (n=8) y Braak V-VI (n=23). Se muestra la recta 

de ajuste o regresión lineal. El estudio de correlación se ha realizado mediante el método de Spearman. 
 

 2.1.4. Reactividad astroglial y patologías Aβ y Tau en muestras de 

hipocampo de pacientes de Alzheimer 

 De manera similar al apartado anterior, analizamos las correlaciones entre 

el gene set score de astrocitos reactivos y los niveles de Aβ monomérico, Tau agregado 

y distintas formas fosforiladas de Tau (Figura D.50). 

 Respecto a la patología amiloide, observamos una correlación positiva 

significativa entre la carga de Aβ monomérico y la astrogliosis. Sin embargo, el 

coeficiente de Spearman está alejado de 1, lo que indica que la correlación lineal no 

es buena (Figura D.12 A).  

 También observamos una correlación positiva y significativa de la reactividad 

astroglial con la carga total de Tau agregado (cuantificado por TAU46, Figura D.12 
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B), y con las formas fosforiladas de Tau (estudiadas mediante AT8, Figura D.12 C). 

En ambos casos, la correlación es mejor que con la patología Aβ. Sin embargo, la 

correlación de la astrogliosis con formas fosforiladas de Tau detectadas por AT100, 

a pesar de ser significativa, es muy dispersa (Figura D.12 D).  

 En resumen, y considerando las limitaciones asociadas al uso de muestras 

humanas, aunque no existe una excelente correlación entre la reactividad astroglial 

y la acumulación de Aβ y Tau, nuestros resultados apuntan a una posible asociación 

con dichas patologías, principalmente con la originada por Tau.  

 

Figura D.12. Análisis de correlación de la reactividad astroglial con las patologías Aβ y Tau. 

Estudio de correlación entre los valores de gene set score (Sj) de Astrocitos reactivos y la carga de            

(A) Aβ monomérico (n=60), (B) Tau total medido con el anticuerpo TAU46 (n=50), (C) formas 

fosforiladas de Tau detectadas por el anticuerpo AT8 (n=31) y (D) formas fosforiladas de Tau 

reconocidas por AT100 (n=32), analizados mediante Western blot. Se muestra la recta de ajuste o 

regresión lineal. El estudio de correlación se ha llevado a cabo empleando el método de Spearman. 

 

 2.1.5. Aumento de reactividad astroglial en muestras post mortem de 

corteza frontal de pacientes de Alzheimer 

  Tras observar una posible asociación entre la patología Tau y la reactividad 

astroglial en el hipocampo de pacientes de EA, decimos estudiar el comportamiento 

de los astrocitos en la corteza frontal con la progresión de la patología. Como ya 

hemos mencionado, la corteza frontal es una de las primeras áreas cerebrales 

afectadas por la patología amiloide y de las últimas en presentar ovillos 

neurofibrilares, ya que sigue un patrón de deposición muy diferente al hipocampo. 

 Como observamos en la figura D.13 A, en corteza frontal la expresión de 

GFAP aumenta de forma progresiva con la patología, siendo significativo el 

incremento a partir de Braak III-IV (respecto a Braak 0). La expresión de VIM se 

mantiene hasta estadios Braak III-IV y aumenta en Braak V-VI (Figura D.13 B). Al 
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igual que con las muestras de hipocampo, calculamos el gene set score para GFAP y 

VIM en corteza frontal (Figura D.13 C), observando un aumento claramente 

significativo en la reactividad glial con la progresión de la patología.  No observamos 

diferencias en función del genotipo APOE (Figura D.13 D).  

 

Figura D.13. Reactividad astroglial en muestras post mortem de corteza frontal de pacientes 

de Alzheimer. Expresión relativa de ARNm de los genes de astrocitos reactivos (A) GFAP y (B) VIM 

en la corteza frontal de individuos Braak 0 (n=10), II (n=13), III-IV (n=12) y V-VI (n=11). Se representan 

los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un 

test de Dunn (*p-<0,05). (C) Representación de los valores de gene set score (Sj) de los genes de Astrocitos 

reactivos GFAP y VIM en la corteza frontal de individuos Braak 0 (n=10), II (n=13), III-IV (n=12) y V-

VI (n=11).  Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de 

Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (**p<0,01). (D) Reactividad astroglial en función del 

genotipo APOE en individuos Braak II y Braak V-VI. Representación de los valores de gene set score de 

los genes de astrocitos reactivos GFAP y VIM en la corteza frontal de individuos Braak II (ε3, n=7; ε4, 

n=4) y V-VI (ε3, n=4; ε4, n=6). Los individuos agrupados como ε3 son homocigóticos para este alelo y los 

ε4 son homo o heterocigóticos para el alelo ε4. Se indican los valores individuales de cada muestra, así 

como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia entre 

diferentes genotipos se ha analizado mediante la prueba U de Mann-Whitney. 

Es importante aclarar que todas las gráficas de este apartado se han 

normalizado respecto a los valores de las muestras de hipocampo de individuos 

Braak II. Por tanto, nuestros resultados muestran que la expresión de GFAP y VIM 

es mayor en hipocampo que en corteza frontal, tanto en individuos control como en 

el resto de los estadios Braak. En este sentido, tenemos que considerar la elevada 

heterogeneidad astroglial existente entre diferentes regiones cerebrales, ya que en 
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el hipocampo existe un mayor número de astrocitos GFAP+ que en la corteza frontal 

(Matias et al., 2019). A pesar de ello, el incremento del gene set score de astrocitos 

reactivos en las muestras Braak V-VI con respecto a Braak II de la misma región es 

similar en hipocampo que en corteza frontal (datos no mostrados; prueba U de Mann-

Whitney; p=0,7170; corteza frontal, mediana=2,557; rango intercuartílico de 1,421 a 

3,001; hipocampo, mediana=2,046, rango intercuartílico de 1,318 a 3,021). 

 En resumen, en pacientes de Alzheimer se produce un aumento en la 

reactividad de los astrocitos tanto en el hipocampo como en la corteza frontal, que 

podría mediar la neurodegeneración de neuronas GABAérgicas, principalmente 

PV+. Esta reactividad parece ser mayor en los individuos con mayor patología, tanto 

neurofibrilar (principalmente) como amiloide. Sin embargo, se requiere realizar 

estudios funcionales para obtener conclusiones mas contundentes al respecto. 

2.2. Aumento de la respuesta del complemento en el hipocampo y la corteza 

frontal de pacientes de EA 

 Estudios transcriptómicos previos realizados en nuestro laboratorio en 

astrocitos aislados de modelos APP y TAU revelan que, en ambos modelos, aunque 

principalmente en ratones APP, se produce un aumento en la expresión de varios 

genes del sistema del complemento (Figura D.14). Por ello, en este trabajo decidimos 

analizar la expresión de genes relacionados con el sistema del complemento en el 

hipocampo de pacientes de Alzheimer, y su posible relación con la reactividad 

astroglial, el genotipo APOE, la neurodegeneración GABAérgica y las patologías Aβ 

y Tau. Además, estudiamos la expresión de estos genes en corteza frontal. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura D.14. Expresión de genes relacionados 

con la cascada del complemento en astrocitos 

aislados de diferentes modelos murinos de la 

EA. Genes implicados en la cascada del 

complemento en los astrocitos aislados de animales 

WT, APP y TAU adultos (WT y APP, 12 meses; TAU, 

9 meses), respecto a animales WT, APP y TAU de 3 

meses. El esquema de color del heatmap es 

indicativo del logaritmo del fold change, de -1 (azul) 

a 1 (rojo). Experimento realizado en nuestro 

laboratorio por la Dra. María V. Sánchez Micó. 
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 2.2.1. Aumento de la respuesta del complemento en muestras post 

mortem de hipocampo de pacientes de EA 

  En el hipocampo de pacientes de EA se produce un aumento significativo en 

la expresión de ARNm de diferentes componentes del sistema del complemento (C1S, 

C1R, C3 y C4a-b) con respecto a individuos Braak 0 y Braak II (Figura D.15 A). Los 

individuos Braak III-IV poseen niveles intermedios en todos los genes analizados, a 

excepción de C4a-b que presenta niveles similares a Braak 0 y II. 

 El gene set score del sistema del complemento refleja el comportamiento 

descrito anteriormente para los genes individuales, con un aumento en Braak V-VI 

respecto a Braak 0 y II, mientras que los individuos Braak III-IV tienen niveles 

intermedios. 

 

Figura D.15. Respuesta del complemento en muestras post mortem de hipocampo de 

pacientes de Alzheimer. (A) Expresión relativa de ARNm de los genes involucrados en la cascada 

del complemento C1S, C1R, C3 y C4a-b en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=6), II (n=16), III-IV 

(n=12) y V-VI (n=16). (B) Representación de los valores de gene set score (Sj) de los genes del 

Complemento indicados previamente. Se representan los valores individuales de cada muestra, así 

como la mediana y los rangos intercuartílicos de los diferentes estadios Braak. La significancia se ha 

analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p<0,05; **p<0,01).  

C1S
"Test Kruskal-Wallis" p<0.0001

Braak 0 Braak II Braak III-IV Braak V-VI
0

2

4

6

U
n
id

a
d
e
s
 r

e
la

ti
v
a
s

**

C1R
"Test Kruskal-Wallis" p<0.0001

Braak 0 Braak II Braak III-IV Braak V-VI
0

2

4

6

8

10

U
n
id

a
d
e
s
 r

e
la

ti
v
a
s

**

C3
"Test Kruskal-Wallis" p=0.0025

Braak 0 Braak II Braak III-IV Braak V-VI
0

2

4

6

8

U
n
id

a
d
e
s
 r

e
la

ti
v
a
s

*

C4a-b
"Test Kruskal-Wallis" p=0.0003

Braak 0 Braak II Braak III-IV Braak V-VI
0

2

4

6

8

U
n
id

a
d
e
s
 r

e
la

ti
v
a
s

*

Complemento
"Test Kruskal-Wallis" p<0.0001

Braak 0 Braak II Braak III-IV Braak V-VI
0

2

4

6

G
e
n
e
 S

e
t 
S

c
o
re

 (
S

j)

**

A

B

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


  

104 
 

D RESULTADOS 

 2.2.2. La respuesta del complemento en el hipocampo de pacientes de 

EA parece estar mediada principalmente por los astrocitos reactivos  

 Considerando que tanto microglía como astrocitos podrían participar en la 

respuesta del complemento, analizamos de manera conjunta e individual las 

correlaciones entre el gene set score del complemento con los gene set score de 

astrocitos reactivos, microglía homeostática y microglía DAM (Figuras D.8 D y D.41 

B-C).  

 Como se observa en la figura D.16, el gene set score del sistema del 

complemento presenta una muy buena correlación con la reactividad astroglial, 

tanto si se analiza de manera conjunta como de manera individual para cada uno de 

los genes estudiados. Sin embargo, hay una correlación negativa con el clúster de 

microgía homeostática, ya que la expresión de estos genes disminuye en los pacientes 

de EA. Tampoco observamos asociación entre la respuesta del complemento y la 

microglía DAM. En consecuencia, nuestros datos parecen indicar que los astrocitos 

reactivos presentan un papel fundamental en la respuesta del complemento que se 

produce en el hipocampo de pacientes de EA.  

 
Figura D.16. Análisis de correlación de los astrocitos reactivos y la respuesta del 

complemento. (A) Matriz de correlaciones de los gene set score de Complemento (C1S, C1R, C3, C4a-

b), Astrocitos reactivos (GFAP y VIM), Microglía homeostática (CX3CR1 y P2RY12) y microglía DAM 

(TREM2, P2RX4, CD45, CD74, CD11b, CD11c, PU.1, PILRA, CSF1, CSF1R) en muestras de hipocampo 

de diferentes estadios Braak (n=45). También se incluyen los valores de expresión relativa de los genes 

incluidos en el gene set score del Complemento. El estudio de correlación se ha realizado empleando el 

método de Spearman. El número indica el coeficiente de correlación de Spearman, siendo la intensidad 

del color proporcional a este. Las correlaciones positivas se muestran en azul y las negativas, en rojo 

(n= 45). (B) Análisis de correlación entre el gene set score de los genes de astrocitos reactivos GFAP y 

VIM y el gene set score de los genes de la respuesta del complemento C1S, C1R, C3 Y C4a-b, con recta 

de ajuste o regresión lineal, en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=6), II (n=16), III-IV (n=12) y V-

VI (n=16). El estudio de correlación se ha llevado a cabo empleando el método de Spearman. 
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 2.2.3. Respuesta del complemento y genotipo APOE en muestras post 

mortem de hipocampo de pacientes de Alzheimer 

 De igual forma que con los marcadores de reactividad astroglial, estudiamos 

si existen diferencias en la respuesta del complemento de individuos con diferente 

genotipo APOE, según presenten dos alelos ε3 o al menos un alelo ε4. Como se 

observa en la figura D.17, no existen diferencias entre los individuos de un mismo 

estadio Braak en función del genotipo APOE. Sin embargo, para obtener una 

conclusión robusta deberíamos ampliar el número de casos incluidos en cada grupo. 

 

 

 

 

 

Figura D.17. Respuesta del complemento en función del genotipo APOE en individuos Braak 

II y Braak V-VI. Representación de los valores de gene set score de los genes del Complemento C1S, 

C1R, C3 y C4a-b en el hipocampo de individuos Braak II (ε3, n=9; ε4, n=3) y V-VI (ε3, n=2; ε4, n=7). 

Los individuos agrupados como ε3 son homocigóticos para este alelo y los ε4 son homo o heterocigóticos 

para el alelo ε4. Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba U de 

Mann-Whitney. 

 

 2.2.4. Respuesta del complemento y neurodegeneración GABAérgica 

en muestras post mortem de hipocampo de pacientes de Alzheimer 

 

Figura D.18. Análisis de correlación de la respuesta del complemento con la 

neurodegeneración GABAérgica. (A) Matriz de correlaciones de los niveles de expresión de los 

genes del sistema del complemento y su gene set score Complemento con los marcadores de 

neurodegeneración GABAérgica PV, SST y NPY, analizados mediante RT-PCR en tiempo real. El 

estudio de correlación se ha realizado empleando el método de Spearman. El número indica el 

coeficiente de correlación de Spearman, siendo la intensidad del color proporcional a este. Las 

correlaciones positivas se muestran en azul y las negativas, en rojo (n= 45). (B-D) Estudio de correlación 

entre los valores de gene set score (Sj) de Complemento y la expresión relativa de PV en el hipocampo 

de individuos Braak 0 (n=6), Braak II (n=16), Braak III-IV (n=8) y Braak V-VI (n=15). Se muestra la 

recta de ajuste o regresión lineal. El estudio de correlación se ha realizado mediante el método de 

Spearman. 
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En la matriz de correlaciones de la figura D.18 A, observamos que todos los 

genes analizados de la respuesta del complemento, así como su gene set score, 

correlacionan de forma importante con la degeneración de neuronas PV+ y no con la 

de SST y NPY. En la figura D.18 B confirmamos la correlación significativa entre el 

gene set score del sistema del complemento y la expresión de ARNm de PV. 

 

 2.2.5. Respuesta del complemento y patologías Aβ y Tau en muestras 

de hipocampo de pacientes de Alzheimer 

 En la figura D.19 A, observamos que no existe una correlación clara entre la 

respuesta del complemento y la cantidad de Aβ monomérico, de Tau total y de 

diferentes formas fosforiladas de Tau, aunque sí existe cierta tendencia hacia un 

aumento en la expresión de los genes del sistema del complemento en aquellos 

individuos con mayor acumulación de estas proteínas anómalas.  

Figura D.19. Análisis de correlación de la repuesta del complemento con las patologías Aβ y 

Tau. Estudio de correlación entre los valores de gene set score (Sj) de Complemento y la carga de (A) Aβ 

monomérico (n=45), (B) Tau total medido con el anticuerpo TAU46 (n=36), (C) formas fosforiladas de 

Tau detectadas por el anticuerpo AT8 (n=25) y (D) formas fosforiladas de Tau reconocidas por AT100 

(n=20), analizados mediante Western blot. Se muestra la recta de ajuste o regresión lineal. El estudio 

de correlación se ha llevado a cabo empleando el método de Spearman. 

 

 2.2.6. Aumento de la respuesta del complemento en muestras post 

mortem de corteza frontal de pacientes de Alzheimer 

 En la corteza frontal de pacientes de EA también se produce un aumento en 

la respuesta del complemento, ya que, como refleja la figura D.20, todos los genes 

analizados y su gene set score aumentan de forma significativa en estadio Braak V-

VI. Sin embargo, a diferencia de lo que sucede en hipocampo, la respuesta del 

complemento parece ocurrir en etapas avanzadas de la patología, ya que los 

individuos Braak III-IV presentan un perfil similar al de los controles. 
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Figura D.20. Respuesta del complemento en muestras post mortem de corteza frontal de 

pacientes de Alzheimer. (A) Expresión relativa de ARNm de los genes del sistema del complemento 

C1S, C1R, C3 y C4a-b, analizados mediante RT-PCR en tiempo real, en la corteza frontal de individuos 

Braak 0 (n=18), II (n=13), III-IV (n=12) y V-VI (n=11). (B) Representación de los valores de gene set 

score (Sj) del complemento en la corteza frontal de individuos Braak 0 (n=18), II (n=13), III-IV (n=12) y 

V-VI (n=11). Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de 

Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p<0.05; **p<0,01). (C) Expresión del complemento en 

función del genotipo APOE en la corteza de individuos Braak II (ε3, n=7; ε4, n=4) y V-VI (ε3, n=7; ε4, 

n=6). Los individuos agrupados como ε3 son homocigóticos para este alelo y los ε4 son homo o 

heterocigóticos para el alelo ε4. Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la 

mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado 

mediante la prueba U de Mann-Whitney. 

Conviene aclarar que los resultados de este apartado se han normalizado 

respecto los valores de hipocampo Braak II, lo que nos permite concluir que la corteza 

frontal presenta un nivel de expresión basal de los genes del sistema del 

complemento inferior al de hipocampo. Sin embargo, al igual que con los genes de 

reactividad astroglial, el incremento en las muestras Braak V-VI con respecto a 
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Braak II de su respectiva región cerebral es similar (datos no mostrados; prueba U 

de Mann-Whitney; p=0,7211; corteza frontal, mediana=2,290; rango intercuartílico 

de 1,526 a 3,310; hipocampo, mediana=2,337, rango intercuartílico de 1,680 a 4,179). 

Tampoco observamos diferencias en función del genotipo APOE (Figura D.20 C). 

2.3. Disminución del metabolismo de los astrocitos in vitro, en modelos y 

pacientes de EA 

Figura D.21. Disminución del metabolismo de astrocitos aislados de diferentes modelos 

murinos de la EA.  (A) Procesos biológicos (GO: gene ontology) que se encuentran disminuidos en los 

astrocitos aislados de ratones APP de 12 meses y TAU de 9 meses, respecto a los procedentes de WT de 

12 meses. NES: factor de enriquecimiento normalizado. FDR q-val (un valor de p-value ajustado) = 0,05 

(*), 0,01 (**), 0,001 (***), 0,0001 (****). (B) Genes implicados en diferentes procesos biológicos que se 

encuentran disminuidos en los astrocitos aislados de animales APP y TAU. Se muestra el logaritmo del 

fold change, en código de colores de -1 (azul) a 1 (rojo), respecto a los animales de 3 meses. “FDR” = 0,05 

(*), 0,01 (**), 0,001 (***). Experimento realizado de forma previa en nuestro laboratorio por la Dra. 

María V. Sánchez Micó.  
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 En nuestro laboratorio hemos observado un cambio profundo en el perfil 

transcripcional de los astrocitos en el contexto patológico de la EA, ya que los 

astrocitos aislados de modelos APP y TAU muestran una disminución en rutas 

metabólicas centrales, así como en diferentes procesos de diferenciación y desarrollo 

(Sanchez-Mico, 2019, Figura D.21 A). Tal y como se representa en la figura D.21 B, 

los procesos metabólicos se afectan mayoritariamente en el modelo con patología 

amiloide. En base a estos datos, en este proyecto de Tesis doctoral, hemos estudiado 

el metabolismo de los astrocitos in vitro, y su alteración en presencia de formas 

solubles de Aβ y Tau, así como en modelos animales y pacientes de la EA. 

2.3.1. La disminución metabólica de los astrocitos in vitro podría reducir su 

capacidad neuroprotectora  

 2.3.1.1. Disminución metabólica de los astrocitos in vitro en presencia 

de patología Aβ  

 Tras observar mediante estudios transcriptómicos que, en astrocitos aislados 

de modelos murinos de EA se produce una importante disminución metabólica, nos 

planteamos reproducir in vitro este fenotipo energético. Para ello, tratamos 

astrocitos primarios con fracciones solubles (S1) obtenidas de modelos APP de 12 

meses (ricas en formas oligoméricas solubles de Aβ; Figura S2, Anexo I). El 

metabolismo de los astrocitos se determina usando el analizador de flujo extracelular 

Seahorse XFp (Ver Materiales y métodos, Apartado 5). Este equipo nos permite 

medir la velocidad de consumo de oxígeno (OCR) y la velocidad de acidificación 

extracelular (ECAR) de los astrocitos vivos en tiempo real, tanto en condiciones 

basales, como tras la administración de diferentes compuestos moduladores del 

metabolismo (oligomicina, FCCP, rotenona y antimicina A). De esta forma podemos 

estudiar la respiración mitocondrial ligada al consumo de oxígeno, y la glucólisis, ya 

que la acidificación del medio se relaciona con la producción de lactato por esta vía. 

 El tratamiento durante 24 horas de un cultivo de astrocitos primarios con 

fracciones solubles (S1) de ratones APP de 12 meses, aunque origina una ligera 

bajada en OCR y ECAR, no altera de manera significativa ningún parámetro de la 

respiración mitocondrial ni de la glucólisis (Figura D.22). Sin embargo, cuando 

aumentamos el tiempo de tratamiento de los astrocitos a 48 horas, se produce una 

importante y significativa disminución en todos los parámetros claves de la 

respiración mitocondrial, aunque no se altera la glucólisis basal, ni el flujo glucolítico 

máximo (Figura D.23 B). Además, observamos una disminución dependiente del 

tiempo en la respiración máxima de los astrocitos tras el tratamiento con S1 de 

ratones APP (Figura D.24). 

Para disminuir la variabilidad que pueda ocasionar la diferencia en el número 

de células usadas en los experimentos descritos, hemos corregido los valores de OCR 

y ECAR por la cantidad total de proteínas, determinada mediante Western blot con 

el anticuerpo GAPDH (Figuras D.22 E y D.23 E). Aunque en los experimentos a 24 

horas existe una mayor variabilidad, que podría contribuir a explicar las diferencias 

observadas entre réplicas, en los experimentos a 48 horas el número de células 

empleado es muy homogéneo, lo que aumenta la fiabilidad de nuestros resultados. 
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Figura D.22. Estudio de la respiración mitocondrial y de la glucólisis en astrocitos primarios 

tratados con S1 de modelos APP de 12 meses durante 24 horas. (A) Estudio de la respiración 

mitocondrial mediante la medida de la velocidad de consumo de oxígeno (OCR), (B) Parámetros clave 

de la respiración mitocondrial obtenidos a partir de la OCR, (C) Estudio de la glucólisis mediante la 

medida de la velocidad de acidificación extracelular (ECAR), (D) Glucólisis basal y flujo glucolítico 

máximo, en condiciones basales y tras el tratamiento con oligomicina, FCCP y la combinación rotenona 

y antimicina A, en astrocitos primarios control y previamente tratados con S1 durante 24 horas, 

empleando el analizador Seahorse XFp. (E) Cuantificación de las proteínas presentes en cada réplica 

mediante Western blot, empleada para normalizar los valores de OCR y ECAR. Se representan los 

valores individuales, así como la media± SD para una n=3 por grupo. La estadística se ha analizado 

mediante el T-test (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0.0001). 
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Figura D.23. Estudio de la respiración mitocondrial y de la glucólisis en astrocitos primarios 

tratados con S1 de modelos APP de 12 meses durante 48 horas. (A) Estudio de la respiración 

mitocondrial mediante la medida de la velocidad de consumo de oxígeno (OCR), (B) Parámetros clave 

de la respiración mitocondrial obtenidos a partir de la OCR, (C) Estudio de la glucólisis mediante la 

medida de la velocidad de acidificación extracelular (ECAR), (D) Glucólisis basal y flujo glucolítico 

máximo, en condiciones basales y tras el tratamiento con oligomicina, FCCP y la combinación rotenona 

y antimicina A, en astrocitos primarios control y previamente tratados con S1 durante 48 horas, 

empleando el analizador Seahorse XFp. (E) Cuantificación de las proteínas presentes en cada réplica 

mediante Western blot, empleada para normalizar los valores de OCR y ECAR. Se representan los 

valores individuales, así como la media± SD para una n=6 por grupo. La estadística se ha analizado 

mediante el T-test (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).  
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 En resumen, nuestros resultados demuestran que las formas solubles de Aβ 

son capaces de alterar la función mitocondrial de los astrocitos primarios.  

 

 

 

Figura D.24. Disminución dependiente del 

tiempo de la respiración máxima en 

astrocitos primarios tratados con S1 de 

modelos APP de 12 meses. Respiración 

máxima de los astrocitos tratados con S1 de 

ratones APP de 12 meses durante 24 y 48 horas, 

referido a la capacidad máxima respiratoria de 

sus respectivos controles. Se representan los 

valores individuales, así como la media ± SD 

(control, n=9; S1 APP 24 h, n=3; S1 APP 48 h, 

n=6). La estadística se ha analizado mediante el 

test de ANOVA seguido del test de comparación 

múltiple Tukey (*p<0,05; ****p<0,0001).  

 

 

 2.3.1.2. Pérdida de neuroprotección de los astrocitos in vitro en 

presencia de patologías Aβ y Tau 

 2.3.1.2.1. Los astrocitos proporcionan factores prosupervivencia a las 

neuronas in vitro 

 Tras observar que el tratamiento con S1 de animales APP es capaz de simular 

in vitro el hipometabolismo mitocondrial que se produce en los astrocitos de modelos 

animales y de pacientes de EA (Apartado D.2.3.3), nos cuestionamos si esta 

alteración astroglial podría afectar a la supervivencia neuronal.  

 Para responder a esta cuestión, en primer lugar, caracterizamos el efecto de 

los astrocitos sobre la viabilidad neuronal, tratando un cultivo de neuronas durante 

24 horas con medio condicionado por astrocitos control (MC Control, constituido por 

medio de neuronas sin B27 que es condicionado previamente por astrocitos primarios 

durante 24 horas, Figura D.25 A). Además, en estos experimentos empleamos como 

controles medio de neuronas con B27 (+B27) y sin B27 (-B27). 

 En la figura D.25 observamos que las neuronas expuestas 24 horas a un medio 

sin B27 degeneran de forma significativa, lo que indica que este suplemento es 

esencial para la supervivencia neuronal. Sin embargo, las neuronas en presencia del 

MC Control, a pesar de no tener B27, sobreviven al mismo nivel que tras el 

tratamiento con medio de neuronas +B27. Estos resultados sugieren que los 

astrocitos liberan al medio factores capaces de proteger y promover la supervivencia 

de las neuronas de forma similar a como lo hace el suplemento B27. 
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Figura D.25. Efecto del medio condicionado por astrocitos en la supervivencia neuronal.   

(A) Diseño del experimento. Los astrocitos primarios se tratan con medio de neuronas sin B27 durante 

24 horas. Posteriormente, el medio condicionado por estos astrocitos (MC Control) se emplea para tratar 

a las neuronas durante 24 horas. Imagen creada con BioRender.com. (B) Imágenes representativas de 

las neuronas primarias, tras las 24 horas de tratamiento, marcadas con los anticuerpos MAP2 (rojo) y 

NeuN (verde). (C) Cuantificación del número de neuronas MAP2 y NeuN positivas, expresado como 

porcentaje del número de neuronas tras el tratamiento con distintos medios (+B27, n=15; -B27, n=14; 

MC Control, n=14). La estadística se ha analizado mediante el test de ANOVA seguido del test de 

comparación múltiple Tukey (****p<0.0001). Barra de escala: 100 µm. 

 2.3.1.2.2. Las sustancias neuroprotectoras liberadas por los astrocitos 

tienen una masa molecular pequeña  

 Para descifrar la naturaleza de los factores prosupervivencia neuronal 

liberados por los astrocitos, realizamos una filtración del MC Control que nos 

permite separar las moléculas del medio con masa inferior a 5.000 Da (MC < 5.000 

Da) de las de peso molecular superior (MC > 5.000 Da). Posteriormente, tratamos a 

las neuronas primarias durante 48 horas con estas dos fracciones. Como se observa 

en la Figura D.26, las neuronas tratadas con MC < 5.000 Da sobreviven al mismo 

nivel que las tratadas con medio de neuronas + B27, o con MC Control.  
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Figura D.26. Efecto de los componentes del medio condicionado por astrocitos, en función 

de su tamaño molecular, en la supervivencia neuronal. (A) Diseño del experimento. Los 

astrocitos primarios se tratan con medio de neuronas sin B27 durante 24 horas. El medio condicionado 

(MC) se filtra a través de un concentrador con un tamaño de poro de 5.000 Da, y los MC < 5.000 Da y 

MC > 5.000 Da se emplean para tratar a las neuronas durante 48 horas. Imagen creada con 

BioRender.com. (B) Imágenes representativas de las neuronas primarias, tras las 48 horas de 

tratamiento, marcadas con los anticuerpos MAP2 (rojo) y NeuN (verde). (C) Cuantificación del número 

de neuronas MAP2 y NeuN positivas, expresado como porcentaje del número de neuronas tratadas con 

MC Control (+B27, n=16; -B27, n=16; MC Control, n=15; MC < 5.000 Da, n=16; MC > 5.000 Da, n=15). 

La estadística se ha analizado mediante el test de ANOVA seguido del test de comparación múltiple 

Tukey (****p<0.0001). Barra de escala: 100 µm. 

-B27 MC CONTROL+B27

MC>5000 DaMC<5000 Da

MC>5000 Da

MC<5000 Da

Neuronas (48h)Astrocitos (24h)

- B27

A

B

Tratamiento de 48 horas

+ 
B
27

- B
27

M
C
 C

O
N
TR

O
L

M
C
 <

 5
00

0 
D
a

M
C
 >

 5
00

0 
D
a

0

50

100

150

200

250

N
e
u

ro
n

a
s
 M

A
P

2
+

 y
 N

e
u

N
+

 (
%

)

****

ANOVA; F (4, 73) = 39.38
p<0.0001

****

C

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

115 
 

D RESULTADOS 

 Estos resultados indican que las moléculas neuroprotectoras presentes en el 

medio condicionado por astrocitos tienen una masa molecular inferior a 5.000 Da, 

apoyando la hipótesis de que son metabolitos necesarios para la supervivencia 

neuronal. Sin embargo, las neuronas tratadas con MC > 5.000 Da tienen escasa 

viabilidad, similar a la que se produce al tratar con medio de neuronas sin B27. 

 2.3.1.2.3. ¿Disminuyen los astrocitos su capacidad neuroprotectora 

en presencia de las patologías Aβ y Tau? 

 

Figura D.27. Efectos sobre la supervivencia neuronal del medio condicionado por astrocitos 

en presencia de S1 de modelos WT, APP y TAU. (A) Diseño del experimento. Los astrocitos 

primarios se tratan durante 24 horas con medio de neuronas sin B27 en presencia de S1 de los diferentes 

modelos animales de 12 meses, y posteriormente el medio condicionado se emplea para tratar a las 

neuronas durante 24 y 48 horas. Imagen creada con BioRender.com. (B) Imágenes representativas de 

las neuronas primarias, tras las 24 y 48 horas de tratamiento, marcadas con los anticuerpos MAP2 

(rojo) y NeuN (verde). (C) Cuantificación del número de neuronas MAP2 y NeuN positivas, expresado 

como porcentaje del número de neuronas con MC Control (+B27, n=15/15; -B27, n=14/15; MC Control, 

n=13/14; MC S1 WT, n=15/16; MC S1 APP, n=15/15; MC S1 TAU, n=15/15; para 24/48 horas, 

respectivamente). La estadística se ha analizado mediante el test de ANOVA seguido del test de 

comparación múltiple Tukey (****p<0.0001). Barra de escala: 100 µm. 
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 Tras caracterizar la capacidad neuroprotectora de los astrocitos, nos 

cuestionamos si las patologías Aβ y Tau podrían alterar esta función. Para ello, 

condicionamos el medio de neuronas sin B27 con astrocitos en presencia de S1 de 

animales WT, APP y TAU de 12 meses durante 24 horas, y posteriormente, tratamos 

las neuronas con dichos medios durante 24 y 48 horas (Figura D.27 A). Además, 

empleamos los correspondientes controles +B27, -B27 y MC Control. Las fracciones 

S1 de ratones APP y TAU presentan, respectivamente, formas solubles oligoméricas 

de Aβ (Figura S2, Anexo I) y fosforiladas de Tau (Romero-Molina et al., 2018).  

 Como se observa en la figura D.27, la viabilidad neuronal tras el tratamiento 

de 24h con medio condicionado por astrocitos en presencia de S1 de WT (MC S1 WT) 

es similar a la obtenida con el MC Control, y disminuye con medio condicionado por 

astrocitos en presencia de S1 de ratones APP y TAU de 12 meses (MC S1 APP y MC 

S1 TAU), aunque sólo de manera significativa con MC S1 APP. Cuando el 

tratamiento se prolonga 48 horas, se produce una muerte muy significativa de 

neuronas en presencia de MC S1 APP y TAU a pesar de que el número de neuronas 

en presencia de MC Control y MC S1 WT se mantiene. Estos resultados parecen 

indicar que la presencia de S1 procedente de modelos de EA, tanto APP como TAU, 

provoca una disminución en la capacidad neuroprotectora de los astrocitos. Sin 

embargo, debido a la presencia continua de S1 en el medio, la muerte neuronal 

también podría estar mediada por la toxicidad directa de los S1 sobre las neuronas.  

 2.3.1.2.4. Los astrocitos recuperan su fenotipo neuroprotector 

cuando el S1 de modelos APP y TAU se elimina del medio 

 Para aclarar si la muerte neuronal producida tras el tratamiento de las 

neuronas con medio condicionado por astrocitos en presencia de S1 de ratones APP 

y TAU es debida a la pérdida de la capacidad neuroprotectora de los astrocitos, o al 

efecto directo de las fracciones S1 sobre las neuronas, realizamos el siguiente 

experimento, que se ilustra en la figura D.28 A: a) tratamos los astrocitos con las 

correspondientes fracciones S1 durante 48 horas, b) cambiamos el medio, retirando 

el S1, c) dejamos condicionar por los astrocitos durante 24 horas más, y d) tratamos 

a las neuronas durante 48 horas con el medio condicionado por astrocitos carente de 

S1. Realizamos el tratamiento en ausencia y presencia de B27, debido al largo 

periodo de tratamiento de los astrocitos.  

 En ambos casos, no existen diferencias significativas entre la viabilidad de 

las neuronas en MC Control y las tratadas con medios condicionados por astrocitos 

que previamente habían tenido S1 de modelos APP y TAU (Figura D.28).  

Estos datos sugieren que los astrocitos son capaces de recuperar su fenotipo 

una vez eliminado el estímulo (S1 de APP o de TAU), pero no nos permiten aclarar 

si la muerte neuronal observada en el apartado anterior se debe a una menor 

capacidad protectora de los astrocitos o a la toxicidad directa del S1 sobre las 

neuronas. 
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Figura D.28. Efecto del medio condicionado por astrocitos en la supervivencia neuronal en 

ausencia de S1. (A) Los astrocitos primarios se tratan 48 horas con medio de neuronas (con y sin B27) 

en presencia de S1 de ratones WT, APP y TAU de 12 meses. El medio con S1 se retira y se añade nuevo 

medio de neuronas (con y sin B27, respectivamante). Tras 24 horas de condicionamiento, el medio 

condicionado se emplea para tratar a las neuronas durante 48 horas. Imagen creada con 

BioRender.com. (B) Imágenes representativas de las neuronas primarias, tras las 48 horas de 

tratamiento, marcadas con los anticuerpos MAP2 (rojo) y NeuN (verde). (C) Cuantificación del número 

de neuronas MAP2 y NeuN positivas, expresado como porcentaje del número de neuronas con MC 

Control (+B27, n=15/15; -B27, n=16/16; MC Control, n=16/15; MC S1 WT, n=10/10; MC S1 APP, 

n=15/16; MC S1 TAU, n=15/15; para -B27/+B27, respectivamente). La estadística se ha analizado 

mediante el test de ANOVA seguido del test de comparación múltiple Tukey (*p<0.05). Barra de escala: 

100 µm. 
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 2.3.1.2.5. Los astrocitos disminuyen su capacidad neuroprotectora en 

presencia de las patologías Aβ y Tau 

 

Figura D.29. Efecto del medio condicionado por astrocitos en presencia de B27 y S1 de 

modelos WT, APP y TAU en la supervivencia neuronal. (A) Diseño del experimento. Los astrocitos 

primarios se tratan durante 24 horas con medio de neuronas con B27 en presencia de S1 de los 

diferentes modelos animales de 12 meses. El medio condicionado se emplea para tratar a las neuronas 

durante 48 horas. Imagen creada con BioRender.com. (B) Imágenes representativas de las neuronas 

primarias, tras las 48 horas de tratamiento, marcadas con los anticuerpos MAP2 (rojo) y NeuN (verde). 

(C) Cuantificación del número de neuronas MAP2 y NeuN positivas, expresado como porcentaje del 

número de neuronas con MC Control (+B27, n=14; -B27, n=15; MC Control, n=15; MC S1 WT, n=15; 

MC S1 APP, n=15; MC S1 TAU, n=15). La estadística se ha analizado mediante el test de ANOVA 

seguido del test de comparación múltiple Tukey (*p<0.05). Barra de escala: 100 µm. 
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 Ya que la retirada del S1 patológico del medio parece producir una 

recuperación de los astrocitos in vitro, realizamos el experimento usando un medio 

condicionado por astrocitos en presencia de S1 durante 24 horas y con B27 (Figura 

D.29 A). Este medio se utiliza para tratar a las neuronas durante 48 horas, tiempo 

en el que habíamos observado una clara disminución de la viabilidad neuronal en 

ausencia de B27 (Figura D.27). 

 Como muestra la figura D.29, los MC S1 APP y TAU con B27 no afectan a la 

supervivencia neuronal, lo que indica, que a pesar de que el S1 permanece en el 

medio, la presencia de B27 evita la muerte neuronal. Es importante considerar que 

el tratamiento directo de las neuronas con S1 APP o TAU, incluso en medio con B27, 

produce una toxicidad muy elevada a las 24 horas (datos no mostrados). Por tanto, 

podemos concluir que la presencia de S1 procedente de animales APP y TAU evita 

que los astrocitos liberen factores de pequeña masa molecular con capacidad 

neuroprotectora. 

 2.3.2. ¿Disminuye el metabolismo de los astrocitos en modelos de EA? 

 Para evaluar de forma directa el estado metabólico de los astrocitos en 

modelos APP, hemos desarrollado un método de aislamiento de estas células gliales 

(Materiales y métodos, Apartado 9.1). En este procedimiento hemos tratado de 

minimizar el tiempo transcurrido entre el sacrificio del animal y la obtención de las 

células, reduciendo así la alteración de los metabolitos. Hemos intentado realizar un 

estudio metabolómico en colaboración con la Dra. Coral Barbas (Universidad San 

Pablo CEU), aunque no ha sido posible determinar el perfil metabolómico de los 

astrocitos aislados, probablemente consecuencia del uso de FACS, que puede 

producir alteraciones metabólicas (Llufrio et al., 2018; Binek et al., 2019). 

