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LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Escala ABC de diagndstico neuropatologico. A: Fases de Thal et al. (2002) en
relacion a la distribucion de depdsitos de amiloide. En rojo se indica la primera fase o inicial
(isocortical); en naranja, fase 2 o moderada (limbico), y en amarillo, fase 3 o tardia
(subcortical); B: Distribucion espaciotemporal de patrones de degeneracion neurofibrilar, de
Braak y Braak (1991). Amyg: Amigdala; EC: Corteza entorrinal; Cg: Coértex cingulado;
Prec: Precuneo; 4: Cortex motor primario; 3-1-2: Cortex sensorial primario; 17: Cortex vi-
sual primario: 18: Cortex visual asociativo; C: Criterios de analisis semicuantitativos de pla-
cas AP, en tres regiones cerebrales (frontal, temporal y parietal), establecido por CERAD
(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer Disease, Mirra et al., 1991). Mediante el
método de tincion de plata se establece la cantidad de placas neuriticas en estas regiones.
Modificada de Serrano-Pozo et al., 2011.

Figura 2. Gréfica que ilustra la curva de deterioro de un paciente diagnosticado con EA. La
linea amarilla indica la pérdida de memoria asociada a la edad, mientras que la linea azul
ilustra una pérdida de funciones mas pronunciada y que se corresponderia a un diagndstico
de deterioro cognitivo leve (DCL). La linea roja hace referencia al periodo correspondiente
a los estadios tardios de la EA donde hay una pérdida total de funciones cognitivas. Tal y
como se indica en la grafica, los cambios cerebrales podrian aparecer décadas antes de la

aparicion de los sintomas. Modificada de Hampel y Lista, 2016.

Figura 3. Fotografias de secciones coronales de cerebro humano. A la izquierda se observa
un cerebro control y a la derecha un cerebro de un paciente con EA. En este ultimo, se apre-
cia un encogimiento del coértex cerebral y del hipocampo en particular, una disminucioén de
la sustancia blanca, y una expansion de los ventriculos cerebrales. Tomada de ADEAR

(Alzheimer's Disease Education and Referral Center, a service of the National Institute on
Aging).
Figura 4. Dibujos originales realizados por Santiago Ramoén y Cajal, para ilustrar distintos

tipos de placas (A-C) y preparaciones de tejido cerebral tefiidas con el método de nitrato de
plata reducido (D-F). Tomado de Garcia-Marin et al., 2007.

Figura 5. Esquema de los cambios neurofibrilares observados en la formacion del hipocam-
po y en la neocorteza temporal adyacente. Notese la evolucion desde el estadio I hasta esta-
dio VI. Modificada de Braak y Braak (1995).

Figura 6. A: Fotografia panoramica de un corte coronal de cerebro humano tefiido con el

método de Nissl. Los recuadros indican la ubicacion de la formacion del hipocampo. Ima-



gen tomada del National Museum of Health and Medicine. B: dos cortes coronales que

muestran la ubicacion del hipocampo, asi como su formacidén antero-posteriormente.

Figura 7. A: Formacion del hipocampo humano de una seccion tefiida con el método de
Nissl. B: Microfotografias que muestran las caracteristicas citoarquitectonicas de las dife-
rentes regiones de la formacion del hipocampo. GD: giro dentado; CA1-3: campos amoéni-
cos. Mol: capa molecular; Gran: capa granular; Pol: capa polimorfica; Lac-mol: estrato lacu-
nosum-moleculare; Rad: estrato radiatum; Pir: estratro piramidal; Or-alv: estratos oriens y
alveus. Barra de escala 1200 pm (en A); 320 um (en B). Modificada de DeFelipe et al.
(2007).

Figura 8. Esquema de las principales conexiones intrinsecas de la formacion del hipocampo
y la CE, asi como de las principales conexiones aferentes y eferentes corticales y subcortica-
les. Las lineas discontinuas indican las conexiones con el GD, CA3 y la CE. Modificado de
DeFelipe et al., 2007.

Figura 9. Microfotografias ilustrando la formacion hipocampal de un paciente con EA de
secciones inmunotefiidas para NeuN (A), Nissl (B), PHFyya1s (C), PHFraups306 (D) y AP
(E). Barra de escala (en E): 1000um. GD: giro dentado; CA3-CAl: campos amonicos;
SUB: subiculo.

Figura 10. Imagenes de microscopia confocal de la formacion hipocampal de un paciente
con EA que muestra tincion para anti-Af (A, C) y anti-PHFTau (anti-PHFr,, a1gy anti-

PHF1,u.ps396 €n B y D, respectivamente). Barra de escala (en D): 50 um.

Figura 11. Imagenes de microscopia confocal de la formacion hipocampal de un paciente
con EA que muestra tincion para anti-PHFr,, (anti-PHF 4. A18 Y anti-pHFTau-ps3os; A 'y B, respec-

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

Figura 12. Columna de la izquierda: microfotografias ilustrando la formacién hipocampal
de un paciente con EA de secciones inmunotefiidas para NeuN (A), Nissl (C), PHFau.a1s
(E), PHF ray-ps396 (G) y AP (I). Columna de la derecha (B, D, F, H, J): mayor aumento de la
region CAl para ilustrar el marco de conteo aplicado en los procedimientos estereologicos
(las lineas verdes corresponden a los bordes de inclusion y las lineas rojas a los bordes de
exclusion). En las secciones con tincidn de Nissl, una neurona se contd solamente si el nu-
cléolo se identificaba claramente en el plano Optico a lo largo del eje z, mientras que en las
secciones NeulN_;;, una neurona se conté cuando su nucleo se identificaba claramente. Barra
de escala (en J): 1000 pmen A, C, E, GeI; 37 umen B yD; 90 umen F, H and J. GD:

giro dentado; CA3-CA1l: campos amonicos; SUB: subiculo.
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Figura 13. Formacion hipocampal de un paciente con EA. (A) Seccién marcada con la tin-
cion de Nissl de un paciente con EA (Az6) para ilustrar las areas hipocampales. Note la pér-
dida neuronal en CAl. Las imdgenes de confocal muestran tincion para anti-Ap (B) y anti-
PHF 1ay-ps396 (C) y fueron tomadas de una seccion doblemente marcada para ilustrar el patron
de distribucion de las placas AB.;; y las neuronas PHF ,.55396-ir, respectivamente. (D) Ambos
canales mostrando tanto el marcaje anti-Af como el marcaje anti-PHFr,, ps306. (E, F) Region
CAl mostrando el marcaje de neuronas PHF 155306 (E) y de placas AP (F). CA1-CA3:
campos amoénicos; GD: giro dentado; SUB: subiculo; Pyr: stratum pyramidale; Rad: stratum
radiatum; Or: stratum oriens. Barra de escala (en F): 20 um en A; 25 umen B, C, D; 50 um
enE, F.