 2.3.3. Disminución del metabolismo de los astrocitos en el hipocampo 

de pacientes de EA  

 Ya que nuestros resultados de estudios in vitro y en modelos animales de EA 

apuntan hacia una disminución del metabolismo de los astrocitos en presencia de las 

patologías Aβ y Tau, decidimos analizar el metabolismo de los astrocitos en muestras 

de enfermos de Alzheimer. En primer lugar, elegimos los marcadores a estudiar en 

base a los genes y rutas del metabolismo afectados mayoritariamente en los modelos 

APP y TAU (Figura D.21). Además, ante la incapacidad técnica de aislar distintas 

poblaciones celulares a partir de muestras humanas post mortem, seleccionamos 

genes expresados de forma diferencial en astrocitos, utilizando el algoritmo “Tau”, 

cedido por la Dra. Elena Galea (Universidad Autónoma de Barcelona), así como bases 

de datos transcriptómicas previamente publicadas (Zhang et al., 2016). El algoritmo 

“Tau” (Kryuchkova-Mostacci y Robinson-Rechavi, 2017), junto con el método 

Weighted Correlation Network Analysis (WGCNA), permite identificar grupos o 

clústeres de genes, asignándole a cada uno de ellos un valor, comprendido entre 0 y 

1, que es indicativo de su especificidad hacia un tipo de célula del SNC.  
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Figura D.30. Expresión de ARNm de las enzimas reguladoras de la glucólisis PFKM y PKM 

en el hipocampo de pacientes de EA. (A) Expresión relativa de las enzimas PFKM y PKM, 

analizadas mediante RT-PCR en tiempo real, en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=8), II (n=17-

23), III-IV (n=15) y V-VI (n=21). Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la 

mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p<0.05). (B) Representación 

esquemática de la glucólisis, indicando las principales enzimas implicadas en su regulación, así como 

las reacciones en las que participan. Las enzimas estudiadas en este proyecto se destacan en rojo.         

(C) Estudio de correlación entre los valores de expresión relativa de las enzimas PFKM y PKM. Se 

muestra la recta de ajuste o regresión lineal. El estudio de correlación se ha llevado a cabo empleando 

el método de Spearman. 
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   Considerando que la glucólisis es uno de los principales procesos biológicos 

afectados en los modelos de EA, estudiamos las dos principales enzimas reguladoras 

de esta vía, fosfofructoquinasa y piruvato quinasa (Figura D.30 B). En concreto, 

analizamos la expresión de la isoforma muscular de fosfofructoquinasa-6 (PFKM) y 

las isoformas M1 y M2 de piruvato quinasa (PKM), siendo M1 la principal en cerebro. 

En la figura D.30 A se observa una disminución de la expresión de PFKM 

(significativa) y de PKM (casi significativa) en pacientes Braak V-VI con respecto a 

estadios Braak II y III-IV. De hecho, la correlación entre los niveles de ARNm de 

ambas enzimas es buena, indicando que la expresión de ambos genes disminuye de 

forma paralela en los mismos individuos. Estos datos sugieren que la glucólisis está 

disminuida en los astrocitos de pacientes de EA, pero no en estadios previos a la 

demencia. 

La fase III del metabolismo es otro proceso biológico que disminuye en los 

ensayos in vitro y en los modelos de EA, por lo que nos centramos en la expresión de 

la enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH). En humanos, esta enzima existe en tres 

isoformas: IDH1, localizada en el citosol y los peroxisomas, e IDH2 e IDH3, isoformas 

mitocondriales. IDH3 cataliza la tercera etapa del ciclo de Krebs en las mitocondrias, 

depende de NAD+ y es una de las enzimas reguladoras del ciclo. IDH2 e IDH1 

catalizan la misma reacción, pero fuera del contexto del ciclo del ácido cítrico (Figura 

D.31 A).  

 En este trabajo, hemos analizado la expresión de la subunidad alfa de IDH3 

(IDH3a) como marcador del ciclo de Krebs en astroglía, así como la de IDH2, enzima 

mitocondrial expresada preferentemente por astrocitos que no participa en este ciclo. 

Como observamos en la figura D.31 B, en pacientes de EA se produce una 

disminución significativa en la expresión de IDH3a con respecto a individuos Braak 

II. Las muestras Braak III-IV presentan un comportamiento intermedio. Sin 

embargo, IDH2 no se afecta con la progresión de la patología de Alzheimer. De hecho, 

no hay correlación entre la expresión de ambas enzimas (Figura D.31 C). Podemos, 

pues, concluir que el ciclo de Krebs parece disminuir de forma específica en los 

astrocitos de pacientes de EA. 

En los astrocitos de modelos APP y TAU también se produce una disminución 

significativa en la expresión de varios genes implicados en la biosíntesis y 

catabolismo de carbohidratos. Ya que los astrocitos almacenan la mayor parte del 

glucógeno cerebral (Deitmer et al., 2019), decidimos estudiar la glucógeno fosforilasa, 

enzima limitante de la degradación de glucógeno, y la fosfoglucomutasa, que 

participa en la glucogenólisis y en la glucogenogénesis (Figura D.32 A). En concreto, 

cuantificamos la expresión de los genes que codifican la isoforma cerebral de la 

glucógeno fosforilasa (PYGB) y la fosfoglucomutasa-1 (PGM1). En la figura D.32 B y 

C se observa que la expresión de estos genes no se modifica con la evolución de la 

EA, aunque existe buena correlación entre ambos, lo que sugiere que en los astrocitos 

de pacientes de EA no se altera el metabolismo del glucógeno. 
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Figura D.31. Expresión relativa de las enzimas IDH3a, que cataliza la tercera etapa del ciclo 

de Krebs, e IDH2 en el hipocampo de pacientes de EA. (A) Representación esquemática del ciclo 

de Krebs, donde participa la enzima IDH3, y de la reacción catalizada por IDH2, que no pertenece al 

ciclo. Las enzimas estudiadas en este proyecto se destacan en rojo. Imagen creada con BioRender.com. 

(B) Expresión relativa de ARNm de IDH3a e IDH2, analizadas mediante RT-PCR en tiempo real, en el 

hipocampo de individuos Braak 0 (n=8), II (n=13-25), III-IV (n=15) y V-VI (n=12-29). Se indican los 

valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un 

test de Dunn (*p<0.05). (C) Estudio de correlación entre los valores de expresión relativa de las enzimas 

IDH3a e IDH2 (n=48). Se muestra la recta de ajuste o regresión lineal. El estudio de correlación se ha 

llevado a cabo empleando el método de Spearman. 
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Figura D.32. Expresión relativa de las enzimas implicadas en el metabolismo del glucógeno 

PYGB y PGM1 en el hipocampo de pacientes de EA. (A) Representación esquemática de los 

procesos de glucogenólisis y glucogenogénesis. Las enzimas estudiadas en este proyecto se destacan con 

un cuadro rojo. (B) Expresión relativa de ARNm de PYGB y PGM1, analizadas mediante RT-PCR en 

tiempo real, en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=8), II (n=13-26), III-IV (n=15) y V-VI (n=12-38). 

Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos 

de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, 

seguida de un test de Dunn. (C) Estudio de correlación entre los valores de expresión relativa de las 

enzimas PYGB y PGM1 (n=48). Se muestra la recta de ajuste o regresión lineal. El estudio de 

correlación se ha realizado empleando el método de Spearman. 
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 Por otra parte, referente al metabolismo de ácidos grasos en los astrocitos, 

analizamos la expresión del gen que codifica la enzima carnitina 

palmitoiltransferasa 1 A (CPT1A), que media el transporte de ácidos grasos de 

cadena larga a través de la membrana mitocondrial externa para su posterior β-

oxidación (Figura D.33 B). Como se observa en la figura D.33 A, la expresión de 

CPT1A no disminuye con la progresión de la EA, sino que aumenta 

significativamente en pacientes Braak V-VI respecto a individuos Braak 0. 

 

Figura D.33. Expresión relativa de la enzima CPT1A implicada en el transporte de ácidos 

grasos de cadena larga a la matriz mitocondrial, para una posterior β-oxidación, en el 

hipocampo de pacientes de EA. (A) Expresión relativa de ARNm de CPT1A, analizada mediante 

RT-PCR en tiempo real, en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=8), II (n=26), III-IV (n=15) y V-VI 

(n=37). Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de 

Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn. (B) Representación esquemática del transporte de ácidos 

grasos al interior de la mitocondria, donde la enzima CPT1A (verde) desempeña un papel clave. Imagen 

creada con BioRender.com. 

 

 Por último, analizamos la expresión del gen que codifica la enzima limitante 

de la síntesis de colesterol, 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMGCR, 

Figura D.34 A). Como se muestra en la figura D.34 B, se produce una disminución 

significativa en la expresión de HMGCR en pacientes Braak V-VI respecto a 

individuos Braak II, que podría ser indicativa de una disminución en la síntesis de 

colesterol en los astrocitos de pacientes de EA. 

 Además, si analizamos la correlación entre las enzimas implicadas en los 

procesos metabólicos que disminuyen en la EA (glucólisis, ciclo de Krebs y síntesis 

de colesterol), observamos que la disminución en su expresión se produce de forma 

paralela en los mismos individuos (Figura D.35).  

 En resumen, nuestros datos parecen confirmar que en los astrocitos de 

pacientes de EA se produce una disfunción metabólica, que afecta, al menos, a la 

glucólisis, ciclo de Krebs y síntesis de colesterol. 
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Figura D.34. Expresión relativa de la enzima HMGCR, principal punto de regulación de la 

síntesis de colesterol, en el hipocampo de pacientes de EA. (A) Representación esquemática de 

la síntesis de colesterol, indicando la reacción en la que participa la enzima HMGCR. (B) Expresión 

relativa de ARNm de HMGCR, analizada mediante RT-PCR en tiempo real, en el hipocampo de 

individuos Braak 0 (n=8), II (n=24), III-IV (n=15) y V-VI (n=37). Se indican los valores individuales de 

cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La 

significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn 

(*p<0.05).  

 

 

Figura D.35. Análisis de correlación entre enzimas reguladoras de procesos metabólicos 

afectados en el hipocampo de pacientes de Alzheimer. Estudio de correlación de los valores de 

gene set score (Sj) de los genes glucolíticos PFKM y PKM, la enzima del ciclo de Krebs IDH3a y la enzima 

reguladora de la síntesis del colesterol HMGCR. Se muestra la recta de ajuste o regresión lineal. El 

estudio de correlación se ha realizado empleando el método de Spearman. 
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3. INFILTRACIÓN DE CÉLULAS INMUNES EN EL 

PARÉNQUIMA CEREBRAL DE PACIENTES DE 

ALZHEIMER 

 El SNC de los vertebrados superiores posee una separación inmune de la 

periferia, con acceso limitado para las células inmunes circulantes, los metabolitos 

inmunoactivos y las moléculas de señalización (Kierdorf et al., 2019). En condiciones 

fisiológicas, las principales células que regulan y participan en la respuesta inmune 

en el parénquima del SNC son la microglía y los astrocitos (Liu et al., 2014; Heneka 

et al., 2015; Hane et al., 2017a). Sin embargo, en la EA conforme la patología 

progresa, estas células pierden su función protectora y ganan funciones tóxicas 

(Navarro et al., 2018; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Sánchez-Mejías et al., 

2016), estimulando un ambiente proinflamatorio, y la liberación de quimioquinas 

que podrían facilitar, unido a las posibles alteraciones en la BHE, la entrada de 

células del sistema inmune periférico. Actualmente existe gran controversia sobre el 

tema, debido principalmente a la dificultad para diferenciar las células mieloides 

periféricas de la microglía. Por ello, en el presente trabajo, realizamos distintos 

abordajes experimentales con el fin de aclarar si se produce o no infiltración de 

células inmunes periféricas en el parénquima cerebral de modelos animales de la 

enfermedad y de pacientes de Alzheimer.  

3.1. En el parénquima cerebral de ratones transgénicos modelos de EA la 

infiltración de CDM es muy limitada  

 En primer lugar, aislamos, y posteriormente caracterizamos y cuantificamos, 

la microglía, las CDM y los linfocitos en modelos murinos con placas de Aβ (APP), y 

con formas fosforiladas de Tau (TAU).  

 3.1.1. Aislamiento y caracterización de microglía, CDM y linfocitos de 

la corteza cerebral e hipocampo de distintos modelos murinos de EA 

 El método empleado se basa en la detección mediante FACS del perfil de 

expresión de CD11b y CD45 en los distintos tipos celulares (Ford et al., 1995; Chiu 

et al., 2013; Goldmann et al., 2016; Rosenzweig et al., 2019) (Materiales y Métodos, 

Apartado 9.2). En primer lugar, seleccionamos mediante citometría de flujo las 

células individuales, atendiendo a su complejidad y tamaño celular (descartando 

debris, restos celulares y de mielina). Posteriormente, mediante inmunomarcaje 

fluorescente con CD45 y CD11b, distinguimos las tres poblaciones de interés 

(Figuras D.36 A y B). Por una parte, la población de linfocitos se caracteriza por ser 

CD11b-/ CD45high. Además, se observan dos poblaciones positivas para CD11b y 

CD45, pero con una diferente expresión de este último. La población CD11b+/ 

CD45medium corresponde a las células microgliales, mientras que las CDM son 

CD11b+/ CD45high.  

 Una vez aisladas las tres poblaciones, comprobamos, mediante RT-PCR en 

tiempo real (Figura D.36 C), que los marcadores microgliales Trem2 y Cx3cr1 se 

expresan principalmente en la población CD11b+/CD45medium, y que las células 

CD11b+/CD45high son, a diferencia de la población microglial, positivas para Ccr2 y 
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Ly6c, tal y como está descrito para las CDM. La población CD11b-/CD45high expresa, 

además de Ccr2 y Ly6c, el marcador específico de linfocitos T CD3. Al comparar los 

niveles de expresión de los marcadores analizados en la figura D.36 C, observamos 

que la expresión de Trem2 y Cx3cr1 es significativamente mayor que la de los otros 

marcadores, lo que concuerda con que, las células microgliales son las predominantes 

en el parénquima cerebral.  

 

Figura D.36. Aislamiento y caracterización fenotípica de microglía, CDM y linfocitos en 

corteza cerebral e hipocampo de modelos de EA, jóvenes y adultos. (A-B) Aislamiento mediante 

FACS, en función de CD11b y CD45, de microglía, CDM y linfocitos de ratones (A) APP de 6 y 18 meses 

y (B) TAU de 4 y 12 meses (n=3). (C) Caracterización mediante RT-PCR de la expresión de los 

marcadores fenotípicos de las 3 poblaciones aisladas (microglía, CDM y linfocitos) Trem2, Cx3xr1, Ccr2, 

Ly6c y CD3. La expresión de estos marcadores se ha corregido por la expresión del gen housekeeper 

GAPDH. Los datos se representan como media± SD para una n≥3 por grupo. La estadística se ha 

analizado mediante el test ANOVA seguido del test de comparación múltiple Tukey (*p<0,05; **p<0,01; 

****p<0,0001).  

 Puesto que en la microglía activa aumenta la expresión de CD45, decidimos 

utilizar, además de CD11b y CD45, el anticuerpo Ly6c para confirmar y garantizar 

una adecuada separación de las CDM (Ly6c+) de la población microglial (Ly6c-). 

Incluimos también en el estudio un control sin patología (WT), que debe tener un 

porcentaje considerablemente menor de microglía activa. Para evaluar si el nivel de 

infiltración varía con el área cerebral estudiada, procesamos por separado hipocampo 

y corteza. 

 Como se observa en la figura D.37 la población microglial en los modelos APP 

y TAU comparada con el WT, se desplaza ligeramente hacia una expresión mayor de 

CD45. Además, el uso del marcador Ly6c nos confirma que la separación realizada 
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en base a CD11b y CD45 es adecuada, ya que la población CD11b+/CD45medium es 

Ly6c- (microglía) (eventos en naranja), mientras que la población CD11b+/CD45high 

es Ly6c+ (CDM) (eventos en azul).  

 Por tanto, este protocolo, nos permite aislar de manera específica la población 

de microglía (CD11b+/CD45medium/Ly6c-/Trem2+/Cx3cr1+/Ccr2-/CD3-), CDM 

(CD11b+/CD45high/Ly6c+/Trem2-/Cx3cr1-/Ccr2+/CD3-) y linfocitos (CD11b-

/CD45high/Ly6c+/Trem2-/Cx3cr1-/Ccr2+/CD3+) en corteza e hipocampo de ratones 

WT, APP y TAU.  

 

Figura D.37. Aislamiento mediante CD11b, CD45 y Ly6c de microglía, CDM y linfocitos en 

corteza cerebral e hipocampo de WT y modelos de EA.  Selección, mediante FACS, de las tres 

poblaciones en función de CD11b, CD45 y Ly6c en ratones (A-B) WT, (C-D) APP y (E-F) TAU de 12 

meses, en (A, C y E) corteza cerebral e (B, D y F) hipocampo. Se indica el porcentaje de células 

microgliales (naranja) y CDM (azul) con respecto al total de células positivas para CD11b y CD45 para 

una n=1. 

 3.1.2. En los modelos APP y TAU se produce una entrada significativa 

de linfocitos, pero la infiltración de CDM es limitada  

 Una vez caracterizadas las tres poblaciones celulares, estudiamos las 

modificaciones dependientes de la patología Aβ y Tau, en ratones transgénicos APP 

y TAU, respectivamente. En ambos modelos, se produce un aumento significativo de 

linfocitos infiltrados en los animales de mayor edad. En los ratones APP de 12 meses 

un 5,66 ± 1,11 % del total de células corresponde a linfocitos mientras que en 

animales de 6 meses dicho valor es del 1,33 ± 0,37 %. Por otra parte, existe un 9,65 
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± 2,79 % de linfocitos en modelos TAU de 12 meses en comparación con un 0,85 ± 

0,35 % en sus respectivos controles de 4 meses (Figura D.38 A). 

 Sin embargo, la infiltración de CDM en los modelos APP corresponde a un 

8,44 ± 3,63 % de las células CD11b+ en animales de 12 meses. Aunque esta cifra es 

significativamente mayor que la producida a los 6 meses (0,93 ± 0,05%), se trata de 

una infiltración limitada. En el modelo TAU no se produce infiltración de CDM, ni 

en animales jóvenes (0,55 ± 0,07%), ni en ratones de 12 meses (1,91 ± 0,67%) (Figura 

D.38 B). 

 Por tanto, podemos concluir que, con el envejecimiento del animal, se produce 

infiltración de linfocitos T CD3+ en ambos modelos, APP y TAU. Sin embargo, la 

infiltración de CDM es limitada en el caso de los ratones APP, y prácticamente nula 

en el modelo de patología TAU. 

 

Figura D.38. Cuantificación del porcentaje de células infiltradas en corteza cerebral e 

hipocampo de modelos de EA, jóvenes y adultos. (A) Porcentaje de linfocitos, respecto al total de 

células aisladas, presentes en ratones APP de 6 y 12 meses y TAU de 4 y 12 meses. (B) Porcentaje de 

CDM, respecto al total de células CD11b+, aisladas en modelos APP de 6 y 18 meses y TAU de 4 y 12 

meses. Los datos se representan como media± SD para una n≥3 por grupo. La estadística se ha 

analizado mediante el T-test (*p<0,05; ***p<0,001).  

3.2. Infiltración de CDM en muestras post mortem de hipocampos de 

pacientes de EA.   

 3.2.1. Análisis de clúster de genes expresados por células microgliales 

y/o CDM 

 Para el estudio en las muestras hipocampales humanas, debido a la 

imposibilidad de realizar una separación de poblaciones celulares mediante FACS, 

analizamos por RT-PCR en tiempo real la expresión de múltiples genes típicos de 

células microgliales y/o CDM. En la figura S3 (Anexo I) se muestra la expresión 

relativa de cada uno de estos genes en función del estadio Braak. Observamos 

resultados muy diversos. Algunos genes aumentan de forma muy significativa con la 

progresión de la patología, mientras que otros permanecen inalterados o incluso 

disminuyen de forma patente. 

 Con el fin de estudiar qué genes presentan un comportamiento similar, 

realizamos un análisis de clúster. En primer lugar, calculamos la matriz de 

correlaciones, que, como refleja la figura D.39, permite establecer dos grupos de 

genes principales en los que, de forma general, existe una elevada correlación entre 

sus integrantes y, a su vez, una correlación baja o nula con los genes contenidos en 

el otro grupo. 
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Figura D.39. Matriz de correlaciones de los niveles de expresión de múltiples genes 

asociados a la microglía y/o CDM en muestras de hipocampo humanos post mortem. El estudio 

de correlación se ha realizado empleando el método de Spearman. Los genes se han ordenado en base a 

un análisis de clúster jerárquico empleando el método de Ward. Las correlaciones positivas se muestran 

en azul y las negativas, en rojo. La intensidad del color y el tamaño del círculo son proporcionales al 

coeficiente de correlación (genes, n= 23; muestras, n= 55).     

  Aplicando un análisis de clúster o clustering a nuestros datos normalizados 

clasificamos de forma no supervisada los genes analizados en grupos denominados 

conglomerados o clústeres, de manera que las observaciones pertenecientes a un 

grupo sean similares entre sí (homogeneidad dentro del grupo) y diferentes del resto 

(heterogeneidad entre grupos). Empleamos el valor de expresión normalizado o 

tipificado (z-score) para garantizar que todas las variables tengan el mismo peso en 

el análisis. Empleando el método de clustering jerárquico obtenemos 3 

conglomerados. La figura D.40 muestra el análisis de componentes principales, 

agrupando a cada uno de los genes en su respectivo clúster.  

En resumen, con esta metodología hemos podido clasificar en 3 grupos los 

diferentes genes analizados mediante RT-PCR en tiempo real. Como se observa en 

la figura D.40, en el clúster 2 se incluyen genes típicamente asociados a microglía 

homeostática (P2RY12, CX3CR1). El clúster 3 contiene genes asociados a 

microglía activa o DAM (TREM2, P2RX4, CD45, CD74, CD11b, CD11c, PU.1, 

PILRA, CSF1, CSF1R), aunque también incluye a TMEM119 e IBA1, clásicamente 

relacionados con la microglía homeostática. Por otra parte, en el clúster 1 existen 

genes que se expresan en monocitos o CDM (CD163, IFITM3, CCR2, FN1, LGALS3, 

MKI67, CD68, IL6, MSR1), y algunos también en microglía. Por eso, en principio 

designamos a este clúster como genes asociados a CDM?, y, posteriormente, 

trataremos de aclarar a qué tipo celular representa. 
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Figura D.40. Análisis de componentes principales y clustering de múltiples genes asociados 

a la microglía y/o CDM en muestras de hipocampo post mortem. Los genes se han agrupado 

mediante análisis de clúster jerárquico empleando la distancia de Manhattan y el método de varianza 

mínima de Ward (genes, n= 23; muestras, n= 55). 

 3.2.2. Los marcadores clásicos de microglía activa permanecen 

prácticamente inalterados en la EA, mientras que la expresión de 

marcadores asociados a CDM? se incrementa significativamente.   

 Una vez realizado el análisis de clúster, estudiamos cómo cambian estos genes 

o grupos de genes con la progresión de la patología de Alzheimer. Para ello 

realizamos un heatmap de los valores tipificados o z-score de la expresión de cada 

uno los genes analizados ordenados en función del clúster al que han sido asignados 

(Figura D.41). También se representa el dendograma de clasificación de los 

marcadores, la representación más frecuente del análisis de clúster jerárquico 

representado en la figura D.40. Las muestras se agrupan según el estadio Braak, 

desde controles o Braak 0 (a la izquierda) hasta pacientes Braak V-VI (a la derecha).  

 En la imagen del heatmap corroboramos que los genes se agrupan en 3 

conglomerados, correspondientes a microglía homeostática, microglía DAM y CDM?. 

También se refleja la gran variabilidad interindividual de las muestras humanas, 

que impide establecer un patrón de comportamiento de estos genes con la progresión 

de la EA mediante el estudio individual de cada uno de ellos. Por este motivo, 

decidimos agrupar los genes en función del clúster al que pertenecen y calcular sus 

gene set score (Sj) (Friedman et al., 2018) (Figura D.41 B-D). Tal y como se esperaba, 

el Sj de microglía homeostática disminuye de forma significativa en los pacientes 

Braak V-VI. Sin embargo, la expresión de genes asociados a microglía DAM, 

permanece prácticamente inalterada con la evolución de la EA; únicamente se 

observa una ligera tendencia al aumento en muestras Braak V-VI, lo que parece 

indicar una muy limitada activación microglial. Es importante destacar que para la 

obtención del Sj de microglía DAM se han excluido los genes TMEM119 e IBA1, 
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puesto que suelen asociarse a microglía homeostática. En contraposición, los genes 

asociados a monocitos se incrementan de manera patente y altamente significativa 

con la progresión de la EA. De hecho, en los individuos Braak III-IV ya se observa 

un aumento estadísticamente significativo con respecto a los Braak 0. 

 

Figura D.41. Expresión relativa de los genes microgliales y de CDM analizados, clasificados 

mediante análisis de clúster, con la progresión de la patología de Alzheimer en muestras de 

hipocampo post mortem. (A) Representación mediante heatmap o mapa de calor de los valores 

tipificados (z-score) de la expresión de los genes analizados mediante RT-PCR en tiempo real para cada 

clúster. En el margen izquierdo, se muestra el dendograma obtenido mediante clustering jerárquico 

(Método de Ward, distancia de Manhattan; genes, n= 23; muestras, n= 55). La barra de color del margen 

derecho indica el clúster al que pertenece cada uno de los genes (Microglía DAM, Microglía homeostática 

o CDM?). La barra de color del margen inferior representa el estadio Braak de cada una de las muestras. 

El esquema de color del heatmap está basado en la distribución z-score, de -1,5 (azul) a 1,5 (rojo).             

(B-D) Representación de los valores de gene set score de los genes incluidos en el clúster (B) Microglía 

homeostática, (C) Microglía DAM y (D) CDM?, en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=8), II (n=21), 

III-IV (n=9) y V-VI (n=28). Se representan los valores individuales de cada muestra, así como la 

mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p-<0,05; **p<0,01; ***p<0.001).  

 Por tanto, podemos concluir que, en el hipocampo de pacientes de Alzheimer, 

se produce una respuesta temprana y progresiva de los genes asociados a CDM?, 

paralela a una activación microglial muy limitada o ausente, y a una disminución de 

microglía homeostática. Estos resultados sugieren que la población CDM? podría 

tener un papel importante en la patología de Alzheimer. 
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 3.2.3. En pacientes Braak V-VI se produce un aumento significativo 

en la expresión de las quimioquinas CCL2 y CCL4, así como de su receptor 

CCR2  

 De forma paralela a la medida de marcadores de microglía y CDM, decidimos 

evaluar la expresión de diferentes quimioquinas y receptores de estas. 

Las quimioquinas, quimiocinas o citoquinas quimiotácticas son proteínas de bajo 

peso molecular (8 a 14 kDa) conocidas principalmente por su capacidad para activar, 

atraer y estimular la migración de leucocitos por quimiotaxis. Para que los leucocitos 

puedan responder a estas quimioquinas deben expresar un receptor complementario 

(Hughes y Nibbs, 2018).   

 Por tanto, en base a bibliografía previa (Zhang et al., 2016; Domingues et al., 

2017; Martin y Delarasse, 2018; Guedes et al., 2018; Joly-Amado et al., 2020) y al 

perfil transcriptómico de astrocitos y microglía de modelos WT, APP y TAU, obtenido 

mediante arrays de hibridación en nuestro laboratorio (Datos no publicados), 

seleccionamos diferentes quimioquinas (CCL2, CCL3, CCL4 y CCL5) que podrían 

liberarse por microglía, astrocitos y otras células residentes en el SNC, y participar 

en el reclutamiento de células del sistema inmune periférico. Una vez seleccionadas, 

analizamos la expresión de estas quimioquinas mediante RT-PCR en tiempo real en 

muestras de hipocampo Braak II y Braak V-VI. Como se observa en la figura D.42 

A, en pacientes de EA se produce un aumento significativo de CCL2 y CCL4, más 

patente en el caso de CCL2, mientras que CCL3 y CCL5 permanecen constantes.  

 Además, seleccionamos algunos receptores de estas quimioquinas (CCR1, 

CCR2 y CCR5), no expresados en microglia y astrocitos (Datos no publicados, 

Saederup et al., 2010; Mizutani et al., 2012; Zhang et al., 2016; Joly-Amado et al., 

2020), pero sí en células del sistema inmune periférico. Nuestros resultados 

muestran un importante aumento de CCR2 en Braak V-VI, mientras que CCR1 y 

CCR5 permaneces inalterados (Figura D.42 B). 

 Posteriormente, medimos los niveles de expresión de CCL2, CCL4 y CCR2 en 

los diferentes estadios Braak, aumentando la población estudiada (Figura D.42 C-

E). Nuestros resultados corroboran un aumento muy elevado de CCL2 y CCR2 en 

pacientes de EA. Por su parte, los individuos Braak III-IV, presentan un 

comportamiento intermedio, con tendencia a una mayor expresión de estos genes. 

CCL4 únicamente aumenta en Braak V-VI. 

 En resumen, microglía, astrocitos y otras células residentes en el hipocampo 

de pacientes de Alzheimer podrían estar liberando quimioquinas, como CCL2 y 

CCL4, con el fin de generar una respuesta por células CCR2+, como CDM y linfocitos.
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Figura D.42. Expresión de ARNm de diferentes citoquinas quimiotácticas y de receptores de 

dichas quimioquinas en muestras hipocampales humanas. (A-B) Expresión relativa (A) de las 

citoquinas CCL2, CCL3, CCL4 y CCL5 y (B) de los receptores de quimioquinas CCR1, CCR2 y CCR5 

en el hipocampo de individuos Braak II (n=15) y Braak V-VI (n=15). Se representan los valores 

individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba U de Mann-Whitney (*p<0,05).     

(C-E) Expresión relativa de (C) CCL2, (D) CCL4 y (E) CCR2 en el hipocampo de individuos Braak 0 

(n=8), II (n=21), III-IV (n=9) y V-VI (n=28). Se representan los valores individuales de cada muestra, 

así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha 

analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p-<0,05; **p<0,01).  

 

 3.2.4. El clúster CDM? no se expresa en células microgliales  

 En los apartados anteriores, hemos descrito evidencias de una posible 

infiltración de CDM en el hipocampo de pacientes de EA. Sin embargo, los genes 

incluidos en el clúster de CDM? podrían ser expresados por microglía. Por ello, en 

base a estudios previos en otras patologías con infiltración de CDM, como gliomas o 

esclerosis múltiple (Zhang et al., 2011b; Venteicher et al., 2017; Müller et al., 2017a; 

DePaula-Silva et al., 2019; Haage et al., 2020), analizamos un mayor número de 

genes expresados de forma preferente en CDM respecto a microglía. Para ello 

utilizamos Taqman® Array Cards, que, en un mismo experimento y de forma sencilla 

y rápida, permiten cuantificar la expresión de múltiples genes en distintas muestras, 

minimizando la manipulación y el posible error asociado.  
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Figura D.43. Expresión de ARNm de genes de CDM en muestras post mortem de hipocampo 

mediante Taqman® Array Cards. (A) Representación mediante heatmap o mapa de calor de los 

valores tipificados (z-score) de la expresión de genes asociados a CDM en el hipocampo de individuos 

Braak 0 (n=8), II (n=15), III-IV (n=15) y V-VI (n=23). Las muestras han sido ordenadas en base a un 

análisis de clúster jerárquico (Método de Ward, distancia de Manhattan). En el margen superior, se 

muestra el dendograma obtenido y una barra de color que indica el estadio Braak de cada una de las 

muestras. El esquema de color del heatmap está basado en la distribución z-score, de -1,5 (azul) a 1,5 

(rojo). (B) Representación de los valores de gene set score (Sj) de los genes asociados a CDM, incluidos 

en el heatmap de la figura A. Se representan los valores individuales de cada muestra, así como la 

mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (**p<0,01). (C) Análisis de 

correlación entre los valores de gene set score (Sj) de CDM analizados mediante Taqman® Array Cards 

y los valores de Sj del clúster de genes CDM? medido por RT-PCR en tiempo real (Figura D.41 D), con 

recta de ajuste o regresión lineal (±SD). El estudio de correlación se ha llevado a cabo empleando el 

método de Spearman. 

 

 Tras medir la expresión de los genes seleccionados en cada una de las 

muestras, observamos que todos ellos aumentan de forma clara principalmente en 

pacientes Braak V-VI (Figura D.43 A). En la figura D.43 B, representamos el gene 

set score calculado para la expresión de estos genes asociados a CDM (CD163, 
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IFITM2, IFITM3, F13A1, NPC2, TAGLN2, HLA-DR -que incluye la expresión de 

HLA-DRB1, HLA-DRB4 y HLA-DRB5-, LILRB2, CXCL16 y NR4A1). Nuestros 

resultados muestran un aumento patente de este gene set score con la progresión de 

la patología, observándose una tendencia a aumentar en Braak III-IV, y un claro y 

significativo aumento en pacientes Braak V-VI. Además, tal y como se muestra en la 

figura D.43 C, el gene set score de los genes asociados a CDM (Figura D.43 B) 

presenta muy buena correlación (r=0.7118) con el de los genes incluidos en el clúster 

de CDM? (Figura D.41 D), lo que podría indicar que ambos grupos de genes se 

expresan en la misma población celular. Por tanto, el claro aumento en la expresión 

de genes asociados a CDM en el hipocampo de pacientes de EA, así como la buena 

correlación de estos con el clúster CDM?, apoyan la hipótesis de que este clúster 

corresponde a CDM, y no a microglía.  

 Para confirmar esta hipótesis, realizamos, en colaboración con el grupo de la 

Dra. Antonia Gutiérrez, estudios inmunohistoquímicos empleando como marcador 

CD163, uno de los genes asociados a CDM que aumenta de forma muy significativa 

en pacientes de EA. En la figura D.44 A observamos que en individuos Braak 0 las 

células CD163+ se restringen a los vasos sanguíneos. En Braak II, aunque podemos 

encontrar escasas células CD163+ en el parénquima (Figura D.44 B2 y B4), la gran 

mayoría se restingen también a los vasos (Figura D.44 B1 y B3). Sin embargo, en 

pacientes Braak V-VI hay numerosas células CD163+ en el interior del parénquima 

hipocampal (Figura D.45 A). Estas células son ramificadas y suelen encontrarse en 

áreas próximas a vasos sanguíneos. Muchas de estas células, pero no todas, se 

encuentran asociadas a placas de Aβ, aunque también existen numerosas placas sin 

células CD163+. Además, como ocurre en controles y en estadio II de Braak, existen 

células CD163+ alineadas, probablemente marcando a macrófagos asociados al SNC 

que se localizan en el espacio perivascular de los vasos sanguíneos. 

 En la figura D.45 se muestra la heterogeneidad en la distribución espacial de 

las células CD163+ en comparación con la microglía. Mientras que la microglía 

IBA1+ se distribuye de forma homogénea por el parénquima hipocampal (Figura 

D.45 B), en una sección consecutiva del mismo individuo se observa que las células 

CD163+se localizan de manera heterogenea, existiendo regiones con un mayor 

número de células y otras en las que prácticamente no existe marcaje. 

 La figura D.46 muestra la cuantificación de la carga de CD163 en el 

hipocampo de pacientes Braak V-VI con respecto a individuos Braak II. En 

concordancia con lo observado a nivel de ARNm (Figura S3, Anexo I), en el 

hipocampo de enfermos de Alzheimer se produce un patente aumento de CD163, 

acompañado de un incremento significativo en la carga de Aβ extracelular. Sin 

embargo, la carga de IBA1 no se modifica de forma paralela. En conjunto, estos 

resultados indican que, con el avance de la patología de Alzheimer se produce en el 

parénquima hipocampal un importante aumento de células CD163+ 

correspondientes a CDM, sin que varie el número total de células microgliales. 

Además, describimos a CD163 como un marcador diferencial de la población de CDM 

estudiada. 
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Figura D.44. Inmunohistoquímica con los anticuerpos CD163 y OC en muestras post mortem 

de hipocampo de individuos sin patología de Alzheimer. Inmunomarcaje para CD163 y OC, que 

detecta formas fibrilares de Aβ, en el hipocampo de individuos (A) Braak 0 y (B) Braak II. Imágenes 

cedidas por el grupo de la Dra. Antonia Gutiérrez. Barra de escala: (A1, B1) 1 mm, (A2-4) 50 µm, (A5, 

B3) 200 µm, (A6, B2, B4) 100 µm. 
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Figura D.45. Inmunohistoquímica para CD163, OC e IBA1 en muestras post mortem de 

hipocampo de pacientes de Alzheimer. (A) Inmunomarcaje para CD163 y OC, que detecta formas 

fibrilares de Aβ, en el hipocampo de pacientes Braak V-VI. (B) Inmunohistoquímica con el anticuerpo 

IBA1, marcador de población microglial, en una sección consecutiva de la misma muestra empleada en 

la figura A. Imágenes cedidas por el grupo de la Dra. Antonia Gutiérrez. Barra de escala: (A1, B) 500 

µm, (A2-3) 100 µm, (A4) 200 µm, (A5) 250 µm.  
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Figura D.46. Cuantificación de la carga de CD163, IBA1 y Aβ extracelular mediante 

inmunohistoquímica en muestras post mortem de hipocampo de individuos Braak II y Braak 

V-VI. Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de 

Mann-Whitney (**p<0,01; ***p<0,001). Cuantificación cedida por el grupo de la Dra. Antonia Gutiérrez.    

3.2.5. En la EA los macrófagos asociados al SNC no parecen infiltrarse 

en el parénquima cerebral  

 Como se ha indicado en la introducción, el SNC alberga una población 

heterogénea de células mieloides residentes, que incluyen, además de a la microglía 

del parénquima, a los macrófagos asociados al SNC, entre los que se encuentran los 

macrófagos perivasculares (Jordão et al., 2019). Dichos macrófagos residentes 

podrían expresar la mayoría de los genes asociados a CDM. 

 En la figura D.47 A, se esquematizan las diferentes células mieloides que 

podrían expresar, al menos en parte, genes asociados a CDM en el SNC: microglía, 

macrófagos asociados al SNC, monocitos y CDM. A pesar de que todas ellas 

comparten gran parte de los marcadores fenotípicos, es posible identificar algunas 

por su posición anatómica y/o morfología. Los macrófagos perivasculares son células 

alargadas localizadas en el espacio perivascular o de Virchow-Robin (Zeisel et al., 

2015; Goldmann et al., 2016) con una morfología relativamente simple, en 

comparación con la microglía altamente ramificada del parénquima. Además, debido 

a la contaminación sanguínea de las muestras, estos genes podrían corresponder a 

monocitos localizados en el interior de los vasos sanguíneos o a CDM infiltradas en 

el parénquima cerebral. 

 Para tratar de dilucidar qué tipo celular expresa los genes asociados a CDM 

en el hipocampo de pacientes de EA, en primer lugar, medimos mediante RT-PCR 

en tiempo real la expresión de MRC1 (Figura D.47 B), marcador de elección, junto a 

CD163, para diferenciar macrófagos asociados al SNC de microglía. Nuestros 

resultados muestran que, a diferencia de lo observado en los genes asociados a CDM, 

MRC1 no aumenta con la progresión de la patología, manteniéndose inalterado en 

los diferentes estadios Braak. Además, en colaboración con el grupo de la Dra. 

Antonia Gutiérrez, realizamos una inmunohistoquímica con MRC1 en muestras post 

mortem de hipocampo de pacientes de EA, observando que las células MRC1+ se 

localizan exclusivamente en el interior del espacio perivascular, pero no en el 

parénquima cerebral (Figura D.47 C). 
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 Además, realizamos una inmunofluorescencia doble para CD163 y MRC1 en 

individuos Braak II y Braak V-VI (Figuras D.47 D y E), comprobando que los 

macrófagos perivasculares de los vasos sanguíneos co-expresan ambos marcadores, 

mientras que las células CD163+ del interior del parénquima no se marcan con 

MRC1.

 

 

Figura D.47. Estudio del perfil de expresión de MRC1 y de su distribución en el hipocampo 

de individuos Braak II y Braak VI. (A) Representación esquemática de diferentes células mieloides 

que podrían expresar, al menos en parte, los genes asociados a CDM en el SNC. Imagen creada con 

BioRender.com. (B) Expresión relativa de MRC1 en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=8), II 

(n=21), III-IV (n=9) y V-VI (n=28). Se representan los valores individuales de cada muestra, así como 

la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn. (C) Inmunomarcaje para MRC1 en 

el hipocampo de pacientes Braak V-VI. Imágenes cedidas por el grupo de la Dra. Antonia Gutiérrez.  

(D-E) Inmunofluorescencia doble para CD163 y MRC1 en muestras post mortem de hipocampo de 

individuos (D) Braak II y (E) Braak V-VI. Imágenes cedidas por el grupo de la Dra. Antonia Gutiérrez. 

Barra de escala: 20 µm. 
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 Por tanto, los macrófagos asociados al SNC permanecen en el espacio 

perivascular y no parecen alterarse con la patología de Alzheimer, a diferencia de las 

células CD163+. Por tanto, la infiltración de células CD163+ observada en el 

apartado anterior sería debida exclusivamente a CDM. 