Figura 14. Andlisis de la distribucion y expresion de neuronas PHF 1, ;; mediante el softwa-
re Imaris. A: Imagen de microscopia confocal mostrando una seccion doblemente tefiida pa-
ra anti-PHF ., a1 (rojo) y anti-PHFr,,5s396 (verde), en la region CAl, la cual puede ser vi-
sualizada entera, del paciente Az4. B: Los puntos son asignados a cada neurona, siendo fa-
cilmente visualizados al apagar los canales de fluorescencia. C: El rectangulo es la region
marcada por puntas de flecha en B. Los diferentes colores de los puntos corresponden a neu-
ronas PHF 1y ats.ir (r0jo), neuronas PHF 1, ps396.ir (verde), y neuronas que coexpresan ambos

marcadores PHFr,, (amarillo). Barra de escala: 200pum (en B); 50 um (en C).
Figura 15. Ejemplo de una hoja de datos preparada para InTool Explorer.

Figura 16. Capturas de pantalla de InTool Explorer para ilustrar el proceso de carga de da-
tos. A: abrir desde el archivo de datos desde el servidor. B: lista de variables que se clasifi-
can automaticamente como categoricas, cuantitativas u ordinales. C: opcion de guardar un

analisis.

Figura 17. Tarjetas de filtrado de InTool Explorer. A: filtrado de variables categoricas como
“Region” y “Caso”, con casillas para marcar o desmarcar. B: filtrado de una variable cuanti-
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tativa (“Neuronas NeuN ;/mm™’) mediante control de rango.

Figura 18. Uso de los graficos de coordenadas paralelas. (A) Gréfico de coordenadas para-
lelas de las variables seleccionadas, agrupadas por columnas. (B) Tarjeta de estadistica
(Column Statistics) de la variable “Neuronas NeuN_;,/mm®” que facilita la seleccion de valo-
res especificos. (C) Grafico de coordenadas paralelas usando valores de rango para la varia-
ble “Neuronas NeuN_;/mm® para visualizar las regiones o los pacientes correspondientes a

un rango seleccionado (los valores de la media se muestran en B). Esta seleccion facilita la



visualizacion de una posible relacion con la variable “Placas AB_ir/mm3”. CAI1-CA3: campos

amonicos; SUB: subiculo.

Figura 19. Interfaz de InTool Explorer mostrando varias tarjetas de visualizacion. (A) Gra-
fico de conjuntos paralelos (Parallel set) mostrando las variables “Region”, “Escala de Bra-
ak” y “Neuronas NeuN_;,”. Cada barra horizontal representa posibles categorias asociadas a
cada variable, mientras que el ancho de la barra indica la fraccion proporcional de la catego-
ria total. (B) Grafico radial ilustrando la relacion entre tres variables: “Edad en el momento
del diagnostico”, “Neuronas NeuN_;/mm’” y “Progresion de la enfermedad (afios)”. Todos
los pacientes se visualizan en el lado izquierdo del grafico. Esta tarjeta de visualizacion per-
mite multiples comparaciones con el fin de visualizar valores similares o extremos. El pa-
ciente Az5 (resaltado en verde) se muestra como ejemplo de visualizacion. (C) Grafico de
dispersion mostrando la relacion entre las variables “Edad en el momento del diagnostico” y
“Neuronas NeuN_,/mm® por paciente. Observe el valor extremo resaltado con el globo azul
(paciente Azl11). Esta identificacion ofrece informacion adicional sobre el valor selecciona-

do. CA1-CA3: campos amodnicos; SUB: subiculo.

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

momento que el usuario lo necesite.

Figura 21. Tarjetas especificas de dominio creadas en InTool Explorer a partir de imagenes histolo-
gicas de muestras de cerebro humano de pacientes con EA. (A) Las imagenes cargadas en la he-
rramienta puede ser visualizadas de manera conjunta. (B) Puesto que las imagenes pueden
filtrarse por etiquetas, todas las imagenes presentadas corresponden al marcador “NeuN”.
(C) La tarjeta creada muestra informacion relativa a la imagen seleccionada: titulo, variables
asociadas a la imagen, etiquetas y notas, asi como la asociacion espacial (Spatial associa-
tion; detalles en D). (D) Esta caracteristica proporciona la facilidad de anadir filtros visuales

de variables categdricas a la imagen seleccionada (véase Figura 22 para mas detalles).

Figura 22. Tarjetas especificas de dominio para filtrado espacial. (A) Tarjeta de imagen del
hipocampo de una seccion anti-NeuN de un paciente con EA (Paciente Azl). La variable
“Region” se anadio a la tarjeta de imagen con la funcion de asociacion espacial (Spatial as-
sociation) como un filtro para cualquier visualizacién simultanea. A la derecha, se cre6 un
grafico de coordenadas paralelas para mostrar la dindmica de la interaccion del usuario. (B)
En la misma tarjeta de imagen ilustrada en A, se selecciond una region particular (CAl, re-
saltada en azul). A la derecha, en el grafico de coordenadas paralelas, aparecen solamente

los datos filtrados. CA1-CA3: campos amodnicos; SUB: subiculo.



Figura 23. Grafico mostrando la media de las densidades neuronales en las areas hipocam-
pales examinadas, estimadas en secciones con tincion de Nissl y anti-NeuN, en pacientes
con EA y sujetos sin demencia. Las densidades representadas corresponden al niimero de
neuronas marcadas por volumen (mm®) por cada caso analizado. Los circulos blancos co-
rresponden a los pacientes con EA que también presentan esclerosis del hipocampo. CA3-

CA1: campos amonicos; SUB: subiculo.

Figura 24. Microfotografias de la formacion hipocampal del paciente Az4 para ilustrar la
esclerosis del hipocampo. Las secciones anti-NeuN (A) y con tincion de Nissl (B) muestran
la pérdida neuronal en CAl. Las lineas (en A y B) indican la transicion entre CA1, CA2 y el
subiculo. GD, giro dentado; CA1-CA3, campos amonicos; SUB, subiculo. Barra de escala
(en B) 1000pum.

Figura 25. Grafico mostrando la media de densidades neuronales por volumen de neuronas
PHF 1qy-a1s8-ir Y PHF raups306.ir €0 las areas hipocampales analizadas. Las densidades represen-
tadas corresponden con el nimero de neuronas marcadas por volumen (mm?) por cada caso

analizado. GD: giro dentado; CA3-CA1: campos amodnicos; SUB: subiculo.

Figura 26. Representacion grafica de los porcentajes de neuronas PHF . ats.ir Y PHF q,.
ps396-ir, considerando las neuronas tefiidas con el método de Nissl como la poblacion total de
neuronas. Los datos corresponden al promedio de los porcentajes por region. Notese que el
porcentaje de elementos PHFr,y, s306.ir SObrepasa la poblacion neuronal total, que podria ser
una consecuencia de ovillos neurofibrilares extracelulares marcados u “ovillos fantas-

ma” (ver Discusion para mas detalles). CA3-CAl: campos amonicos; SUB: subiculo.

Figura 27. Proyecciones de pilas de imagenes para ilustrar el marcaje de neuronas en sec-
ciones doblemente marcadas para PHFryy.ats y PHF1aups306. A, B: Microfotografias de con-
focal a bajo aumento de la formacion hipocampal mostrando marcaje para PHF 14yps306 (A,
en verde) y PHF1,, a1s (B, en rojo). Las puntas de flecha indican los limites de CAl. C-H:
Trios de proyecciones de pilas de imagenes tomadas de secciones doblemente inmunotefii-
das para PHF 1, pyr1/PHF 14,.a1s. Las flechas indican neuronas que expresan anti-PHFr,, ats
y anti-PHFr,,.ps306 (C-E). Las puntas de flecha indican una neurona que expresa anti-PHFr,,.
ats, ¥ los asteriscos indican dos neuronas que expresan solamente PHF 1, ps306. GD: giro
dentado; CA1-CA3: campos amodnicos; SUB: subiculo. Barra de escala (en H): 922pm (in
A, B) and 50um (in C-H).



Figura 28. Grafico circular que ilustra los porcentajes de neuronas tefiidas en secciones do-
blemente marcadas para PHFry.a1s Y PHF rayps306. A pesar de la gran variabilidad en los pa-
trones de expresion, las medias de los porcentajes de expresion en el grafico “Resumen”

muestran claramente una mayor proporcion de neuronas PHF 1,.5s396.

Figura 29. Graficos para ilustrar las variables estimadas de las placas AP en las areas hipo-
campales analizadas. A: Numero medio de placas AP por volumen. B: Volumen medio
ocupado por placas AB_;. C: Estimacion del volumen medio de placas AB.;. GD: giro denta-

do; CA3-CALl: campos amoénicos; SUB: subiculo.

Figura 30. Proyecciones de pilas de imagenes para ilustrar la visualizacion de placas me-
diante doble marcaje AP/Methoxy-X04. Como puede apreciarse, la placa se visualiza clara-

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

Figura 31. Grafico circular para mostrar los porcentajes de placas marcadas en los analisis
de secciones doblemente marcadas. A: AB/PHFr,, puri. B: AB/PHFr,,.a1s. Ambos analisis
ilustran una mayor proporcion de placas AP, y una menor proporcion de placas AP negati-

vas.

Figura 32. Placas en secciones hipocampales doblemente tefiidas. A, B, E: Proyecciones de
pilas de imagenes de confocal tomadas de secciones doblemente tefiidas para AB/PHFr,,.
ps396. C, D: Proyecciones de pilas de imagenes de confocal tomadas de secciones doblemente
tefiidas para AB/PHFr.,.a1s. Las placas que expresan AP y PHF .18, asi como AR y PHFr,,
-ps396 S€ muestran en A y C, respectivamente. En B se ilustran las placas que expresan sola-
mente PHFr,,5306y €n D, las que expresan solamente PHFr,,.a1s. Una placa que expresa

solamente anti-Af} se muestra en E. Barra de escala (en E): 50um.

Figura 33. Proyecciones de pilas de imagenes de microscopia confocal tomadas de seccio-
nes hipocampales triplemente marcadas (Methoxy-X04/PHFryy.ats/PHF ray-ps306). A, B: las
placas no expresan ninguna isoforma anti-PHFr,,, pero si muestran marcaje para Methoxy-
X04 que indica la presencia de AB. C, D: ejemplos de placas que expresan los tres marca-
dores (Methoxy-X04/PHF 4y a1s/PHF ray-ps396). Barra de escala (en D): 5S0um.

Figura 34. Microfotografia de la formacioén hipocampal de un paciente con EA, de una sec-
cion doblemente tefiida para Nissl y anti-Af. A: Microfotografia a bajo aumento para ilus-
trar las distintas regiones hipocampales. B: Mayor aumento del 4&rea marcada en A, mostran-
do la distribucion de las placas por capas en la region CA1 (Lac-mol: estrato lacunosum-

moleculare; Rad: estrato radiatum; Pyr: estrato pyramidale; Or: estrato oriens. GD: giro



dentado; CA1-CA3: campos amonicos; SUB: subiculo. Barra de escala 1000pm (en B); 860
um (en A).

Figura 35. Mapas de la formacion hipocampal de pacientes con EA para ilustrar la distribu-
cion de placas y los patrones de marcaje en CAl. Los dibujos se basan en el analisis de sec-
ciones doblemente marcadas para anti-Af y anti-PHFr,,. Los limites entre las areas hipo-
campales se indican con lineas, mientras que CAl estd marcado con un rectangulo. Debajo
de cada perfil, CAl se muestra de manera esquematica con sus correspondientes subre-
giones y capas. Los puntos verdes corresponden a placas AP, los puntos rojos a placas
PHF tqy-ir (PHFay-a18 0 PHF 1ay58396), ¥ los puntos amarillos indican placas que expresan tan-
to la proteina Afcomo la proteina PHFr,,. A-F: Dibujos representativos de los pacientes
Azl, Az2, Az3, Az4, Az5 y Az6, respectivamente. GD: giro dentado; CA1-CA3: campos
amonicos; SUB: subiculo; Prox: proximal; Med: medial; Dist: distal; Or: estrato oriens; Pyr:

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

Figura 36. Graficos de coordenadas paralelas mostrando la densidad neuronal de pacientes
con EA. A: Relacion entre “Neuronas NeuN_;,/mm®” y “Caso”. B: Seleccion de valores por
encima de la media de la variable “Neuronas NeuN_,/mm>” y su relacion con la variable
“Region”. C: Visualizacion selectiva de cada region mediante diferentes colores. CA1-CA3:

campos amonicos; SUB: subiculo.

Figura 37. Graficos de coordenadas paralelas para visualizar variables cuantitativas y cate-
goricas de pacientes con EA. A: Las relaciones pueden establecerse entre variables cuantita-
tivas como “Neuronas NeuN_,/mm’” y “Progresion de la EA (afios)”, y variables categoricas
como “Escala de Braak™. B: seleccion de un rango de datos en la variable “Progresion de la
EA (afios)”.

Figura 38. Graficos de coordenadas paralelas para ilustrar la visualizacidon conjunta de
“Neuronas NeuN ;/mm>”, “Neuronas AT8., /mm>” y “Neuronas pS396_ir/mm3 ”, por pacien-
te y region analizada. Al seleccionar una determinada region, se seleccionan todos los valo-
res asociados a ella, obteniendo rapidamente una imagen de la distribucion de las distintas

densidades entre todas las regiones analizadas.

Figura 39. Graficos de coordenadas paralelas para ilustrar la visualizacion conjunta de las
densidades neuronales, de neuronas PHF i (tanto PHFry.a1s.ir cOmo PHFrayps306.ir), y de
placas AP, asi como el porcentaje de tejido ocupado y el tamafio de las mismas, por pa-

ciente y region analizada.



Figura 40. Graficos de coordenadas paralelas para ilustrar una exploracion de datos especi-
ficos de diferentes variables en la region CAl. A: al seleccionar las “Neuronas Nissl/mm®”
por encima de la media, se observa que el paciente Az10 (destacado con color marrdn)
muestra una densidad de placas AP_; por volumen en CAl superior al resto de pacientes. B:
las coordenadas paralelas permiten seleccionar mas de un rango de datos en variables cuan-
titativas (“Neuronas Nissl/mm®” por encima de la media y densidad baja de “Placas Ap.i/
mm>”). En este caso, se observo que el paciente Az5 (destacado con el color verde) muestra
una alta densidad de neuronas por volumen en la region CAl y que corresponde a una baja

densidad tanto de neuronas PHFr,,;, como de placas AB_;,.

Figura 41. Grafico de coordenadas paralelas para ilustrar, con distintos colores, los pacien-
tes con EA que muestran esclerosis del hipocampo en CAl. Las densidades neuronales de

estos pacientes son inferiores al resto de pacientes con EA.