 

3.3. ¿Existe relación entre la infiltración de CDM y otros aspectos de la 

patología de Alzheimer? 

 Tras demostrar que existe infiltración de CDM en el hipocampo de pacientes 

de Alzheimer, analizamos mediante un análisis de clúster jerárquico su relación con 

el estadio de Braak, el género, el genotipo APOE, y otros aspectos importantes en la 

patología. Para ello, clasificamos de forma no supervisada los individuos en tres 

grupos o clústeres en función del nivel de expresión del gene set score de CDM (Figura 

D.48 A), de forma que, es bajo para el clúster 1, intermedio para el clúster 2 y elevado 

para el clúster 3 (Figura D.48 B). 

 En la figura D.48 C observamos que existe asociación significativa (prueba de 

chi-cuadrado; Braak V-VI respecto a Braak II; p=0,0066) entre el estadio Braak y el 

nivel de infiltración. De hecho, el 100% de las muestras Braak 0 se incluyen en el 

clúster 1, mientras que el clúster 3 está formado, casi exclusivamente (81,25 %), por 

pacientes de Alzheimer. Por su parte, el 77,77% de los individuos Braak III-IV se 

localiza en el clúster 2 y las muestras Braak II se distribuyen principalmente entre 

los clústeres 1 y 2. Sin embargo, no observamos asociación en función del género y el 

genotipo APOE (Figura D.48 D y E).  

 Tampoco existe relación entre el nivel de infiltración de CDM y la edad de 

inicio de la patología, la edad de muerte y los años de supervivencia tras el 

diagnóstico (Figura D.49). 

También estudiamos la relación de las patologías Aβ y Tau (Figura D.50) con 

la infiltración de CDM. En la figura D.51 observamos que los niveles de Aβ 

monomérico aumentan con la infiltración de CDM (clústeres 2 y 3). También se 

produce un aumento significativo de la carga de Tau agregado (TAU46) en el clúster 

3, y una tendencia al aumento de las formas fosforiladas de Tau reconocidas por AT8 

en los clústeres 2 y 3. Sin embargo, no existen diferencias entre las formas 

fosforiladas de Tau detectadas por AT100 en función del grado de infiltración. 

Aunque estos datos sugieren una relación de la infiltración de CDM con la 

acumulación de Aβ y Tau, cabe destacar que no correlacionan de forma significativa 

(Figura D.59). 

 Empleado los genes asociados a los subtipos de microglía mediante el análisis 

de clúster (Figura D.41 B y C), observamos que el gene set score de microglía 

homeostática disminuye significativamente en el grupo con mayor grado de 

infiltración, mientras que el de microglía DAM aumenta significativamente en los 

individuos del clúster 2 y 3 (Figura D.52). 
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Figura D.48. Clasificación mediante análisis de clúster de los individuos en función de la 

expresión del gene set score de CDM. (A) Representación mediante heatmap o mapa de calor de los 

valores tipificados (z-score) de la expresión de los genes de CDM analizados mediante RT-PCR en tiempo 

real. Se muestra el dendograma obtenido mediante clustering jerárquico (Método de Ward, distancia 

de Manhattan; genes, n=9; muestras, n=66). La barra de color superior indica el clúster al que pertenece 

cada uno de los individuos (Clúster 1, 2 o 3). La barra de color inferior representa el estadio Braak de 

cada una de las muestras. El esquema de color del heatmap está basado en la distribución z-score, de -

1,5 (azul) a 1,5 (rojo). (B) Representación de los valores del gene set score CDM en función del clúster 

definido en la figura A (Clúster 1, n=23; clúster 2, n=27; clúster 3, n=16). Se representan los valores 

individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un 

test de Dunn (**p<0,01; ****p<0,0001). (C) Número de individuos, clasificados en función del estadio 

Braak, que constituyen cada uno de los clústeres. La significancia de la asociación entre estadio Braak 

y clúster se ha analizado mediante la prueba de chi-cuadrado, comparando Braak II con respecto a 

Braak V-VI (p=0.0066). (D) Número de individuos, clasificados en función del género, en cada uno de 

los clústeres. La significancia de la asociación se ha analizado mediante la prueba de chi-cuadrado 

(p=0.6329). (E) Distribución por genotipo APOE en cada uno de los clústeres. Las muestras se han 

clasificado según presenten los dos alelos ε3 o al menos un alelo ε2 o ε4.  
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Figura D.49. Ausencia de relación entre la infiltración de CDM y aspectos clínicos. (A) Edad 

de inicio de la patología en los 3 clústeres con un aumento progresivo de infiltración de CDM (Clúster 

1, n=3; clúster 2, n=4; clúster 3, n=5). (B) Edad de muerte de los individuos en función del clúster 

(Clúster 1, n=15; clúster 2, n=26; clúster 3, n=16). (C) Años de supervivencia tras el diagnóstico en 

función del nivel de infiltración de CDM (Clúster 1, n=3; clúster 2, n=4; clúster 3, n=5). Se representan 

los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un 

test de Dunn. 
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Figura D.50. Aumento de Aβ, Tau total y formas fosforiladas de Tau en el hipocampo de 

pacientes de Alzheimer. Análisis mediante western blot de la cantidad de (A) Aβ monomérico (Braak 

0, n=8; Braak II, n=21; Braak III-IV, n=9; Braak V-VI, n=30), (B) Tau total agregado medido con el 

anticuerpo TAU46 (Braak 0, n=6; Braak II, n=16; Braak III-IV, n=7; Braak V-VI, n=24), (C) formas 

fosforiladas agregadas de Tau detectadas por el anticuerpo AT8 (Braak 0, n=4; Braak II, n=11; Braak 

III-IV, n=4; Braak V-VI, n=16) y (D) formas fosforiladas y agregadas de Tau reconocidas por AT100 

(Braak 0, n=3; Braak II, n=7; Braak III-IV, n=4; Braak V-VI, n=18). Análisis realizado por la Dra. 

Victoria Navarro Garrido. Se representan los valores individuales de cada muestra, así como la mediana 

y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la 

prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001). 
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Figura D.51. Aumento de las patologías Aβ y Tau en los individuos con infiltración de CDM. 

Cantidad de (A) Aβ monomérico (Clúster 1, n=23; clúster 2, n=27; clúster 3, n=16), (B) Tau total medido 

con el anticuerpo TAU46 (Clúster 1, n=18; clúster 2, n=24; clúster 3, n=11), (C) formas fosforiladas de 

Tau detectadas por el anticuerpo AT8 (Clúster 1, n=14; clúster 2, n=14; clúster 3, n=7) y (D) formas 

fosforiladas de Tau reconocidas por AT100 (Clúster 1, n=11; clúster 2, n=13; clúster 3, n=8), en función 

del nivel de infiltración de CDM. Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la 

mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p<0,5; **p<0,01). 

 

 

Figura D.52. La infiltración de CDM va acompañada de un cambio en el fenotipo microglial. 

Representación de los valores de gene set score de los genes de (A) Microglía homeostática y (B) 

Microglía DAM en función del grado de infiltración de CDM (Clúster 1, n=23; clúster 2, n=27, clúster 

3, n=16). Se representan los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de 

Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p-<0,05; **p<0,01). 
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 En la figura D.53, observamos que se produce un incremento paralelo y 

altamente significativo en la reactividad astroglial, la respuesta del complemento y 

la infiltración de CDM. De hecho, estos parámetros correlacionan entre sí de forma 

significativa (Figura D.59). 

 

Figura D.53. La infiltración de CDM va acompañada de un aumento en la reactividad 

astroglial y la respuesta del sistema del complemento. Representación de los valores de gene set 

score de los genes asociados a (A) astrocitos reactivos (GFAP y Vimentina) y (B) sistema del 

complemento (C1S, C1R, C3, C4a-b) en función del grado de infiltración de CDM (Clúster 1, n=23/16; 

clúster 2, n=27/18, clúster 3, n=16/11). Se representan los valores individuales de cada muestra, así 

como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha 

analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p-<0,05; **p<0,01; 

****p<0,0001). 

 

 En el apartado 2.3.3 de Resultados, hemos descrito que en la EA se produce 

una disminución en la expresión de varias enzimas claves del metabolismo 

expresadas preferentemente en astrocitos. Por ello, estudiamos la relación entre la 

expresión de dichas enzimas y la infiltración de CDM. Nuestros resultados muestran 

que expresión de las dos enzimas glucolíticas reguladoras PFKM y PKM disminuye 

de forma patente en los individuos con mayor infiltración de CDM (Figura D.54 A). 

Además, se produce una disminución significativa de IDH3a, enzima limitante del 

ciclo de Krebs, mientras que la isoforma IDH2, que cataliza la misma reacción fuera 

del contexto del ciclo, no se modifica con la expresión del gene set score de CDM 

(Figura D.54 B). También se produce una clara disminución de las enzimas del 

metabolismo del glucógeno PYGB y PGM1 en el clúster 3 (Figura D.54 C), a pesar de 

que no se observan cambios con el estadio Braak (Figura D.32). En la figura D.54 D 

observamos, una tendencia a un aumento en los clústeres 2 y 3 en la expresión de la 

enzima implicada en el transporte de ácidos grasos al interior de la mitocondria 

CPT1A. Los individuos con mayor grado de infiltración de CDM también presentan 

una expresión disminuida de HMGCR (Figura D.54 E), enzima clave en la síntesis 

de colesterol. En conjunto, estos datos indican que existe una correlación positiva 

entre la alteración metabólica astroglial y la infiltración de CDM en el parénquima 

hipocampal de pacientes de Alzheimer. 

 

Astrocitos reactivos
"Test Kruskal-Wallis" p<0.0001

Clúster 1 Clúster 2 Clúster 3
0

1

2

3

4
G

e
n
e
 S

e
t 
S

c
o
re

 (
S

j)
****

**

Complemento
"Test Kruskal-Wallis" p<0.0001

Clúster 1 Clúster 2 Clúster 3
0

2

4

6

G
e
n
e
 S

e
t 
S

c
o
re

 (
S

j)

****

*

A B

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

147 
 

D RESULTADOS 

 

Figura D.54. Disminución de la glucólisis, ciclo de Krebs, metabolismo del glucógeno y 

síntesis de colesterol en los individuos con infiltración de CDM. Expresión relativa de (A) las 

enzimas glucolíticas PFKM y PKM; (B) IDH3a, que cataliza la tercera etapa del ciclo de Krebs, e IDH2; 

(C) las enzimas implicadas en el metabolismo del glucógeno PYGB y PGM1; (D) CPT1A, enzima 

implicada en el transporte de ácidos grasos de cadena larga a la matriz mitocondrial para una posterior 

β-oxidación; (E) HMGCR, principal punto de regulación de la síntesis de colesterol; en función del grado 

de infiltración de CDM (Clúster 1, n=16-22; clúster 2, n=20-26, clúster 3, n=5-12). Se indican los valores 

individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un 

test de Dunn (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 

Con el fin de investigar posibles mecanismos implicados en la infiltración al 

parénquima cerebral de células inmunes periféricas, hemos analizado su relación 

con la patología vascular y la expresión de moléculas de adhesión del endotelio. 

Observamos que en el 83,33% de los individuos con patología vascular (según el 

diagnóstico anatomopatológico) se produce infiltración de CDM (clústeres 2 y 3), 

mientras que en el clúster 1 se incluyen el 80% de los individuos sin patología 

vascular descrita (Figura D.55 A). Además, en los individuos del clúster 3 aumenta 

de forma significativa la expresión de las moléculas de adhesión PECAM1, que 

participa en la diapédesis, y selectina E (SELE), que permite el rodamiento sobre el 

endotelio (Figura D.55 B). También hemos estudiado la activación de los pericitos, 

debido a su importante papel en la unidad neurovascular, observando un aumento 

significativo de PDGFRB en los individuos con mayor infiltración de CDM (Figura 

D.55 C). 
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Figura D.55. Asociación entre la infiltración de CDM y la unidad neurovascular. (A) Número 

de individuos con o sin patología vascular, según el diagnóstico anatomopatológico, que constituyen 

cada uno de los clústeres. Los individuos sin patología vascular descrita se han englobado bajo el 

término de controles, independientemente de su estadio Braak. (B) Expresión relativa de las moléculas 

de adhesión PECAM1 y SELE en función del grado de infiltración de CDM. (C) Expresión relativa del 

marcador de activación de pericitos PDGFRB en función de la infiltración de CDM (Clúster 1, n=22; 

clúster 2, n=25, clúster 3, n=12). Se indican los valores individuales de cada muestra, así como la 

mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p<0,05; **p-<0,01; ****p<0,0001). 

 

 Asociado al aumento progresivo en la infiltración de CDM observamos un 

incremento paralelo en la expresión de CD3e, marcador específico de linfocitos 

(Figura D.56), lo cual sugiere que en el parénquima de enfermos de Alzheimer se 

produce una infiltración de ambos tipos de células inmunes periféricas. 

 

 

Figura D.56. Infiltración paralela de CDM y 

linfocitos CD3+. Expresión relativa de CD3e, 

marcador específico de linfocitos, en función del 

nivel de infiltración de CDM (Clúster 1, n=23; 

clúster 2, n=27, clúster 3, n=16). Se indican los 

valores individuales de cada muestra, así como 

la mediana y los rangos intercuartílicos de los 

grupos representados. La significancia se ha 

analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, 

seguida de un test de Dunn (**p-<0,01; 

****p<0,0001). 
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Por último, y con el fin de esclarecer la función de las CDM en el parénquima 

cerebral, hemos analizado la expresión de los marcadores proinflamatorios IL1β y 

TNFα (Figura D.57). En ambos casos se produce un aumento en los individuos que 

presentan una mayor infiltración de CDM, sugiriendo un potencial papel 

proinflamatorio y citotóxico asociado a la infiltración.  

 

Figura D.57. Posible papel proinflamatorio y citotóxico de las CDM en el parénquima 

hipocampal. Expresión relativa de (A) IL1β y (B) TNFα, analizadas mediante RT-PCR en tiempo real, 

en función del grado de infiltración de CDM (Clúster 1, n=23/19; clúster 2, n=27/25, clúster 3, n=16/14). 

Se representan los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de 

Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p<0,05; **p<0,01). 

 

 

Figura D.58. Importante neurodegeneración GABAérgica en los individuos con infiltración 

de CDM. Expresión relativa de (A) PV, (B) SST y (C) NPY, analizadas mediante RT-PCR en tiempo 

real, en función del grado de infiltración de CDM (Clúster 1, n=23; clúster 2, n=27, clúster 3, n=16). Se 

representan los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos 

de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, 

seguida de un test de Dunn (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). 
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 Otro de los rasgos neuropatológicos típicos en el hipocampo de pacientes de 

Alzheimer es la neurodegeneración GABAérgica. Por ello, estudiamos la relación 

entre el grado de infiltración y la expresión de genes de las neuronas GABAérgicas 

parvalbúmina (PV), somatoestatina (SST) y neuropéptido Y (NPY). En la figura D.58 

observamos una disminución progresiva y altamente significativa de la expresión de 

estos marcadores de neuronas GABAérgicas conforme aumenta el grado de 

infiltración. De hecho, la expresión de PV, SST y NPY correlaciona claramente de 

forma negativa con el gene set score de CDM (Figura D.59). 

 

Figura D.59. Correlaciones entre el gene set score de CDM y otros aspectos importantes de 

la patología de Alzheimer en muestras humanas de hipocampo. El estudio de correlación se ha 

realizado empleando el método de Spearman y solo se indican las correlaciones significativas (p<0,05). 

Las correlaciones positivas se muestran en azul y las negativas, en rojo. La intensidad del color y el 

tamaño del círculo son proporcionales al coeficiente de correlación (muestras, n= 33-66).     

 En resumen, nuestros datos sugieren que la infiltración de CDM se produce 

principalmente en los pacientes de Alzheimer con afectación importante de patología 

Aβ y Tau, aunque no exista una correlación clara con el depósito de estas proteínas. 

Además, parece ocurrir en aquellos individuos con una población de microglía total 

u homeostática disminuida, aunque activa, y una reactividad y disfunción 

metabólica astroglial. Su entrada en el parénquima cerebral podría mediarse por 

moléculas de adhesión del endotelio, y/o asociarse a una patología vascular previa, 

además de acompañarse de la infiltración paralela de linfocitos T CD3+. Aunque se 

requiere una investigación más profunda sobre el tema, las CDM se asocian a una 

importante neurodegeneración GABAérgica, y podrían desempeñar un papel 

proinflamatorio y citotóxico o, por el contrario, ser una consecuencia de la EA 

avanzada. 
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3.4. La infiltración de CDM ocurre en múltiples áreas cerebrales en los 

pacientes de EA   

 En los apartados anteriores, hemos descrito la infiltración de CDM en 

muestras de hipocampo de pacientes de EA. Sin embargo, en esta patología existen 

importantes diferencias entre hipocampo y corteza fontral, como hemos comentado 

en varias ocasiones a lo largo de este trabajo.  

 Por ello, estudiamos mediante Taqman® Array Cards la infiltración de 

células periféricas en la corteza frontal de pacientes de EA. Como podemos observar 

en la figura D.60 A y B en pacientes Braak V-VI se produce un importante aumento 

de los diferentes genes asociados a CDM y del gene set score de CDM en comparación 

con los individuos Braak 0 y Braak II lo que sugiere que, en la corteza frontal de 

pacientes de EA, también se produce infiltración de CDM.  

 Además, los gene set score de los genes asociados a CDM de hipocampo (Figura 

D.43 C) y de corteza frontal (Figura D.60 B) presentan muy buena correlación, lo que 

parece indicar que la infiltración ocurre de forma paralela en ámbas áreas cerebrales 

de un mismo individuo (Figura D.60 C). 

Para confirmar nuestros resultados realizamos, en colaboración con el grupo de la 

Dra. Antonia Gutiérrez, estudios inmunohistoquímicos en muestras de corteza 

frontal de controles (Braak II) y pacientes (Braak V-VI) usando los marcadores CD45 

y CD163. En la figura D.60 D, observamos que en ambos estadios existe un elevado 

número de células microgliales CD45+, tanto en regiones interplacas como asociadas 

a placas OC+. Sin embargo, imágenes de cortes consecutivos de la misma muestra 

procesados para CD163 revelan resultados simales a los descritos en hipocampo. Así, 

en los individuos Braak II, CD163 queda prácticamente restringido a vasos 

(probablemente marcando a macrófagos perivasculares), mientras que en Braak V-

VI existen numerosas células CD163+ en el interior del parénquima cortical, 

principalmente asociadas a placas. Por tanto, nuestros resultados indican que en 

corteza frontal de pacientes de EA también se produce infiltración de CDM. 

 

Figura D.60. Infiltración de CDM en muestras post mortem de corteza frontal de pacientes 

de EA. (A) Representación mediante heatmap o mapa de calor de los valores tipificados (z-score) de la 

expresión de genes asociados a CDM medidos mediante Taqman® Array Cards en la corteza frontal de 

individuos Braak 0 (n=11), II (n=12) y V-VI (n=19). Las muestras han sido ordenadas en base a un 

análisis de clúster jerárquico (Método de Ward, distancia de Manhattan). En el margen superior, se 

muestra el dendograma obtenido y una barra de color que indica el estadio Braak de cada una de las 

muestras. El esquema de color del heatmap está basado en la distribución z-score, de -1,5 (azul) a 1,5 

(rojo). (B) Representación de los valores de gene set score (Sj) de los genes asociados a CDM, incluidos 

en el heatmap de la figura A. Se representan los valores individuales de cada muestra, así como la 

mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (***p<0,001). (C) Análisis de 

correlación entre los valores de gene set score (Sj) de CDM analizados mediante Taqman® Array Cards 

en muestras de hipocampo y corteza frontal de los mismos individuos, en función del estadio Braak, con 

recta de ajuste o regresión lineal (±SD). El estudio de correlación se ha llevado a cabo empleando el 

método de Spearman. (D) Inmunomarcaje para OC y CD45 o CD163 en regiones consecutivas de la 

corteza frontal post mortem de individuos Braak II y Braak V-VI. Imágenes cedidas por el grupo de la 

Dra. Antonia Gutiérrez. Barra de escala: 200 µm; insertos: 20 µm (Braak II) y 50 µm (Braak VI). 
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Figura D.60. Infiltración de CDM en muestras post mortem de corteza frontal de pacientes 

de EA (ver leyenda en página previa). 
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Figura D.61. Aumento de la expresión de genes de CDM en múltiples regiones cerebrales en 

pacientes Braak V-VI respecto a controles. El gráfico de burbujas o bubble chart representa 

cambios significativos en la expresión de ARNm de genes asociados a CDM en pacientes Braak V-VI 

respecto a individuos Braak 0, I y II, en las diferentes regiones cerebrales indicadas. Las burbujas se 

encuentran agrupadas en función del área y subárea cerebral. El color de estas es indicativo del fold-

change del gen, de – 3 (azul) a 2 (rojo). Su tamaño correlaciona con la significancia existente en la 

comparación. Los niveles de ARNm han sido obtenidos a partir de las bases de datos del Mount Sinai 

Brain Bank y Religious Orders Study and Memory Aging Project RNA‐Seq dataset. Análisis cedido por 

los doctores Alberto Serrano-Pozo y Sudeshna Das. 
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 Además, en colaboración con el Dr. Alberto Serrano-Pozo y la Dra. Sudeshna 

Das, analizamos en bases de datos abiertas la expresión de varios de estos genes 

asociados a CDM, lo que nos ha permitido ampliar significativamente nuestra 

cohorte de pacientes y las regiones cerebrales estudiadas. En la figura D.61 

observamos que la mayoría de los genes analizados aumentan de forma significativa 

en varias áreas cerebrales, pero principalmente en el giro parahipocampal. 

Curiosamente, la expresión de LGALS3 disminuye en varias regiones de forma 

significativa, a excepción de en el giro parahipocampal. En la figura S4 (Anexo I) se 

muestra la expresión relativa de ARNm de genes asociados a CDM con la progresión 

de la patología en el giro temporal superior y el giro parahipocampal, incluyendo 

también estadios intermedios (Braak III-IV). En dicha figura se corrobora que los 

genes estudiados aumentan de forma significativa con la patología, a excepción de 

F13A1 en el giro parahipocampal y LGALS3. 

 Con estos resultados podemos concluir que la infiltración de CDM que hemos 

descrito en el hipocampo y corteza frontal de pacientes de EA, probablemente 

también ocurra en otras regiones cerebrales. 
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4. CARACTERIZACIÓN DE SUBPOBLACIONES O 

ESTADOS DE ASTROCITOS Y MICROGLIA EN 

PACIENTES DE ALZHEIMER MEDIANTE 

INMUNOHISTOQUÍMICA FLUORESCENTE MÚLTIPLE  

 A lo largo de este trabajo de Tesis doctoral, hemos analizado la expresión de 

un elevado número de genes en muestras de tejido cerebral con la progresión de la 

EA. Aunque, en la actualidad, es posible realizar estudios transcriptómicos a nivel 

de células aisladas, estas aproximaciones requieren tejido fresco, lo que no es posible 

en el caso de nuestras muestras humanas, y conllevan la pérdida de información 

espacial sobre la localización de las células en el tejido. Tradicionalmente se han 

usado técnicas inmunohistoquímicas de fluorescencia para estudiar la localización 

simultanea de un número limitado de marcadores (3 o 4) en un tejido, lo que es 

claramente insuficiente debido a la gran  diversidad de subpoblaciones o estados 

celulares en el SNC en condiciones normales y patológicas (Serrano-Pozo et al., 

2013a; Vasile et al., 2017; Hansen et al. 2018; Boisvert et al., 2018; Sankowski et al., 

2019; Grubman et al., 2019; Prokop et al., 2019; Matias et al., 2019; Stratoulias et 

al., 2019; Zhou et al., 2020). Por ello, hemos desarrollado una novedosa aproximación 

experimental que nos permite estudiar en pacientes de Alzheimer hasta 17 

marcadores diferentes en una misma sección de tejido, y analizar su distribución 

espacial con respecto a las placas de Aβ; lo que supone una gran ventaja respecto a 

las técnicas transcriptómicas en célula única. Esta metodología se ha desarrollado y 

realizado durante una estancia predoctoral en el laboratorio de los doctores Alberto 

Serrano-Pozo y Bradley Hyman, en el Massachusetts General Hospital (Harvard 

Medical School, Estados Unidos).   

4.1. Muestras humanas post mortem  

Para este trabajo hemos empleado secciones de 8 µm de grosor de muestras 

de polo temporal humanas (Área de Brodmann 38) fijadas en formalina al 10% 

durante 2-3 semanas e incluidas en parafina. Las muestras clasificadas como EA 

cumplen criterios tanto clínicos como neuropatológicos de EA (McKhann et al., 2011; 

Hyman et al., 2012; Montine et al., 2012), mientras que los individuos usados como 

controles no cumplen criterios diagnósticos neuropatológicos para ninguna de las 

enfermedades neurodegenerativas. Hemos utilizado muestras del polo temporal 

debido a que la corteza de asociación temporal es un área con un depósito precoz de 

placas y ovillos neurofibrilares, y desarrolla una marcada respuesta glial en la EA 

(Serrano-Pozo et al., 2011a; Serrano-Pozo et al., 2011b; Serrano-Pozo et al., 2016). 

Las muestras fueron cedidas por el Massachusetts Alzheimer’s Disease 

Research Center (MADRC) Brain Bank. En todos los casos, los sujetos o familiares 

más cercanos proporcionaron el consentimiento informado por escrito, aceptando la 

donación de sus cerebros después de su fallecimiento. Además, el estudio fue 

aprobado por el MADRC Brain Bank Institutional Review Board. 
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4.2. Procedimiento de la inmunohistoquímica fluorescente múltiple 

 Para desarrollar este protocolo, hemos combinado el método Opal y el 

protocolo de inmunofluorescencia cíclica basada en tejido (t-cyIF; del inglés, tissue-

based cyclic immunofluorescence) desarrollado por el laboratorio del Dr. Sorger (Lin 

et al., 2015; Lin et al., 2016; Lin et al., 2018). Este protocolo se basa en técnicas de 

inmunohistoquímica fluorescente tradicional, con los correspondientes anticuerpos 

primarios y secundarios. Sin embargo, tras la toma de imágenes de la sección 

completa, se realiza una desnaturalización de los anticuerpos mediante el 

calentamiento en microondas (tal y como se describe en el método Opal) y una 

desactivación o quenching de la señal fluorescente (basada en el protocolo de t-cyIF). 

Posteriormente, se lleva a cabo la siguiente ronda de inmunohistoquímica 

tradicional, y una vez tomadas las imágenes, vuelve a iniciarse un nuevo ciclo, hasta 

un total de 8 rondas (Figura D.62). Por tanto, esta técnica nos permite estudiar de 

forma simultánea un total de 17 marcadores diferentes en el mismo tejido. 

 

 

Figura D.62. Esquema del procedimiento de inmunohistoquímica fluorescente múltiple. 

Representación de los principales pasos del protocolo de inmunohistoquímica fluorescente múltiple 

empleado en secciones de polo temporal, incluidas en parafina, de individuos control y pacientes de 

Alzheimer. En esta figura se han utilizado ilustraciones bajo la licencia de Creative Commons 

Attribution 4.0 International (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/). 
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A continuación, describimos de forma detallada el protocolo diseñado para 

este estudio: 

1. Desparafinación y rehidratación del tejido 

Para eliminar la parafina, las secciones de tejido humano montadas sobre 

portaobjetos gelatinizados, se sumergen dos veces en xileno durante 10 minutos, y 

posteriormente, se rehidratan en una serie de soluciones de etanol con concentración 

decreciente (100% durante 5 minutos dos veces, 95% 5 minutos y 70% durante otros 

5 minutos). Por último, las muestras se lavan con agua destilada durante 5 minutos. 

2. Recuperación antigénica del tejido 

Debido a la prolongada fijación de los tejidos, es recomendable realizar un 

paso de recuperación antigénica. Para ello, sumergimos las secciones en buffer 

citrato 0,01M pH 6,0 con Tween20 0,05% hirviendo y calentamos en microondas a 

95ºC durante 20 minutos. Dejamos enfriar durante 45 minutos a 4ºC y realizamos 3 

lavados de 5 minutos con Tris buffer salino (TBS). 

3. Eliminación de autofluorescencia 

Debido a la acumulación de gránulos de lipofucsina autofluorescentes con la 

edad, es recomendable también minimizar esta autofluorescencia con un 

tratamiento con Sudán negro. Para ello, sumergimos los cortes en etanol 70% 

durante 5 minutos y, seguidamente, en la solución comercial Autofluorescence 

Eliminator Reagent (Millipore), que contiene Sudán negro en etanol, durante 5 

minutos. Aclaramos las muestras con 3 inmersiones en etanol al 70% de 1 minuto 

cada una y finalmente lavamos en TBS durante 5 minutos. 

4. Bloqueo 

Para evitar cualquier unión inespecífica de los anticuerpos primarios, 

bloqueamos las secciones con suero normal de burro (NDS, del inglés normal donkey 

serum) al 10% en TBS durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitación suave. 

5. Incubación con anticuerpos primarios 

Tras el bloqueo, incubamos las secciones con una solución de anticuerpos 

primarios en NDS al 5% en TBS a la concentración adecuada, recogidos y clasificados 

en la Tabla D.1 en función de la ronda en la que se han utilizado. Cabe destacar que 

GFAP se incluye en todos los ciclos para asegurar el alineamiento posterior de las 

imágenes obtenidas en las sucesivas rondas. Las secciones se incuban con los 

anticuerpos primarios durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, lavamos las 

muestras dos veces con TBS durante 10 minutos con una agitación suave para 

eliminar restos de anticuerpos primarios que no se han unido de forma específica. 

6. Incubación con anticuerpos secundarios 

Las secciones se incuban con una dilución 1:200 de los correspondientes 

anticuerpos secundarios (Tabla D.1) en una solución de NDS al 5% en TBS. Las 

secciones se mantienen en incubación durante 2 horas a temperatura ambiente y con 
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una agitación suave. A partir de este punto, mantenemos las muestras en oscuridad 

para evitar que se pierda la fluorescencia del fluorocromo acoplado al anticuerpo 

secundario. Tras la incubación, lavamos las muestras dos veces con TBS durante 10 

minutos. 

7. Marcaje nuclear con DAPI 

Para visualizar los núcleos celulares, realizamos una tinción con el 

fluorocromo azul DAPI (4´,6-diamidino-2-fenilindol), incubándolo a una 

concentración de 0.001 mg/ml in TBS durante 10 minutos y agitación suave, en 

oscuridad y temperatura ambiente. Este fluorocromo se une de forma específica al 

ADN en aquellas regiones ricas en A-T. Transcurridos los 10 minutos, las secciones 

se lavan durante 10 minutos con TBS con una agitación suave. 

8. Montaje de las secciones 

Las secciones se cubren con un cubreobjetos usando un medio de montaje 

acuoso que contiene DAPI (DAPI Fluoromount-G®; SouthernBiotech) y se 

almacenan en oscuridad a 4ºC hasta la toma de imágenes. Es importante garantizar 

una adecuada tinción de los núcleos, ya que el marcaje de DAPI se emplea, junto al 

de GFAP, para el alineamiento de las imágenes en etapas posteriores. Durante el 

montaje con este medio, conviene dejar burbujas de aire fuera del perímetro del tejido 

para facilitar la retirada del cubreobjetos en el paso 10 de este protocolo. 

9. Obtención de imágenes mediante microscopía de fluorescencia  

Las secciones son escaneadas usando el microscopio de muestras virtuales 

VS120 de Olympus. Este microscopio de epifluorescencia está equipado con una 

platina automática y monitorizada con precisión micrométrica, cuatro objetivos (2x, 

10x, 20x y 40x), una cámara CCD de alta resolución y sensibilidad y, además, 

permite la detección de fluorescencia en hasta cinco canales (DAPI, TRITC, FITC, 

Cy5 y Cy7). El equipo tiene capacidad para enfocar y escanear de forma automática 

el área completa de las muestras incluidas en hasta 100 portaobjetos diferentes. 

Posteriormente, el software procesa las imágenes obtenidas en cada campo, creando 

una única imagen de formato .vsi, que incluye toda la sección, para cada muestra. 

En concreto, para este trabajo se han tomado imágenes de cada sección en los 

canales DAPI, TRITC, FITC y Cy5 usando el objetivo 40x. Para mantener la 

consistencia entre los diferentes experimentos, cada marcador se ha escaneado con 

el mismo tiempo de exposición en todas las secciones. El tiempo se ha decidido 

durante el desarrollo del procedimiento en función a estudios piloto previos. Además, 

en cada experimento se han incluido el mismo número de muestras de sujetos 

controles y con EA.  

10. Retirada del cubreobjetos 

Una vez tomadas las imágenes, las secciones se sumergen en TBS con 

Tween20 al 0,05%, para favorecer que se despegue el cubreobjetos y se deslice 

suavemente sobre el tejido sin dañarlo.  
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Ciclo 
Antígeno 

primario 

Especie 

huésped 

Proveedor 

(Referencia) 

Dilución 

empleada 

Anticuerpo 

secundario 

1 

MHC2 Ratón 
Dako 

(M0775) 
1:50 Anti-ratón-Cy3 

TSPO Conejo 
Abcam 

(Ab109497) 
1:100 Anti-conejo-AF488 

GFAP Cabra 
Abcam 

(Ab53554) 
1:100 Anti-cabra-Cy5 

2 

EAAT2 Ratón 

Thermo 

Scientific 

(MA5-12360) 

1:50 Anti-ratón-Cy3 

TMEM119 Conejo 
Sigma-Aldrich 

(HPA051870) 
1:100 Anti-conejo-AF488 

GFAP Cabra 
Abcam 

(Ab53554) 
1:100 Anti-cabra-Cy5 

3 

CD68 Ratón 
Dako 

(M0814) 
1:50 Anti-ratón-Cy3 

EAAT1 Conejo 
Abcam 

(Ab416) 
1:100 Anti-conejo-AF488 

GFAP Cabra 
Abcam 

(Ab53554) 
1:100 Anti-cabra-Cy5 

4 

ALDH1L1 Ratón 
Sigma-Aldrich 

(MABN495) 
1:500 Anti-ratón-Cy3 

IBA1 Conejo 

Wako Pure 

Chemical 

(019-19741) 

1:250 Anti-conejo-AF488 

GFAP Cabra 
Abcam 

(Ab53554) 
1:100 Anti-cabra-Cy5 

5 

VIM Ratón 
Sigma-Aldrich 

(V6630) 
1:1.000 Anti-ratón-Cy3 

FERRITINA Conejo 
Sigma-Aldrich 

(F6136) 
1:500 Anti-conejo-AF488 

GFAP Cabra 
Abcam 

(Ab53554) 
1:100 Anti-cabra-Cy5 

6 

HuC/HuD Ratón 
Sigma-Aldrich 

(MABN153) 
1:500 Anti-ratón-Cy3 

YKL40 Conejo 
Thermo Fisher 

(PA5-43746) 
1:100 Anti-conejo-AF488 

GFAP Cabra 
Abcam 

(Ab53554) 
1:100 Anti-cabra-Cy5 

7 

GS Ratón 
Sigma-Aldrich 

(MAB302) 
1:1.000 Anti-ratón-Cy3 

GFAP Cabra 
Abcam 

(Ab53554) 
1:100 Anti-cabra-Cy5 

 

8 

PHF1 Ratón 
Regalo del Dr. 

Peter Davies 
1:200 Anti-ratón-AF488 

β-Amiloide Conejo 
Cell Signaling 

(D54D2) 
1:500 Anti-conejo-Cy3 

GFAP Cabra 
Abcam 

(Ab53554) 
1:100 Anti-cabra-Cy5 

 

Tabla D.1. Relación de anticuerpos utilizados en la inmunohistoquímica fluorescente 

múltiple, ordenados en función del ciclo en que se han empleado. Se indica el antígeno 

reconocido por dichos anticuerpos, la especie huésped donde se han producido, la casa comercial y el 

número de catálogo, la dilución empleada en este trabajo y el anticuerpo secundario utilizado en cada 

caso. Todos los anticuerpos secundarios (Jackson ImmunoResearch Laboratories) son producidos en 

burro y se usan a una dilución 1:200. Se han empleado anticuerpos secundarios conjugados a cianina 3 

(Cy3; del inglés, Cyanine 3), Alexa Fluor 488 (AF488) y cianina 5 (Cy5; del inglés, Cyanine 5).  
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11. Desnaturalización y eliminación de anticuerpos 

Una vez escaneadas y retirado el cubreobjetos, las secciones se sumergen de 

nuevo en buffer citrato 0,01M pH 6,0 con Tween20 0,05% hirviendo y se calientan en 

microondas a 95ºC durante 20 minutos para desnaturalizar y desprender los 

anticuerpos primarios y secundarios. A continuación, se dejan enfriar durante 45 

minutos a 4ºC y se realizan 3 lavados de 5 minutos con TBS. 

12. Desactivación o quenching de la fluorescencia 

Las secciones se sumergen en una solución alcalina oxidante (compuesta por 

NaHCO3 0,1 M y H2O2 3% a pH de 11,2) durante 30 minutos a temperatura 

ambiente, y posteriormente se lavan 5 minutos con TBS 3 veces. Con este 

tratamiento se produce una inactivación irreversible por oxidación de los fluoróforos 

de los anticuerpos secundarios que puedan haber permanecido unidos al tejido 

después de la desnaturalización (Lin et al., 2016). 

 

Figura D.63. El daño en el tejido después de los ocho ciclos de inmunohistoquímica 

fluorescente múltiple es muy limitado. Imágenes obtenidas tras los ciclos 2 y 8 en las mismas 

secciones procedentes de un individuo control y un paciente de Alzheimer. Las flechas blancas indican 

las áreas donde se produce un daño del tejido. Barra de escala: 2 mm. 

Una vez eliminados los anticuerpos empleados y la señal fluorescente 

residual, se repiten los pasos 4-12, empleando los anticuerpos correspondientes 

(Tabla D.1), hasta un total de 8 ciclos. 

Es importante destacar que, paralelamente a este procedimiento, hemos 

realizado en cada ronda una inmunohistoquímica de fluorescencia tradicional (de 

ciclo único) en una sección adyacente del mismo individuo. Esto nos ha permitido 
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comprobar que el marcaje es específico tras los sucesivos ciclos, y que la señal 

fluorescente de los ciclos anteriores se elimina de forma correcta (datos no 

mostrados). Además, con este protocolo, el daño del tejido es muy reducido, incluso 

después de los 8 ciclos (Figura D.63). 

4.3. Procesamiento de imágenes  

Las imágenes .vsi obtenidas en el apartado anterior se procesan utilizando el 

software cellSens de Olympus. Debido al elevado tamaño de las imágenes, así como 

al ligero daño producido en ciertas áreas del tejido, no es posible obtener un correcto 

alineamiento de todo el corte escaneado. Por otra parte, gracias al marcaje de las 

proteínas neuronales HuC/HuD, es posible distinguir las seis capas del neocortex 

temporal (Ding et al., 2009), tal y como vemos en la figura D.64. Por ello, 

seleccionamos 6 áreas rectangulares de interés, cada una con el grosor 

correspondiente a cada una de las capas de la corteza, y obtenemos una nueva 

imagen para cada una de ellas. Posteriormente, se seleccionan las mismas áreas de 

interés en cada una de las imágenes obtenidas en los 7 ciclos restantes de esa misma 

muestra (Figuras D.65 y D.66), utilizando la señal de DAPI y GFAP como 

referencias. Por tanto, para una única muestra obtenemos un total de 48 imágenes, 

correspondientes a los 8 ciclos de inmunofluorescencia por las 6 capas de corteza 

analizadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura D.64. El marcaje de las proteínas 

neuronales HuC/HuD permite definir las seis 

capas corticales. Imagen del marcaje HuC/HuD 

del ciclo 6 de una sección perteneciente a un paciente 

de Alzheimer, en la que se han señalado las seis 

capas corticales (I-VI) y la sustancia blanca (SB). 

Barra de escala: 100 µm.  