Figura 42. Gréficos de coordenadas paralelas que ilustran los porcentajes de co-expresion
de neuronas PHFr,,;; y de co-localizacion de placas AP, en CAl, obtenidos en los analisis
de microscopia confocal. A: visualizacion conjunta de los datos; B: seleccion de valores su-

periores al 70% de placas AP.;;; C: seleccion de valores inferiores al 70% de placas AP.;.

Figura 43. Ilustracion de los posibles cambios estructurales que podria sufrir una placa. Los
dibujos de la parte superior esquematizan una placa en desarrollo (I: placa difusa; II: placa
primitiva con fibras de AB; III: placa clasica con ntcleo AP.;; y rodeado de neuritas distrofi-
cas; IV: placa compacta de AB; dibujos modificados de Iqueda et al., 1990). Las microfoto-
grafias de la parte inferior pertenecen a secciones con doble tincion para anti-AP y anti-
NeuN para mostrar placas difusas, neuriticas con ntcleo central y neuriticas sin nicleo cen-
tral (I, II, IIL, respectivamente), asi como placas difusas, neuriticas con nucleo central y
neuriticas sin nicleo central, en contacto con neuronas (IV, V, VI, respectivamente). Barra

de escala (en VI): 20pm. Imagenes modificadas de Garcia-Marin et al., 2009.
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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) se define como un deterioro cognitivo gradual e
irreversible, cuyas fases avanzadas se caracterizan por una pérdida de las funciones cerebra-
les superiores del sujeto (Valls-Pedret et al., 2010). Durante los procesos neurodegenerati-
vos de la EA, la memoria es la primera funcion en comenzar a mostrar signos de deterioro.
Las principales huellas microanatdmicas son la presencia de ovillos neurofibrilares de pro-
teina tau hiperfosforilada (PHFr,,) en el interior de las neuronas, y la agregacion extracelu-
lar de la proteina B-amiloide (AP). No obstante, la mera presencia de estas proteinas no in-

duce necesariamente a la EA.

La formacion hipocampal es una de las primeras regiones en mostrar alteraciones en la EA,
siendo una zona de estudio relevante dadas las funcionalidades que soporta, como la forma-
cion de nuevas memorias, y la orientacion espacial y temporal, que se ven alteradas en eta-

pas iniciales de la enfermedad.

El objetivo principal de esta tesis es analizar las alteraciones histopatologicas en la
formacion del hipocampo de pacientes con la EA, explorando, ademads, su posible relacion

mediante una herramienta informatica desarrollada para ello.

En primer lugar, se ha analizado la densidad de las neuronas de PHF1,,.;; y de las pla-
cas de AP., asi como la posible pérdida neuronal, en el giro dentado (GD), CA3, CAl y
subiculo de 11 pacientes con EA. Usando métodos cuantitativos estereologicos se encontrd
que la densidad de neuronas en CA1 de pacientes con EA estaba reducida, especialmente en
aquellos casos con esclerosis del hipocampo, siendo ademas la region mas afectada por la
presencia de numerosos elementos PHF,,.;; y placas AB.. El subiculo no mostré cambios
en la densidad neuronal, pero expreso niveles moderados de neuronas PHF 1,,.;; y placas Ap.
ir» mientras que el GD y CA3 estaban menos afectados por la presencia de estos elementos

patologicos

En segundo lugar, se ha llevado a cabo un anélisis detallado de la patologia neurofibri-
lar y la patologia amiloide en la region CA1 mediante técnicas de microscopia confocal, po-
niendo de manifiesto cuatro hallazgos principales. Primero, a pesar de que la expresion de
placas y de neuronas PHFr,,;; presenta una gran variedad de patrones, la capa piramidal de
la region medial de CAl contiene el mayor nimero tanto de placas como de neuronas
PHFr,,;. Segundo, una gran proporciéon de placas AP, también presentaban PHFr,,,
mientras que las placas que carecian de inmunorreactividad frente a AP (marcadas tnica-
mente con PHFry.5s306 0 PHFra.a1s) fueron escasas. Tercero, todas las placas que contenian

alguna de las dos isoformas de PHFr,,, expresaba también la otra, es decir, si una placa con-
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tenia PHF ., ps306, también contenia PHFr,,.ars, y viceversa. Cuarto, el estudio de co-
localizacion de ambas isoformas de PHFr,, en las neuronas de CAl reveld que la mayoria
de las neuronas analizadas expresaban solamente PHF 1,,.,s306. Asimismo, la mayoria de las

neuronas PHFr,,;; se identificaron como células piramidales.

Por ultimo, el desarrollo y la aplicacién de una herramienta interactiva de visualizacion
de datos, InTool Explorer, facilit6é la visualizacion detallada de los datos obtenidos de los
pacientes con EA respecto a su informacion clinica, demogréfica y las caracteristicas histo-
patologicas. Asimismo, gracias a InTool Explorer se pudo encontrar una posible relacion
inversa entre la co-expresion de neuronas y la co-localizacion de placas: aquellos casos con
mas placas AP presentaban un menor porcentaje de placas que muestran co-localizacion
entre ARy PHFr,, asi como un menor porcentaje de neuronas que co-expresan ambas iso-
formas de la proteina PHFr,,, habiendo un mayor niimero de neuronas PHF 14y.ps306.ir- Por €1
contrario, los casos que expresan un menor numero de placas AP, presentan un mayor por-
centaje de placas que muestran co-localizacion entre Afy PHFr,, asi como un mayor por-
centaje de neuronas que co-expresan ambas isoformas de la proteina PHF,,, disminuyendo

el nimero de neuronas que expresan PHF r,,.55396.
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Introduccion

I. INTRODUCCION
1.1. Envejecimiento cerebral y memoria

Se ha conceptualizado el envejecimiento como un proceso degenerativo multiorganico
cuya naturaleza implica factores tanto genéticos como ambientales (Toussaint et al., 2000).
A nivel biolégico se observan alteraciones hormonales, metabolicas, moleculares, neuro-
anatomicas y de neurotransmisores, mientras que a nivel cognitivo destaca una disminucion
de la capacidad atencional y perceptiva, de los tiempos de respuesta, asi como una disminu-
cion en la capacidad de recuerdo y almacenamiento de la informacion (Kalmijn et al., 1998;
Katcher, 2015). Desde el punto de vista biologico, las teorias propuestas acerca del deterioro
cognitivo se engloban en dos grandes grupos: la programacioén genética de autodestruccion
celular (Skulachev & Longo, 2005; Libertini, 2008) y la acumulacion de errores genéticos y
alteraciones proteicas (Weinert &Timiras, 2003). No obstante, no existe una teoria inica que
explique el proceso del envejecimiento y, por lo tanto, las teorias propuestas se consideran

complementarias.