 

Una vez obtenidas las imágenes, se alinean por la señal de DAPI y/o de GFAP, 

incluidas en todos los ciclos, empleando el módulo de alineamiento del software 

cellSens (Figura D.67). Posteriormente, estas imágenes se convierten a formato .tif, 

empleando el programa añadido o plugin OlympusImageJ del programa 

ImageJ/FIJI. Utilizando este programa, recortamos la imagen de forma irregular, 

creando una nueva que incluye únicamente una capa de la corteza. Además, se 

elimina cualquier artefacto que pueda interferir en el análisis posterior. Tras este 

procedimiento, obtenemos un total de 6 imágenes por cada muestra (área media = 

1,521 mm2), cada una de ellas incluyendo 17 marcadores (16 anticuerpos + DAPI). 
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4.4. Preprocesamiento y análisis de datos  

Actualmente, estamos desarrollando y optimizando el preprocesamiento y 

análisis de los datos obtenidos de estas imágenes en colaboración con Ayush Noori. 

Para ello, empleamos el entorno y lenguaje de programación de dominio público R 

(versión 3.6.0) y el programa ImageJ/FIJI. De forma breve, delimitamos el área 

ocupada por microglía y astrocitos empleando los marcadores IBA1 y ALDH1L1, 

respectivamente. Posteriormente, cuantificamos el nivel de expresión proteica 

mediante la intensidad media de cada marcador en el interior de las células 

individuales. Además, calculamos la distancia entre las células gliales y los bordes 

de las placas de Aβ más cercanas. Para ello, empleamos los centros de masa 

(coordenadas X e Y) de los núcleos DAPI+ de microglía y astrocitos y de las partículas 

Aβ+. En esta aproximación consideramos que las placas son circulares, calculando 

así el radio (r) como 𝑟 = √𝐴 𝜋⁄ , donde A es el área de la placa medida con 

ImageJ/FIJI. De esta forma, podemos sustraer el radio del centro de masas XY de la 

placa y calcular así la distancia hasta el borde. 

Tras la obtención de los datos, empleamos técnicas no supervisadas para 

clasificar a las células gliales en diferentes fenotipos (estados) o subpoblaciones. En 

primer lugar, detectamos el número de subpoblaciones o estados de microglía y 

astrocitos mediante Weighted Co-Expression Network Analysis o WCNA, una técnica 

de reducción de dimensiones múltiples no supervisada basada en la identificación de 

genes o marcadores con una correlación alta de sus niveles de expresión (Langfelder 

y Horvath, 2008). El número de módulos resultante del WCNA se aplica a la 

clusterización espectral, otra técnica de reducción de dimensiones múltiples no 

supervisada basada en la similitud relativa entre cada pareja de datos, en este caso, 

la intensidad media de cada marcador en cada pareja de astrocitos o células 

microgliales analizadas. Además, estudiamos si estas subpoblaciones o estados se 

ven influidos por parámetros conocidos, como la EA, el genotipo APOE, la distancia 

a placa más cercana o la capa cortical. También estamos trabajando para desarrollar 

y aplicar herramientas de aprendizaje automático o Machine Learning con el fin de 

predecir la clasificación de astrocitos y microglía como control o Alzheimer en función 

de los niveles de expresión de los diferentes marcadores estudiados. 

Por tanto, aunque este proyecto aún se encuentra en una etapa preliminar, 

esperamos obtener una información muy valiosa para caracterizar las diferentes 

subpoblaciones o estados de células gliales y su alteración en presencia de la 

patología de Alzheimer. 
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Figura D.65. Imágenes representativas de los 17 marcadores analizados en una misma zona 

de la capa V de la corteza temporal de un individuo control. Barra de escala: 100 µm.  
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Figura D.66. Imágenes representativas de los 17 marcadores analizados en una misma zona 

de la capa V de la corteza temporal de un paciente de EA. Barra de escala: 100 µm.  
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Figura D.67. Imágenes obtenidas tras el alineamiento de marcadores en la capa V de la 

corteza temporal de un individuo control y un paciente de Alzheimer. Se muestra la imagen 

resultante de alinear (A-B) IBA1, TMEM119, FERRITINA, CD68, MHC2, TSPO, Aβ y PHF1; (C-D) 

ALDH1L1, GS, EAAT1, EAAT2, GFAP, YKL40, VIM, TSPO, Aβ y PHF1; (E-F) los 17 marcadores 

analizados en este trabajo y mostrados en las figuras D.65 y D.66, manteniendo el código de color, en 

un individuo control y paciente de Alzheimer. Barra de escala: 100 µm.  
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 La enfermedad de Alzheimer es un proceso neurodegenerativo caracterizado 

principalmente por la presencia de depósitos amiloides y agregados de la proteína 

Tau hiperfosforilada. El impacto sociosanitario que supone exige una terapia eficaz 

urgente para evitar en los próximos años un problema más grave de salud mundial. 

Tras el fracaso terapéutico obtenido hasta la fecha, basado principalmente en las 

patologías Aβ y Tau (Muñoz-Castro et al., 2020), está cobrando importancia en los 

últimos años la hipótesis de que la respuesta inmune, mediada principalmente por 

microglía y astrocitos, desempeña un papel fundamental en el desarrollo de la 

enfermedad (Heneka et al., 2015). Debido a la elevada complejidad del sistema 

inmune en el SNC y a las múltiples interacciones entre los tipos celulares que lo 

modulan (ver Introducción, Apartado 3), se requiere un análisis en profundidad para 

entender su papel en la EA. En este sentido, en el presente proyecto planteamos que 

la progresión de la patología está asociada a una disfunción y aumento de toxicidad 

de las células gliales, que contribuiría a la neurodegeneración típica de la EA, y a la 

infiltración de células inmunes periféricas en el SNC.  

 Durante el desarrollo de este trabajo nos hemos encontrado con una serie de 

limitaciones derivadas del uso de muestras humanas post mortem congeladas. Un 

primer inconveniente es que no hemos podido realizar estudios en célula única. Para 

paliar esta limitación, hemos seleccionado múltiples genes específicos de cada 

población celular, con el fin de caracterizarlas de manera precisa. Otra restricción 

importante ha sido el pequeño e insuficiente tamaño muestral empleado en algunos 

de los aspectos estudiados, que es el único que hemos tenido disponible. En este 

sentido, la elevada heterogeneidad interindividual hace necesario un alto número de 

individuos para poder obtener resultados concluyentes. A la variabilidad intrínseca 

de cada persona, hay que sumar el hecho de que las muestras usadas son pequeñas 

biopsias de una estructura cerebral completa (hipocampo y corteza frontal), y, por 

tanto, no son homogéneas entre sí ni representativas de la totalidad de la estructura. 

Además, el tiempo transcurrido entre el fallecimiento de la persona y la toma de la 

muestra ha sido variable. Hay que tener en cuenta que, dependiendo del mismo y de 

las condiciones de extracción, que tampoco han sido homogéneas porque las muestras 

usadas proceden de diferentes bancos de tejidos, se puede generar estrés en el tejido, 

y como consecuencia liberarse masivamente ciertas moléculas que podrían afectar a 

nuestros resultados. 

 Otro problema es que no conocemos la historia clínica de cada individuo, si 

padece otras patologías (diabetes, hipercolesterolemia, enfermedad cerebrovascular, 

etc.), o está sometido a algún tratamiento farmacológico que pudieran alterar los 

parámetros analizados, entre ellos de los marcadores inflamatorios. En este sentido, 

hubiera sido de gran valor para nuestro estudio conocer en los pacientes de 

Alzheimer la historia evolutiva del declive cognitivo (edad de inicio, diagnóstico y 

muerte, resultado del examen del estado mental (MMSE; del inglés, Mini-Mental 

State Examination), clasificación en la escala de demencia clínica (CDR; del inglés, 

Clinical Dementia Rating), etc.). La única característica neuropatológica disponible 

en todas las muestras empleadas ha sido el estadio Braak, razón por la que hemos 

clasificado a los individuos en base a este criterio. También hubiera sido de utilidad 

conocer en cada individuo los polimorfimos de los genes de riesgo asociados al 
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Alzheimer esporádico. Toda esta esta información habría sido muy útil para 

interpretar, agrupar o evaluar con mayor precisión los resultados obtenidos, 

especialmente cuando son muy heterogéneos dentro de un mismo grupo.  

 A pesar de todas estas limitaciones, el empleo de muestras humanas es, sin 

lugar a duda, de tremendo valor para el entendimiento veraz de la patología de 

Alzheimer, debido a la ausencia de modelos animales capaces de reproducir de forma 

adecuada los rasgos patológicos de la enfermedad. De hecho, los datos obtenidos en 

este trabajo son de gran utilidad para dilucidar el papel real de las células inmunes 

y gliales en esta patología y, en consecuencia, poder dar respuestas al continuo fallo 

de traslación de los estudios en modelos a la clínica humana. 
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1. PATOLOGÍA AMILOIDE, NEUROFIBRILAR Y 

NEURODEGENERACIÓN GABAÉRGICA EN LA CORTEZA 

FRONTAL Y EL HIPOCAMPO DE PACIENTES DE 

ALZHEIMER 

En los últimos años nuestro laboratorio ha caracterizado los principales 

rasgos patológicos de la EA en muestras de hipocampo en diferentes estadios Braak. 

Sin embargo, en la EA existe una elevada heterogeneidad regional en los niveles de 

Aβ y Tau hiperfosforilada (Braak y Braak, 1991; Jucker y Walker, 2011), por lo que 

estudiamos ambas patologías en muestras de corteza frontal de controles y pacientes 

de EA, con el fin de relacionarlas posteriormente con otros aspectos asociados a la 

enfermedad. Nuestros resultados muestran que la corteza frontal de pacientes de 

Alzheimer se caracteriza principalmente por una acumulación importante de Aβ, 

aunque también presenta patología neurofibrilar. Además, al igual que en el 

hipocampo, se produce una degeneración de neuronas PV+. 

Los niveles de Aβ monomérico en corteza frontal aumentan 

significativamente desde el estadio Braak III-IV, alcanzándose desde entonces 

valores muy superiores a los del hipocampo. En consonancia, el número de placas en 

corteza frontal es mayor (Katzman et al., 1988), y comienza en estadios previos 

(Jucker y Walker, 2011) que en el hipocampo.  

Además, nuestros resultados reflejan que los niveles de Aβ son más elevados 

en los pacientes con al menos un alelo APOE ε4, principal factor de riesgo de la EA 

esporádica. Se ha propuesto que este alelo promueve la acumulación temprana de 

Aβ, aumenta su agregación y disminuye su aclaramiento (Liu et al., 2017b), lo que 

puede originar la mayor acumulación de Aβ en este grupo de enfermos, en 

consonancia con lo publicado en estudios previos (Schmechel et al., 1993; Hyman et 

al., 1995; Polvikoski et al., 1995; Gomez-Isla et al., 1996b; McNamara et al., 1998). 

Al mismo tiempo, esta concordancia sugiere que nuestra cuantificación de Aβ 

monomérico, a pesar de sus importantes limitaciones, puede ser un buen reflejo de 

la carga de Aβ total de cada individuo, aunque posiblemente no de las formas tóxicas 

y/o proinflamatorias. Hay que aclarar que hemos realizado la cuantificación de Aβ 

monomérico en condiciones desnaturalizantes, por lo que probablemente gran parte 

proceda de las placas extracelulares (Jimenez et al., 2014). Ya que las especies 

solubles de Aβ, y no las placas, parecen ser las principales responsables de la 

neurodegeneración y de la respuesta inflamatoria (Ricciarelli et al., 2017; Cline et 

al., 2018), resulta lógico que no encontremos, en hipocampo ni en corteza frontal, una 

clara correlación entre los niveles de Aβ monomérico y la neurodegeneración 

GABAérgica, los diferentes fenotipos microgliales y astrogliales, y el grado de 

infiltración de CDM. Este hecho también permite explicar que, en la corteza frontal 

de individuos Braak III-IV, con una acumulación muy importante de Aβ monomérico, 

no se produzca activación microglial y astroglial. Para aclarar estas cuestiones, sería 

necesario un estudio detallado de las diferentes formas de Aβ, principalmente de las 

solubles no asociadas a placas, aunque también sería interesante caracterizar los 

tipos de placas seniles, ya que podrían presentar diferente toxicidad (Perez-Nievas 
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et al., 2013). Por tanto, aunque somos conscientes de que nuestra metodología no es 

la más adecuada, es inherente al procesamiento de nuestras muestras y resulta de 

gran utilidad como una primera aproximación a la patología amiloide.  

Nuestros datos, aunque también son preliminares, muestran que con el 

avance de la EA se produce en la corteza frontal un aumento en los niveles de Tau 

agregado y de diferentes formas fosforiladas del mismo, aunque no varian los niveles 

de Tau monomérico. Ya que la acumulación de Tau hiperfosforilado comienza antes 

en el hipocampo que en la corteza frontal (Braak y Braak, 1991), parece controvertido 

que los niveles no sean claramente diferentes en ambas regiones cerebrales, como 

ocurre con la patología amiloide. Hay que tener en cuenta que nuestro estudio, 

además de ser preliminar, cuantifica los niveles de Tau en Braak V-VI, tras años de 

depósito de dicha proteína, lo que no excluye que existan diferencias en estadios 

intermedios. Por tanto, resulta esencial continuar con estos estudios, incluyendo 

individuos en estadios de Braak anteriores.  

De forma similar que con la patología amiloide, la cuantificación de los niveles 

agregados y fosforilados de Tau también presenta limitaciones asociadas a la 

metodología. Aunque los ovillos neurofibrilares formados a partir de la agregación 

de Tau hiperfosforilado son resistentes a SDS-urea, no hemos sido capaces de 

distinguir distintas formas de agregación, que podrían mediar efectos diferentes 

(Lasagna-Reeves et al., 2014). Por otra parte, únicamente analizamos las formas 

fosforiladas de Tau reconocidas por los anticuerpos AT8, AT100 o AT180, por lo que 

nuestros resultados no reflejan todas las posibles formas existentes. Además, 

durante el intervalo post mortem se ha descrito una pérdida de fosforilación (Ferrer 

et al., 2007), que podría hacer que se subestimen los niveles reales de Tau fosforilado. 

A pesar de estas limitaciones, otros autores emplean una metodología similar, y 

encuentran buena correlación entre los marcadores de Tau oligomérico fosforilado y 

la alteración cognitiva (Koss et al., 2016). Por tanto, pensamos que, a pesar de las 

limitaciones descritas, esta cuantificación puede ser una buena herramienta para 

aproximarse a la patología neurofibrilar en nuestras muestras. 

En conjunto, nuestros resultados revelan que en la corteza frontal de 

pacientes de EA existe mayor patología amiloide que neurofibrilar, al contrario que 

en el hipocampo (Navarro, 2015), lo que podría determinar las diferencias regionales 

en otros aspectos patológicos, como la neurodegeneración o la respuesta glial.  

Respecto a la neurodegeneración, nuestro laboratorio ha descrito una 

temprana e importante pérdida de interneuronas PV+ tanto en hipocampo (Navarro, 

2015) como en corteza entorrinal (Mikkonen et al., 1999; Sanchez-Mejias et al., 2020) 

de pacientes de EA. Estas dos regiones se caracterizan por una patología 

neurofibrilar temprana, y por ser las primeras afectadas por una pérdida neuronal 

del 60-80%, que se manifiesta desde estadios intermedios en la corteza entorrinal 

(Gomez-Isla et al., 1996a) y en etapas más avanzadas en el hipocampo (West et al., 

1994; von Gunten et al., 2006). Parece que las interneuronas PV+ no se afectan en 

modelos animales amiloidogénicos (Ramos et al., 2006; Moreno-Gonzalez et al., 2009; 

Trujillo-Estrada et al., 2014; Sanchez-Mejias et al., 2020), aunque existen 

discrepancias al respecto (Takahashi et al., 2010; Cattaud et al., 2018; Ali et al., 
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2019). Tampoco existen distrofias PV+ en la proximidad de las placas amiloides de 

los enfermos de Alzheimer (Sanchez-Mejias et al., 2020), lo que sugiere que esta 

población es resistente a los efectos del Aβ. Sin embargo, las neuronas PV+ parecen 

sensibles a la patología Tau, ya que degeneran en modelos animales de taupatía 

(Levenga et al., 2013) y de patología mixta Aβ y Tau (Zallo et al., 2018). En este 

sentido, cuando tratamos cultivos de neuronas primarios con neurosinaptosomas 

(NS) de modelos TAU (pero no de modelos APP y WT) se produce muerte selectiva 

de neuronas PV+ sin que se afecte la población neuronal total. Por tanto, postulamos 

que la degeneración de estas interneuronas GABAérgicas está mediada por formas 

tóxicas de Tau. 

Aunque pueda resultar contradictorio el hecho de que la pérdida de 

interneuronas PV+ ocurra también en la corteza frontal de pacientes de EA, 

caracterizada por una importante patología amiloide, no podemos olvidar que en esta 

región también existe patología neurofibrilar, que podría ser la causa de dicho efecto.   

La degeneración de neuronas PV+ en hipocampo no correlaciona ni con Aβ ni 

con las formas fosforiladas de Tau (este trabajo; Ali et al., 2019), lo que indica que 

podría estar mediada por otros factores, como la reactividad astroglial (con activación 

de la respuesta del complemento) o la infiltración de CDM, con los que presenta una 

buena correlación. Sin embargo, considerando (i) que los neurosinaptosomas de 

modelos TAU producen muerte selectiva y directa de esta población neuronal y (ii) 

las limitaciones previamente mencionadas para caracterizar las distintas formas 

patológicas de Tau, no podemos descartar que la pérdida de neuronas  de PV+ esté 

directamente mediada por formas tóxicas de Tau, y  que su correlación con la 

reactividad astroglial e infiltración de CDM indique simplemente que estos procesos 

ocurren simultáneamente en individuos con patología muy exacerbada, aunque no 

exista una relación directa causa-efecto. En cualquier caso, es probable que la 

degeneración de estas interneuronas se deba al efecto simultáneo de varios factores, 

entre los que destacamos la patología neurofibrilar y el sistema del complemento. 

Independientemente del origen, nuestros resultados en corteza frontal e 

hipocampo, junto con los procedentes de estudios inmunohistoquímicos previos (Arai 

et al., 1987; Satoh et al., 1991; Brady y Mufson, 1997; Mikkonen et al., 1999; 

Takahashi et al., 2010; Sanchez-Mejias et al., 2020), muestran una muerte de 

neuronas PV+ en pacientes de Alzheimer. Ya que las neuronas PV+ son las 

principales interneuronas GABAérgicas en el neocórtex (Tremblay et al., 2016), su 

disfunción contribuiría de forma importante a la alteración cognitiva de los pacientes 

de EA (Palop y Mucke, 2016).  

En conclusión, en este trabajo hemos realizado una caracterización 

preliminar de los principales rasgos neuropatológicos en la corteza frontal de 

pacientes de Alzheimer, que, aunque deben ser validados mediante técnicas 

inmunohistoquímicas, nos permiten obtener una visión global de la patología de cada 

individuo. En general, estos resultados reflejan que en la corteza frontal se produce 

una acumulación de Aβ más intensa y temprana que en el hipocampo. Además, 

ambas regiones presentan degeneración de neuronas PV+, que podría estar mediada 

por la patología Tau.  
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2. RESPUESTA ASTROGLIAL EN LA PATOLOGÍA DE 

ALZHEIMER  

 Los astrocitos son mediadores activos de la respuesta inmune del SNC 

desarrollando un importante papel en la neuroinflamación (Liu et al., 2014; Colombo 

y Farina, 2016; Liddelow y Barres, 2017). Además, desarrollan múltiples y variadas 

funciones indispensables para el correcto mantenimiento y la homeostasis del SNC 

(Vasile et al., 2017; Liddelow y Barres, 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). 

En condiciones fisiológicas, proporcionan soporte metabólico y estructural a las 

neuronas (Li et al., 2019b), participan en la formación, maduración, función y 

eliminación de las sinapsis (Chung et al., 2015; Vasile et al., 2017), forman parte de 

la BHE (Broux et al., 2015; Li et al., 2019b), intervienen en la homeostasis energética 

y en el mantenimiento del pH y del equilibrio hidro-salino del parénquima cerebral 

(Covelo y Areque, 2016; Rodríguez-Arellano et al., 2016; Zulfiqar et al., 2019).  

 Sin embargo, una deficiencia o alteración de estas funciones astrogliales 

podría desencadenar o empeorar la patología asociada a la EA. En este sentido, 

nuestro grupo de trabajo ha analizado en los últimos años la respuesta astrocitaria 

en modelos animales de EA, que se caracteriza por aumento de reactividad astroglial 

y del sistema del complemento, disminución de la capacidad fagocítica, 

hipometabolismo y pérdida de soporte neuronal (Gomez-Arboledas et al., 2018; 

Sanchez-Mico, 2019; Sanchez-Mico et al., 2020; manuscrito aceptado para 

publicación). En este trabajo, hemos comprobado que en muestras humanas de EA 

la firma molecular astroglial también corresponde a un perfil transcripcional 

reactivo e hipometabólico, con una importante respuesta del sistema del 

complemento. Además, hemos analizado sus causas, efectos y asociación con otros 

aspectos de la EA. 

2.1. Reactividad astroglial  

 Tanto en el hipocampo de modelos animales con patología amiloidea y Tau, 

como en el de pacientes de Alzheimer, se produce una importante reactividad 

astroglial, clásicamente caracterizada por un aumento en la expresión de GFAP y 

VIM (Jimenez et al., 2008; Verkhratsky et al. 2010; Fu y Jhamandas, 2014, Osborn 

et al., 2016; Sanchez-Mico, 2019). Con el fin de profundizar en el papel de la 

activación de los astrocitos en el desarrollo de la EA, hemos realizado análisis de 

correlación entre los distintos marcadores astrogliales analizados, comprobando que, 

en el hipocampo de enfermos de Alzheimer, no existe correlación entre los 

marcadores de activación GFAP y VIM con el resto de marcadores (ALDH1L1, S100β 

y AQP-4), lo que probablemente refleje la coexistencia de múltiples fenotipos 

astrogliales. Para analizar en mayor profundidad este hecho, en un futuro 

pretendemos realizar experimentos de inmunohistoquímica fluorescente múltiple, 

técnica desarrollada en este trabajo de Tesis.  

 Aunque se ha descrito un aumento de S100β con la progresión de la EA tanto 

en muestras de cerebro (Marshak et al., 1992; Van Eldik y Griffin, 1994) como en 

LCR (Peskind et al., 2001; Petzold et al., 2003), nuestros resultados al respecto no 
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revelan cambios en los distintos estadios Braak, en concordancia con lo descrito por 

Simpson et al. (2010) a nivel proteico. S100β también se expresa en oligodendrocitos, 

células endoteliales, linfocitos y algunas neuronas (Steiner et al., 2007), por lo que 

nuestros datos, obtenidos a partir de tejido hipocampal total, podrían enmascarar 

los valores correspondientes a los propios astrocitos.  

 En las muestras de hipocampo analizadas la expresión de AQP-4 tampoco se 

modifica con el avance de la patología, al igual que ocurre a nivel proteico (Rodríguez 

et al., 2006; Pérez et al., 2007). Diversos autores han reportado una alteración en la 

inmunorreactividad perivascular de AQP-4 asociada a las placas y a la angiopatía 

amiloide cerebral en modelos y pacientes de EA (Wilcock et al., 2009; Hoshi et al., 

2012; Hubbard et al., 2018), lo que probablemente produzca deslocalización de AQP-

4 en los astrocitos (Zeppenfeld et al., 2017; Hubbard et al., 2018).  

 Por tanto, concluimos que, entre los genes estudiados, GFAP y VIM son los 

marcadores que mejor representan a la población total de astrocitos reactivos, y 

utilizamos su gene set score para analizar la correlación entre diversos aspectos 

patológicos de la EA y la reactividad astroglial.  

 En primer lugar, analizamos el efecto del genotipo APOE, principal factor de 

riesgo genético del Alzheimer esporádico, expresado mayoritariamente por astrocitos 

y microglía. Nuestros resultados, aunque se han obtenido en un número de muestras 

limitado, muestran tendencia a una mayor reactividad astroglial en el hipocampo, 

pero no en la corteza frontal, de pacientes de Alzheimer con al menos un alelo ε4. 

Aunque nuestros datos podrían sugerir un efecto diferencial de APOE en hipocampo 

y corteza frontal, el número de muestras que hemos usado no es el suficiente para 

obtener conclusiones fiables, especialmente considerando la gran variabilidad 

interindividual de las muestras humanas. En la bibliografía previa existen 

importantes discrepancias respecto a la relación entre el genotipo APOE y la 

reactividad astroglial. Varios estudios sugieren que la respuesta de los astrocitos es 

más perjudicial en presencia del alelo ε4 (Mathur et al., 2015), lo que puede resultar 

lógico, ya que aumenta el riesgo de padecer EA (Garwood et al., 2017; Fernandez et 

al., 2019; Yamazaki et al., 2019). El genotipo APOE parece modular, al menos en 

modelos, el fenotipo y función de los astrocitos (Shi et al., 2017b). De hecho, en 

modelos knock-in para APOE ε4 se produce una mayor reactividad astroglial en 

respuesta a un estímulo proinflamatorio (Zhu et al., 2012). Sin embargo, los análisis 

estereológicos de inmunohistoquímicas en cerebros de Alzheimer no encuentran 

relación entre APOE ε4 y el número de astrocitos reactivos y totales, la progresión 

de la reactividad astroglial y la proximidad entre astrocitos reactivos y placas 

(revisado en Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Por tanto, se require un análisis 

en mayor profundidad para concluir el efecto del genotipo APOE sobre los astrocitos 

en la EA.  

 Además, nuestros datos muestran que, el gene set score de astrocitos reactivos 

correlaciona sólo parcialmente con la patología amiloidea, y algo mejor con la 

patología neurofibrilar, en concordancia con otros autores (Ingelsson et al., 2004; 

Simpson et al., 2010; Serrano-Pozo et al., 2011b). Nuestros resultados no reflejan 

reactividad astroglial en los individuos Braak III-IV, ni si quiera en corteza frontal, 
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caracterizada por una importante acumulación de Aβ, lo que puede resultar 

controvertido debido a que los astrocitos reactivos se han descrito alrededor de las 

placas amiloides (Alzheimer, 1910; Nagele et al., 2003; Verkhratsky et al. 2010; 

Dossi et al., 2018), donde participan en el aclaramiento y/o producción de Aβ (Nagele 

et al., 2003; Verkhratsky et al. 2010; Zhang y Jiang, 2015; Acosta et al. 2017; Gomez-

Arboledas et al., 2018; Li et al., 2019b; Sanchez-Mico et al., 2020; manuscrito 

aceptado para publicación). Sin embargo, otros autores han descrito en tejidos post 

mortem de EA que la progresión de las astrogliosis diverge del depósito amiloide y 

correlaciona con la patología neurofibrilar y la progresión de la EA (Ingelsson et al., 

2004; Simpson et al., 2010; Serrano-Pozo et al., 2011). Incluso se ha propuesto que 

los astrocitos pueden ser mediadores de la formación de los ovillos neurofibrilares 

(Liu et al., 2014). Por otra parte, no podemos olvidar las limitaciones ya comentadas 

referente al método de cuantificación de Aβ y de Tau, y al carácter post mortem de 

este estudio, que nos dificulta diferenciar las causas de las consecuencias. A pesar de 

ello, hipotetizamos que la patología amiloide podría participar en el inicio de la 

astrogliosis, mientras que la patología neurofibrilar podría contribuir a su 

progresión, paralela a la evolución de la EA.  

 A día de hoy, a pesar de que la reactividad astroglial se considera un rasgo 

típico de la EA (Heneka et al., 2015; Rodríguez-Arellano et al., 2016; Garwood et al., 

2017), su función sigue siendo desconocida. Estudios preclínicos en modelos 

transgénicos han mostrado resultados contradictorios (Tan et al., 2002; Furman et 

al., 2012; Fernandez et al., 2012; Kraft et al., 2013; Kamphuis et al., 2015; Katsouri 

et al., 2020). Algunos autores sugieren que los astrocitos reactivos poseen un papel 

beneficioso, ya que su ausencia dificulta el aclaramiento de Aβ y potencia la 

neuroinflamación (Katsouri et al., 2020). En este sentido, se ha descrito que la 

ablación de GFAP y VIM aumenta la carga amiloide y las distrofias neuríticas (Kraft 

et al., 2013). Sin embargo, otros autores con el mismo modelo de ablación de 

astrocitos reactivos describen la inducción de genes de soporte neuronal y no 

observan diferencias en el área cortical ocupada por placas (Kamphuis et al., 2015). 

Además, la inhibición o eliminación de calcineurina (Furman et al., 2012; Fernandez 

et al., 2012) o CD40L (Tan et al., 2002) revierte la formación de placas, lo que refleja 

que la activación de astrocitos implica un aumento de toxicidad. En este sentido, 

nuestros resultados demuestran que los individuos con mayor reactividad astroglial 

presentan mayor neurodegeneración de neuronas PV+, lo que indica que los 

astrocitos reactivos podrían contribuir a la patología de Alzheimer, ya sea de forma 

directa o mediante una pérdida de función protectora. Sin embargo, la reactividad 

astroglial también podría ser una consecuencia de la EA avanzada. 

 Se ha propuesto la existencia de diversidad fenotípica y funcional de los 

astrocitos reactivos. Más concretamente, se ha identificado un fenotipo dependiente 

de microglía con características proinflamatorias y neurotóxicas, y otro 

independiente de microglía con características neuroprotectoras (Zamanian et al., 

2012; Liddelow et al., 2017). Aunque muy probablemente esta división en dos 

fenotipos contrapuestos sea una simplificación y no represente la realidad (Vasile et 

al., 2017; John Lin et al., 2017; Grubman et al., 2019; Zhou et al., 2020; Batiuk et 

al., 2020), parece evidente que el término reactivo es insuficiente para definir si los 
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astrocitos contribuyen a la patología de Alzheimer mediante ganancia o pérdida de 

función o si, por el contrario, son protectores, o incluso si tienen funciones diversas 

en función del estado de la patología y su localización. Además, aunque nuestros 

datos muestren una reactividad astroglial similar en hipocampo y corteza frontal, es 

importante considerar la elevada heterogeneidad astroglial que existe en las 

distintas regiones cerebrales (Matias et al., 2019).   

 Para profundizar en la función de los astrocitos en la EA hemos analizado en 

detalle la respuesta del complemento, mediada de manera importante por 

astrocitos reactivos.  

 En los últimos años se ha puesto de manifiesto la relevancia de la vía del 

complemento en la EA y otras enfermedades neurodegenerativas (Hong et al., 2016; 

Lian et al., 2016; Hajishengallis et al., 2017; Clarke et al., 2018; Druart y Le 

Magueresse, 2019). En condiciones homeostáticas, la cascada del complemento tiene 

un rol esencial en la plasticidad cerebral y eliminación de células apoptóticas 

(Stevens et al., 2007; Stephan et al., 2012; Györffy et al., 2018). El marcaje de estas 

sinapsis con las proteínas del complemento C1q, C3 y C4, expresadas por astrocitos, 

microglía y neuronas, activa su fagocitosis por parte de la microglía (Stevens et al., 

2007; Schafer et al., 2012; Presumey et al., 2017). 

 Los resultados presentes en este trabajo muestran que, en el hipocampo y la 

corteza frontal de pacientes de EA se produce un aumento en la expresión de los 

genes involucrados en la cascada del complemento C1S, C1R, C3 y C4a-b. Se ha 

demostrado que un aumento de las proteínas del complemento participa en la 

destrucción sináptica que conduce a la toxicidad neuronal en las enfermedades 

neurodegenerativas (Zamanian et al., 2012; Lian et al., 2015; Liddelow et al., 2017; 

Peterson et al., 2017; Castro-Gomez et al., 2019; Chew y Petretto, 2019), por lo que 

es lógico que se manifieste antes de los primeros signos de neurodegeneración 

(Stephan et al., 2012). En este sentido, nuestros resultados muestran niveles 

intermedios en la expresión de estos genes en el hipocampo de individuos Braak III-

IV, pero no en la corteza frontal, donde la neurodegeneración es posterior. Además, 

existen niveles elevados de proteínas del complemento en el LCR de pacientes de 

Alzheimer e incluso de individuos presintomáticos con mutaciones de Alzheimer 

familiar (Ringman et al., 2012). En conjunto, estos datos parecen apoyar un papel 

temprano del sistema del complemento en el desarrollo de la EA. 

 El gene set score de la respuesta del complemento correlaciona de forma 

importante con la disminución en la expresión de PV, sugiriendo que esta 

neurodegeneración podría estar precedida de la eliminación de sinapsis a través del 

sistema del complemento. Por tanto, postulamos que la degeneración de las neuronas 

PV+ parece estar mediada por múltiples factores, entre los que destacamos las 

formas tóxicas de Tau y el sistema del complemento. 

 Existen distintos factores de riesgo de la EA esporádica relacionados con el 

sistema del complemento, como la clusterina (APOJ), que entre otras funciones 

participa en su inhibición, y el receptor CR1 que reconoce a C1q, C3b y C4b (Jun et 

al., 2010; Brouwers et al., 2012; Pimenova et al., 2018; Hansen et al., 2018; Foster et 
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al., 2019). También es muy probable que APOE juegue un papel importante en la 

respuesta del complemento, aunque debido al reducido número de muestras de las 

que disponemos, el análisis de nuestros resultados no nos ha permitido obtener 

conclusiones robustas al respecto. En este sentido, ratones knock-in para APOE ε4 

tienen disminuida la capacidad fagocítica de los astrocitos (Chung et al., 2016) de 

forma similar a lo que ocurre en la EA (Sanchez-Mico et al., 2020; manuscrito 

aceptado para publicación). Esta alteración de la capacidad fagocítica va 

acompañada de una mayor proporción de sinapsis marcada con C1q, que aumenta la 

vulnerabilidad sináptica a la neurodegeneración (Chung et al., 2016). 

 Nuestros análisis de correlación de los genes del complemento con microglia 

y astrocitos, sugieren que los astrocitos reactivos podrían ser los principales 

responsables del aumento de expresión de los genes implicados en la respuesta del 

complemento, en concordancia con lo descrito por otros autores en el envejecimiento 

(Boisvert et al., 2018; Clarke et al., 2018), en modelos amiloidogénicos y en muestras 

post mortem de pacientes de Alzheimer (Lian et al., 2015; Lian et al., 2016; Liddelow 

et al., 2017). Además, en nuestro laboratorio se ha realizado la caracterización 

transcriptómica de los astrocitos aislados de ratones APP y TAU y en ambos modelos, 

pero sobre todo en el APP, se produce una elevada expresión de varios genes del 

sistema del complemento (Sanchez-Mico, 2019). También se han detectado niveles 

elevados de factores de la cascada del complemento en exosomas plasmáticos 

derivados de astrocitos de pacientes de EA (Goeztl et al., 2018).  

 En este estudio proponemos a la respuesta inflamatoria como desencadenante 

de la activación de la cascada del complemento, probablemente mediada por la 

microglía. Previamente en nuestro laboratorio, hemos realizado un estudio 

transcriptómico de la línea astroglial WJE tratada con fracciones S1 procedentes de 

ratones PS1Δexón9xAPPs, ratones Thy-Tau22 y pacientes de EA (Sanchez-Mico, 

2019). Durante este proyecto, también hemos analizado la expresión de genes 

implicados en la vía del complemento en astrocitos primarios tratados con 

neurosinaptosomas procedentes de ratones WT, APP y TAU (datos no mostrados). 

En ambos casos, no se produjeron cambios en la expresión de los genes implicados 

en la cascada del complemento, a pesar de la presencia de las proteínas Aβ y Tau. 

Además, la vía del complemento parece estar implicada en otras enfermedades 

psiquiátricas y neurodegenerativas (Druart y Le Magueresse, 2019), en las que no 

existe acumulación de estas proteínas anómalas, pero si activación microglial y 

neuroinflamación. Por otra parte, los astrocitos humanos y murinos, en presencia del 

ambiente inflamatorio asociado a la EA, sintetizan factores del complemento, como 

C1r, C1s, C2, C3, C4 (Barnum et al., 1992; Gordon et al., 1992; Barnum et al., 1993; 

Gasque et al., 1993; Gasque et al., 1995a; Walker et al., 1998; Veerhuis et al., 1999), 

receptores como CR1, CR2, C3aR o C5aR (Gasque et al., 1995b; Gasque et al., 1996; 

Zamanian et al., 2012), proteínas inhibidoras del complemento, como clusterina o 

Serping1 (Cordero-Llana et al., 2011; Zamanian et al., 2012), y reguladores de su 

activación (Lian et al., 2016). Además, las señales secretadas por la microglía activa 

pueden modificar el fenotipo astroglial hacia un estado neurotóxico capaz de liberar 

factores del complemento (Liddelow et al., 2017). En conjunto, todos estos datos 
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reflejan que la neuroinflamación asociada a la EA contribuye a la activación de la 

cascada del complemento en los astrocitos. 

  En general, nuestros resultados muestran mayor respuesta del complemento 

en los individuos con más acumulación de proteínas Aβ y Tau, aunque no existe una 

clara correlación de los genes del sistema del complemento con la patología amiloidea 

y neurofibrilar. Esto podría ser debido a las limitaciones metodológicas previamente 

mencionadas, ya que diversos autores han descrito la colocalización de diferentes 

componentes del sistema del complemento con placas seniles y ovillos neurofibrilares 

(Eikelenboom et al., 1989; McGeer et al., 1989; Veerhuis et al., 1996; Afagh et al., 

1996; Webster et al., 1997; Zanjani et al., 2005), que aunque probablemente no 

produzcan una activación directa del complemento, sí podrían mediar una mayor 

respuesta neuroinflamatoria. 

 Por otra parte, también nos planteamos que esta correlación parcial podría 

relacionarse con el efecto del sistema del complemento sobre las patologías amiloide 

y/o neurofibrilar. En este sentido, se han descrito importantes discrepancias sobre el 

papel de la vía del complemento en la acumulación de Aβ (Wyss-Coray et al., 2002; 

Fonseca et al., 2004; Maier et al., 2008; Fonseca et al., 2009; Fonseca et al., 2017; Shi 

et al., 2017a; Czirr et al., 2017). Respecto a la patología Tau, diferentes estudios en 

modelos animales muestran que la activación del complemento parece exacerbarla 

(Fonseca et al., 2009; Britschgi et al., 2012; Hansen et al., 2018; Litvinchuk et al., 

2018). Por tanto, considerando nuestros datos y la bibliografía previa, no podemos 

concluir que exista una clara relación causa-consecuencia entre el sistema del 

complemento y las patologías amiloide y neurofibrilar.   

  En conjunto, aunque es necesario un mejor entendimiento de las funciones 

de las proteínas del complemento en la EA, parece claro que los astrocitos reactivos 

y la microglía cooperan mutuamente mediando mecanismos de neurotoxicidad 

dependientes del sistema del complemento (Lian et al., 2016; Hansen et al., 2018). 

Es posible que, incluso antes de la aparición de los síntomas, los astrocitos reactivos 

liberen proteínas del complemento que medien la fagocitosis de las sinapsis por parte 

de la microglía y la consecuente neurodegeneración, contribuyendo así a la 

progresión de la enfermedad de Alzheimer. 

2.2. Disfunción metabólica astroglial 

 Además de la participación de los astrocitos en la respuesta 

neuroinflamatoria y del complemento, en este proyecto planteamos que en el 

contexto patológico de la EA podrían alterarse sus funciones de soporte metabólico 

neuronal (Valori et al., 2019; Zulfiqar et al., 2019). Los resultados obtenidos indican 

que, dentro del entorno patológico de la EA, como consecuencia de las formas solubles 

de Aβ y/o Tau, los astrocitos sufren un proceso disfuncional, modificando su 

metabolismo y, probablemente, disminuyendo su capacidad neuroprotectora, lo que 

podría contribuir a la progresión de la patología. 

Tal y como hemos descrito en la introducción, la hipótesis de la lanzadera de 

lactato astrocito-neurona es el modelo de metabolismo cerebral de la glucosa más 
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aceptado, aunque todavía controvertido (Yellen, 2018; Dienel, 2019) y, 

probablemente, sólo represente una de las múltiples vías para cubrir los 

requerimientos energéticos del SNC (Eraso-Pichot et al., 2018; Deitmer et al., 2019). 

Aunque aún no está clara la función del metabolismo mitocondrial, los astrocitos 

median la supervivencia neuronal y la integridad sináptica (Pfrieger y Barres, 

1997; Aguirre-Rueda et al., 2015; Adamsky et al., 2018), proporcionando nutrientes, 

antioxidantes y factores tróficos (Bélanger y Magistretti, 2009; Bélanger et al., 2011; 

Vasile et al., 2017; Liu et al., 2017a), y liberando señales de comunicación directa con 

las neuronas (Barres, 2008; Clarke y Barres, 2013).  

En este sentido, nuestros resultados muestran que los astrocitos in vitro 

producen factores de pequeña masa molecular que protegen y promueven la 

supervivencia de las neuronas, indicando que los factores protectores son metabolitos 

y no proteínas complejas. En consonancia con nuestros resultados, la presencia 

directa de astrocitos, murinos y humanos, o de su medio condicionado en cultivos 

neuronales favorece la sinaptogénesis y el mantenimiento de las sinapsis (Pfrieger y 

Barres, 1997; Ullian et al., 2001), y estimula la supervivencia y el crecimiento de las 

neuronas (Zhang et al., 2016), también en cultivos de tres dimensiones (Fang et al., 

2019). Los medios condicionados por astrocitos contienen diferentes señales 

sinaptogénicas como trombospondinas (Christopherson et al., 2005; Hillen et al., 

2018), además de metabolitos como colesterol, que promueven la actividad neuronal 

y la formación de sinapsis (Goritz et al., 2005; Stevens, 2008). Por tanto, aunque la 

función del metabolismo astroglial no está totalmente establecida, sí está claro que 

resulta esencial para el soporte neuronal (Bélanger y Magistretti, 2009; Bélanger et 

al., 2011; Liu et al., 2017a; Valori et al., 2019; Konttinen et al., 2019).  

Sin embargo, estas importantes funciones metabólicas de los astrocitos 

podrían afectarse en el contexto de la EA. Así se refleja en el perfil transcipcional de 

los astrocitos procedentes de modelos animales con patología Aβ y Tau, con 

disminución en genes de rutas metabólicas centrales. Además, paralelo a la 

disfunción metabólica, se produce una disminución de genes implicados en procesos 

de desarrollo y diferenciación del SNC, indicativo de una menor capacidad 

protectora de los astrocitos (este trabajo; Sanchez-Mico, 2019).  

En este proyecto hemos sido capaces de reproducir parcialmente in vitro 

estos resultados obtenidos en modelos, ya que hemos demostrado que las fracciones 

solubles S1 de animales APP producen una importante disminución en la capacidad 

respiratoria mitocondrial de los astrocitos. Para descartar que esta alteración sea 

consecuencia de un efecto tóxico, hemos comprobado que la respuesta a oligomicina 

es adecuada y que no se modifica la cantidad total de proteína ni la acidificación del 

medio. En cualquier caso, sería interesante corroborar dicha afirmación mediante 

citometría de flujo. En nuestros experimentos, la respuesta glucolítica de los 

astrocitos tratados con S1 de animales APP no se afecta en las condiciones 

ensayadas. Aunque previamente se ha reportado tanto un aumento (Allaman et al., 

2010) como una disminución (Parpura-Gill et al., 1997; Soucek et al., 2003; Oksanen 

et al., 2017) de la utilización de glucosa en astrocitos in vitro expuestos a Aβ, o 
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derivados de pacientes de EA, estas diferencias probablemente sean debidas a 

diferencias en las condiciones del tratamiento o de los estados de agregación de Aβ.  

 Esta disfunción metabólica parece ser responsable, al menos en parte, de la 

pérdida de neuroprotección de los astrocitos in vitro observada en presencia de 

formas solubles de Aβ y Tau. En consonancia con nuestros resultados, se ha descrito 

una disminución en la viabilidad neuronal como consecuencia de modificaciones en 

los astrocitos por Aβ (Allaman et al., 2010) y Tau (Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2017; 

Laurent et al., 2018; Sidoryk-Węgrzynowicz y Strużyńska, 2019). Además, existen 

evidencias que demuestran que la activación astroglial mediada por estas proteínas 

puede alterar su función moduladora en las sinapsis (Verkhratsky et al., 2010), 

afectando a la excitotoxicidad mediada por glutamato y a las sinapsis inhibitorias 

GABAérgicas (Acosta et al., 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Ishibashi et 

al., 2019). Aunque existen discrepancias sobre el efecto de Aβ en el metabolismo 

astroglial (Parpura-Gill et al., 1997; Soucek et al., 2003; Allaman et al., 2010; 

Oksanen et al., 2017), en general, suele asociarse a una menor producción de ATP, 

lo que altera los gradientes iónicos y la neurotransmisión y media la disfunción 

sináptica y la muerte neuronal (Butterfield y Halliwell, 2019; Muraleedharan et al., 

2020). Cabe destacar que nuestros experimentos de supervivencia neuronal se han 

realizado condicionando los astrocitos durante 24 horas, y, que, aunque en este 

tiempo no se altera la capacidad respiratoria mitocondrial medida por el Seahorse, 

no podemos descartar que se produzca una reprogramación metabólica más sutil.  

En consonancia con nuestros resultados, recientemente se ha postulado que 

la activación astrocitaria, que acompaña a la EA, podría conllevar una pérdida de 

funciones protectoras (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). De hecho, la pérdida de 

las funciones normales astrogliales parece desempeñar un papel importante en las 

alteraciones neurológicas relacionadas con el envejecimiento (Alarcón-Aguilar et al., 

2014; Jiang y Cadenas, 2014; Rodríguez-Arellano et al., 2016). Sin embargo, 

clásicamente la activación de los astrocitos se ha asociado a una ganancia de función 

neurotóxica (Zhang y Jiang, 2015; Masgrau et al., 2017). Aunque los astrocitos son 

capaces de proteger del estrés oxidativo y del ambiente inflamatorio presentes en el 

cerebro de pacientes de EA (Heneka et al., 2015, Zulfiqar et al., 2019), ciertos estados 

de activación astroglial podrían reducir estos efectos beneficiosos e incluso ser 

perjudiciales (Colombo y Farina, 2016; Liddelow et al., 2017), contribuyendo a la 

respuesta neuroinflamatoria en la EA (Kaur et al., 2019). De hecho, los astrocitos, 

en presencia de formas solubles de Aβ y Tau, muestran un perfil proinflamatorio 

(Sanchez-Mico, 2019) que podría contribuir a la neurodegeneración (Garwood et al., 

2011; Kaur et al., 2019).  

Por otra parte, al igual que múltiples autores (Shankar et al., 2007; Crimins 

et al., 2013; Viola y Klein, 2015; Forner et al., 2017; Jeong, 2017; Litvinchuk et al., 

2018; Laurent et al., 2018), en nuestro laboratorio también hemos observado que el 

tratamiento neuronal directo con las formas solubles de Aβ y Tau produce alteración 

neuronal y sináptica (Sanchez-Mico, 2019). 

A pesar de estos antecedentes, nuestros resultados también demuestran que 

la muerte neuronal observada no es consecuencia de un efecto tóxico directo ni del 
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astrocito, ni de las propias proteínas patológicas Aβ y Tau. Tal y como demostramos 

en la sección de resultados, se produce un rescate en la supervivencia neuronal tras 

suplementar el medio condicionado con B27, descartando así un efecto tóxico directo 

astroglial o de las formas solubles de Aβ y Tau. Estos datos apoyan nuestra hipótesis 

de que estas proteínas patológicas dan lugar a una disfunción metabólica astroglial 

que conlleva una menor producción de metabolitos prosupervivencia.  

Además, considerando la capacidad fagocítica de los astrocitos (Ries y Sastre, 

2016; Kovacs, 2020), es probable que en las condiciones experimentales empleadas 

en este trabajo la cantidad de Aβ y Tau sea muy reducida en los medios 

condicionados, incluso en los astrocitos tratados con S1 de modelos APP, que a su vez 

presentan una capacidad fagocítica limitada (Sanchez-Mico et al., 2020; manuscrito 

aceptado para publicación). En este sentido, Aguirre-Rueda et al. (2015) postulan 

que los astrocitos protegen a las neuronas de la toxicidad mediada por Aβ42. En 

conjunto, los astrocitos podrían proteger del efecto directo de las formas patológicas 

de Aβ y Tau, aunque como consecuencia, disminuirían su capacidad de soporte 

neuronal.  

Por tanto, hipotetizamos que, aunque la disfunción metabólica astroglial 

podría promover las patologías amiloides y neurofibrilar (Zulfiqar et al., 2019; 

Butterfield y Halliwell, 2019), probablemente la consecuencia más importante sea la 

alteración de la función sináptica y la pérdida de la función neuroprotectora, como 

ocurre en modelos de EA (Le Douce et al., 2020). 

Para confirmar de forma directa la alteración metabólica astroglial, en este 

proyecto hemos intentado evaluar metabolómicamente el estado de los astrocitos 

aislados de modelos APP en colaboración con la Dra. Coral Barbas (Universidad San 

Pablo CEU). Para ello, hemos optimizado un método para aislar astrocitos viables 

en el menor tiempo posible, con el fin de no alterar los metabolitos de estas células 

ni perder la especificidad del aislamiento. Sin embargo, no hemos podido determinar 

el perfil metabolómico de los astrocitos, probablemente debido al uso del FACS para 

el aislamiento, que podría producir alteraciones metabólicas (Llufrio et al., 2018; 

Binek et al., 2019). 

A pesar de esta limitación, los datos obtenidos en modelos y en ensayos in 

vitro indican, en conjunto, que tanto la patología amiloide como la neurofibrilar, 

participan en la alteración del metabolismo astrocitario y, como consecuencia, en la 

disminución de las funciones neuroprotectoras de estas células. Para confirmar este 

estudio, esperamos realizar en un futuro próximo un análisis metabólomico de los 

medios condicionados que nos permita identificar directamente los metabolitos 

afectados en el contexto patológico de la EA. 

 Sin duda, los estudios in vitro y en modelos pueden aportar una información 

muy valiosa de cómo las patologías amiliode y neurofibrilar afectan a la 

funcionalidad de los astrocitos en el progreso de la enfermedad. Sin embargo, 

presentan importantes limitaciones y diferencias con respecto a los astrocitos 

presentes en el cerebro de enfermos de Alzheimer. Considerando que no es posible 

obtener células viables y funcionales que nos permitan realizar ensayos de 
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funcionalidad biológica en nuestras muestras humanas post mortem, en este 

proyecto, decidimos estudiar, como primera aproximación, la expresión de enzimas 

claves del metabolismo específicas de astrocitos. Nuestros resultados en muestras de 

hipocampo de pacientes de Alzheimer sugieren que, con la progresión de la EA, se 

produce un cambio en el perfil metabólico astroglial que concuerda con nuestros 

resultados de estudios in vitro y de modelos animales, y con resultados recientemente 

publicados (Konttinen et al., 2019; Zhou et al., 2020). 

 La principal fuente de energía del SNC es la glucosa, que es metabolizada 

principalmente a través de la glucólisis, el ciclo de Krebs y la cadena de transporte 

de electrones (Butterfield y Halliwell, 2019). Centrándonos en la glucólisis, 

nuestros datos muestran una disminución en la expresión de las enzimas 

reguladoras glucolíticas PFKM y PKM en pacientes Braak V-VI con respecto a 

estadios previos, lo que podría reflejar una disminución en el flujo glucolítico en los 

astrocitos en la EA. En este sentido, se han descritos diversas modificaciones del 

metabolismo glucídico asociadas a la EA, como la menor expresión del transportador 

de glucosa GLUT1 (Simpson et al., 1994; Merlini et al., 2011) y de diversas enzimas 

glucolíticas (Blass et al., 2000; Liang et al., 2008), la pérdida de actividad de la 

enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de la vía de las pentosas fosfato (Bigl et al., 

1999), y diversas oxidaciones en enzimas glucolíticas que disminuyen su actividad 

(Butterfield y Halliwell, 2019). En conjunto, estos datos implican una disminución 

en la capacidad glucolítica de los astrocitos, ya sea por una limitación de sustrato o 

por modificaciones en la expresión o actividad de las enzimas de la vía. 

 Otros autores han descrito mayor actividad de ciertas enzimas glucolíticas en 

la EA (Bigl et al., 1999; Soucek et al., 2003), que podría justificarse teniendo en 

cuenta la heterogeneidad celular del SNC. De manera que, aunque en la EA se 

produzca una disfunción en la capacidad glucolítica de los astrocitos, el flujo de esta 

vía se encuentre aumentado en otros tipos celulares como la microglía (Baik et al., 

2019; March-Diaz et al., 2020, remitido a publicación). 

 El hipometabolismo astrocitario parece estar directamente implicado en la 

disminución en el consumo de glucosa detectado por tomografía por emisión de 

positrones (PET) en pacientes de EA (Mosconi et al., 2008; Chen y Zhong, 2013; 

Mosconi et al., 2013; Marcus et al., 2014), que permite el diagnóstico diferencial y 

temprano de esta patología, ya que se manifiesta antes de la aparición de síntomas 

(Mosconi et al., 2008; Chen y Zhong, 2013; Mosconi et al., 2013; Marcus et al., 2014). 

Aunque este hipometabolismo se ha asociado clásicamente a una menor actividad 

neuronal (Mosconi et al., 2008), se ha demostrado que los astrocitos contribuyen de 

forma significativa a la señal detectada mediante fluorodesoxiglucosa F-18 (FDG)-

PET (Zimmer et al., 2017). De hecho, en consonancia con nuestra hipótesis, Gordon 

et al. (2018) han demostrado, empleando diferentes técnicas de imagen, que en 

primer lugar se produce una acumulación de Aβ, seguida de una disminución en el 

metabolismo de la glucosa y, por último, un adelgazamiento, como consecuencia de 

la neurodegeneración, de las áreas cerebrales afectadas en la EA. 

 Todos estos datos apoyan nuestra hipótesis de que en la EA parece disminuir 

la capacidad glucolítica de los astrocitos y, en consecuencia, la producción de lactato 
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necesario para el soporte metabólico neuronal, contribuyendo así a la progresión de 

la patología. 

 El ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones representan 

una importante fuente de energía para el SNC (Butterfield y Halliwell, 2019). A este 

respecto, nuestros resultados muestran que en pacientes de Alzheimer y en 

astrocitos aislados de modelos animales de la enfermedad se produce una 

disminución significativa en la expresión de la enzima astroglial del ciclo de Krebs 

IDH3a, lo que refleja una disminución en el flujo del ciclo. En este sentido, se ha 

descrito recientemente una menor capacidad catabólica en el cerebro de individuos 

con EA, debido a una bajada en genes del ciclo de Krebs y a modificaciones oxidativas 

en enzimas como la aconitasa (Butterfield y Halliwell, 2019).  

 Aunque hubiera sido de gran interés poder estudiar los complejos 

mitocondriales en los astrocitos de pacientes de EA, el abordaje experimental para 

ello no nos permite, por el momento, garantizar la especificidad celular. A este 

respecto, se ha descrito en tejido total de enfermos de Alzheimer la disminución de 

algunas subunidades de los complejos mitocondriales (Kenney y Bennett, 2019) y 

oxidaciones en la ATP sintasa (Butterfield y Halliwell, 2019). Debido a la elevada 

proporción de astrocitos en el SNC, es probable que estas alteraciones mitocondriales 

descritas en tejido total sean consecuencia, al menos en parte, de la disfunción 

metabólica astroglial. Además, las alteraciones en la actividad de enzimas del ciclo 

de Krebs correlacionan con el deterioro cognitivo en pacientes de Alzheimer (Bubber 

et al., 2005), lo que apoya nuestra hipótesis de que el hipometabolismo astroglial 

parece contribuir a la neurodegeneración. De hecho, recientemente se ha descrito 

que es indispensable una correcta fosforilación oxidativa en los astrocitos para el 

mantenimiento de la supervivencia neuronal (Ignatenko et al., 2018; Fiebig et al., 

2019). 

  A pesar de que las reservas de glucógeno astrogliales son esenciales para el 

mantenimiento de los niveles de glucosa en el SNC (Liu et al., 2017a; Bak et al., 

2018; Fernandez et al., 2019), nuestros resultados no muestran modificaciones 

significativas en su metabolismo, ni en muestras de pacientes de EA ni en los 

estudios de transcriptómica de astrocitos aislados de modelos animales. En estos 

últimos, aunque se produce una disminución en la expresión de ciertos genes del 

metabolismo del glucógeno, el proceso metabólico global no se encuentra 

diferencialmente expresado. 

 Aunque el principal sustrato energético en el SNC es la glucosa, en 

condiciones fisiológicas, aproximadamente el 20% de la energía total cerebral 

procede de la β-oxidación de ácidos grasos (Ebert et al., 2003). Los astrocitos, 

principales mediadores de esta vía metabólica en el cerebro (Eraso-Pichot et al., 

2018), son esenciales para mantener la homeostasis lipídica cerebral (Farmer et al., 

2019; Konttinen et al., 2019). De hecho, los astrocitos captan las partículas lipídicas 

liberadas por las neuronas hiperactivas, que contienen ácidos grasos tóxicos para 

estas, y los metabolizan. Durante este proceso, los astrocitos aumentan la expresión 

de genes involucrados en el metabolismo energético (Ioannou et al., 2019). En este 

sentido, nuestros resultados en pacientes de EA muestran un aumento en la 
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expresión de CPT1A, enzima limitante del transporte de ácidos grasos al interior 

mitocondrial (Jernberg et al., 2017) que podría reflejar una mayor disponibilidad de 

ácidos grasos en la mitocondria para la β-oxidación (Konttinen et al., 2019). Algunos 

autores postulan que cuando la glucólisis se ve comprometida en astrocitos, como 

sugieren nuestros datos, la β-oxidación adquiere mayor importancia como fuente de 

energía (Cabodevilla et al., 2013; Konttinen et al., 2019).  

 En conjunto, nuestros resultados podrían sugerir una reprogramación 

metabólica de los astrocitos, de un fenotipo glucolítico hacia una mayor contribución 

de la β-oxidación, que, aunque inicialmente pudiera ser beneficiosa y compensar la 

deficiencia energética glucolítica, a largo plazo podría ser perjudicial y aumentar el 

daño oxidativo en las neuronas, tal y como ocurre en modelos de enfermedad de 

Huntington (Polyzos et al., 2019). De forma que en la EA podría producirse una 

descoordinación del metabolismo lipídico y oxidativo entre astrocitos y neuronas, que 

presenta un importante papel protector (Ioannou et al., 2019). En contradicción con 

esta hipótesis, se ha descrito una disminución de la oxidación de ácidos grasos en 

astrocitos derivados de células madre pluripotentes inducidas procedentes de 

pacientes de EA (Konttinen et al, 2019). Además, en los astrocitos aislados de 

modelos de EA, observamos una disminución en la expresión de varios genes 

implicados en la β-oxidación de ácidos grasos, incluyendo Cpt1a. Aunque parecen 

existir importantes diferencias en la respuesta astroglial entre modelos y pacientes 

de EA (Zhou et al., 2020), no podemos conocer el estado real de la β-oxidación de 

ácidos grasos en astrocitos de enfermos de Alzheimer, ya que hemos analizado un 

único marcador implicado en el transporte de ácidos grasos al interior mitocondrial. 

Para tener más información al respecto pretendemos realizar nuevos estudios de 

Seahorse en astrocitos in vitro o recién aislados de modelos de EA, empleando 

etomoxir para inhibir a Cpt1 (Farmer et al., 2019). Además, realizaremos una 

modificación de la composición del medio para que la principal fuente energética sean 

los ácidos grasos, en lugar de la glucosa.  

  Nuestros resultados, junto con otros existentes en la literatura, podrían 

sugerir una alteración del metabolismo de los ácidos grasos en la enfermedad de 

Alzheimer. Se han descrito alteraciones en los niveles de diferentes lípidos y 

metabolitos de la β-oxidación en sangre (Ciavardelli et al., 2016; Fernandez et al., 

2019) y cerebro (Mendis et al., 2016; Snowden et al., 2017) de pacientes de EA. 

Además, Aβ y AICD participan en la regulación fisiológica de varias vías metabólicas 

lipídicas, y a su vez el ambiente lipídico influye en el procesamiento de APP, 

pudiendo existir una retroalimentación entre ambos procesos que contribuya a la 

patología de Alzheimer (Grimm et al., 2017). De hecho, una dieta con alto contenido 

en grasas acelera la patología en modelos de EA (Takeda et al., 2010; Knight et al., 

2014; Melo et al., 2020), mientras que la administración de CAD-31, que aumenta el 

catabolismo de ácidos grasos libres, revierte las deficiencias cognitivas (Daugherty 

et al., 2017). En conjunto, estos datos sugieren que en la EA también se produce una 

alteración en el metabolismo de los ácidos grasos, que podría estar relacionada con 

la patología amiloide y las deficiencias cognitivas, aunque se requiere un estudio en 

mayor profundidad para aclarar su papel en la patología.  
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 En conjunto, nuestros datos apoyarían una disfunción mitocondrial de los 

astrocitos en la EA. En este sentido, se ha relacionado una alteración del calcio con 

la disfunción mitocondrial en neuronas en esta patología (Calvo-Rodriguez et al., 

2020a). A día de hoy, esta posible asociación prácticamente no se ha estudiado en los 

astrocitos, a pesar de que podría dar lugar a potenciales estrategias terapeuticas 

(Calvo-Rodriguez et al., 2020b). 

  También se han descrito defectos en el metabolismo del colesterol en 

enfermedades del SNC y en la EA (Di Paolo y Kim, 2011).En este sentido nuestros 

resultados en el hipocampo de pacientes de EA muestran una disminución en la 

expresión de la enzima limitante de la síntesis de colesterol HMGCR, mayor que  la 

asociada al envejecimiento (Boisvert et al., 2018), lo que refleja  una reducción del 

flujo de la vía sintética del colesterol. 

 El colesterol es indispensable para la correcta homeostasis del SNC, 

participando en la sinaptogénesis (Goritz et al., 2005; Fester et al., 2009), guiado 

axonal (De Chaves et al., 1997), actividad neuronal (Linetti et al., 2010; Liu et 

al., 2010), y como componente estructural esencial de membranas celulares y 

mielina. Debido a la impermeabilidad de la BHE, la síntesis de colesterol se realiza 

de novo en el SNC, principalmente en astrocitos (Zhang y Liu, 2015; Fracassi et al., 

2019; Jeong et al., 2019), por lo que una disfunción en el metabolismo astroglial del 

colesterol podría tener importantes consecuencias en el SNC. En este sentido, cabe 

destacar que además de las modificaciones postraduccionales, la expresión de 

HMGCR se activa transcripcionalmente por SREBP2 (Chang et al., 2017), que se 

desregula por Aβ y Tau (Mohamed et al., 2018; Wang et al., 2019). Cuando se elimina 

la expresión de SREBP2 en astrocitos, se producen alteraciones cerebrales, déficits 

sociales, de aprendizaje y memoria (Ferris et al., 2017).  

 Por otra parte, existen evidencias de que con el curso clínico y progresión de 

la patología se produce un aumento de colesterol en los cerebros de pacientes de EA 

(Cutler et al., 2004; Xiong et al., 2008). Además, niveles elevados de colesterol en 

sangre se relacionan con un mayor riesgo de desarrollar esta patología (Pappolla et 

al., 2003; Solomon et al., 2009; Matsuzaki et al., 2011). De hecho, múltiples estudios 

indican que un aumento en los niveles de colesterol favorece la producción y 

agregación de Aβ (Sun et al., 2015a; Grimm et al., 2017). Sin embargo, también 

parece que concentraciones elevadas de Aβ40 podrían reducir la síntesis de colesterol 

a través de la inhibición de la actividad de la enzima HMGCR (Grimm et al., 2005). 

Estos datos muestran una estrecha interacción entre la patología de Alzheimer y los 

niveles de colesterol y su regulación, en consonancia con nuestra hipótesis de 

disfunción metabólica astroglial como consecuencia de la EA. 

 Existen múltiples estudios acerca del impacto en la EA de las estatinas 

(fármacos inhibidores de la HMGCR y capaces de atravesar la BHE), con resultados 

contradictorios. En general, parece que las estatinas podrían ser útiles para la 

prevención de la patología (Sun et al., 2015a; McGuinness et al., 2016; Chang et al., 

2017; Grimm et al., 2017; Chu et al., 2018), aunque la protección podría ser 

consecuencia del efecto en la vasculatura cerebral y no de la disminución en los 

niveles de colesterol en el SNC. No podemos olvidar que niveles elevados de colesterol 
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median la formación de ateromas y la angiopatía amiloide cerebral, provocando una 

disfunción de la vasculatura cerebral que contribuiría a la patogénesis de la EA (Sun 

et al., 2015a).  

 Cabe destacar el importante papel regulador de APOE en el transporte del 

colesterol y otros lípidos (Liu et al., 2010). En los astrocitos APOE ε4 el transporte 

lipídico está reducido, y aunque, gracias a mecanismos de compensación, estas 

células suelen desarrollar funciones normales, con el envejecimiento disminuye la 

síntesis de colesterol en los mismos (Boisvert et al., 2018), lo que, combinado con el 

transporte deficiente, culmina en déficits lipídicos neuronales (Fernandez et al., 

2019). Incluso individuos APOE ε4 cognitivamente normales presentan alteraciones 

en el metabolismo de ácidos grasos y carbohidratos similares a los de pacientes de 

Alzheimer (Farmer et al., 2019). 

 Por tanto, en la EA también parece existir una alteración en la homeostasis 

del colesterol, que podría ser consecuencia de la disfunción astroglial y contribuir a 

la alteración sináptica y neurodegeneración asociadas a la EA. 

 La pérdida de funciones neuroprotectoras y alteración de la transmisión 

sináptica también ha sido asociada al envejecimiento astroglial in vitro (Pertusa et 

al., 2007; Kawano et al., 2012). Con la edad, los astrocitos pueden volverse 

senescentes o adquirir un fenotipo secretor asociado a senescencia o SASP (del 

inglés, Senescence-Associated Secretory Phenotype) (Bellaver et al., 2017), 

caracterizado por la disfunción astroglial y el desarrollo de un estado proinflamatorio 

(Cohen y Torres, 2019). Los astrocitos SASP secretan diversas proteasas, así como 

citoquinas proinflamatorias y quimiotácticas (Cohen y Torres, 2019), típicas de los 

astrocitos reactivos asociados a la EA (Liu et al., 2014; Heneka et al., 2015, Liddelow 

et al., 2017), tal y como muestran nuestros resultados. En este sentido, en cerebros 

de pacientes de Alzheimer, se produce un incremento de marcadores característicos 

del SASP en astrocitos, como CDKN2A (también denominado P16) (Bhat et al., 2012; 

Turnquist et al., 2016). 

 El fenotipo astroglial SASP podría contribuir a la acumulación de Aβ y ovillos 

neurofibrilares, a la excitotoxicidad inducida por glutamato, alteración de la 

plasticidad sináptica y disfunción de la BHE (Han et al., 2020). Además, se 

caracteriza por una disfunción mitocondrial y disminución en la síntesis de 

colesterol, reflejada en una menor expresión de genes asociados a la síntesis de 

colesterol, como HMGCR (Boisvert et al., 2018; Han et al., 2020), tal y como 

describimos en este trabajo de Tesis doctoral que ocurre en pacientes de EA.  

 Aβ42 podría ser responsable de inducir la senescencia en los astrocitos en la 

EA (Bhat et al., 2012), aunque también se observan células gliales con fenotipo SASP 

en modelos de patología Tau (Bussian et al., 2018). De hecho, la eliminación de los 

astrocitos SASP en dicho modelo previene la gliosis, la hiperfosforilación de Tau y la 

neurodegeneración cortical e hipocampal, preservando la función cognitiva (Bussian 

et al., 2018). Recientemente, Habib et al. (2020) han descrito mediante 

transcriptómica de núcleo individual un fenotipo astroglial asociado a enfermedad 

en modelos de la EA, que comienza en estadios tempranos y aumenta con la 
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progresión de la patología. Dicho fenotipo también se produce con el envejecimiento 

tanto en ratones WT como en humanos (Habib et al., 2020).  

 Por tanto, la EA podría agravar los efectos de la edad sobre el fenotipo y 

función astroglial, contribuyendo así a la propia patología y neurodegeneración.  

 Por otra parte, también podrían contribuir a la disfunción metabólica 

astroglial enfermedades involucradas en la desregulación de la glucosa y/o el 

metabolismo. En este sentido, tanto la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), como el 

síndrome metabólico se asocian a una mayor incidencia de EA (Salas y De Strooper, 

2019). También se asocian la resistencia a insulina (íntimamente relacionada con la 

disfunción mitocondrial), y el comienzo de la EA (Virmani et al., 2015; Butterfield et 

al., 2019). Ratones con deficiencias en el factor de crecimiento similar a la insulina 

tipo I (IGF-I; del inglés, insulin-like growth factor I) recapitulan múltiples 

comorbilidades asociadas a la EA (Zegarra-Valdivia et al., 2019). Sin embargo, no 

existe correlación entre la DMT2 y los rasgos neuropatológicos de la EA, como placas 

y ovillos (Arnold et al., 2018). Además, la administración intranasal de insulina no 

mejora la función cognitiva de los pacientes de EA (Craft et al., 2020). Es importante 

destacar que nuestros modelos (APP y TAU) no son obesos (de hecho, presentan un 

10% de pérdida de peso con respecto a WT) y tampoco presentan hiperglucemia 

(Jimenez et al., 2011; Barini et al., 2016), descartando DMT2 periférica. Sin 

embargo, si es posible que en la EA se produzca, de manera local y restringida a los 

astrocitos, una reprogramación metabólica típica de la resistencia a insulina (Arnold 

et al., 2018). De hecho, analizando en profundidad el perfil transcriptómico 

hipometabólico que se produce en los astrocitos aislados de modelos de EA (Figura 

E.1), hemos constatado que se asemeja a la disfunción mitocondrial típica de las 

células musculares en la DMT2 (Cheng et al., 2010). En este sentido, García-Cáceres 

et al. (2016) constatan el importante papel de la señalización de insulina en los 

astrocitos para el correcto metabolismo cerebral. 

En conjunto, nuestros resultados, obtenidos mediante estudios in vitro y en 

modelos y pacientes de Alzheimer, podrían indicar que los astrocitos sufren un 

proceso disfuncional que afecta a su metabolismo y que está mediado por las formas 

solubles de Aβ y/o Tau. Esta reprogramación metabólica astroglial parece estar 

asociada, más que a una ganancia de función tóxica, a una disminución en las 

funciones protectoras de los astrocitos, esenciales para el mantenimiento sináptico y 

neuronal, y pone de manifiesto la relevancia de un adecuado metabolismo astroglial 

para la salud del SNC. 

 Sin embargo, para poder refrendar nuestros datos necesitamos profundizar 

aún más en el estudio de los astrocitos en la EA. Actualmente, estamos desarrollando 

una aproximación ex vivo, para evaluar la neuroprotección tras el condicionamiento 

de medios por astrocitos de cortes o slices de cerebro de ratones WT, APP y TAU 

(Henrik et al., 2019; Ravi et al., 2019). En estos cortes podemos eliminar la microglía 

sin alterar los astrocitos con liposomas de clodronato, lo que permitiría realizar un 

estudio metabólomico en astrocitos ex vivo, sin interferencias microgliales. Otra 

aproximación posible sería realizar un estudio metabolómico mediante 

espectroscopía de protones por resonancia magnética de alta resolución en ángulo 
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mágico (HR-MAS RMN, del inglés High Resolution Magic Angle Spinning Nuclear 

Magnetic Resonance) utilizando cerebros intactos de animales recién sacrificados. 

Aunque esta técnica tiene como limitación el escaso número de metabolitos 

detectados y su escasa resolución morfológica, puede ofrecer una idea directa de las 

deficiencias metabólicas en los modelos. De hecho, en un estudio preliminar, 

realizado en colaboración con la Dra. Antonia Gutiérrez, observamos ciertas 

diferencias en el metabolismo de aminoácidos entre animales WT y 

APP751SL/PS1M146L (datos no mostrados), aunque necesitamos analizar más muestras 

para obtener conclusiones fiables y robustas. También planteamos estimar la 

capacidad de respiración mitocondrial midiendo, por Seahorse, el consumo de O2 de 

los astrocitos recién aislados de modelos de EA (Acin-Perez et al., 2020). Esta 

aproximación podría ser complementada mediante cuantificación en astrocitos 

aislados, de los complejos respiratorios por western blot y/o su actividad enzimática 

(Polyzos et al., 2019).  

 

Figura E.1. Disminución en la vía de señalización de la insulina en astrocitos aislados de 

modelos murinos de la EA.  Representación gráfica de la ruta KEGG de señalización de la insulina 

enriquecida en los astrocitos aislados de ratones WT de 12 meses, respecto a los aislados de ratones (A) 

APP (12 meses) y (B) TAU P301S (9 meses). NES: factor de enriquecimiento normalizado; FDR q-val: 

“false discovery rate” (valor de p-value ajustado). Experimento realizado de forma previa en nuestro 

laboratorio por la Dra. María V. Sánchez Micó. 

 

 Para profundizar en el estudio del metabolismo de los astrocitos en pacientes 

de EA, también planteamos estudiar la expresión de genes adicionales implicados en 

la glucólisis (ALDOC), el ciclo de Krebs (MDH1B), la β-oxidación (ACAA2, HADHB), 

el metabolismo de ácidos grasos (ACSS1, ACSL6) y colesterol (SEC14L2), los 

destinos metabólicos del piruvato (PDK2) y el transporte de moléculas (SLC1A4, 

SLC25A18, SLC25A20, SLC25A33, SLC7A10, SLC7A2), entre otros.  

 

 

A. APP B. TAU

NES = - 1,66
FDR q-val = 0,0348

NES = - 1,86
FDR q-val = 0,00808
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2.3. Interacción entre astrocitos y microglía  

 Existen numerosas evidencias de la estrecha interacción entre astrocitos y 

microglía en la EA, no sólo por la co-localización de ambos tipos celulares activos 

rodeando las placas seniles, sino también, por su correlación directa con la progresión 

de la enfermedad (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Las citoquinas y otros 

factores liberados por la microglía pueden modificar el fenotipo astroglial y viceversa 

(Lian et al., 2016; Liddelow et al., 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; 

Vainchtein y Molofsky, 2020), por lo que esta interacción/comunicación resulta 

esencial para la correcta función neuronal (Jha et al., 2019). En este sentido, 

Liddelow et al. (2017) demuestran que los factores liberados por la microglía tras su 

estimulación con LPS inducen en los astrocitos un fenotipo con menor capacidad de 

soporte sináptico y neuronal. 

 Tal y como hemos indicado previamente, los astrocitos y la microglía cooperan 

mutuamente mediando mecanismos de neurotoxicidad dependientes del sistema del 

complemento (Lian et al., 2016; Hansen et al., 2018). Por una parte, en el contexto 

patológico de la EA, los astrocitos pueden secretar factores del complemento que 

interaccionan con receptores microgliales, activando la fagocitosis de sinapsis 

(Presumey et al., 2017) y alterando la capacidad fagocítica de Aβ (Lian et al., 2016). 

Además, las señales secretadas por la microglía activa pueden modificar el fenotipo 

astroglial hacia un estado neurotóxico capaz de liberar factores del complemento 

(Liddelow et al., 2017). Por tanto, la activación microglial asociada a la EA 

contribuiría a la activación de la cascada del complemento en los astrocitos, que 

altera, a su vez, la función y fagocitosis microglial. 

 Resulta esencial continuar profundizando en la relación microglía-astrocito 

en el contexto de la patología de Alzheimer. Para ello, proponemos realizar estudios 

in vitro adicionales que nos permitan identificar los fenotipos astrocitarios con mayor 

toxicidad/protección neuronal y su posible vinculación con la microglía. Los cultivos 

primarios de astrocitos presentan un 10% de células microgliales, proporción similar 

a la observada in vivo (0.5 - 16.6% de células microgliales) (Mittelbronn et al., 2001). 

Hemos constatado que tres días de tratamiento con 100 µg/ml de liposomas de 

clodronato (Opperman et al., 2019) eliminan prácticamente toda la microglía (99,8%) 

del cultivo mixto sin afectar a los astrocitos (datos no mostrados). Por tanto, con este 

abordaje podemos comparar la capacidad metabólica y neuroprotectora de los 

astrocitos en presencia y ausencia de microglía. Además, podremos evaluar 

directamente el papel de la microglía sobre los astrocitos utilizando medios 

condicionados por microglía primaria, así como profundizar en el estudio del fenotipo 

de estos astrocitos mediante RNA-seq. Este estudio se podría complementar con el 

análisis metabolómico de los medios condicionados y/o de las células en cultivo. 

Actualmente también estamos caracterizando en el laboratorio un modelo de 

depleción de la microglía Csf1rflox/flox x Cx3cr1cre con patología amiloide (con mutación 

adicional APP) o neurofibrilar (con mutación TAU), que también podríamos emplear 

para el estudio in vivo de los astrocitos en ausencia de interacción con la microglía. 
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2.4. Conclusión: papel dual de los astrocitos en la EA 

 Podemos concluir que los astrocitos en la enfermedad de Alzheimer presentan 

un fenotipo disfuncional, con un perfil transcripcional reactivo e hipometabólico, 

reforzando así la hipótesis de que la disfunción astroglial podría estar implicada en 

la progresión de la EA (Lian et al. 2015; Masgrau et al., 2017; Acosta et al., 2017; 

McAvoy y Kawamata, 2019). La disfuncionalidad astroglial propuesta en este 

proyecto parece mediar las deficiencias sinápticas y la neurodegeneración asociadas 

a la EA, que son consecuencias de una menor protección astroglial y una activación 

de la respuesta del complemento. Las formas solubles de Aβ y/o Tau son factores que 

participan en el desarrollo de este fenotipo disfuncional de los astrocitos, que además 

es compatible con un proceso de senescencia celular (fenotipo SASP) y/o resistencia 

a la insulina. Dichos astrocitos también originan una respuesta proinflamatoria que 

contribuye a la deficiencia energética y a la neurodegeneración (Heneka et al., 2015, 

Zulfiqar et al., 2019). Cabe destacar que en la EA no se produce degeneración 

astroglial, ya que el número de astrocitos es similar en cerebros sanos y de pacientes 

de Alzheimer (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018). Por otra parte, aunque nuestros 

datos transcriptómicos muestran la presencia de astrocitos reactivos y 

disfuncionales en el cerebro de pacientes de Alzheimer, no podemos concluir si ambos 

perfiles corresponden o no a la misma célula. Para profundizar en esta cuestión, será 

de gran utilidad la metodología de inmunihostoquímica fluorescente múltiple, 

técnica puesta a punto en el desarrollo en este proyecto. También habría que 

contemplar la interacción astrocitos-microglía, ya que, de manera general, la función 

cerebral global resulta de la actividad coordinada de las redes microglía-astroglía 

(Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Hansen et al. 2018) y astrocitos-neuronas 

(Covelo y Araque, 2018).  

 Los resultados de este proyecto de Tesis doctoral nos han permitido 

identificar, aunque sea parcialmente, la firma molecular de los astrocitos en la 

patología de la EA. Estos datos son de gran utilidad para desarrollar estrategias que 

permitan predecir o detectar el progreso de la EA, así como la identificación de 

nuevas dianas terapéuticas. En este sentido, nuestros resultados, aunque 

preliminares, podrían sugerir que los astrocitos son capaces de recuperar su fenotipo 

una vez eliminado el estímulo (S1 de APP o de TAU), siendo, por tanto, una potencial 

diana terapéutica. Sería interesante ensayar activadores metabólicos para paliar las 

deficiencias astrogliales en el soporte neuronal. Considerando, además, que la 

disfuncionalidad astroglial puede derivar en senescencia celular (o la adquisición de 

un fenotipo SASP), también planteamos la utilización de senolíticos como posible 

aproximación terapéutica para ralentizar el desarrollo de la EA (Baker y Petersen, 

2018). En conjunto, la información obtenida de este proyecto es una herramienta 

traslacional muy valiosa para evaluar potenciales estrategias diagnósticas y 

terapéuticas dirigidas hacia una modulación astroglial. 
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3. RESPUESTA MICROGLIAL EN LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER 

 La microglía es la principal célula inmune del cerebro (Fani Maleki y Rivest, 

2019; Geirsdottir et al., 2019; Greenhalgh et al., 2020), por lo que tiene un papel 

esencial en la respuesta neuroinflamatoria. Son células muy dinámicas que, en 

condiciones homeostáticas, evalúan constantemente el parénquima cerebral y 

migran a zonas dañadas fagocitando virus, bacterias y restos neuronales 

(Nimmerjahn et al., 2005; Fuhrmann et al., 2010). La identificación en genes 

microgliales de polimorfismos asociados al Alzheimer esporádico, como TREM2 o 

CD33 (Srinivasan et al. 2016; Hansen et al. 2018; Kunkle et al, 2019), avalan un 

papel predominante, aún por definir, de estas células en la patogénesis de la EA.  