Como consecuencia del proceso normal de envejecimiento, las células del sistema ner-
vioso se ven afectadas, apreciandose un incremento en el estrés oxidativo y metabolico, dan-
do lugar a un aumento en el dafio proteico, del ADN y de las membranas celulares, declive
de funciones sensoriales, motoras y cognitivas con el paso del tiempo (revisado en Mattson y
Magnus, 2006), asi como una reduccion en tareas de recuperacion de memoria episodica,
pero no en tareas de memoria semantica (Park y Reuter-Lorenz, 2009; Nyberg et al., 2012;
revisado en Fjell et al., 2014). Asimismo, se ha descrito que ciertas alteraciones estructurales
y funcionales de la sustancia blanca, asi como cambios vasculares, coinciden con la altera-

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

La edad representa en si misma un factor de riesgo para padecer enfermedades neuro-
degenerativas (Niccoli y Partridge, 2012), mostrandose un importante incremento en el desa-
rrollo de estos trastornos en personas de edad comprendida entre los 60-80 afios. En este sen-
tido, hay que distinguir los sintomas del envejecimiento de aquellos que son rasgos de de-
mencia, puesto que esta ultima implica una alteracion progresiva, irreversible y degenerativa
de las funciones cognitivas (Gustafson, 1996). En estos ultimos casos, los sintomas clinicos
reflejan una disminucion en la capacidad de recuerdo y almacenamiento de la informacion
mucho mas pronunciada que en el envejecimiento normal. Actualmente, se piensa que existe
un continuo entre el envejecimiento y la demencia; esclarecer los mecanismos subyacentes

al proceso degenerativo progresivo, sigue representando un reto.
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Introduccion

Durante los procesos neurodegenerativos de las demencias, la memoria es la primera
funcidon en comenzar a mostrar signos de deterioro. La memoria es la capacidad del ser hu-
mano de almacenar informacién en el cerebro, asi como recuperar la informacion del pasado
y modificarla en el tiempo (Dudai et al., 2015). Para un correcto funcionamiento de la me-
moria se requiere la actividad simultdnea de determinadas areas frontales, como la corteza
orbitofrontal, la corteza frontotemporal y la corteza dorsolateral (Alvarez y Squire, 1994;
Milner et al., 1998; Preston y Eichenbaum, 2013). En condiciones no patologicas, estas es-
tructuras establecen conexiones directas con multiples regiones corticales y subcorticales,
como la amigdala que se asocia con el con el aprendizaje y la memoria emocional, y el hipo-
campo, que se asocia a multiples funciones memoristicas entre las que destacan el procesa-

miento espaciotemporal y del almacenamiento a largo plazo.
1.2. Enfermedad de Alzheimer
1.2.1. Origen y definicion

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera vez por el neurélogo Alois
Alzheimer en el afio 1906 al realizar la autopsia de una de sus pacientes y observar lo que
denomind “un proceso patoldgico peculiar grave de la corteza cerebral”, debido a la abun-
dante presencia de las dos caracteristicas histopatologicas que la definen, placas seniles y
ovillos neurofibrilares (véase seccion 1.2.3. Caracteristicas histopatologicas). La paciente
mostraba alteraciones cognitivas y conductuales graves como desorientacion, disminucion
de la memoria, ansiedad, delirios, miedos irracionales, asi como dificultades semanticas y de
comprension (revisado en Engelhardt, 2015). Actualmente, y desde el punto de vista clinico,
la EA se define como un deterioro cognitivo gradual e irreversible, cuyas fases avanzadas se
caracterizan por una pérdida de las funciones cerebrales superiores del sujeto (Valls-Pedret
et al.,, 2010). Después de que Alois Alzheimer describiera las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares, se propuso que los componentes de ambas estructuras aberrantes (el péptido
B-amiloide y la proteina tau, respectivamente) podrian ser las causas de la neurodegenera-

cion (Alzheimer’s Association, 2018).

La forma mayoritaria de la EA es la esporadica o de inicio tardio, que se inicia a partir
de los 65 afios de edad, mientras que la forma familiar de la EA constituye solo el 5% de
todos los casos. A diferencia de la EA esporadica, la forma familiar se manifiesta de forma
precoz y hay pacientes que desarrollan los primeros sintomas en torno a los 40 afios
(Rosenberg, 2000). En la forma esporadica de la EA, en la que se centra el presente trabajo,
se ha propuesto que existen factores genéticos que predisponen a la aparicion de la enferme-
dad, es decir, incrementan la probabilidad de padecer EA. De hecho, se cree que estos facto-
res genéticos interactuan con factores ambientales, con otras patologias o con distintas con-
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diciones fisiologicas. La accion conjunta de todos los factores podrian tener un efecto sinér-
gico, de manera que se potencie su patogenicidad y, por tanto, la probabilidad de desencade-
nar la enfermedad (revisado en Rocchi et al., 2003; Hoenicka, 2006). Puesto que la demen-
cia de tipo EA implica factores genéticos y no-genéticos, cada paciente desarrolla la enfer-
medad de una manera unica (Stern, 2006; Sperling et al., 2011). Los factores no genéticos
que se han relacionado con el desarrollo de la EA incluyen el envejecimiento, el estrés oxi-
dativo y la respuesta inflamatoria (Blazquez-Llorca, 2010). Asimismo, se ha propuesto la
“reserva cognitiva” como el conjunto de factores que diferencian la susceptibilidad entre
individuos a la hora de sufrir cambios cerebrales y metabdlicos ante procesos como el enve-
jecimiento, o demencias como la EA (Tucker & Stern, 2011; Stern, 2012; Meng & D’Arcy,
2012).

1.2.2. Sintomatologia y diagnostico

Los estadios iniciales de la EA se caracterizan por una pérdida de contexto, desorien-
tacion y deterioro de la memoria autobiografica (Erkinjuntti, 1996; Dubois et al., 2007; Pe-
tersen, 2009). No obstante, estos sintomas se desarrollan en varias fases, cominmente clasi-
ficados segun la escala GDS (del inglés Global Deterioration Scale; Reisberg, 1982) que
establece 7 fases y evaltia el grado de deterioro, el estado clinico y sus caracteristicas
(Tabla 1). El problema principal del diagndstico de la EA es que muchos sintomas coinci-
den con los de otras demencias corticales o subcorticales, mostrandose ademas una gran va-

riabilidad interindividual en la expresion clinica de los sintomas.

Tanto el “Manual de criterios diagnosticos” (DSM-V), como la Sociedad Espaiola de
Neurologia, conceptualizan la demencia (incluyendo la EA) como un conjunto de criterios
donde el paciente sufre un deterioro de sus funciones cognitivas y conductuales, con un no-
table empeoramiento en el tiempo, que le impide la realizacion de las actividades basicas de

la vida diaria, y que alcanza una fase terminal donde requiere cuidados continuos.
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Introduccion

En la progresion de la EA se ha descrito un primer un periodo asintomatico, que se ha
convertido en objeto de dianas terapéuticas (Price & Morris, 1999; Dubois et al., 2007). En
la practica clinica se usan escalas de valoracion del estado cognitivo, tanto en primeras ex-
ploraciones como en exploraciones sucesivas del paciente. Una de las mas conocidas y em-
pleadas es el test denominado Mini Mental State Examination (MMSE) para evaluar los es-
tadios de los pacientes con EA (Wajman et al., 2014). Esta herramienta permite obtener una
puntuacion global del estado cognitivo del paciente y su disminucioén en el tiempo segtn el

progreso de la enfermedad.