 Clásicamente la microglía activa se ha asociado en la EA a la producción de 

factores inflamatorios y neurotóxicos (Heneka et al., 2015), que podrían contribuir al 

daño neuronal y al deterioro cognitivo (Holmes et al., 2009; Navarro et al., 2018). 

Esta idea deriva de estudios en modelos transgénicos productores de Aβ, algunos 

caracterizados en nuestro laboratorio (Jimenez et al., 2008; Moreno-Gonzalez et al., 

2009; Baglietto-Vargas et al., 2017; Gutierrez y Vitorica, 2018), en los que se produce 

una fuerte activación microglial (Heneka et al., 2015) mediada principalmente por 

oligómeros solubles de Aβ. Sin embargo, nuestros resultados en el hipocampo de 

pacientes de Alzheimer muestran una respuesta microglial leve y tardía (este 

trabajo; Navarro et al., 2018), así como una fuerte degeneración microglial, 

promovida posiblemente por formas solubles de Tau hiperfosforilada (Sanchez-

Mejias et al., 2016). De forma similar, en el modelo de patología Tau ThyTau22, no 

se produce activación microglial (Romero-Molina et al., 2018), mientras que sus 

fracciones solubles con alto contenido de Tau hiperfosforilado, producen muerte 

microglial en cultivo (Sanchez-Mejias et al., 2016). Estos resultados ponen de 

manifiesto las importantes diferencias entre modelos animales y pacientes de 

Alzheimer (Navarro et al., 2018) y nos llevan a hipotetizar que la patología Tau, 

patente en el hipocampo desde estadios tempranos de la EA, podría mediar la 

reducción del dominio microglial y, por tanto, de la protección inmunológica 

(Sanchez-Mejias et al., 2016; Streit et al., 2020), mientras que la patología Aβ podría 

ser la principal responsable de la respuesta neuroinflamatoria.  

 Para profundizar en esta hipótesis, en el presente proyecto hemos 

caracterizado la respuesta microglial en muestras de corteza frontal con la 

progresión de la EA. Esta región se caracteriza por una acumulación amiloide 

temprana y severa en comparación con el hipocampo, que presenta una importante 

patología neurofibrilar y ha sido caracterizado previamente por nuestro grupo 

(Navarro, 2015; Sanchez-Mejias et al., 2016).  Nuestros resultados reflejan que en la 

corteza frontal se produce una activación microglial, pero no observamos evidencias 

de degeneración, contrariamente a lo que ocurre en el hipocampo. Además, el cambio 

de fenotipo microglial podría estar mediado, al menos en parte, por la patología Aβ. 

Tal y como hemos mencionado previamente, resultados previos de nuestro 

grupo, demuestran una importante degeneración microglial específica del giro 
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dentado (Sanchez-Mejias et al., 2016). Por otra parte, en el resto del hipocampo y en 

la corteza temporal de pacientes de Alzheimer el número de células microgliales 

se mantiene (Serrano-Pozo et al., 2013a; Sanchez-Mejias et al., 2016), sugiriendo que 

la degeneración podría ser específica de ciertas regiones cerebrales. De hecho, 

nuestros resultados transcriptómicos en corteza frontal, aunque deben validarse por 

técnicas inmunohistoquímicas, podrían reflejar que en esta región el número total 

de células microgliales permanece inalterado con la progresión de la EA. Ya que las 

formas solubles de Tau hiperfosforilada parecen ser las responsables de la toxicidad 

microglial (Streit et al., 2009; Sanchez-Mejias et al., 2016), podemos hipotetizar que 

la supervivencia de estas células en la corteza frontal se debe a una acumulación 

menor o, al menos, más tardía de estas formas fosforiladas.  

En modelos de EA, la activación microglial conlleva la disminución de 

genes homeostáticos y la inducción del programa génico denominado DAM (Keren-

Shaul et al., 2017), en el que se incluyen genes asociados con el riesgo de desarrollar 

EA, así como rutas de activación de endocitosis, fagocitosis, respuesta inmune, 

diferenciación y división celular. En consonancia con los modelos, nuestros 

resultados reflejan que en la corteza frontal de pacientes de Alzheimer se produce 

una activación microglial junto a una disminución en la microglía homeostática. Esta 

microglía activa podría presentar un papel protector, participando en el 

aclaramiento de Aβ (Ries y Sastre, 2016), pero también proinflamatorio, 

contribuyendo a la progresión de la patología (Heneka et al., 2015). Aunque existen 

contradicciones respecto al comportamiento de varios de los genes analizados en este 

trabajo (Masliah et al., 1991a; Colton et al., 2006; Hopperton et al., 2018), nuestros 

resultados muestran un aumento general en la expresión de los genes asociados a 

activación microglial en la corteza frontal, pero no en el hipocampo de pacientes de 

Alzheimer. Entre ellos, cabe descatar al receptor de superficie TREM2, implicado en 

activación, fagocitosis, supervivencia y proliferación microglial (Hickman y El 

Khoury, 2014; Ulland et al., 2017). Mutaciones en este receptor implican un mal 

funcionamiento de la respuesta microglial (Wang et al., 2015; Yuan et al., 2016) y se 

asocian a un mayor riesgo de desarrollar EA (Korvatska et al., 2015). Por tanto, la 

ausencia de activación de TREM2 en el hipocampo, consecuencia de una deficiencia 

microglial, podría reflejar la contribución de estas células en el desarrollo de la EA. 

 Por otra parte, CLEC7A no se altera en la corteza frontal de pacientes, a 

pesar de ser uno de los genes que más se induce en la microglía activa de modelos de 

EA (Keren-Shaul et al., 2017; Krasemann et al., 2017). En este sentido, los análisis 

de RNA-seq de células microgliales de corteza frontal de pacientes de EA, definen 

una microglia HAM (del inglés, human Alzheimer’s microglia) con perfiles distintos 

de la microglia DAM descrita en modelos animales de EA y en humanos con otras 

enfermedades neurológicas, como la esclerosis múltiple (Srinivasan et al., 2020). Es 

pues posible que, aunque Clec7a sea importante en la activación microglial en 

modelos animales, su expresión no se modifique en la microglía activa de pacientes 

de EA. Este resultado pone de manifiesto, una vez más, la necesidad de trabajar con 

muestras humanas de EA para caracterizar de manera precisa el fenotipo y papel de 

la respuesta microglial en esta patología.  
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A pesar del diferente comportamiento de los genes implicados en la activación 

microglial, la expresión de genes homeostáticos disminuye en corteza frontal (este 

trabajo) e hipocampo de pacientes de Alzheimer (este trabajo, Navarro et al., 2018), 

así como en modelos animales de la enfermedad (Keren-Shaul et al., 2017; Zhou et 

al., 2020), lo que podría implicar una pérdida de funciones homeostáticas 

microgliales necesarias para el correcto funcionamiento del SNC. En este trabajo 

sólo hemos analizado dos marcadores homeostáticos en muestras humanas, y hemos 

obtenido resultados contradictorios con otros autores (Srinivasan et al., 2020; Zhou 

et al., 2020). Sin embargo, existe una buena correlación entre ellos (datos no 

mostrados), lo que nos sugiere que son buenos representantes de la población de 

microglía homeostática.  

En consonancia con nuestra hipótesis, nuestros resultados muestran que la 

patología amiloide tiene tendencia a inducir activación microglial, y correlaciona 

de forma significativa con la disminución de genes microgliales homeostáticos en 

corteza frontal, pero no en hipocampo. Considerando el diferente patrón en la 

distribución de las patologías amiloide y neurofibrilar, estos datos reflejarían que Aβ 

parece mediar, al menos en parte, la activación microglial en la corteza frontal de 

pacientes de EA, mientras que, en el hipocampo, las formas de Tau podrían dar lugar 

a un efecto tóxico (Sanchez-Mejias et al., 2016) limitándo la activación microglial. De 

hecho, diversos autores consideran que la neuroinflamación se produce en respuesta 

a la patología amiloide (Heneka et al., 2015; Manocha et al., 2016; Gutierrez y 

Vitorica, 2018; Sierksma et al., 2020), al menos en estadios iniciales de la EA (Ismail 

et al., 2020).   

 Sin embargo, y en contradicción con esta hipótesis, los individuos Braak III-

IV, a pesar de la importante acumulación de Aβ en corteza frontal, no presentan 

activación microglial ni disminución en la expresión de marcadores homeostáticos, 

lo que nos hace plantear que las diferentes respuestas microgliales entre hipocampo 

y corteza frontal también podrían deberse a la propia heterogeneidad microglial 

existente entre diferentes regiones cerebrales (Grabert et al., 2016; Böttcher et al., 

2019). Sin embargo, una vez más debemos considerar las limitaciones de nuestra 

metodología (ver Discusión, Apartado 1). Como hemos explicado previamente, los 

niveles de Aβ se han cuantificado en condiciones capaces de desagregar las placas 

amiloides extracelulares (Jimenez et al., 2014), lo que hace probable que gran parte 

del monómero provenga de las mismas. Puesto que los oligómeros de Aβ parecen ser 

los principales responsables de la activación microglial (Jimenez et al., 2008; 

Heurtaux et al., 2010), esta aproximación metodológica puede no ser la más 

adecuada. En este sentido, postulamos que en la corteza frontal de individuos Braak 

III-IV la mayor parte del Aβ podría encontrarse formando placas seniles, que 

podríamos considerar protectoras al disminuir la cantidad de oligómeros solubles 

libres en el parénquima cortical, produciendo, por tanto, una menor activación glial.  

 Además, los diferentes tipos de placas existentes en cada región cerebral 

podrían producir diferentes respuestas microgliales. Aunque en el cerebro de 

modelos amiloideos el tipo de placas es homogéneo, en los pacientes de EA se han 

descrito diversos tipos morfológicos, cuya distribución depende de la región cerebral 
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(DeTure y Dickson, 2019). Incluso encontramos diferencias dentro de una misma 

estructura, como el hipocampo (Sanchez-Mejias, 2015). Así pues, en la región CA1 

existen principalmente placas de tipo clásico, con forma redondeada y un núcleo 

fibrilar compacto rodeado de un halo periférico oligomérico difuso, con neuritas 

distróficas entre el núcleo fibrilar y el halo, mientras que, en el giro dentado, 

encontramos preferentemente placas de tipo fibrilar, con forma estrellada, un núcleo 

que ocupa casi la totalidad de la placa y un pequeño halo oligomérico periférico 

rodeado por gran cantidad de neuritas distróficas. Estas diferencias podrían implicar 

distintos niveles de oligómeros solubles de Aβ y, por tanto, distinta toxicidad 

neuronal (Knowles et al., 1999) y activación microglial. En este sentido, se ha 

descrito que los pacientes de EA poseen mayor proporción de placas fibrilares y 

clásicas y niveles más elevados de oligómeros de Aβ que los individuos con niveles 

similares de placas totales, pero sin síntomas de demencia (Perez-Nievas et al., 2013; 

Esparza et al., 2013). Por tanto, las diferentes respuestas microgliales podrían ser 

consecuencia de las formas o agregados de Aβ existentes en cada región cerebral, 

además de las diferencias en el tiempo o nivel de acumulación de estas formas 

patológicas. 

Ya que los genes de susceptibilidad a la EA se inducen con la edad (principal 

factor de riesgo del Alzheimer esporádico) y median un fenotipo microglial asociado 

al envejecimiento (Galatro et al., 2017; Olah et al., 2018), es necesario diferenciar si 

el fenotipo microglial descrito en los enfermos de Alzheimer es consecuencia de la 

patología per se y/o está determinado por la edad del paciente. En este proyecto no 

hemos observado diferencias en los perfiles de genes microgliales entre los individuos 

cognitivamente sanos Braak 0, más jóvenes, y Braak II, con edades similares a la de 

los enfermos de Alzheimer, por lo que podemos considerar que las alteraciones 

microgliales descritas son consecuencia de la patología per se y no del envejecimiento 

fisiológico. 

Considerando que APOE se produce principalmente en células gliales, cabría 

esperar buena correlación entre el alelo ε4 y la activación microglial. ε4 se asocia a 

una respuesta inflamatoria microglial (Zhu et al., 2012; Friedberg et al., 2020) y a 

una menor eficiencia en el aclaramiento de Aβ (Jiang et al., 2008). De hecho, los 

pacientes de EA con al menos un alelo ε4 poseen mayores niveles de Aβ. Además, la 

interacción APOE-TREM2 media el cambio de microglía homeostática a activa 

(Krasemann et al., 2017). Sin embargo, nuestros datos no encuentran asociación 

entre el genotipo APOE y la expresión de genes de microglía, ni activa ni 

homeostática. Aunque es posible que nuestros resultados se deban al número 

limitado de muestras usadas asociado a la elevada variabilidad interindividual de 

las muestras humanas, Serrano-Pozo et al. (2013b) proponen que el genotipo APOE 

no afecta a la respuesta microglial a placas, en consonancia con nuestros datos. Olah 

et al. (2018) puntualizan al respecto que el genotipo ε2 disminuye la expresión de 

genes de susceptibilidad a la EA en la microglía envejecida, mientras que APOE ε4 

no produce ningún efecto. Desafortunadamente, en nuestro estudio no hemos 

contado con un número suficiente de individuos ε2 para estudiar su efecto sobre la 

función microglial.  
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Para resolver algunas de las limitaciones mencionadas, proponemos realizar 

estudios complementarios. Por una parte, sería interesante profundizar en la 

caracterización de los múltiples fenotipos microgliales en la EA (Friedman et al., 

2018; Sankowski et al., 2019), ya que probablemente los fenotipos homeostáticos y 

DAM solo sean una simplificación de la enorme heterogeneidad funcional existente. 

Por ello, pretendemos analizar un mayor número de genes asociados a los diferentes 

estados microgliales. Hasta la fecha, la mayor parte de la información disponible 

procedía de modelos animales. Sin embargo, muy recientemente se han realizado 

estudios transcriptómicos a nivel de célula única en microglía humana (Zhou et al., 

2020; Srinivasan et al., 2020) que, aunque presentan importantes limitaciones para 

el estudio de la activación microglial (Thrupp et al., 2020), pueden ser útiles para 

definir marcadores específicos de los distintos fenotipos microgliales existentes en 

pacientes de EA. Además, actualmente continuamos caracterizando las diferentes 

formas fosforiladas y agregadas de Tau, con el fin de estudiar posibles asociaciones 

con otros aspectos de la patología. Nuestros resultados deben ser avalados por 

análisis más potentes de relación, así como por ensayos inmunohistoquímicos que 

permitan asociar la patología amiloidea y neurofibrilar a las diferentes 

subpoblaciones microgliales. En este sentido, la técnica de inmunohistoquímica 

fluorescente múltiple desarrollada en este trabajo será de gran utilidad. Por último, 

cabe destacar que en la neuroinflamación también juegan un papel esencial los 

astrocitos (Heneka et al., 2015). Por ello, tal y como se ha comentado previamente, 

el estudio de la interacción microglia-astrocitos resulta crucial en el contexto de la 

enfermedad de Alzheimer.  

 En conclusión, en este trabajo demostramos que en la EA se produce 

heterogeneidad regional en la respuesta microglial. Mientras que en el hipocampo 

de pacientes de EA se produce una respuesta microglial parcial o atenuada (este 

trabajo, Sanchez-Mejias et al., 2016), en la corteza frontal nuestros resultados 

reflejan un aumento en la activación microglial y, en consecuencia, una disminución 

en la microglía homeostática, efecto que parece estar mediado, al menos en parte, 

por la importante patología amiloide desarrollada en esta región. Como consecuencia 

podrían perderse funciones protectoras microgliales a cambio de una ganancia de 

efecto tóxico (Sarlus y Heneka, 2017; Hansen et al., 2018). Además de esta 

heterogeneidad regional, también existen importantes diferencias en la respuesta 

microglial de pacientes y modelos de EA. Por tanto, para dilucidar los estados 

funcionales reales de la microglia con el progreso de la patología de Alzheimer, 

resulta fundamental un estudio amplio y detallado con un mayor número de 

muestras humanas. Únicamente entendiendo las funciones de estas células 

mieloides, podremos aprender a modular su actividad y desarrollar nuevas 

estrategias terapéuticas que frenen la progresión patológica del Alzheimer.  
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4. INFILTRACIÓN DE CÉLULAS INMUNES EN EL 

PARÉNQUIMA CEREBRAL DE PACIENTES DE 

ALZHEIMER 

 En condiciones fisiológicas, las barreras físicas que forman la interfaz entre 

el SNC y la inmunidad periférica restringen y regulan la entrada de células inmunes 

periféricas al SNC (Engelhardt et al., 2017; Kierdorf et al., 2019). Sin embargo, los 

procesos neuroinflamatorios se asocian frecuentemente con la alteración de la BHE 

y la infiltración de células inmunes periféricas (De Laere et al., 2018). Ejemplos 

típicos son la infiltración de linfocitos y de CDM en la esclerosis múltiple y la 

esclerosis lateral amiotrófica, que parecen desempeñar un papel importante en el 

desarrollo de estas patologías neurodegenerativas (Bogie et al., 2014; Zondler et al., 

2016; Engelhardt et al., 2017, Prinz y Priller, 2017; Sevenich, 2018). Sin embargo, 

en la EA no está claro si se produce infiltración de células periféricas (Hohsfield y 

Humpel, 2015; Prinz y Priller, 2017; Sweeney et al., 2018; Fani Maleki y Rivest, 

2019), debido principalmente a la dificultad para diferenciar estas células mieloides 

de la microglía (Bennett et al., 2016). Por ello, en el presente trabajo, hemos realizado 

distintos abordajes experimentales con el fin de aclarar si se produce o no infiltración 

de células inmunes periféricas en el parénquima cerebral de modelos animales de la 

enfermedad y de pacientes de Alzheimer. Nuestros datos revelan que en el SNC de 

los pacientes de EA se produce infiltración de CDM, mientras que, en los modelos 

animales, dicha entrada es muy limitada. 

 En el presente proyecto hemos sido capaces de aislar y validar de manera 

específica las poblaciones de microglía (CD11b+/CD45medium/Ly6c-

/Trem2+/Cx3cr1+/Ccr2-/CD3-), CDM (CD11b+/CD45hi/Ly6c+/Trem2-/Cx3cr1-

/Ccr2+/CD3-) y linfocitos (CD11b-/CD45hi/Ly6c+/Trem2-/Cx3cr1-/Ccr2+/CD3+) en 

corteza e hipocampo de ratones WT, APP y TAU. Nuestros datos indican que se 

produce una infiltración limitada de CDM en el modelo APP y prácticamente nula 

en el modelo de patología TAU. Estos resultados coinciden con publicaciones 

recientes, que, empleando diferentes aproximaciones experimentales, demuestran 

que no se produce infiltración de células mieloides periféricas en el SNC de modelos 

de EA (Wang et al., 2016; Shukla et al., 2019; Reed-Geaghan et al., 2020). En 

contraposición a estos resultados, estudios anteriores describen que existe 

infiltración de CDM en modelos con patología Aβ, a las que asignan importantes 

funciones en la restricción de la formación de placas (Malm et al., 2005; Simard et 

al., 2006). Hay que tener en cuenta que en dichos estudios se aplica radiación al 

animal, lo que puede producir alteración de la BHE e inflamación, facilitando la 

entrada de células externas al SNC. También se ha demostrado que las CDM pueden 

reemplazar a la microglía cuando la capacidad de ésta para repoblar el nicho se ve 

comprometida, sin necesidad de irradiación, inflamación o alteración de la BHE 

(Cronk et al., 2018; Lund et al., 2018; Plemel et al., 2020; Hohsfield et al., 2020). Por 

tanto, las patologías Aβ y Tau no serían suficientes para producir infiltración de 

CDM en ausencia de otros factores, como afectación del nicho microglial y/o de la 

BHE.  
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 Por otra parte, con el envejecimiento del animal, observamos infiltración de 

linfocitos T CD3+ en ambos modelos, APP y TAU. En consonancia con estos 

resultados, nuestro grupo ha demostrado hace años la presencia de estas células en 

el hipocampo de ratones PS1xAPP751sl de 18 meses (Jiménez et al., 2008). Además, 

otros autores también describen infiltración de linfocitos en modelos de patología Aβ 

y Tau (Ferretti et al., 2016; Laurent et al., 2017; Mrdjen et al., 2018; Unger et al., 

2018), e incluso en animales WT envejecidos (Mrdjen et al., 2018). Sin embargo, 

existen discrepancias importantes en la función de estos linfocitos infiltrados. 

Algunos autores sugieren que los linfocitos Treg podrían ser beneficiosos, 

disminuyendo la progresión de la enfermedad y modulando la respuesta microglial 

a la deposición de Aβ (Dansokho et al., 2016; Marsh et al., 2016). Sin embargo, otras 

evidencias apuntan a que los linfocitos Treg y Tc podrían exacerbar la patología, ya 

que su depleción revierte el declive cognitivo (Baruch et al., 2015; Laurent et al., 

2017). Considerando que en los pacientes de EA también parece existir infiltración 

de linfocitos CD3+ (este trabajo, Navarro, 2015; Zenaro et al., 2017; Merlini et al., 

2018), sería interesante caracterizar con mayor detalle la población o poblaciones de 

linfocitos T presentes en el parénquima de modelos animales con patología amiloidea 

y neurofibrilar, así como de pacientes de EA, con el fin de dilucidar su papel en la 

patología. 

 En el trabajo actual nos hemos encontrado con importantes limitaciones para 

distinguir de forma precisa las células residentes de las infiltradas en el parénquima 

cerebral de pacientes de Alzheimer. Como se ha indicado previamente, las 

mayores dificultades surgen debido a la expresión de los mismos marcadores por 

diversos tipos de células mieloides (Bennett et al., 2016), así como por la expresión 

de marcadores distintos para un mismo tipo celular en humanos y en modelos, siendo 

en estos últimos donde se han realizado la mayoría de los estudios hasta la fecha 

(Ludewig et al., 2016; Teh et al., 2019). Además, cuando las CDM se infiltran en el 

parénquima cerebral, aunque mantienen su identidad transcripcional y funcional 

(Cronk et al., 2018; Shemer et al., 2018), podrían modificar su fenotipo al exponerse 

al ambiente del SNC y asemejarse aún más a la microglía (Lund et al., 2018; Bennett 

et al., 2018; Kierdorf et al., 2019; Greenhalgh et al., 2020). El uso de tejido humano 

congelado nos imposibilita realizar análisis a nivel de células individuales, que sí 

hemos podido realizar con los modelos animales. Aunque esta limitación podría ser 

superada mediante el empleo de técnicas novedosas, como el aislamiento de células 

individuales en tejido congelado para una posterior secuenciación de ARN 

(Srinivasan et al., 2020), o la transcriptómica de núcleo individual (Mathys et al., 

2019; Zhou et al., 2020), estas técnicas también pueden presentar problemas 

asociados a una baja integridad del ARN o a una disminución del número de células 

y transcritos recuperados (Bakken et al., 2018; Slyper et al., 2020), respectivamente. 

De hecho, recientente se ha publicado que la secuenciación de núcleo individual no 

es apropiada para detectar la activación microglial en muestras humanas (Thrupp 

et al., 2020). Otro factor a considerar es que en las muestras humanas hay 

contaminación de células sanguíneas, debido a la imposibilidad de perfundir el tejido 

humano, lo que hace indispensable un estudio inmunohistoquímico que confirme la 

localización exacta de las células periféricas (en el interior del parénquima cerebral 
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o de los vasos sanguíneos). Todo ello, sumado a las limitaciones propias del uso de 

muestras humanas mencionadas previamente, ha dificultado, hasta la fecha, la 

identificación y clasificación de las diferentes poblaciones mieloides en los pacientes 

de Alzheimer.  

 Sin embargo, y a pesar de las limitaciones señaladas, en este trabajo hemos 

agrupado de forma no supervisada múltiples genes de células inmunes en base 

a su expresión en individuos controles y en pacientes de diferentes estadios de la EA. 

Apoyándonos en bibliografía previa, asociamos estos grupos de genes a microglía 

homeostática, microglía activa o DAM y monocitos o CDM (Hickman et al., 2013; 

Kamphuis et al., 2016; Keren-Shaul et al., 2017; Mathys et al., 2017; Navarro et al., 

2018; Hansen et al., 2018; Rustenhoven et al., 2018; Hopperton et al., 2018; 

Friedman et al., 2018; Böttcher et al., 2019; Van Hove et al., 2019; Hemonnot et al., 

2019; Zhou et al., 2020). Aunque el análisis de clúster es una herramienta muy útil 

para agrupar datos, hay que considerar que la propia naturaleza del algoritmo de 

clustering jerárquico conlleva la asignación obligatoria de cada observación a un 

grupo, por lo que, si existe en la muestra algún outlier, el algoritmo lo asignará a un 

grupo concreto, a pesar de que realmente no pertenezca a ninguno, lo que provoca 

una distorsión del clúster en cuestión. Además, si se realiza una mala división en los 

pasos iniciales, no se puede corregir en los pasos siguientes. Todo ello hace que, 

algunos genes puedan agruparse de forma errónea, como TMEM119, clasificado en 

el clúster de microglía DAM, a pesar de que se relaciona clásicamente con microglía 

homeostática (Keren-Shaul et al., 2017; Navarro et al., 2018; Zhou et al., 2020), 

motivo por el que lo excluimos del clúster en análisis posteriores. Dicha asociación 

seguramente sea debida a que la expresión de los genes homeostáticos CX3CR1 y 

P2RY12 disminuye de forma patente con la activación microglial, mientras que la de 

TMEM119 no se modifica con la patología. Estos resultados se han obtenido en 

nuestro laboratorio de forma consistente, tanto en el hipocampo como en la corteza 

frontal de pacientes de EA. Sin embargo, pueden parecer controvertidos debido a la 

disminución en la expresión de TMEM119 en la microglía activa procedente de 

modelos animales (Keren-Shaul et al., 2017) y al aumento descrito por algunos 

autores en pacientes de EA (Zhou et al., 2020). Respecto a IBA1, aunque su expresión 

puede aumentar con la activación, suele considerarse un marcador de toda la 

población microglial (Hendrickx et al., 2017; Hopperton et al., 2018). Por ello, 

también se ha excluido del gene set score de microglía DAM.  

 Tal y como habíamos descrito previamente (Sanchez-Mejias et al., 2016; 

Navarro et al., 2018), en el hipocampo de pacientes de Alzheimer se produce una 

activación microglial muy limitada o ausente, acompañada de una importante 

disminución en la expresión de genes relacionados con la microglía homeostática. 

Además, nuestros resultados proporcionan por primera vez, evidencias de 

infiltración de CDM en la EA. Para caracterizar esta población, tras realizar un 

exhaustivo estudio bibliográfico, seleccionamos marcadores específicos de las 

mismas (respecto a microglía) en base a análisis de célula única (Villani et al., 2017; 

Van Hove et al., 2019; Böttcher et al., 2019; Grubman et al., 2019) y a patologías 

donde se produce infiltración de CDM en el SNC, como gliomas, esclerosis múltiple 

o neuroinflamación producida por virus (Zhang et al., 2011b; Venteicher et al., 2017; 
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Müller et al., 2017a; DePaula-Silva et al., 2019; Haage et al., 2020). Además, en este 

trabajo empleamos y proponemos a CD163 como marcador específico de CDM y 

macrófagos asociados al SNC, ausente en microglía. Nuestros datos, obtenidos en 

colaboración con la Dra. Antonia Gutiérrez, muestran una población CD163+ en el 

parénquima cerebral de enfermos de EA ausente en controles. Este hecho ya había 

sido observado por otros autores, aunque se había relacionado con la activación 

microglial o con macrófagos asociados al SNC (Pey et al., 2014; Nguyen et al., 2020).  

 Nuestros resultados muestran una distribución heterogénea de células 

CD163+ en el parénquima hipocampal de pacientes de Alzheimer, diferente a la 

microglial (IBA1+), que es mucho más homogénea. Observamos CDM 

principalmente en zonas cercanas a vasos sanguíneos y asociadas a placas amiloides. 

También encontramos células microgliales, asociadas o no a placas, sin expresión de 

CD163, lo que indica que existe microglía homeostática y activa que es negativa para 

este marcador. Aunque, debido a la gran heterogeneidad microglial, es difícil 

descartar que las células CD163+ corrrespondan a diferentes fenotipos microgliales 

(Stratoulias et al., 2019; Masuda et al., 2020), en conjunto, nuestros resultados 

apoyan la hipótesis de que las células CD163+ son CDM procedentes de la periferia. 

 CD163, además de expresarse en monocitos y CDM, es un marcador típico de 

macrófagos asociados al SNC (Borda et al., 2008; Thériault et al., 2015; Faraco 

et al., 2017; Kierdorf et al., 2019; Jordão et al., 2019). Nuestros resultados revelan 

que, en controles y en la mayoría de los individuos Braak II, la localización de CD163 

queda prácticamente restringida al espacio perivascular, en consonancia con 

Swanson et al. (2020). Estas células presentan una morfología alargada y 

relativamente simple, en comparación con la microglía del parénquima, altamente 

ramificada, lo que, sumado a su disposición en vasos, nos permite identificarlas como 

macrófagos perivasculares (Zeisel et al., 2015; Goldmann et al., 2016). Al analizar 

las células infiltradas en el parénquima de pacientes de EA comprobamos que son 

negativas para MRC1, marcador específico de macrófagos asociados al SNC no 

expresado por monocitos ni microglía (Galea et al., 2005; Holder et al., 2014; 

Goldmann et al., 2016; Mrdjen et al., 2018), hecho que apoya el origen monocítico de 

la infiltración periférica. Se ha demostrado en modelos animales que los macrófagos 

asociados al SNC pueden regular negativamente MRC1 (Jordão et al., 2019) en 

respuesta a la neuroinflamación, por lo que sería interesante estudiar otros 

marcadores como integrina α5 (CD49e) o CD44 expresados por células inmunes 

periféricas, pero no por macrófagos asociados al SNC (Ajami et al., 2018; Mrdjen et 

al., 2018; Jordão et al., 2019). Otro marcador específico de células infiltradas descrito 

en modelos es CD11a (Shukla et al., 2019), aunque nuestros resultados no muestran 

correlación con el gene set score de CDM (datos no mostrados). Hay que tener en 

cuenta que estos estudios se han realizado en modelos animales, que podrían tener 

importantes discrepancias con los marcadores en humanos. A pesar de la limitación 

en el número de marcadores estudiados, en consonancia con nuestros resultados, no 

se ha descrito por otros autores ni activación ni alteración en el número de los 

macrófagos perivasculares en el cerebro de pacientes con EA en comparación con 

controles sanos (revisado en Kierdorf et al., 2019). 
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 En base a los estudios con modelos animales, las patologías Aβ y Tau no 

parecen suficientes por sí mismas para producir la entrada de CDM en el SNC. De 

hecho, nuestros datos no muestran correlación entre los niveles de estas proteínas y 

el gene set score de CDM en el hipocampo de pacientes de Alzheimer. En modelos de 

depleción microglial con patología amiloide y Tau si existen CDM infiltradas, pero 

no se modifica la carga de Aβ ni los niveles de Tau total y fosforilado, respectivamente 

(Varvel et al., 2015; Prokop et al., 2015; Zhu et al., 2020). Sin embargo, nuestros 

resultados en pacientes de EA muestran que los individuos con infiltración de CDM 

poseen mayor carga de Aβ y Tau total, aunque no de formas fosforiladas. Además, 

muchas de las células CD163+ se encuentran asociadas a placas amiloides. Por lo 

que, considerando las limitaciones asociadas a nuestra metodología, estos datos 

sugieren una posible relación con la patología Aβ, aunque sería necesario realizar un 

estudio más detallado de la patología amiloide (cuantificando el área y número de 

placas) en presencia y ausencia de infiltración para obtener conclusiones mas 

certeras al respecto.  

  Las células inmunes periféricas podrían acceder al SNC como consecuencia 

de la alteración o aumento de permeabilidad de la BHE, un rasgo característico 

del envejecimiento, que se acelera con la EA (Farrall y Wardlaw, 2009; Johanson et 

al., 2018). Nuestros datos muestran que en torno al 80% de los individuos con algún 

tipo de patología vascular descrita presentan infiltración periférica, lo que no ocurre 

en individuos sin alteraciones vasculares. De hecho, las células CD163+ del 

parénquima tienden a localizarse próximas a daños de la BHE (Pey et al., 2014). 

Además, las alteraciones en la permeabilidad están relacionadas significativamente 

con el aumento de CCL2 en suero (Ott et al., 2018). 

 En general, para poder reclutar células inmunes periféricas, las células 

residentes del SNC (astrocitos, microglía, células endoteliales y otras), secretan 

citoquinas y otras moléculas quimioatrayentes (Liu et al., 2014; De Laere et al., 

2018). Las quimioquinas, aunque presentan múltiples funciones, son conocidas 

principalmente por su capacidad para activar, atraer y estimular la migración de 

leucocitos mediante un proceso llamado quimiotaxis. Para que los leucocitos puedan 

responder a estas quimioquinas deben expresar un receptor complementario 

(Hughes y Nibbs, 2018). Nuestros datos revelan que, en el hipocampo de pacientes 

de Alzheimer, la microglía, astrocitos u otras células residentes podrían estar 

liberando quimioquinas, como CCL2 y CCL4, con el fin de generar una respuesta por 

células CCR2+, expresado altamente y de manera constitutiva en CDM (Zenaro et 

al., 2017) y linfocitos (Bakos et al., 2017). Estudios previos han demostrado un 

aumento en la expresión de CCL2 en el SNC de pacientes de Alzheimer (Ishizuka et 

al., 1997; Sokolova et al., 2009; Zenaro et al., 2017; Joly-Amado et al., 2020). De 

hecho, los niveles de CCL2 en LCR y plasma parecen correlacionar con una mayor 

severidad y declive cognitivo en la EA (Westin et al., 2012; Lee et al., 2018; Kimura 

et al., 2018), por lo que se ha propuesto como un marcador potencial de diagnóstico 

de la enfermedad (Olsson et al., 2016). En modelos quiméricos de EA se ha 

demostrado que el reclutamiento de CDM al parénquima es dependiente de CCR2 

(Mildner et al., 2011). Además, la expresión de CCL2 correlaciona con la infiltración 

de CDM (este trabajo). Sin embargo, nuestros resultados en pacientes de EA no 
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muestran cambios en la expresión de CCL3 y CCL5, ni de su receptor CCR5, a pesar 

de que otros autores han descrito subidas en estas dos quimioquinas en cerebros post 

mortem y vasos de pacientes de EA (Tripathy et al., 2010). Nuestros resultados 

podrían estar enmascarados por la posible expresión microglial de CCR5 (Hickman 

et al., 2013). Curiosamente, se ha descrito una disminución de CCL5 en sangre de 

pacientes de Alzheimer (Kester et al., 2011). Aunque el papel de CCL3, CCL5 y CCR5 

no está claro en la EA (Zuena et al., 2019), podrían participar en el reclutamiento de 

linfocitos T (Martin y Delarasse, 2018, Guedes et al., 2018). Tampoco parece 

alterarse la expresión de CCR1 con la patología, aunque se ha observado un aumento 

específico de este marcador en neuritas distróficas asociadas a placas de Aβ42 

(Halks-Miller et al., 2003). Es importante considerar que la actividad de las 

quimioquinas se afecta de forma importante por modificaciones postraduccionales 

(Hughes et al., 2018), no analizadas en este trabajo. En conclusión, nuestros 

resultados sugieren que CCL2 y CCL4 participarían en el reclutamiento de CDM y 

linfocitos al SNC de pacientes de Alzheimer, aunque aún sigue sin establecerse el 

mecanismo explícito del proceso por el que estas quimioquinas y sus receptores 

pueden afectar a otros aspectos de la patología como la deposición de Aβ, la 

hiperfosforilación de Tau, la respuesta inflamatoria y la degeneración neuronal 

(Domingues et al., 2017; Guedes et al., 2018; Martin y Delarasse, 2018). 

 Además, nuestros datos indican una correlación entre la reactividad 

astroglial, la respuesta del complemento y la infiltración de CDM. Aunque los 

astrocitos podrían dificultar la migración de células periféricas, esta capacidad 

parece perderse tras tiempos largos de exposición a Aβ (Spampinato et al., 2019). La 

activación astroglial, además de producir quimioquinas atrayentes, implica un 

cambio morfológico que afecta a los pies de los astrocitos y por tanto a la unidad 

neurovascular (Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018) y a la integridad de la BHE (Liu 

et al. 2014). Ya que nuestros resultados muestran una gran correlación entre la 

infiltración y la alteración metabólica de los astrocitos, hipotetizamos que los 

astrocitos, como consecuencia de la exposición crónica a Aβ, son incapaces de ejercer 

su función normal, favoreciéndose así la entrada de CDM. Además, en otros tejidos, 

la señal del complemento participa en el reclutamiento de monocitos a la zona 

dañada (Zhang et al., 2017). También se ha descrito que, en gliomas, existe 

correlación entre la infiltración de CDM y la activación del sistema del complemento 

por parte de los astrocitos reactivos, que probablemente contribuye a la entrada de 

CDM en el SNC (Venteicher et al., 2017). 

 Las CDM, una vez reclutadas, pueden entrar en el SNC mediante 

mecanismos de transmigración a través de la BHE, o bien a través de los vasos 

meníngeos y plexos coroideos (Zenaro et al., 2017; De Laere et al., 2018), importantes 

puntos de regulación de la entrada al SNC (Kunis et al., 2013; Shechter et al., 2013). 

En la fase de rodamiento de la transmigración, las CDM establecen contacto con 

moléculas como las selectinas E y P, expresadas por células endoteliales activadas 

(Ye Zhang et al., 2016). Posteriormente, las CDM se adhieren de forma firme al 

endotelio y comienza la diapédesis, principalmente mediada por VE-cadherina, 

JAMs, CD99 y PECAM-1, por la que el leucocito atraviesa el endotelio y entra en el 

SNC (Vestweber, 2015; Zenaro et al., 2017; De Laere et al., 2018; Rudziak et al., 
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2019). Nuestros datos muestran un aumento de selectina E y PECAM1, marcadores 

altamente expresados por las células endoteliales (Ye Zhang et al., 2016), en los 

individuos con infiltración de CDM, sugiriendo que estas células podrían estar 

entrando, al menos en parte, mediante mecanismos de transmigración. Es 

importante considerar que la infiltración de linfocitos T, que ocurre de forma paralela 

a la de CDM, podría producirse por un mecanismo similar. Estos resultados 

coinciden con el aumento de moléculas como selectina E, selectina P, PECAM1, 

VCAM1 o ICAM1, en el plasma de pacientes de EA (Zenaro et al., 2017). Estudios in 

vitro han demostrado que Aβ interacciona con el receptor RAGE de las células 

endoteliales, lo que origina la migración transendotelial de monocitos, regulada por 

PECAM1 (Giri et al., 2000).  

 Por otra parte, en los individuos con mayor infiltración de CDM nuestros 

resultados muestran un aumento de PDGFRB, marcador implicado en la 

proliferación y migración de pericitos (Winkler et al., 2014), lo que refleja la posible 

participación de estas células en la transmigración de leucocitos, además de en la 

formación y mantenimiento de la BHE (Rudziak et al., 2019). Aunque este dato 

puede parecer contradictorio, ya que se ha descrito una degeneración de pericitos en 

pacientes de Alzheimer (Sengillo et al., 2013; Winkler et al., 2014; Miners et al., 

2018), hay que tener en cuenta que estamos cuantificando niveles de ARNm, que no 

correlacionan obligatoriamente con la cantidad de proteínas. Curiosamente, se ha 

descrito un aumento de células positivas para PDGFRB, probablemente pericitos, en 

las áreas dañadas de cerebro de ratones que han sufrido traumatismos o isquemias 

(Lendahl et al., 2019), por lo que el aumento en la expresión de PDGFRB descrito en 

este trabajo también podría ser un reflejo de una alteración o daño vascular en la 

BHE. De hecho, la activación proinflamatoria de los pericitos conduce a la rotura de 

la BHE, en un proceso mediado por la expresión astrocítica de APOE ε4, pero no de 

ε2 o ε3 (Bell et al., 2012). 

 Recientemente se ha demostrado que ante una lesión del SNC se produce una 

expansión y activación microglial que impide la infiltración de CDM (Plemel et al., 

2020). Sin embargo, existen evidencias de que, en la EA, al igual que en otras 

enfermedades neurodegenerativas, la respuesta microglial está comprometida 

(Prinz y Priller, 2014; Sanchez-Mejias et al., 2016; Navarro et al., 2018). De hecho, 

nuestros datos muestran que en pacientes de Alzheimer se produce una disminución 

de las células microgliales (IBA1+) en el giro dentado (Sanchez-Mejias et al., 2016), 

aunque no en el hipocampo completo (este trabajo), paralelamente a un aumento de 

las CDM (CD163+). También observamos tendencia a una menor expresión de 

TMEM119, que podría ser marcador de la población microglial, en los individuos con 

mayor infiltración, aunque no existe una buena correlación entre el gene set score de 

CDM y TMEM119 (datos no mostrados). Esto podría ser debido a que la expresión 

de TMEM119 puede variar con la activación microglial, por lo que el estudio 

transcriptómico podría no ser una aproximación adecuada para analizar el número 

de células. Otros autores han descrito, también en pacientes de EA, una diminución 

en las células microgliales IBA1+ y un aumento en la población positiva para IBA1 

y MHC-II (HLA-DP-DQ-DR, otro marcador estudiado asociado a CDM) (Serrano-

Pozo et al., 2013a). Nuestros resultados también indican que en los individuos con 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


  

204 
 

E DISCUSIÓN 

infiltración de CDM se produce un cambio fenotípico en la microglía, principalmente 

caracterizado por una disminución en la expresión de genes homeostáticos, así como 

una ligera activación microglial. En conjunto, estos datos podrían sugerir que la 

infiltración de CDM ocurre cuando se produce una disminución o alteración en el 

nicho microglial, tal y como ocurre en los modelos animales (Cronk et al., 2018; Lund 

et al., 2018, Plemel et al., 2020). De tal forma que la microglía, en condiciones 

normales, podría impedir la entrada, proliferación o supervivencia de las CDM al 

interior del parénquima cerebral, ya sea de forma directa, mediante la fagocitosis de 

las CDM o la secreción de moléculas que podrían prevenir la infiltración, frenar la 

proliferación o producir la muerte de las CDM. Aunque la microglía también podría 

dificultar esta entrada de forma indirecta, mediante su interacción con astrocitos y/o 

protegiendo y reparando la BHE. Sin embargo, tras una inflamación mantenida, la 

microglía parece fagocitar los pies astrocíticos y alterar la función de la BHE 

(Haruwaka et al., 2019). Además, la depleción microglial da lugar a una cascada de 

citoquinas, que pueden provocar una activación vascular, coincidente con la entrada 

al SNC de los monocitos Ly6chigh (Lund et al., 2018). Actualmente estamos 

caracterizando en el laboratorio un modelo de depleción de la microglía Csf1rflox/flox x 

Cx3cr1cre con patología amiloide (con mutación adicional APP) o neurofibrilar (con 

mutación TAU), con el fin de aclarar el efecto de la microglía sobre la infiltración de 

CDM, así como el papel de estas células periféricas en el parénquima cerebral en la 

EA. 

 Aunque diversos estudios muestran una importante heterogeneidad en la 

respuesta inmune y microglial en función del género (Oertelt-Prigione, 2012; Klein 

y Flanagan, 2016; Villa et al., 2018; Thion et al., 2018; Sala Frigerio et al., 2019), 

nuestros datos no indican asociación entre la infiltración de CDM y el género. La 

entrada de CDM al cerebro tampoco correlaciona, en principio, con el genotipo APOE, 

la edad de inicio de la patología, el tiempo de progresión y la edad de muerte. Sin 

embargo, estos resultados son preliminares, debido a la escasa información clínica 

disponible de muchos pacientes, por lo que necesitarían ser validados con un tamaño 

muestral mayor. De hecho, la capacidad para mantener la integridad de la BHE es 

menor en individuos APOE ε4, lo que podría favorecer una mayor infiltración 

periférica (Chang et al., 2017). También hipotetizamos que podría existir asociación 

entre la entrada de las CDM en el SNC y la presencia de diferentes variantes de 

riesgo de la EA en genes expresados por las CDM, como HLA-DRB1, HLA-DRB5, 

LGALS3, PILRA, PILRB, MS4A (Pimenova et al., 2018; Kunkle et al., 2019, Boza-

Serrano et al., 2019).  

 Por otra parte, se ha demostrado que los pacientes de Alzheimer son más 

vulnerables a los cambios cognitivos relacionados con procesos infecciosos. En 

este sentido, existe asociación entre el desarrollo de EA e infecciones crónicas de 

origen bacteriano, vírico y fúngico, aunque no está claro si estos patógenos son causa 

directa de la demencia, o si colonizan más fácilmente el SNC como consecuencia de 

la patología, contribuyendo así a una exacerbación de la neuroinflamación ya 

existente (revisado en McManus y Heneka, 2017). Los eventos inflamatorios 

sistémicos pueden producir un aumento en la permeabilidad de la BHE (Ludewig et 

al., 2016), hecho que facilitaría la entrada de las células inmunes periféricas al SNC. 
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Por ello, sería interesante estudiar si el grado de infiltración correlaciona con la 

presencia de algunos de estos patógenos, como citomegalovirus (Barnes et al., 2015), 

virus del herpes simple tipo I (Honjo et al., 2009) o varias bacterias productoras de 

gingivitis (Cestari et al., 2016), entre otros. De hecho, las proteínas transmembrana 

inducibles por interferón, como IFITM2 e IFITM3, tienen un importante papel en la 

respuesta antiviral (Liao et al., 2019). Estas proteínas se expresan intensamente en 

las CDM infiltradas, aunque también las expresan neuronas y astrocitos (Hur et al., 

2020). Además, las infecciones recurrentes o crónicas podrían contribuir a un 

aumento de la respuesta inflamatoria periférica, que parece participar en el proceso 

patogénico de la EA (King et al., 2018), favoreciendo que las células inmunes 

proinflamatorias entren en el SNC. Aunque en la EA parece existir una alteración 

de los niveles y papel de las células inmunes en sangre con el progreso de la patología, 

existen importantes discrepancias acerca de si se produce un aumento o disminución 

de las poblaciones proinflamatorias con respecto a estadios prodrómicos (Shad et al., 

2013; Crispoltoni et al., 2017; Thome et al., 2018). Es importante profundizar en las 

alteraciones y el papel de las células inmunes periféricas con el progreso de la EA ya 

que, debido a su accesibilidad (en comparación con las células en el SNC), son 

potenciales herramientas diagnósticas y dianas terapéuticas. 

 En resumen, la infiltración de CDM probablemente sea consecuencia de 

múltiples factores asociados a la edad que se acentúan en la patología de 

Alzheimer, ya que, aunque también se produce en personas sin patología, la mayor 

parte de los individuos con infiltración son pacientes de EA. Estos factores 

(vasculares, aumento de quimioquinas, disfunción glial, genéticos, otras 

enfermedades infecciosas, etc.), en diferente medida, facilitan o median la entrada 

de estas células al SNC. En consonancia con esta hipótesis, nuestros resultados 

sugieren que la infiltración de CDM se produce de forma paralela en múltiples áreas 

cerebrales de enfermos de Alzheimer, a pesar de que existe una enorme 

heterogeneidad regional. Puesto que el aumento de quimioquinas o de la respuesta 

del complemento también ocurren en modelos animales sin infiltración de CDM (este 

trabajo; Sanchez-Mico, 2019; Zenaro et al., 2017), concluimos que ambos factores 

pueden facilitar la infiltración de CDM, pero no parecen ser suficientes para 

desencadenarla per se. 

 Como se ha mencionado previamente, dentro de las CDM existe una elevada 

heterogeneidad, que hemos tratado de caracterizar en este trabajo de Tesis 

doctoral. Debido a la limitada infiltración de CDM en modelos, tuvimos que recurrir 

a otras estrategias. Por una parte, hemos aislado y estudiado el fenotipo de las 

células mieloides del peritoneo y médula ósea de ratones, así como las CDM y 

microglía del cerebro de ratones tras la inyección de células de glioma GL-21 (datos 

no mostrados, en colaboración con el Dr. Manuel Sarmiento). Sin embargo, debido a 

las diferencias de marcadores entre ratones y humanos (Ludewig et al., 2016), la 

traslacionalidad de estos experimentos es muy limitada y no nos ha permitido 

concluir el tipo y función de las células infiltradas.  

 En otras patologías del SNC, las CDM infiltradas presentan un papel 

proinflamatorio y fagocítico (Yamasaki et al., 2014; Varvel et al., 2016). De hecho, 
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varios de los marcadores que hemos asociado a esta población celular se relacionan 

con actividad fagocítica, como CD163 (Swanson et al., 2020), CD68 (Murray y Wynn, 

2011), LGALS3 (Chen et al., 2015) o MSR1 (Bonilla et al., 2013). Basándonos en una 

posible similitud con otras patologías y considerando que la infiltración de estas 

células en la EA correlaciona con un aumento en la producción de IL1β y TNFα, 

podríamos pensar que las CDM en pacientes de Alzheimer también poseen una 

función proinflamatoria. Apoya esta idea el hecho de que en los pacientes con mayor 

infiltración de CDM existe una mayor neurodegeneración GABAérgica, que podría 

ser consecuencia, entre otros factores, de un mayor ambiente inflamatorio. También 

podría ocurrir que las CDM en pacientes de EA tuvieran una función neurotrófica 

alterada (Ciaramella et al., 2013), lo que contribuiría a la neurotoxicidad. Sin 

embargo, debido a las limitaciones de nuestra aproximación experimental, no 

podemos discernir si la infiltración es la consecuencia o la causa de una mayor 

severidad en la patología. También hay que contemplar la posibilidad de que, aunque 

las células periféricas puedan presentar un papel beneficioso o nulo, su entrada al 

SNC ocurra en un momento demasiado avanzado o tardío para modificar la evolución 

de la patología. 

 En modelos animales de EA se ha descrito que las CDM desempeñan un 

importante papel en la eliminación de depósitos cerebrales y de placas amiloides de 

Aβ, pudiendo incluso ser más eficientes que la propia microglía (Butovsky et al., 

2007, Mildner et al., 2011; Koronyo et al., 2015; Thériault et al., 2015; Zuroff et al., 

2017). Estos datos concuerdan con el hecho de que las CDM están asociadas a placas 

amiloides, probablemente con el fin de participar en el aclaramiento de estos 

depósitos. Además, también podrían reducir la hiperfosforilación de Tau y los déficits 

cognitivos (Rosenzweig et al., 2019). Una vez en el SNC, las CDM podrían modificar 

su fenotipo, y asemejarse aún más a la microglía residente, desempeñando sus 

mismas funciones (Lund et al., 2018; Bennett et al., 2018). Sin embargo, como se ha 

indicado previamente, la presencia de CDM en modelos de depleción microglial con 

patología amiloide y Tau no modifica la carga de Aβ ni los niveles de Tau total y 

fosforilado (Varvel et al., 2015; Prokop et al., 2015; Zhu et al., 2020). En sentido 

contrario, se ha sugerido muy recientemente que las CDM también podrían 

contribuir a la patología aumentando el ambiente inflamatorio (Ní Chasaide y 

Lynch, 2020), como ocurre en modelos de Parkinson (Tentillier et al., 2016), o 

mediando déficits congnitivos y sinápticos (Hohsfield et al., 2020), lo cual mantiene 

el debate sobre el posible papel (beneficioso, perjudicial o nulo) de estas células en la 

EA. 

 Las CDM infiltradas expresan HLA-DR (Villani et al., 2017), molécula 

esencial para la presentación de antígenos, por lo que podrían ser células 

dendríticas (CD). En consonancia con nuestros resultados transcriptómicos, otros 

autores han observado por técnicas inmunohistoquímicas que las células CD163+ 

tienen elevada expresión de HLA-DR (Swanson et al., 2020). Como se ha mencionado 

previamente, las CD son fagocitos mononucleares que coordinan la respuesta innata 

y adaptativa, actuando como células presentadoras de antígenos, a través de MHC I 

y II (este último también es denominado HLA-DP-DQ-DR) (Pérez, 2019). Aunque 

otras células también podrían presentar esta función, las CD tienen una mayor 
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capacidad para sensar, procesar y presentar antígenos, así como para migrar a nodos 

linfáticos en busca de linfocitos T naive (Ludewig et al., 2016). Esta hipótesis 

concuerda con el descenso en la población de CD en sangre periférica que existe en 

enfermos de Alzheimer (Ciaramella et al., 2016) y que podría ser consecuencia de su 

reclutamiento al cerebro (Brezovakova et al., 2018).  En cualquier caso, en ratones 

modelos de encefalitis experimental autoinmune, donde existe una clara infiltración 

de células inmunes periféricas, se ha observado que la presentación de antígenos se 

realiza principalmente por las CD y CDM, siendo las células mieloides residentes 

prácticamente irrelevantes (Jordão et al., 2019). Por tanto, es muy probable que las 

células infiltradas en la EA participen en la presentación de antígenos a linfocitos. 

Las CD o CDM podrían entrar en contacto con los péptidos de Aβ excretados a través 

de la BHE, madurar y migrar a los ganglios linfáticos cervicales para activar a los 

linfocitos T naive (Ludewig et al., 2016). Esta hipótesis coincide con el aumento 

paralelo observado en cerebros de Alzheimer en la infiltración de linfocitos T CD3+. 

Estudios previos han localizado linfocitos T CD4+ y CD8+ en el endotelio vascular y 

en el parénquima de pacientes de Alzheimer (Unger et al., 2018; Merlini et al., 2018), 

así como en el LCR en pacientes leves de EA y MCI (Lueg et al., 2015). Sin embargo, 

aunque existen bastantes evidencias de la infiltración de linfocitos en la EA, 

actualmente, no se sabe con certeza la función desempeñada por estas células 

(Browne et al., 2013; McManus et al., 2014; McManus et al., 2015; Späni et al., 2015; 

Marsh et al., 2016; Dansokho et al., 2016), lo que nos dificulta concluir, si la posible 

presentación de antígenos por parte de las CDM o CD podría ayudar a frenar o, por 

el contrario, contribuir a la patología.  

 El hecho de que la expresión de CCL2 sea un factor predictivo de severidad 

de la patología (Sokolova et al., 2009; Westin et al., 2012; Lee et al., 2018) sugiere un 

posible papel perjudicial de la infiltración de CDM en la EA. En base a estudios con 

modelos animales, algunos autores proponen que el aumento de CCL2 coincide con 

una mayor patología amiloide y Tau, reactividad glial, disfunción sináptica y 

cognitiva en pacientes de Alzheimer (Yamamoto et al., 2005; Kiyota et al., 2009; 

Kiyota et al., 2013; Joly-Amado et al., 2020). Estos datos concuerdan con un estudio 

reciente en el que la depleción de esta quimioquina mejora la función cognitiva, 

reduciendo a su vez la neurodegeneración, neuroinflamación, astrogliosis y 

acumulación de Aβ (Gutiérrez et al., 2019). En sentido contrario, se ha descrito, 

también en modelos de EA, que el déficit de CCR2 y CCL2 agrava la progresión de 

la patología, acelerando los déficits de memoria, la patología Aβ y la mortalidad (El 

Khoury et al., 2007; Naert y Rivest, 2011; Kiyota et al., 2013). Sin embargo, no está 

claro si este papel beneficioso propuesto para CCL2/CCR2 es debido a las CDM, ya 

que existen múltiples evidencias que apuntan hacia los macrófagos perivasculares 

(El Khoury et al., 2007; Hawkes y McLaurin, 2009; Mildner et al., 2011). Por tanto, 

considerando las importantes discrepancias descritas, la utilidad de estas 

aproximaciones para estudiar la función de las CDM infiltradas es cuestionable. 

 CD163, uno de los principales marcadores empleados en este proyecto, es un 

receptor scavenger de membrana que se expresa de forma predominante en 

monocitos y CDM. Varios estímulos pueden desencadenar su escisión por la 

metaloproteasa ADAM17 (Etzerodt et al., 2010; Etzerodt et al., 2014), con función α-

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


  

208 
 

E DISCUSIÓN 

secretasa (Qian et al., 2016; Hartl et al., 2020), originando un péptido truncado 

soluble (sCD163). Se ha descrito que sCD163 puede actuar como citoquina 

antiinflamatoria e inhibir la proliferación de linfocitos (Högger y Sorg, 2001; Frings 

et al., 2002; Timmermann et al., 2004; O'Connell et al., 2017), por lo que el aumento 

en la expresión de CD163 en los pacientes de EA podría implicar un aumento de este 

factor soluble. De hecho, se ha descrito un aumento importante de sCD163 a nivel 

periférico en pacientes con ictus isquémico (O'Connell et al., 2017), y en pacientes de 

esclerosis múltiple, que podría ser indicativo de la activación de las CDM y tener un 

efecto inhibidor sobre el sistema inmune adaptativo y antiinflamatorio (Fabriek et 

al., 2007; Stilund et al., 2014). Por otra parte, sCD163 aumenta en el LCR de 

pacientes de Parkinson de forma paralela a la neurodegeneración. Sin embargo, este 

aumento se asocia a una activación de la inmunidad adaptativa, a un aumento de 

permeabilidad de la BHE ya la infiltración de monocitos y/o linfocitos (Nissen et al., 

2020). Por tanto, aunque existan discrepancias acerca de su papel en la regulación 

de linfocitos, el estudio de sCD163 en pacientes de Alzheimer a nivel periférico podría 

ser de gran interés como un potencial biomarcador de la patología, que podría 

relacionarse con la activación e infiltración de CDM. 

 Debido a nuestro fracaso con las estrategias usadas para identificar a la 

población celular infiltrada y, sobre todo, para conocer su papel en la patología de 

Alzheimer, actualmente estamos caracterizando un modelo de depleción microglial 

Csf1rflox/flox x Cx3cr1cre con patología amiloide (con mutación adicional APP) o 

neurofibrilar (con mutación TAU), que podría ayudarnos a conocer el papel de las 

CDM en el parénquima cerebral en la EA. Una vez aclarada su función, se podrían 

desarrollar aproximaciones terapéuticas para facilitar su entrada al SNC con el fin 

de reemplazar a una microglía disfuncional o insuficiente para combatir la patología 

de Alzheimer (Cronk et al., 2018; Shemer et al., 2018). También podrían 

desarrollarse estrategias para favorecer el eje CCL2/CCR2, favoreciendo el flujo de 

monocitos y CDM al cerebro (Guedes et al., 2018). En el caso de desempeñar un papel 

perjudicial, podría bloquearse su entrada, así como la de los linfocitos, mediante 

estrategias farmacológicas similares a las propuestas para tratar la esclerosis 

múltiple y otras patologías que implican aumento de permeabilidad de la BHE 

(Ajami et al., 2018). En este sentido, existen actualmente fármacos inhibidores de 

quimioquinas y sus receptores, aprobados para otras patologías autoinmunes, 

inflamatorias o infecciosas (Martin y Delarasse, 2018; Robichon et al., 2020), que 

también podrían dificultar la entrada de las células inmunes periféricas en el SNC. 

Estas células, mucho más accesibles que las residentes, podrían ser reguladas, 

además, mediante vacunación basada en células dendríticas (Brezovakova et al., 

2018), o eliminadas de forma periférica sin necesidad de desarrollar fármacos que 

sean capaces de atravesar la BHE. También pueden ser usadas para introducir al 

SNC moléculas de interés (Böttcher et al., 2019) o moduladas de forma específica 

mediante liposomas dirigidos hacia CD163 (Tentillier et al., 2016). 

 En conclusión, en este trabajo hemos demostrado que existe infiltración de 

CDM en el parénquima cerebral de pacientes de Alzheimer. Esta infiltración 

probablemente sea debida a un conjunto de factores, entre los que podemos destacar 

la alteración vascular, el reclutamiento mediante el eje CCL2/CCR2, con la 
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consiguiente transmigración de las CDM a través de la BHE para acceder al SNC, y 

una alteración de la función o nicho glial. Su presencia en el SNC está claramente 

asociada a una patología más severa, de forma que las CDM pueden contribuir a una 

respuesta proinflamatoria y neurotóxica o, por el contrario, ser una consecuencia de 

la EA avanzada, por lo que, aunque tuvieran un papel beneficioso, su entrada ocurre 

cuando la enfermedad se encuentra en estadios demasiado avanzados. En cualquier 

caso, debido a su potencial utilidad como diana terapéutica, son necesarios estudios 

futuros para dilucidar la causa de esta infiltración y, sobre todo, la función que estas 

células desarrollan en el SNC. 
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5. CARACTERIZACIÓN DE SUBPOBLACIONES O 

ESTADOS DE ASTROCITOS Y MICROGLIA EN 

PACIENTES DE ALZHEIMER MEDIANTE 

INMUNOHISTOQUÍMICA FLUORESCENTE MÚLTIPLE  

 A pesar de que la caracterización detallada de las células gliales es 

indispensable para entender su función en la patología de Alzheimer y otros procesos 

neurodegenerativos, su abordaje técnico presenta limitaciones importantes, como se 

demuestra en el presente trabajo. Actualmente existen técnicas transcriptómicas 

que permiten analizar un número elevado de marcadores en una misma célula, como 

la secuenciación de ARN en células aisladas de tejido congelado (Srinivasan et al., 

2020) o la transcriptómica de núcleo individual (Grubman et al., 2019; Mathys et al., 

2019; Zhou et al., 2020), pero que, además de presentar importantes limitaciones 

(Thrupp et al., 2020), no aportan información de la morfología y localización tisular, 

como lo hacen las técnicas inmunohistoquímicas clásicas. Sin embargo, estas 

técnicas de imagen impiden el análisis simultáneo de un gran número de proteínas 

en el mismo tejido. Gracias a una estancia predoctoral de 5 meses en el laboratorio 

de los doctores Alberto Serrano-Pozo y Bradley Hyman, en el Massachusetts General 

Hospital (Harvard Medical School, Estados Unidos), hemos podido poner a punto 

una novedosa aproximación experimental que permite estudiar, por primera vez y 

de forma cuantitativa, hasta 17 marcadores diferentes de una misma célula del 

cerebro de pacientes de Alzheimer, sin perder detalles morfológicos y de distribución 

espacial en el tejido.  

 La metodología, basada en la inmunohistoquímica fluorescente, aumenta de 

forma considerable el número de antígenos estudiados, proporcionando un perfil de 

expresión proteico y morfológico completo a nivel de célula única. La técnica, además, 

preserva bien las estructuras, y permite caracterizar de forma simultánea varios 

fenotipos celulares, aunque posean alta co-expresión de antígenos, así como 

establecer las relaciones espaciales entre dichas células y los rasgos neuropatológicos 

de la enfermedad de Alzheimer (placas amiloides y ovillos neurofibrilares). Por tanto, 

aporta una información amplia, robusta y completa de la expresión proteica, 

morfología y distribución de las células gliales en el tejido cerebral, así como su 

posible relación con otros rasgos neuropatológicos de la EA. 

Además, la inmunohistoquímica fluorescente múltiple puede aplicarse de 

forma sencilla y paralela a un número elevado de muestras. De hecho, aunque 

establecer la secuencia adecuada de anticuerpos requiere cierto tiempo, el protocolo 

es relativamente rápido una vez optimizado. En este sentido, en función de las 

características del microscopio y de los anticuerpos disponibles, podría plantearse 

utilizar incluso un mayor número de antígenos en cada ciclo.  

 La limitación más importante de esta técnica es la reactividad cruzada, que 

podría detectar señales de rondas previas y originar falsos positivos. Este problema 

lo hemos minimizado en nuestro protocolo realizando etapas de desnaturalización de 

anticuerpos y quenching de fluorescencia, así como estableciendo la secuencia más 

adecuada con los anticuerpos primarios; empezamos por los anticuerpos que 
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producen una señal más tenue o que están dirigidos contra las proteínas menos 

abundantes, y terminamos con los que originan una señal más intensa o dirigidos 

contra las proteínas más abundantes. Como control interno, en cada ciclo alternamos 

marcadores microgliales y astrogliales producidos en ratón versus conejo, lo que nos 

permite comprobar la morfología de las células que se marcan en el ciclo y descartar 

reactividad cruzada con los anticuerpos primarios del ciclo previo. Aunque otros 

autores han descrito métodos similares empleando anticuerpos primarios marcados 

con fluoróforos, que eliminan el riesgo de reactividad cruzada (Gerdes et al., 2013; 

Lin et al., 2018), el uso de anticuerpos secundarios en nuestro protocolo tiene la 

ventaja de amplificar la señal y aumentar la sensibilidad. Para reducir el daño del 

tejido tras varios ciclos de inmunohistoquímica, después de cada ciclo retiramos el 

cubreobjetos con un tampón con detergente suave. Sin embargo, siguen existiendo 

las limitaciones asociadas a la inmunohistoquímica fluorescente tradicional y al uso 

de muestras humanas. 

  Existen otras técnicas novedosas capaces de aportar información conjunta de 

múltiples marcadores, junto a la identidad celular, morfología y distribución, entre 

las que destacan el sistema comercial NanoString nCounter (Prokop et al., 2019), la 

combinación de transcriptómica espacial y secuenciación in situ (Chen et al., 2020a), 

imaging mass cytometry (Giesen et al., 2014), la secuenciación de ARN in situ 

fluorescente (FISSEQ, del inglés fluorescent in situ RNA sequencing) (Lee et al., 

2014), multiplexed ion beam imaging (MIBI) (Angelo et al., 2014), co-detection by 

indexing (CODEX) (Goltsev et al., 2018) y DNA Exchange Imaging (DEI) (Wang et 

al., 2017). Sin embargo, todas ellas requieren una elevada especialización técnica, 

instrumental y de reactivos, por lo que no están al alcance de muchos laboratorios. 

En este sentido, nuestra metodología sólo requiere un microscopio de fluorescencia y 

reactivos comerciales estándares. Además, las técnicas mencionadas anteriormente 

se basan en la expresión de ARNm, por lo que una integridad baja del ARN (habitual 

en muestras de bancos de cerebros), puede afectar negativamente a los resultados 

(Bakken et al., 2018; Slyper et al., 2020). La inmunohistoquímica fluorescente 

múltiple detecta de forma directa antígenos proteicos, más estables que el ARN, por 

lo que resuelve esta limitación. Además, permite al investigador seleccionar para 

cada muestra la secuencia de anticuerpos específicos en función de su hipótesis, 

ofrece gran versatilidad y tiene un coste razonable. Por otro lado, estas técnicas de 

imagen con fluorescencia poseen una resolución muy elevada respecto a las de 

amplificación enzimática o disección láser (Lin et al., 2018). Otra ventaja es que 

permite emplear muestras embebidas en parafina, que es como generalmente las 

proporcionan los bancos de tejido. Además, su uso permite reducir las necesidades 

de tejido, lo que resulta muy útil en el caso de muestras humanas con escasa 

disponibilidad. En conjunto, todas estas ventajas hacen que esta metodología pueda 

ser fácilmente implementada en el laboratorio para caracterizar cualquier tipo de 

célula, sin necesidad de equipamiento caro ni altamente especializado.  

En los datos preliminares que hemos obtenido para poner a punto esta 

metodología hemos observado diferencias claras en la microglía y astrocitos de 

enfermos de Alzheimer respecto a controles sanos de edad similar. Además, nuestros 

resultados preliminares sugieren una gran heterogeneidad glial tanto en el cerebro 
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envejecido normal como en la EA. Sin embargo, se requiere trabajo adicional para 

obtener conclusiones fiables. Actualmente estamos trabajando en el desarrollo y 

optimización de técnicas adecuadas para el análisis, como técnicas de reducción de 

múltiples dimensiones (WCNA y clusterización espectral), y de aprendizaje 

automático o Machine Learning. Además, pensamos ampliar la cohorte de pacientes 

y las áreas cerebrales estudiadas, incluyendo individuos que han participado en 

ensayos clínicos, resilientes a la EA o que presentan otras enfermedades 

neurodegenerativas. 

En conclusión, la inmunohistoquímica fluorescente múltiple es una 

herramienta simple, accesible, robusta, versátil y con elevada resolución, que 

presenta enorme interés para profundizar en el estudio de las células gliales y otros 

tipos celulares en la EA. En este sentido, esta técnica también promete ser muy útil 

para diferenciar las CDM de las células microgliales en nuestras muestras de 

cerebros de Alzheimer, tras el análisis de las proteínas específicas cuyos genes hemos 

caracterizado en este trabajo.  
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6. CONCLUSIONES Y REFLEXIÓN FINAL 
 El desarrollo de terapias que frenen o, al menos, retrasen el avance de la 

patología asociada al Alzheimer es uno de los principales retos biomédicos a los que 

se enfrenta nuestra sociedad. Los continuos fracasos terapéuticos, basados 

principalmente en la hipótesis de la cascada amiloide (Muñoz-Castro et al., 2020), 

han promovido el desarrollo de hipótesis alternativas en las que la respuesta 

inmune, tanto central (mediada por microglía y astrocitos) como periférica, 

desempeña un papel fundamental en el desarrollo de la enfermedad (Heneka et al., 

2015). En esta línea, en el presente trabajo de Tesis Doctoral planteamos que la 

progresión de la patología está asociada a una disfunción de las células gliales, que 

puede contribuir a la neurodegeneración típica de la EA, y, junto a otros factores, a 

la infiltración de células inmunes periféricas en el SNC. 

 Para afrontar este proyecto, nos hemos centrado en el estudio de la respuesta 

inmune y glial en el hipocampo y corteza frontal con la progresión de la patología de 

EA, que presentan un patrón de distribución contrario (en cierto grado) de las 

patologías Aβ y Tau. En este sentido, nuestros resultados reflejan que en la corteza 

frontal se produce una acumulación de Aβ más temprana (desde el estadio Braak III-

IV) e intensa que en el hipocampo. Además, ambas regiones presentan una severa 

degeneración de neuronas PV+, que podría estar mediada por la patología Tau y la 

reactividad astroglial.  

 En este trabajo también proponemos que los astrocitos presentan un 

fenotipo disfuncional en la EA, con un perfil transcripcional reactivo e 

hipometabólico, reforzando así la hipótesis de que la disfunción astroglial podría 

estar implicada en la progresión de la enfermedad (Lian et al. 2015; Masgrau et al., 

2017; Acosta et al., 2017; McAvoy y Kawamata, 2019). La disfuncionalidad astroglial 

propuesta en este proyecto, parece ser responsable de una menor protección 

astroglial y una activación de la respuesta del complemento, que, junto a la respuesta 

inflamatoria (Heneka et al., 2015, Zulfiqar et al., 2019), podrían estar implicadas en 

las deficiencias sinápticas y la neurodegeneración asociadas a la EA. Por tanto, 

destacamos la importancia de un adecuado metabolismo y función astroglial para la 

salud del SNC. Las formas solubles de Aβ y/o Tau, ya sea directamente o a través de 

la microglía, son factores que participan en el desarrollo de este fenotipo disfuncional 

de los astrocitos, que además es compatible con un proceso de senescencia celular 

(fenotipo SASP) y/o resistencia a la insulina.  

 A diferencia de lo observado en la reactividad astroglial, la respuesta de la 

microglía en la EA manifiesta heterogeneidad regional. Mientras que en el 

hipocampo de pacientes de EA se produce una respuesta microglial parcial o 

atenuada (este trabajo, Sanchez-Mejias et al., 2016), en la corteza frontal nuestros 

resultados reflejan un aumento en la activación microglial acompañado de una 

disminución en el fenotipo homeostático. Este efecto parece estar mediado, al menos 

en parte, por la patología amiloide. Por tanto, las diferencias en el tiempo y grado de 

acumulación de Aβ y Tau, así como en las formas de agregación que estas proteínas 
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anómales presenten, podrían mediar las distintas respuestas microgliales existentes 

en pacientes de Alzheimer. 

 Por otra parte, nuestros resultados apuntan hacia la existencia de 

infiltración de CDM en el parénquima cerebral de pacientes de Alzheimer. Esta 

infiltración probablemente es debida a un conjunto de factores, entre los que 

podemos destacar la alteración vascular, el reclutamiento mediante el eje 

CCL2/CCR2, con la consiguiente transmigración de las CDM a través de la BHE, y 

una alteración de la función o nicho glial. Debido a la limitada infiltración de CDM 

en modelos, y a las diferencias de marcadores entre ratones y humanos (Ludewig et 

al., 2016), la traslacionalidad de los experimentos en animales es muy limitada y no 

nos ha permitido concluir el tipo y función de las células infiltradas. En cualquier 

caso, la presencia de CDM en el SNC de enfermos de Alzheimer está claramente 

asociada a una patología más severa, de forma que pueden contribuir a una 

respuesta proinflamatoria y neurotóxica, como ocurre en otras patologías 

neurodegenerativas (Yamasaki et al., 2014; Varvel et al., 2016), o, por el contrario, 

ser una consecuencia de la EA avanzada, por lo que, aunque tuvieran un papel 

beneficioso o nulo, su entrada sería incapaz de frenar una enfermedad en estadios 

demasiado avanzados. 

Este proyecto también refleja las importantes discrepancias existentes entre 

pacientes y modelos de EA, incapaces de reproducir de forma adecuada todos los 

rasgos patológicos de la enfermedad. Por ello, este trabajo, basado principalmente en 

el estudio de la patología humana, presenta un alto valor para comprender el papel 

de las células inmunes y gliales en la EA y, en consecuencia, poder dar respuestas al 

continuo fallo de traslación de los estudios en modelos a la clínica humana.  

Sin embargo, realizar el estudio en muestras de pacientes también conlleva 

una serie de limitaciones. Entre ellas, podemos destacar la pérdida de celularidad en 

nuestros estudios transcriptómicos, realizados en tejido total. En consecuencia, 

resulta indispensable validar estos resultados mediante técnicas 

inmunohistoquímicas. En este sentido, puede ser de gran utilidad la 

inmunohistoquímica fluorescente múltiple, desarrollada durante una estancia 

predoctoral en el laboratorio de los Dr. Alberto Serrano y Bradley Hyman. Esta 

herramienta es simple, accesible, robusta, versátil y presenta una elevada 

resolución. Por lo que nos va a permitir en un futuro próximo profundizar en el 

estudio de los diferentes fenotipos gliales a nivel de célula única, sin perder detalles 

morfológicos y de distribución espacial en el tejido. Con ella, podremos concluir si los 

diferentes perfiles funcionales que hemos descrito para las células gliales de cerebros 

de EA describen a toda la población o corresponden a diferentes estados o 

subpoblaciones. Además, promete ser muy útil para diferenciar las CDM de la 

microglía empleando los marcadores descritos en este proyecto. 

Esta técnica también nos permitirá analizar de forma simultánea los 

fenotipos microgliales y astrogliales, con el fin de estudiar la relación astrocitos-

microglía. Debido a la dificultad de afrontar este abordaje con nuestras muestras 

humanas, también planteamos continuar el proyecto mediante estudios in vitro, ex 

vivo e in vivo, tal y como hemos explicado previamente. Considerando la estrecha 
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interacción existente entre las diferentes células del SNC es indispensable un 

abordaje global para comprender el papel desempeñado por la glía y las células 

inmunes periféricas en la EA. En este sentido, las citoquinas y otros factores 

liberados por la microglía pueden modificar el fenotipo astroglial y viceversa (Lian 

et al., 2016; Liddelow et al., 2017; Perez-Nievas y Serrano-Pozo, 2018; Vainchtein y 

Molofsky, 2020). En esta interacción desempeña un papel fundamental el sistema 

del complemento, ya que la activación microglial asociada a la EA podría contribuir 

a la activación de la cascada del complemento en los astrocitos, que alteraría, a su 

vez, la función y fagocitosis microglial. Por tanto, resulta indispensable continuar 

este proyecto para mejorar la comprensión de los mecanismos moleculares 

implicados en la comunicación y cooperación de las células gliales, lo que va a 

modular la evolución de la patología, y, en definitiva, la supervivencia y función 

neuronal.  

En conjunto, proponemos que en pacientes de EA se produce una importante 

alteración glial, caracterizada por un aumento en la respuesta reactiva y 

neurotóxica, pero sobre todo por una disminución en las funciones homeostáticas y 

protectoras. Este papel dual podría facilitar y permitir, en presencia de otros 

factores, la infiltración de CDM mediante la liberación de quimioquinas atrayentes, 

alteraciones en la unidad neurovascular, disminución de las funciones reguladoras y 

depleción parcial del nicho microglial. De forma que postulamos la disfunción 

microglial, astroglial e inmune como mecanismo patogénico fundamental en la EA. 

Aunque los mecanismos asociados a la EA no pueden entenderse de forma aislada, 

estos resultados nos acercan hacia la comprensión de la patología. Por tanto, son una 

herramienta traslacional muy valiosa para evaluar potenciales estrategias 

diagnósticas y terapéuticas dirigidas hacia una modulación glial e inmune. Ya que, 

como dijo Ben Barres “glia already know how to save neurons, whereas 

neuroscientists still have no clue” (la glía ya sabe cómo salvar a las neuronas, 

mientras que los neurocientíficos aún no tienen ni idea) (Barres, 2008).  
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1. La corteza frontal de pacientes de Alzheimer, aunque presenta patología 

neurofibrilar, se caracteriza principalmente por una importante acumulación de Aβ, 

que es más temprana e intensa que en el hipocampo. Además, tanto en corteza 

frontal como en hipocampo, se produce una severa degeneración de neuronas PV+, 

probablemente mediada por especies tóxicas de Tau y la reactividad astroglial.  

2. En la enfermedad de Alzheimer la respuesta microglial, al igual que otros rasgos 

patológicos, varía según la región cerebral estudiada. Así, en la corteza frontal de 

pacientes no se produce, como en el hipocampo, una disminución en la población 

microglial, pero sí una alteración hacia un fenotipo activo que podría estar mediado 

por especies de Aβ.  

3. Tanto en hipocampo como en corteza frontal de pacientes de Alzheimer se produce 

una reactividad astroglial generalizada, que parece ser responsable del aumento en 

la respuesta del complemento. Dicha astrocitosis progresa con las patologías 

amiloide y neurofibrilar, y podría estar mediada por la microglía. La acción conjunta 

de astrocitos y microglía activaría los mecanismos de destrucción sináptica y 

toxicidad neuronal, contribuyendo a la progresión de la patología. 

4. En la EA, los astrocitos sufren un proceso metabólico disfuncional mediado por las 

formas solubles de Aβ y/o Tau. En concreto, presentan alteración en el metabolismo 

de la glucosa, el ciclo de Krebs, la síntesis de colesterol, y el transporte de ácidos 

grasos al interior mitocondrial. Esta reprogramación metabólica astroglial está 

asociada, más que a una ganancia de función tóxica, a una disminución en las 

funciones neuroprotectoras de los astrocitos. 

5. En múltiples regiones del parénquima cerebral de pacientes de Alzheimer se 

produce infiltración de CDM como consecuencia de un conjunto de factores, entre los 

que destacamos la alteración vascular, el reclutamiento a través del eje CCL2/CCR2 

que favorece la transmigración a través de la BHE, y la alteración general de la 

función glial. La presencia de CDM en el SNC se asocia claramente a una patología 

más severa. Estas células podrían contribuir a la respuesta proinflamatoria y 

neurotóxica, o ser consecuencia de la EA avanzada, por lo que, aunque tuvieran un 

papel beneficioso, resultarían poco eficaces para compensar los daños de una 

enfermedad en estadios demasiado avanzados.  