No obstante, puesto que muchos sintomas coinciden con los de otras demencias corti-
cales o subcorticales (Karantzoulis y Galvin, 2011), ademas de una variabilidad en la expre-
sion clinica de los sintomas entre pacientes (Stopford et al., 2008), el diagnostico definitivo
se realiza postmortem en autopsias, gracias a determinados marcadores de reconocimiento y
andlisis histopatologico del tejido cerebral. Este diagnostico se barema mediante la escala
ABC, que valora tres parametros: presencia de proteina amiloide (A; Thal et al., 2002), es-
cala Braak de distribucion de ovillos neurofibrilares (B; Braak y Braak, 1991), y escala CE-
RAD (del inglés Consortium to Establish a Registry for Alzheimer Disease) de presencia de
placas seniles (C; Mirra et al., 1991). El diagndstico histopatologico de la EA se rige por
estos criterios conjuntamente y depende de los tres patrones establecidos (Hyman et al.,
2012; Tabla 2, Figura 1). Asimismo, esta clasificacion se utiliza para agrupar a los pacien-

tes segun los estadios de la enfermedad.

Tabla 2. Escala ABC de diagndstico histopatologico. A: Presencia de placas seglin la clasificacion de Thal et al. (2002)
donde A0 = no hay presencia de depositos de amiloide; A1 = acumulacion de depositos de amiloide en areas isocortica-
les; A2 = acumulacion de depositos de amiloide en areas isocorticales y subcorticales; A3 = acumulacion de depositos de
amiloide en todas las regiones corticales y subcorticales. B: Presencia de ovillos neurofibrilares segun la clasificacion de
Braak (1991, 1994) donde: I/II = presencia de ovillos neurofibrilares en corteza transentorrinal y areas subcorticales; I1I/
IV = presencia de ovillos neurofibrilares en regiones limbicas; V/VI = distribucion isocortical de los ovillos neurofibrila-
res. C: CERAD: Protocolo de localizacion de placas neuriticas donde: CO = ausencia de placas, C1 = presencia de placas
de manera dispersa, C2 = presencia moderada, y C3 = presencia frecuente de placas neuriticas. Tabla modificada de Hy-
man et al. (2012).

Presencia de depositos Presencia de ovillos Presencia de placas
A de amiloide B neurofibrilares C neuriticas
(Escala Thal) (Escala de Braak) (Escala CERAD)
0 0 0 0 0 Ninguna
1 lo2 1 Ioll 1 Dispersas
2 3 2 MlolV 2 Moderadas
3 405 3 Vo VI 3 Frecuentes
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A Coronal Sagital
Transentorhinal Limbic Isocortical
(I-11) (II-1V) (V-VI)
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Figura 1. Escala ABC de diagndstico neuropatologico. A: Fases de Thal et al. (2002) en relacion a la distribucion de depo-
sitos de amiloide. En rojo se indica la primera fase o inicial (isocortical); en naranja, fase 2 o moderada (limbico), y en
amarillo, fase 3 o tardia (subcortical); B: Distribucion espaciotemporal de patrones de degeneracion neurofibrilar, de Braak
y Braak (1991). Amyg: Amigdala; EC: Corteza entorrinal; Cg: Cortex cingulado; Prec: Precuneo; 4: Cortex motor prima-
rio; 3-1-2: Cortex sensorial primario; 17: Cortex visual primario: 18: Cortex visual asociativo; C: Criterios de analisis se-
micuantitativos de placas AP, en tres regiones cerebrales (frontal, temporal y parietal), establecido por CERAD
(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer Disease, Mirra et al., 1991). Mediante el método de tincion de plata se

establece la cantidad de placas neuriticas en estas regiones. Modificada de Serrano-Pozo et al., 2011.
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Actualmente, el desarrollo de técnicas de neuroimagen y la caracterizacion de marca-
dores han facilitado un diagndstico temprano, y han proporcionado una ventana temporal de
actuacion para nuevas terapias orientadas a disminuir la progresion de la enfermedad (Remi

et al., 2012).

No obstante, se ha propuesto que la degeneracion a nivel microanatémico comienza
décadas antes de la aparicion de los primeros sintomas, siendo por tanto muy relevante de-
terminar el momento en el cual ocurren los cambios microanatdémicos que, anos después,

podrian ocasionar el deterioro cognitivo (Figura 2).

: Diagnostico EA,
g?mglos cet:rebdralle s alteraciones cognitivas
écadas antes de la
presentacion de los sintomas DCL

* ;

Pérdida de memoria
asociada a la edad

Pérdida total
de funciones

l

Nacimiento 40 60 80 Muerte
Afos
E;l\;ejemmlento BN DCL Bl Diagnostico EA

Figura 2. Grafica que ilustra la curva de deterioro de un paciente diagnosticado con EA. La linea amarilla indica la pérdida
de memoria asociada a la edad, mientras que la linea azul ilustra una pérdida de funciones mas pronunciada y que se co-
rresponderia a un diagnostico de deterioro cognitivo leve (DCL). La linea roja hace referencia al periodo correspondiente a
los estadios tardios de la EA donde hay una pérdida total de funciones cognitivas. Tal y como se indica en la grafica, los

cambios cerebrales podrian aparecer décadas antes de la aparicion de los sintomas. Modificada de Hampel y Lista, 2016.
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1.2.3. Caracteristicas histopatologicas

A nivel macroscopico, un cerebro de un paciente con EA se caracteriza por una atrofia
generalizada, acompafiada de una disminucion del volumen cerebral, un ensanchamiento de
los surcos cerebrales y de los ventriculos, asi como un encogimiento de determinadas regio-
nes cerebrales como el hipocampo (Figura 3). Estas alteraciones macroscopicas son el refle-

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

Figura 3. Fotografias de secciones coronales de cerebro humano. A la izquierda se observa un cerebro control y a la dere-
cha un cerebro de un paciente con EA. En este ultimo, se aprecia un encogimiento del cortex cerebral y del hipocampo en
particular, una disminucion de la sustancia blanca, y una expansion de los ventriculos cerebrales. Tomada de ADEAR

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

Microscopicamente, las principales caracteristicas patoldgicas incluyen la presencia
extracelular de placas seniles formadas por el péptido B-amiloide (AP), ovillos neurofibrila-
res (NFT, del inglés, neurofibrillary tangles) intracelulares, y otras alteraciones, incluyendo
la pérdida neuronal y sinaptica (Blennow et al., 2006). Estos cambios patoldgicos se encuen-
tran principalmente en la corteza cerebral (formacion del hipocampo y neocorteza), pero
también se observan en estructuras subcorticales, como la amigdala, los nicleos basales, el
talamo anterior, el locus coeruleus y los nucleos del rafe (Jucker et al., 2006), quedando

afectados diversos circuitos cerebrales.
1.2.3.1. Patologia amiloide

A pesar de que la presencia de placas seniles fue descrita a principios de siglo por Alz-
heimer (1907), no fue hasta mediados de los afios 80 cuando se descubri6 que el componen-
te principal de estas placas extracelulares es el péptido AP (Selkoe et al., 1986). Por tanto,
las placas seniles estan compuestas de agregados del péptido AP extracelular. En condicio-
nes no patologicas, AP estd involucrado en procesos de metabolismo celular y actividad si-

naptica, siendo degradado por ciertas peptidasas en su forma soluble, y puede ser internali-
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zado y degradado por la accidon de la microglia (Shoji et al., 1992; Carson y Turner, 2002).
Segun la teoria de la cascada amiloide, en la EA, existiria un desajuste entre la cantidad de
péptido AP que se produce y la que se degrada, produciéndose un aumento de la misma en el

espacio extracelular lo que conduciria a su agregacion patoldgica (Hardy y Higgins, 1992).