6. Hemos desarrollado una novedosa aproximación experimental que nos permite, 

por primera vez, estudiar de forma cuantitativa y con elevada resolución, hasta 17 

marcadores gliales diferentes, en una misma muestra de pacientes de Alzheimer y 

sin perder la celularidad, morfología y distribución espacial. La inmunohistoquímica 

fluorescente múltiple es una herramienta robusta, simple, accesible y versátil, y 

presenta grandes ventajas respecto a la inmunohistoquímica tradicional. Su uso de 

manera sistemática nos permitirá en un futuro profundizar en la firma molecular de 

la microglía y los astrocitos en la enfermedad de Alzheimer, así como caracterizar 

mejor las CDM infiltradas en el parénquima de los enfermos de Alzheimer. 
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F CONCLUSIONES 

7. Proponemos que en pacientes de EA se produce una importante disfunción glial, 

caracterizada por un aumento en la respuesta reactiva y neurotóxica, pero sobre todo 

por una disminución en las funciones homeostáticas y protectoras. Este papel dual 

podría facilitar y permitir, en presencia de otros factores, la infiltración de CDM. Por 

tanto, postulamos que la disfunción microglial, astroglial e inmune constituyen un 

mecanismo patogénico fundamental en la EA, y, como consecuencia, una 

herramienta muy valiosa para evaluar potenciales estrategias diagnósticas y 

terapéuticas futuras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C
ód

ig
o 

se
gu

ro
 d

e 
V

er
ifi

ca
ci

ón
 : 

G
E

IS
E

R
-8

59
8-

90
09

-5
66

a-
48

90
-b

4a
f-

d1
4e

-6
f2

5-
b4

4a
 | 

P
ue

de
 v

er
ifi

ca
r 

la
 in

te
gr

id
ad

 d
e 

es
te

 d
oc

um
en

to
 e

n 
la

 s
ig

ui
en

te
 d

ire
cc

ió
n 

: h
ttp

s:
//s

ed
e.

ad
m

in
is

tr
ac

io
ne

sp
ub

lic
as

.g
ob

.e
s/

va
lid

a

ÁMBITO- PREFIJO CSV FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO

GEISER GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a 23/11/2020 10:13:34 Horario peninsular

Nº registro DIRECCIÓN DE VALIDACIÓN

O00008745e2000059958 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-8598-9009-566a-4890-b4af-d14e-6f25-b44a

https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida


 

221 
 

F CONCLUSIONS 

1. Frontal cortex of AD patients, although having neurofibrillary pathology, is 

mainly characterized by an important accumulation of Aβ starting at early stages 

(Braak III-IV). Moreover, this amyloid pathology is more severe than in the 

hippocampus. In both brain regions there is an important degeneration of PV + 

neurons that could be mediated by toxic Tau species and astrocyte reactivity.  

2. In Alzheimer's disease, the microglial response depends on the brain region 

studied, like other pathological features. In the frontal cortex of AD patients, unlike 

the hippocampus, there is no decrease in the microglial population and an alteration 

towards an active phenotype that could be mediated by Aβ. 

3. A generalized astroglial reactivity occurs in AD patients’ hippocampus and frontal 

cortex, which seems to be responsible for the upregulation in the complement 

response. This astrocytic response progresses with amyloid and neurofibrillary 

pathologies and could be mediated by microglia. Consequently, astrocytes and 

microglia activate the mechanisms of synaptic destruction and neuronal toxicity, 

contributing to the progression of the disease. 

4. In AD, soluble forms of Aβ and/or Tau mediate a dysfunctional metabolic process 

in astrocytes. Astrocytes show alterations in glucose metabolism, citric acids cycle, 

cholesterol synthesis, and fatty acids transport into the mitochondria. This astroglial 

metabolic reprogramming is associated with a decrease in the neuroprotective 

functions of astrocytes, rather than with a gain in toxic function. 

5. There is infiltration of MDC in multiple regions of AD brain parenchyma. This 

infiltration occurs because of several factors, among which we can highlight vascular 

alteration, recruitment through the CCL2 / CCR2 axis and transmigration through 

the BBB, and an alteration in glial function. The presence of MDC in the CNS is 

clearly associated with a more severe pathology. These cells could contribute to the 

pro-inflammatory and neurotoxic response or, on the contrary, be a consequence of 

advanced AD, so that, although they might have a beneficial role, they would not be 

effective in compensating the damage in such advanced stages. 

6. We have developed a novel experimental approach that allows, for the first time 

in AD, to study in a quantitative way and with high resolution, up to 17 different 

glial markers, in the same section and without losing cellularity, morphology and 

spatial distribution. Multiplex fluorescent immunohistochemistry is a robust, 

simple, accessible and versatile tool, and it has great advantages over traditional 

immunohistochemistry. Its systematic use will allow us to delve into the molecular 

signature of microglia and astrocytes, as well as better characterize infiltrated MDC 

in AD.  

7. We propose that AD courses with a significant glial dysfunction, characterized by 

an increase in the reactive and neurotoxic response, but mainly by a decrease in 

homeostatic and protective functions. This dual role could facilitate and allow, in the 

presence of other factors, the infiltration of MDC. Thus, we postulate microglial, 

astroglial and immune dysfunction as a fundamental pathogenic mechanism in AD 

and, consequently, a valuable tool for evaluating potential diagnostic and 

therapeutic future strategies. 
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G. ANEXO I: Figuras 

suplementarias 
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G ANEXO I 

 

 

Figura S1. Expresión de ARNm de diferentes genes microgliales en muestras post mortem 

de corteza frontal. Expresión relativa medida mediante RT-PCR en tiempo real en corteza frontal de 

individuos Braak 0 (n=9-11), II (n=12-14), III-IV (n=12) y V-VI (n=11-19). Se indican los valores 

individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos intercuartílicos de los grupos 

representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de un 

test de Dunn (*p-<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).  

 

 

 

Figura S2. Presencia de formas oligoméricas de Aβ en las fracciones solubles S1 de modelos 

APP de 12 meses. Análisis, mediante dot blot, de las formas solubles oligoméricas (OC y A11 positivas) 

en fracciones S1 de animales WT y APP de 12 meses. 
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G ANEXO I 

 

 

 

 
 

Figura S3. Expresión de ARNm de diferentes genes clásicamente expresados por células 

microgliales y/o CDM en muestras post mortem humanas. Expresión relativa medida mediante 

RT-PCR en tiempo real en el hipocampo de individuos Braak 0 (n=8), II (n=21), III-IV (n=9) y V-VI 

(n=28). Se representan los valores individuales de cada muestra, así como la mediana y los rangos 

intercuartílicos de los grupos representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba de 

Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn (*p-<0,05; **p<0,01).  
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G ANEXO I 

 

 

 

Figura S4. Aumento de los niveles de ARNm de genes de CDM en giro temporal superior y 

giro parahipocampal en pacientes Braak V-VI respecto a controles. Se representa la expresión 

relativa de los genes CD163, MSR1, IFITM2, IFITM3, LILRB2, FN1, HLA-DRB1, HLA-DRB5, F13A1 

y LGALS3 en giro temporal superior (GTS) y giro parahipocampal (GPH) con la progresión de la 

patología de EA [B1 = Braak 0-II, n=58 (GTS) y 62 (GPH), B2 = Braak III-IV, n=72 (GTS) y 54 (GPH), 

B3 = Braak V-VI, n=87 (GTS) y 70 (GPH)]. Los niveles de los genes se obtuvieron de la base de datos 

del Mount Sinai Brain Bank.  Se representan los datos utilizando un diagrama de caja (Box and whisker 

plot) que refleja la mediana, los rangos intercuartílicos, el valor mínimo y el valor máximo de los grupos 

representados. La significancia se ha analizado mediante la prueba ANOVA seguido del test de 

comparación múltiple Tukey, considerando significativo los valores de p<0.05. Análisis cedido por los 

doctores Alberto Serrano-Pozo y Sudeshna Das.

Giro temporal superior Giro parahipocampal
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H SUMMARY 

1. INTRODUCTION  

 Alzheimer´s Disease (AD) is a progressive and irreversible neurodegenerative 

disorder, characterized by cognitive decline and behavioral alterations. AD patients 

suffer a selective neuronal death in brain regions which is implicated in progressive 

memory loss, severe personality disorders, cognitive alterations, spatial and 

temporal disorientation, anxiety, insomnia and dementia (Hane et al., 2017b; Kumar 

and Tsao, 2019). This progressively disabling and ultimately fatal disease is 

responsible for most cases of dementia (Robinson et al., 2017; OMS, 2020). The global 

prevalence of dementia has been estimated to be around 50 million (Alzheimer’s 

Disease International, 2019) and, considering the aging of the population, is 

predicted to triple in 2050 (Robinson et al., 2017; Alzheimer’s Disease International, 

2019; Kumar and Tsao, 2019). Therefore, AD is a serious public health issue 

(Robinson et al., 2017) that will get worse in the future. However, the cause (or 

probably causes) and molecular mechanisms of this disease remain unclear yet, and 

there is no effective pharmacological therapy to treat or palliate AD (Hane et al., 

2017b; Kumar and Tsao, 2019; Muñoz-Castro et al., 2020). 

 Based on the onset age, incidence and etiology, we can define two types of AD 

(familial and sporadic AD) (Gomez-Isla et al., 2008; Perl, 2010; Ballard et al., 2011; 

Bagyinszky et al., 2014). Familial AD is an uncommon form of this disease that 

occurs before the age of 60 (usually between 30 and 40 years of age) and follows an 

autosomal dominant inheritance pattern (Bertram et al., 2010; Karch et al., 2014; 

Calero et al., 2015; Ringman et al., 2015; Hane et al., 2017a; Robinson et al., 2017; 

Kumar and Tsao, 2019). On the other hand, sporadic AD is responsible for most cases 

of AD and its symptoms appear after 60 years of age. Though multiple risk factors 

have been associated with the onset and progression, its etiology is still unknown 

(Ballard et al., 2011; Scheltens et al., 2016; Robinson et al., 2017; Kumar and Tsao, 

2019). 

 Both forms of AD share symptomatology, histopathological lesions and 

anatomopathological features (Gomez-Isla et al., 2008; Perl, 2010; Ballard et al., 

2011; Bagyinszky et al., 2014; Scheltens et al., 2016), being mostly affected brain 

regions implicated in memory and language (DeTure and Dickson, 2019). The main 

microscopical alterations observed in AD patients are (1) synaptic loss, neuronal 

degeneration and neuritic pathology (Duyckaerts et al., 2009; Torres et al., 2012; 

Sanchez-Varo et al., 2012; Forner et al., 2017; Hane et al., 2017a), (2) accumulation 

of extracellular Aβ plaques and soluble forms (Glenner and Wong, 1984; Masters et 

al., 1985; Takahashi et al., 2017; Hane et al., 2017a; Kumar and Tsao, 2019), (3) 

intracellular hyperphosphorilated Tau neurofibrillary tangles (Spillantini and 

Goedert, 2013; Iqbal et al., 2016; Gao et al., 2018; Kumar and Tsao, 2019), and (4) a 

neuroinflammatory process mediated mainly by reactive microglia and astrocytes 

(Serrano-Pozo et al., 2011a; Heneka et al., 2015; Zhang and Jiang, 2015). 

 To date, most of the therapies used in clinical trials have been targeted, 

without success, against Aβ and Tau pathologies (Muñoz-Castro et al., 2020). In 

recent years, a novel hypothesis is gaining attention, suggesting that the immune 
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response mediated mainly by glial cells plays a crucial role in the development of the 

disease (Heneka et al., 2015). However, the role of immune system and glial cells in 

the pathological progression of AD is still to discover.  

 Microglia have been classically associated with the production of 

inflammatory and neurotoxic factors in AD (Heneka et al., 2015), which could 

contribute to neuronal damage and cognitive impairment (Holmes et al., 2009; 

Navarro et al., 2018). This idea derives mainly from transgenic mouse models 

(Jimenez et al., 2008; Moreno-Gonzalez et al., 2009; Baglietto-Vargas et al., 2017; 

Keren-Shaul et al., 2017; Gutierrez and Vitorica, 2018). However, our group 

described a mild and late microglial response and a significant microglial 

degeneration mediated by soluble forms of phospho-Tau (Sanchez-Mejias et al., 2016; 

Navarro et al., 2018) in AD patients’ hippocampus. This result questions the 

neurotoxic role of microglia and suggests an insufficient beneficial effect. Moreover, 

there are still multiple interrogations about the functional and regional 

heterogeneity of microglia in the human brain in AD (Sankowski et al., 2019). 

 Considering the astrogliosis observed in AD patients (Verkhratsky et al., 

2010; Heneka et al., 2015; Rodríguez-Arellano et al., 2016; Garwood et al., 2017), 

astrocytic contribution could be crucial in the appearance and progression of AD 

(Heneka et al., 2015). In fact, astrocytes seem to have a proinflammatory and 

neurotoxic effect in AD (Morales et al., 2014; Zhang and Jiang, 2015; Liddelow et al., 

2017; Li et al., 2019b). However, it is not clear if this response is a cause or a 

consequence of the pathology. Moreover, though the specific role of astrocytes in AD 

is unknown, these glial cells have essential neuroprotective functions in non-

pathological conditions (Vasile et al., 2017; Liddelow and Barres, 2017; Perez-Nievas 

and Serrano-Pozo, 2018). Therefore, astrocytes could contribute to the pathology not 

only producing an inflammatory or toxic effect, but also suffering an alteration of 

these neuroprotective functions (Farris et al., 2007; Tarasoff-Conway et al., 2015). 

 Glial cells are the main mediators of the immune response in the brain 

parenchyma in physiological conditions (Liu et al., 2014; Heneka et al., 2015; Hane 

et al. 2017a). Nevertheless, in AD, these cells could mediate an inflammatory 

environment that would facilitate, along with possible alterations in the blood brain 

barrier, the entry of cells from the peripheral immune system, as occurs in other 

neurodegenerative pathologies (Bogie et al., 2014; Zondler et al., 2016; Engelhardt 

et al. , 2017, Prinz and Priller, 2017; Sevenich, 2018). The monocyte-derived cells, 

once infiltrated, could contribute to the proinflammatory and cytotoxic environment 

(Hohsfield et al., 2020), or perform protective functions and help dysfunctional glial 

cells (El Khoury et al., 2007; Naert and Rivest, 2013; Zenaro et al., 2017). However, 

to date, it is not clear whether peripheral myeloid cell infiltration occurs in the brain 

of AD patients (Hohsfield and Humpel, 2015; Prinz and Priller, 2017; Sweeney et al., 

2018; Fani Maleki and Rivest, 2019). 
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2. AIMS 

In this project, we propose a new pathogenetic scenario in AD in order to 

resolve some of the problems resulting in poor translation of animal research to 

humans. Our hypothesis suggests that the pathological progression of AD is 

associated with glial cell dysfunction, which is characterized by a high phenotypic 

and regional heterogeneity. In this sense, clarifying the functional glial profiles 

(neuroprotective, neurotoxic and/or degenerative) during the disease progression is 

pivotal.  

Our main objective is to define microglial and astrocytic molecular 

signatures in AD patients, characterizing their morphological, regional and 

functional heterogeneity. Furthermore, we pretend to determine if peripheral 

immune cells infiltrate the central nervous system (CNS) of these patients. 

Therefore, our specific aims are: 

1. Characterizing the main pathological features and microglial response in 

 postmortem frontal cortex samples from AD patients. 

2. Evaluating astrocytic response in AD pathology. We will focus on the 

 study  of AD reactivity, complement response, metabolism and 

 neuroprotective  function alterations in the context of AD pathology. 

3. Clarifying if peripheral immune cells infiltrate the brain parenchyma of 

 AD mouse models and patients. 

4. Characterizing different subpopulations of astrocytes and microglia in AD 

 patients using multiplex fluorescent immunohistochemistry. 

Our results will help to unveil new mechanisms involved in AD and to identify 

possible targets of therapeutic interest that can be used in the development of new 

neuroprotective strategies. 

3. METHODS 

 This project is based on the study of postmortem human hippocampus and 

frontal cortex samples. Human samples are classified depending on the Tau 

pathology present in the brain tissue, according to Braak stages (Braak and Braak, 

1991). We also use APP (APPSL) and TAU (TAU P301S, Line PS19) AD models, and 

wildtype (WT) mice with the same genetic background (C57BL/6J) and age as 

controls. We generate astrocytic and neuronal primary cultures from WT mice with 

CD1 genetic background. In each experimental procedure, samples from different 

Braak stage (human) or genotypes and ages (mouse models) are processed 

simultaneously.  

 Human hippocampus and frontal cortex samples were homogenized, and 

RNA, DNA and proteins were isolated from each sample. We developed a reverse 

transcription to study genetic expression by real-time quantitative PCR (RT-qPCR) 

and TaqMan® Array Cards (Thermo Fisher Scientific). Using DNA, we identified 

APOE genotype for each sample, using Taqman® single-nucleotide polymorphism 
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genotyping assays. Total proteins were quantified by Lowry method to normalization 

and specific proteins of interest were analized by western blot. Some of these results 

are supported by immunohistochemical techniques, in collaboration with Dra. 

Antonia Gutierrez’s group (Universidad de Málaga).  

 We have evaluated the toxicity of Aβ and Tau species in primary neurons. For 

that, we isolated neurosynaptosomes (NS) from the cortex of APP and TAU models. 

Results were quantified by immunocytochemistry. We extracted S1 fractions from 

the cortex of adult APP and TAU mice to get soluble Aβ and phospho-Tau forms. 

These soluble fractions, once quantified by micro-lowry and normalized, were used 

for multiple in vitro assays. We performed a bioenergetics analysis in primary 

astrocytes treated with S1 from APP models using the Agilent Seahorse XFp 

(Agilent) analyzer. We also evaluated by immunocytochemistry the alteration of the 

neuroprotective effect of S1 from APP and TAU mice in astrocytes. 

 Astrocytic cells were specifically isolated from the cortex and hippocampus of 

APP and WT mice, using a modification of Miltenyi Biotec protocol, the specific 

astroglial antibody ACSA2 (Kantzer et al., 2017) and Fluorescence-activated Cell 

Sorting (FACS). Next, we developed a metabolomic analysis in collaboration with 

Dra. Coral Barbas (Universidad San Pablo CEU).  Microglia, monocytes-derived cells 

and lymphocytes were isolated and quantified from the cortex and hippocampus of 

transgenic mouse models (APP and TAU) at different ages (pre and post-pathology), 

with FACS. This protocol is based in the different expression profile of CD45 and 

CD11b in each cell type (Ford et al., 1995; Chiu et al., 2013; Goldmann et al., 2016; 

Rosenzweig et al., 2019). Next, we extracted RNA and perform RT-PCR to confirm 

their identity.  

 All experiments were repeated a minimum of 3 times. We performed data and 

statistical analysis, according to the required test in each case, using GraphPad 

Prism 8, IBM® SPSS® Statistics and the publicly available R programming 

language and statistical computing environment (version 3.6.0). We consider 

statistically significative differences when p<0.05. 

4. RESULTS AND DISCUSSION  

One of the main biological challenges our society is facing is the development 

of new treatments, to stop, or, at least, slow AD progression. The continuous 

therapeutic failures, based mainly on the amyloid hypothesis (Muñoz-Castro et al., 

2020), have promoted the development of an alternative hypothesis in which the 

immune response, central (mediated by microglia and astrocytes) and peripheral, 

plays a pivotal role in the development of the disease (Heneka et al., 2015). In this 

sense, our results propose that AD progression is associated with glial cell 

dysfunction, which may contribute to the neurodegeneration observed in AD, and, 

together with other factors, to the infiltration of peripheral immune cells in the CNS.  

In this project, we have focused mainly on the study of immune and glial 

responses associated to AD progression in the human hippocampus and frontal 

cortex. These brain regions show an opposite distribution pattern (to some degree) 
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of the main neuropathological features. In this sense, our results demonstrate that 

Aβ accumulation starts at earlier stages (Braak III-IV) in frontal cortex samples and 

presents higher levels than in hippocampal areas (Katzman et al., 1988). Moreover, 

Aβ levels are higher in AD patients carrying APOE ε4 polymorphism (Schmechel et 

al., 1993; Hyman et al., 1995; Polvikoski et al., 1995; Gomez-Isla et al., 1996b; 

McNamara et al., 1998), which could promote the early accumulation of Aβ (Liu et 

al., 2017b). Overall, the frontal cortex of AD patients, unlike hippocampus (Navarro, 

2015), has a more prominent amyloid pathology when compared to Tau. This 

heterogeneity could lead to regional differences in other pathological aspects, such 

as neurodegeneration or glial response. 

Our results in frontal cortex and hippocampus, together with those from 

previous immunohistochemical studies (Arai et al., 1987; Satoh et al., 1991; Brady 

and Mufson, 1997; Mikkonen et al., 1999; Takahashi et al., 2010; Sanchez-Mejias et 

al., 2020), show a severe death of PV + neurons in AD patients. Tau pathology, 

maybe together with other factors as the complement system, might mediate this 

specific neurodegeneration. Considering that PV + neurons are the main GABAergic 

interneurons in the neocortex (Tremblay et al., 2016), their degeneration could 

contribute significantly to cognitive impairment in AD patients (Palop and Mucke, 

2016). 

  Our results show a generalized astrocyte reactivity in hippocampus and 

frontal cortex of AD patients, which seems to be responsible for the complement 

response (Lian et al., 2015; Lian et al., 2016; Liddelow et al., 2017). This astrocytic 

response progresses with amyloid and neurofibrillary pathologies and could be 

mediated by microglia (Liddelow et al., 2017). Consequently, microglia and 

astrocytes would activate synaptic destruction and neuronal toxicity mechanisms 

(Lian et al., 2016; Hansen et al., 2018), as PV+ neurons degeneration, contributing 

to the progression of the pathology. 

 On the other hand, also in AD, astrocytes undergo a hypometabolic process 

mediated by soluble forms of Aβ and/or Tau. Using in vitro models, we observe that 

this astroglial metabolic reprogramming is associated with a decrease in the 

essential protective functions of astrocytes (Valori et al., 2019; Zulfiqar et al., 2019), 

rather than with a gain in toxic function. To develop this beneficial function, 

astrocytes release essential metabolites for synaptic and neuronal maintenance 

(Bélanger and Magistretti, 2009; Bélanger et al., 2011; Liu et al., 2017a; Valori et 

al., 2019; Konttinen et al., 2019). Moreover, we observed that astrocytes show 

alterations in glucose and fatty acid metabolism, citric acid cycle and cholesterol 

synthesis in AD patients. 

 Therefore, we propose that astrocytes in AD have a dysfunctional phenotype, 

with a reactive and hypometabolic transcriptional profile, thus reinforcing the 

hypothesis that astrocyte dysfunction could be involved in the progression of AD 

(Lian et al. 2015; Masgrau et al., 2017; Acosta et al., 2017; McAvoy and Kawamata, 

2019). The astrocyte dysfunction proposed in this project, together with astroglial 

contribution to inflammatory response (Heneka et al., 2015, Zulfiqar et al., 2019), 

may be implicated in synaptic deficiencies and neurodegeneration associated with 

AD. These effects would be produced because of a milder astroglial protection and 
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an activation of the complement system. Thus, we highlight the importance of a 

correct metabolism and astroglial function for the health of the CNS. The soluble 

forms of Aβ and/or Tau, either directly or through microglia, are factors that 

participate in the development of this dysfunctional phenotype of astrocytes, which 

is also compatible with a process of cellular senescence (SASP) and/or insulin 

resistance (García-Cáceres et al., 2016; Boisvert et al., 2018; Arnold et al., 2018; Han 

et al., 2020).  

Unlike astrocyte reactivity, there is a regional heterogeneity in the response 

of microglia in AD. While a partial or attenuated microglial response occurs in AD 

hippocampus (this work, Sanchez-Mejias et al., 2016), our results in frontal cortex 

show an upregulation of activation genes and a downregulation of homeostatic 

markers, which could be mediated, at least in part, by the amyloid pathology 

(Heneka et al., 2015; Manocha et al., 2016; Gutierrez and Vitorica, 2018; Sierksma 

et al., 2020; Ismail et al., 2020). Consequently, microglial protective functions could 

be lost in exchange for a gain in toxic effect (Sarlus and Heneka, 2017; Hansen et al., 

2018). Aβ and Tau species differences, together with time and level of accumulation, 

could explain these dissimilarities in microglial responses. We did not find an 

association between APOE genotype and microglial genes (Serrano-Pozo et al., 

2013b; Olah et al., 2018). However, our limited number of samples in some subgroups 

does not allow us to reject the existence of a relationship (Zhu et al., 2012; Friedberg 

et al., 2020). 

On the other hand, our results provide, for the first time in AD patients, 

evidence of monocyte-derived cells (MDC) infiltration in different brain regions. 

Our transcriptomic data show a significant increase of MDC markers in AD (Zhang 

et al., 2011b; Venteicher et al., 2017; Müller et al., 2017a; DePaula-Silva et al., 2019; 

Haage et al. al., 2020). Though other authors have previously observed this increase 

in some of the markers analyzed, it was related to microglial activation or to CNS-

associated macrophages (Pey et al., 2014; Stratoulias et al., 2019; Masuda et al., 

2020; Nguyen et al., 2020). However, our gene expression results, added to 

immunohistochemical studies (carried out in collaboration with Dr. Antonia 

Gutiérrez), show a CD163+ population in AD patients brain parenchyma which is 

absent in controls. These cells have a heterogeneous distribution in the hippocampal 

parenchyma, different from microglial, and are located mainly - but not exclusively 

- close to blood vessels and amyloid plaques. These data support a peripheral and 

non-microglial origin. In addition, cells infiltrated into the parenchyma of AD 

patients are negative for the CNS-associated macrophage specific marker MRC1 

(Galea et al., 2005; Holder et al., 2014; Goldmann et al., 2016; Mrdjen et al., 2018), 

supporting a monocytic origin of the peripheral infiltration. 

 Our results in models and humans, together with previous studies (Malm et 

al., 2005; Simard et al., 2006; Wang et al., 2016; Cronk et al., 2018; Lund et al., 2018; 

Shukla et al., 2019; Reed-Geaghan et al., 2020; Plemel et al., 2020; Hohsfield et al., 

2020), might indicate that Aβ and Tau pathologies would not be enough to produce 

MDC infiltration, in the absence of other factors, such as an alteration in the 

microglial niche and/or blood-brain barrier (BBB). Therefore, we propose that MDC 

infiltration in AD might be the consequence of multiple factors associated with the 
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pathology: upregulation of chemokines with the consequent transmigration of MDC 

through the BBB, alteration of glial function or niche, vascular alteration, and other 

infectious diseases, among others. These factors facilitate or mediate the entry of 

these cells into the CNS.  

 Due to the limited MDC infiltration in models, and the differences in markers 

between mice and humans (Ludewig et al., 2016), animal experiments did not 

conclude the nature or function of infiltrated cells. In any case, their presence in the 

CNS is clearly associated with a more severe pathology. Therefore, MDC could 

contribute to a pro-inflammatory and neurotoxic response (Ní Chasaide and Lynch, 

2020; Hohsfield et al., 2020), like in other neurodegenerative pathologies (Yamasaki 

et al., 2014; Varvel et al., 2016); or, on the contrary, be a consequence of advanced 

AD. In that case its entry occurs in a too advanced stages to produce any course-

changing effect, independently of it having a beneficial (Butovsky et al., 2007, 

Mildner et al., 2011; Koronyo et al., 2015; Thériault et al., 2015; Zuroff et al., 2017; 

Rosenzweig et al., 2019) or, even, no role at all (Varvel et al., 2015; Prokop et al., 

2015; Zhu et al., 2020). 

 Overall, this project also reflects the significant discrepancies between 

patients, and AD models, unable to adequately reproduce all the pathological 

features of the disease. Therefore, our work - based mainly on the study of human 

pathology - is highly valuable to understand the role of immune and glial cells in AD. 

 However, human samples also have several limitations. Among them, we can 

highlight the loss of cellularity in our transcriptomic studies, carried out in bulk 

tissue. Consequently, it is essential to validate these results using 

immunohistochemical techniques. In this sense, multiplex fluorescent 

immunohistochemistry can be very useful. This novel technique has been 

developed in Dr. Serrano-Pozo and Dr. Hyman‘s lab, thanks to a fellowship at the 

Massachusetts General Hospital (Harvard Medical School; EEUU). This tool is 

simple, accessible, robust, versatile and has a high resolution. So, we will be able to 

study more in-depth glial phenotypes at single cell level, without losing 

morphological details and spatial distribution in the tissue. We will be able to 

conclude whether the different functional profiles described for glial cells are 

associated to the entire population or to different states/subpopulations. In addition, 

we could use the markers describe in this project to differentiate MDC from 

microglia. Moreover, this technique will also allow us to simultaneously analyze 

microglial and astroglial phenotypes, in order to study the astrocyte-microglia 

interaction. 

 Overall, we propose that there is an important glial alteration in AD patients, 

characterized by an increase in the reactive and neurotoxic response and, mainly, by 

a decrease in homeostatic and protective functions. This dual role could facilitate 

and allow the infiltration of MDC through the release of attractive chemokines, 

alterations in the neurovascular unit, decreased regulatory functions, and partial 

depletion of the microglial niche. Thus, we postulate microglial, astroglial and 

immune dysfunction as a fundamental pathogenetic mechanism in AD. Therefore, 

they are a very valuable translational tool for evaluating potential diagnostic and 
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therapeutic strategies directed towards glial and immune modulation. Although the 

mechanisms associated with AD cannot be understood in isolation, these results 

bring us closer to understanding the pathology. In fact, as Ben Barres said, “glia 

already know how to save neurons, whereas neuroscientists still have no clue” (Barres, 

2008). 

5. CONCLUSIONS 

1. Frontal cortex of AD patients, although having neurofibrillary pathology, is 

mainly characterized by an important accumulation of Aβ starting at early stages 

(Braak III-IV). Moreover, this amyloid pathology is more severe than in the 

hippocampus. In both brain regions there is an important degeneration of PV + 

neurons that could be mediated by toxic Tau species and astrocyte reactivity.  

2. In Alzheimer's disease, the microglial response depends on the brain region 

studied, like other pathological features. In the frontal cortex of AD patients, unlike 

the hippocampus, there is no decrease in the microglial population and an alteration 

towards an active phenotype that could be mediated by Aβ. 

3. A generalized astroglial reactivity occurs in AD patients’ hippocampus and frontal 

cortex, which seems to be responsible for the upregulation in the complement 

response. This astrocytic response progresses with amyloid and neurofibrillary 

pathologies and could be mediated by microglia. Consequently, astrocytes and 

microglia activate the mechanisms of synaptic destruction and neuronal toxicity, 

contributing to the progression of the disease. 

4. In AD, soluble forms of Aβ and/or Tau mediate a dysfunctional metabolic process 

in astrocytes. Astrocytes show alterations in glucose metabolism, citric acids cycle, 

cholesterol synthesis, and fatty acids transport into the mitochondria. This astroglial 

metabolic reprogramming is associated with a decrease in the neuroprotective 

functions of astrocytes, rather than with a gain in toxic function. 

5. There is infiltration of MDC in multiple regions of AD brain parenchyma. This 

infiltration occurs because of several factors, among which we can highlight vascular 

alteration, recruitment through the CCL2 / CCR2 axis and transmigration through 

the BBB, and an alteration in glial function. The presence of MDC in the CNS is 

clearly associated with a more severe pathology. These cells could contribute to the 

pro-inflammatory and neurotoxic response or, on the contrary, be a consequence of 

advanced AD, so that, although they might have a beneficial role, they would not be 

effective in compensating the damage in such advanced stages. 

6. We have developed a novel experimental approach that allows, for the first time 

in AD, to study in a quantitative way and with high resolution, up to 17 different 

glial markers, in the same section and without losing cellularity, morphology and 

spatial distribution. Multiplex fluorescent immunohistochemistry is a robust, 

simple, accessible and versatile tool, and it has great advantages over traditional 

immunohistochemistry. Its systematic use will allow us to delve into the molecular 

signature of microglia and astrocytes, as well as better characterize infiltrated MDC 

in AD.  
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7. We propose that AD courses with a significant glial dysfunction, characterized by 

an increase in the reactive and neurotoxic response, but mainly by a decrease in 

homeostatic and protective functions. This dual role could facilitate and allow, in the 

presence of other factors, the infiltration of MDC. Thus, we postulate microglial, 

astroglial and immune dysfunction as a fundamental pathogenic mechanism in AD 

and, consequently, a valuable tool for evaluating potential diagnostic and 

therapeutic future strategies. 
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ABREVIATURAS K 

Aβ: péptido β-amiloide  

ACAA2: 3-ketoacyl-CoA thiolase 

ACSA2: astrocyte cell surface antigen 

2 

ACSL6: long-chain-fatty-acid--CoA 

ligase 6  

ACSS1: acetyl-coenzyme A synthetase 

2-like 

ACT: α1-antichimiotripsina 

AD: Alzheimer’s disease 

ADAM: A desintegrin and 

metalloprotease 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADNc: ADN complementario 

ADNg: ADN genómico 

AF: Alexa Fluor 

ALDH1L1: Aldehyde Dehydrogenase 

1 Family Member L1 

ALDOC: Fructose-bisphosphate 

aldolase C 

ANOVA: analysis of variance 

APC: allophycocyanin  

APOE: apolipoproteína E 

APOJ: apolipoproteína J o Clusterina 

APP: ratón transgénico APP751SL  

APP: proteína precursora de amiloide  

AQP: acuaporina 

AQP-4: acuaporina-4  

ARN: ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero  

BACE-1: β-site APP cleaving enzime 1 

BBB: blood-brain barrier 

BCR: B cell receptors 

BHE: barrera hematoencefálica 

BSA: albúmina de suero bovina 

(bovine serum albumin) 

CAA: angiopatía amiloide cerebral 

(cerebral amyloid angiopathy). 

Cbr2: carbonyl reductase 2 

CCL: C-C motif chemokine ligand 

CCR: C-C motif chemokine receptor  

CD: células dendríticas 

CDc: CD convencionales  

CDc1: CDc tipo 1 

CDc2: CDc tipo 2 

Cdk5: Cyclin dependent kinase 5 

CDM: células derivadas de monocitos 

CDp: CD plasmacitoides 

CDR: clasificación en la escala de 

demencia clínica (Clinical Dementia 

Rating) 

CD36: receptor CD36 

CD11b: integrin subunit alpha M (o 

ITGAM) 

CD11c: integrin subunit alpha X (o 

ITGAX) 

CD45: protein tyrosine phosphatase 

receptor type C (o PTPRC) 

CD68: molécula CD68 

CD74: molécula CD74 

CD163: receptor tipo scavenger 

CD163 

CLEC7A: C-type lectin domain 

containing 7A 

CNS: central nervous system 
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K ABREVIATURAS 

CPT1A: carnitina 

palmitoiltransferasa 1 A 

CSF1: colony stimulating factor 1 

CSF1R: colony stimulating factor 1 

receptor 

Cy: cianina (Cyanine) 

CXCL16: C-X-C motif chemokine 

ligand 16 

CX3CR1: C-X3-C motif chemokine 

receptor 1 

DAM: disease-associated microglia 

DAMPs: damage associated 

molecular patterns 

DEPC: dietilpirocarbonato  

DMT2: diabetes mellitus tipo 2  

DNA: deoxyribonucleic acid 

EA: enfermedad de Alzheimer 

ECAR: velocidad de acidificación 

extracelular (extracellular 

acidification rate) 

ECE: enzima convertidora de 

endotelina 

FACS: clasificación de células 

activada por fluorescencia 

(Fluorescence-activated Cell Sorting) 

FCCP: carbonilcianuro-p-

trifluorometoxifenilhidrazona 

(carbonyl cyanide-4-

(trifluoromethoxy)phenylhydrazone) 

FcRs: receptores Fc 

FDG: fluorodesoxiglucosa F-18 

FITC: Fluorescein isothiocyanate  

FN1: fibronectin 1 

FRET: Transmisión de Energía de 

Resonancia (Fluorescent Resonance 

Energy Transfer) 

F13A1: coagulation factor XIII A 

chain 

GFAP: proteína ácida fibrilar glial 

(glial fibrillary acidic protein) 

GSK-3β: glycogen synthase kinase 3 

GWAS: estudios de asociación de 

genoma completo (Genome wide 

association studies) 

HADHB: Trifunctional enzyme 

subunit beta 

HAM: human Alzheimer’s microglía 

HBSS: Hanks’ Balanced Salt solution 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid 

HLA-DR: major histocompatibility 

complex, class II, DR 

HMGCR: 3-hidroxi-3-metil-glutaril-

CoA reductasa 

IBA1: ionized calcium binding 

adapater molecule (o AIF1; allograft 

inflammatory factor 1) 

IDE: enzima degradadora de insulina 

IDH2: isocitrato deshidrogenasa 

isoforma 2 

IDH3a: subunidad alfa de la 

isocitrato deshidrogenasa isoforma 3 

IFITM2: interferon induced 

transmembrane protein 2 

IFITM3: interferon induced 

transmembrane protein 3 

IFN-γ: Interferón-γ  
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ABREVIATURAS K 

IGF-I: factor de crecimiento similar a 

la insulina tipo I (insulin-like growth 

factor I) 

Ig: inmunoglobulina 

IL: interleuquina 

LCR: líquido cefalorraquídeo 

LGALS3: galectin 3 

LILRB2: leukocyte immunoglobulin 

like receptor B2 

LRP: receptores de lipoproteínas 

LRP1: low-density lipoprotein 

receptor related protein-1 

LTD: depresión a largo plazo 

LTP: potenciación a largo plazo 

Lyve1: lymphatic vessel endothelial 

hyaluronan receptor 1 

MAPs: proteínas asociadas a 

microtúbulos (Microtubule associated 

proteins) 

MC < 5.000 Da: medio condicionado 

con moléculas de masa inferior a 

5.000 Da  

MC > 5.000 Da: medio condicionado 

con moléculas de masa superior a 

5.000 Da  

MCI: deterioro cognitivo leve (mild 

cognitive impairment) 

MDC: monocyte-derived cells 

MDH1B: Putative malate 

dehydrogenase 1B  

MHC I y II: Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad clases I y II 

(major histocompatibility complex) 

MKI67: marker of proliferation Ki-67 

MMPs: SR 

MMSE: examen del estado mental 

(Mini-Mental State Examination) 

MoCA: Montreal Cognitive 

Assessment 

MRC1: mannose receptor C-type 1  

MSR1: macrophage scavenger 

receptor 1 

Ms4a7: membrane spanning 4-

domains A7 

NDS: suero normal de burro (normal 

donkey serum) 

NEP: neprelisina 

NET: Neutrophil Extracellular Traps 

NFT: ovillos neurofibrilares 

intraneuronales de la proteína Tau 

hiperfosforilada (Neurofibrillary 

tangles) 

NPC2: NPC intracellular cholesterol 

transporter 2 

NPY: neuropéptido Y  

NR4A1: nuclear receptor subfamily 4 

group A member 1 

NS: neurosinaptosomas 

(neurosynaptosomes) 

NT: filamentos de neuropilo (neuropil 

threads) 

OCR: velocidad de consumo de 

oxígeno (oxygen consumption rate)  

PAGE: electroforesis en gel de 

poliacrilamida 

PAMPs: pathogen-associated 

molecular patterns 

PBS: tampón fosfato salino 

PCR: reacción en cadena de la 

polimerasa 

PE: R-phycoerythrin 
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K ABREVIATURAS 

PET: tomografía por emisión de 

positrones 

PFA: paraformaldehído  

PFKM: isoforma muscular de la 

fosfofructoquinasa-6 

Pf4: platelet factor 4 

PGM1: fosfoglucomutasa-1 

PILRA: paired immunoglobin like 

type 2 receptor alpha 

PKM: isoformas M1 y M2 de piruvato 

quinasa 

PRRs: Pattern recognition receptors 

PSEN: presenilina  

PU.1: factor de transcripción SPI1 

PV: parvalbúmina  

PYGB: isoforma cerebral de la 

glucógeno fosforilasa 

P2RX4: purinergic receptor P2X 4 

P2RY12: purinergic receptor P2Y12 

qPCR: PCR cuantitativa 

RAGE: receptor for advanced 

glycation end products 

RIN: Número de Integridad del ARN 

(RNA Integrity Number) 

RNA: ribonucleic acid 

RNA-seq: RNA sequencing    

RT-qPCR: PCR cuantitativa 

realizada a partir de ADNc 

SASP: fenotipo secretor asociado a 

senescencia (Senescence-Associated 

Secretory Phenotype) 

sAPPα: APP soluble α 

sAPPβ: APP soluble β 

SDS: dodecisulfato sódico 

Sj: Gene Set Score  

SNC: sistema nervioso central 

SNP: polimorfismo de nucleótido 

único (single-nucleotide 

polymorphism) 

SST: somatoestatina 

Stab1: stabilin 1 

S1: fracción proteica soluble 

TAGLN2: transgelin 2 

TAU: ratón transgénico TAU P301S 

(Línea PS19) 

TBS: Tris buffer salino  

Tc: T citotóxicos 

TCR: T cell receptor 

t-cyIF: inmunofluorescencia cíclica 

basada en tejido (tissue-based cyclic 

immunofluorescence) 

TGF-β: Transforming growth factor-β 

Th: T helpers o colaboradores 

TLR: toll-like receptors 

TMEM119: transmembrane protein 

119 

TNF-α: Factor de Necrosis Tumoral-α  

Treg: T reguladores 

TREM2: triggering receptor expressed 

on myeloid cells 2 

VAT: Visual Assessment of cluster 

Tendency 

VIM: Vimentina 

WCNA: Weighted Co-Expression 

Network Analysis 

WT: ratones no transgénicos (wild 

type) 
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