Las placas inmunorreactivas para AP (AB.;) estdn compuestas principalmente por fi-
bras de AP, axones y dendritas que han degenerado, pero también por fibras de proteina tau
(Su et al., 1996). Su morfologia no presenta un patron definido, aunque se ha propuesto una
clasificacion que engloba placas difusas, compactas y con un nucleo claramente definido, asi
como placas distréficas (Garcia-Marin et al., 2007; Figura 4). Se ha observado que las pla-
cas AP_; en contacto con las neuronas producen alteraciones morfoldgicas locales en las den-
dritas de estas neuronas (Spires et al., 2005; Knafo et al., 2009a, b), incidiendo asi en la
transmision sinaptica y alterando la transmision de la informacion (revisado en Guo y Lee,
2014). Ademas, la presencia de placas AP se ve incrementada durante el curso de la enfer-
medad en el espacio extracelular: desde regiones isocorticales en fases iniciales de la EA,
hacia regiones limbicas en la fase moderada, alcanzando areas subcorticales en las fases tar-
dias de la enfermedad, y expandiéndose por toda la corteza en fases avanzadas de la EA
(Figura 1; Thal et al. 2006).

-

y— *’ b
S ot
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B
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: A .4
R

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

ciones de tejido cerebral tefiidas con el método de nitrato de plata reducido (D-F). Tomado de Garcia-Marin et al., 2007.
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1.2.3.2. Patologia neurofibrilar

Como ya se ha mencionado, otra de las principales caracteristicas de la EA es la presen-
cia de ovillos neurofibrilares. Estos ovillos estan constituidos por la proteina tau hiperfosfori-
lada que forman los filamentos pareados helicoidales (PHFr,,) en el interior de las neuronas
(Grundke-Igbal et al., 1986; revisado en Avila, 2004). La proteina tau, en condiciones no pa-
tologicas, es una proteina citosolica principalmente localizada en los axones de las neuronas,
y realiza funciones de ensamblaje axonal, modulando la dindmica de los microtibulos, y
afectando directamente a la estructura y funcionamiento neuronal (Goode & Feinstein, 1994;
Johnson, 2006).

En la EA, la proteina tau se hiperfosforila, es decir, existe un aumento de los grupos
fosfato en la cadena de aminoacidos de la proteina. Esta alteracion conlleva el desprendimien-
to de la proteina tau de los microtubulos, desestabilizando la estructura de la neurona y des-
ajustando su funcionamiento normal. La acumulacion de PHF,, en el interior neuronal ocurre
de forma gradual (Merino-Serrais et al., 2013). Se han descrito alteraciones en el cuerpo neu-
ronal segiin avanza la patologia neurofibrilar, produciendo una degeneracion de las dendritas
y axones (neuritas distroficas), asi como un deterioro del nucleo y, finalmente, la muerte neu-
ronal. Se ha propuesto que el estadio final de la formacion de ovillos corresponderia a las
neuronas que han perdido sus funcionalidades por completo (Braak et al., 1994), denominan-

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

La distribucion de los ovillos neurofibrilares en el cerebro también ocurre de manera
gradual, acumuldndose primero en areas temporales y mesiales (corteza transentorrinal; esta-
dio I-IT), sistema limbico (estadio III-IV) y, finalmente, en regiones isocorticales (estadio V-
VI) (Figura 5; Braak y Braak, 1991).

Se desconocen los mecanismos exactos que producen la hiperfosforilacion de tau
(Avila, 2004), asi como la posible relacion entre distintos marcadores de PHF 1, y el estadio
de la enfermedad. Para visualizar la proteina PHF,, en tejido cerebral humano de pacientes
con EA, se utilizan principalmente dos anticuerpos, PHFray.a18 Y PHF1ayps306 (Godert et al.,
1995; Duyckaerts et al., 2009), que presentan diferencias en su expresion en relacion a la pro-
gresion de la enfermedad (Su et al., 1996; Mondragon-Rodriguez et al., 2013). El anticuerpo
PHFr,, ats (reconoce la hiperfosforilacion en las posiciones Ser202 y Thr205) se emplea en la
clasificacion de la degeneracion neurofibrilar (estadios de Braak; Braak y Braak, 1991),
mientras que el anticuerpo PHF 155306 (teconoce la fosforilacion en Ser396) se observa en

numerosos ovillos neurofibrilares en estadios tardios de la enfermedad (Kimura et al., 1996).
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Figura 5. Esquema de los cambios neurofibrilares observados en la formacion del hipocampo y en la neocorteza tempo-
ral adyacente. Notese la evolucion desde el estadio I hasta estadio VI. Modificada de Braak y Braak (1995).

1.2.3.3. Relacion entre la patologia amiloide y la patologia neurofibrilar

Actualmente, uno de los temas mdas controvertidos en la EA es establecer si AP y
PHFr,,, por si mismos, o su interaccion, correlacionan con el progreso de la enfermedad
(Bloom, 2014; Nelson et al., 2012), ya que hay evidencias de que la patologia amiloide pue-

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

La acumulacion de placas AP por si sola no parece correlacionar con el deterioro
cognitivo de pacientes con EA, ya que un gran niimero de individuos sin sintomas asociados
muestran acumulaciones de AP en sus cerebros (Giannakopoulos et al., 2003; Ingelsson et
al., 2004; revisado en Ferrer, 2012 y Kametani y Hasegawa, 2018). Sin embargo, la presen-
cia de PHFr,, si se ha relacionado con el deterioro cognitivo en la EA (Nelson et al., 2012),
y hay evidencias de que produce cambios en la microanatomia de las neuronas piramidales
(Merino-Serrais et al., 2011), neurodegeneracion (Spires-Jones y Hyman, 2014), asi como
alteraciones en la actividad mitocondrial y el transporte axonal, haciendo a las neuronas mas
vulnerables a la proteina AP (Ittner y Go6tz, 2011). Pese a ello, la presencia de PHF,, no
implica necesariamente la muerte neuronal, pues las neuronas cuentan con mecanismos de

proteccion celular que intentan evitar la formacion de ovillos PHF 1, (Igbal et al., 2008). Por
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tanto, se desconoce hasta qué punto la presencia de proteina tau hiperfosforilada produce los

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

En resumen, a pesar de que atin se desconoce qué proteina promueve la degeneracion,
ambas patologias podrian actuar de manera conjunta, produciendo incluso una potenciacion
de la accion de cada una por separado (Spires-Jones y Hyman, 2014; Polanco et al., 2017,
Bennett et al., 2017).

1.2.3.4. Otras patologias asociadas a la enfermedad de Alzheimer

Las patologias amiloide y neurofibrilar no son las Unicas alteraciones que se observan
en los cerebros de los pacientes con EA. Entre los cambios descritos se encuentran la pérdi-
da neuronal, principalmente en la corteza entorrinal (CE) y en algunas regiones del hipo-
campo (Gomez-Isla et al., 1996, 1997). En algunos casos la pérdida neuronal masiva de la
region CA1 del hipocampo, da lugar a una esclerosis del hipocampo, una patologia que se ha
relacionado con la EA (Kawas et al., 2015; Thara et al., 2018). Asimismo, se han encontrado
diversas alteraciones sinapticas que varian segun la region, y que incluyen una disminucion
en el numero de sinapsis, asi como otras alteraciones sinapticas (revisado en Blazquez-
Llorca, 2010). También, se ha descrito una alteracion de la proteina de union al ADN TDP-

43, asi como la presencia de otros agregados como a-sinucleina (revisado en Robinson,
2018).

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

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

La formacion del hipocampo se sittia en la cara medial del l6bulo temporal, adyacente al
asta ventral del ventriculo lateral (Figura 6A) y en general hace referencia al conjunto for-
mado por el giro dentado (GD), el hipocampo propio y el complejo subicular. Sin embargo,
ciertos autores incluyen también a la CE por su estrecha relacion funcional con el resto de

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

Figura 6. A: Fotografia panoramica de un corte coronal de cerebro humano tefiido con el método de Nissl. Los recuadros
indican la ubicacion de la formacion del hipocampo. Imagen tomada del National Museum of Health and Medicine. B: dos

cortes coronales que muestran la ubicacion del hipocampo, asi como su formacion antero-posteriormente.

Como se ha mencionado anteriormente, los estadios iniciales de la EA se caracterizan
por una pérdida de contexto, desorientacion y deterioro de la memoria episodica o autobio-
grafica. Estos sintomas correlacionan con funciones especificas de la formacion del hipo-
campo (Olton et al., 1978), ya que el hipocampo posee neuronas que codifican secuencias de
eventos relacionados con la memoria autobiografica (Eichenbaum et al., 1999), dando lugar
a un mapa cognitivo, es decir, a una representaciéon del mundo que nos rodea (O’Keefe y
Nadel, 1978). Scoville y Milner (1957), en sus estudios con pacientes sometidos a neuroci-
rugia, confirmaron que el hipocampo es crucial en la formacion de nuevas memorias.
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En el hipocampo converge informacién procedente de areas de asociacion y de la cor-
teza frontal, de la amigdala, del talamo y del hipotalamo, convirtiéndose en el lugar donde se
almacena informacion relacionada con la memoria semantica (conceptos; Manns et al.,
2003), memoria autobiografica (eventos personales y la relacion entre ellos; Tulving y Mar-
kowitsch; 1998; Cabeza y St Jacques, 2007) y memoria espacial (orientacion y reconoci-
miento; Shrager et al., 2007).

En pacientes con EA, se postula que el fallo en la transmision de la informacion se ori-
ginaria en la corteza entorrinal, concretamente la region transentorrinal, y alteraria la funcio-
nalidad de las regiones del hipocampo con las que estd fuertemente interconectada (Braak y
Braak, 1991; Braak y Tredici, 2012; Schultz, et al., 2015).

1.3.1. Organizacion citoarquitectonica y laminar

La formacion del hipocampo presenta una gran complejidad, tanto en términos de co-
nectividad local y cortical como en términos anatomicos (Burgess et al., 2002), siendo hete-

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

Citoarquitectonicamente, la formacion del hipocampo estd compuesta por distintas re-
giones (Insauti y Amaral, 2004). E1 GD, el hipocampo propio, y el subiculo, corresponden al
tipo arquitectonico de alocorteza, mientras que el presubiculo, el parasubiculo, y la CE co-

rresponden a mesocorteza.
1.3.1.1. Giro dentado

El GD es una region trilaminada que contiene las siguientes capas: capa molecular,
capa granular y capa polimorfica (Figura 7; Amaral y Lavenex, 2007). Las principales célu-
las que se encuentran en el GD son las células granulares, formando una capa en forma de V
o de U, denominada capa granular (Figura 7A). Esta capa es la principal capa celular del
GD, est4d compuesta principalmente por los somas de las células granulares, cuyo arbol den-
tritico se sitia en la capa molecular (localizada sobre la capa granular) donde comienza a
bifurcarse. La capa molecular alberga las fibras aferentes procedentes de otras regiones
(como las proyecciones de la CE), asi como los axones de las interneuronas que se ubican a
lo largo de la capa granular. La capa polimorfica (denominada también hilus) contiene las
células polimorficas y las fibras musgosas (Ramon y Cajal, 1984) que provienen de las célu-
las granulares. Las fibras musgosas forman sinapsis con las células polimorficas de esta ca-
pa, asi como con las células piramidales de la region CA3 (revisado en Amaral y Lavenex,
2007). Asimismo, la capa polimoérfica también contiene fibras aferentes de otras regiones.
Por ultimo, en la parte infererior de la capa granular se encuentra la zona subgranular, region

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

Desde el punto de vista anatdmico, la nomenclatura de Lorente de No6 (1934) divide el
hipocampo propio en los campos CAl, CA2, CA3 y CA4. Las neuronas del asta de Amon
comprendidas dentro de la concavidad de la capa de células granulares del GD constituyen
el campo CA4, sin embargo, tal y como apuntaron Insausti y Amaral (2004), el término
CA4 es confuso, pues en ocasiones se aplica bien a la capa polimodrfica (hilus) del GD, o
bien a la porcion insertada dentro de la capa de células piramidales de CA3. Ademas, las
caracteristicas citoarquitectonicas no estan claramente definidas, asi como tampoco esta de-
finida una clara conectividad que sirva para distinguir la capa piramidal de las neuronas de
CA3 de las de CA4. Por lo tanto, siguiendo la nomenclatura de Insausti y Amaral (2004), en

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

De manera general, CA2 esta formada por neuronas piramidales grandes y densamen-
te empaquetadas, mientras que CAl empieza a aparecer cuando la capa piramidal comienza
a ensancharse y los cuerpos de las neuronas estdn mas separados entre si. CA3, ubicado en-
tre la capa inferior del giro dentado y el hilus, posee en general numerosas células relativa-

mente grandes.

Los campos amodnicos (CAs) varian rostrocaudalmente en su estructura, dificultando a
veces su division anatdmica. A nivel citoarquitectonico, se distinguen los siguientes estra-
tos: lacunosum-moleculare, radiatum, pyramidale, y oriens. El principal componente neuro-
nal del estrato pyramidale son los somas de las células piramidales. Tanto las dendritas api-
cales como las dendritas basales de las neuronas piramidales se encuentran en el estrato
pyramidale, aunque algunas dendritas apicales alcanzan el estrato lacunosum-moleculare
(Figuras 7B). El hecho de que las dendritas apicales (con sus colaterales) y las dendritas
basales estén entremezcladas en la capa piramidal es una diferencia importante del hipocam-
po humano con respecto a la organizacion de las células piramidales en roedores y otras es-

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

Los axones de las células piramidales del hipocampo atraviesan el estrato oriens, y
llegan al alveus (sustancia blanca), donde forman la fimbria que, a su vez, representa el
inicio del fornix. Esta via representa la principal via de eferencias del hipocampo (Stanfield

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

El subiculo es una zona de transicion entre el hipocampo propio y la CE y forma parte

del complejo subicular, junto con el presubiculo y el parasubiculo, y sus principales elemen-
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tos son las células piramidales. Esta formado por tres capas: la capa molecular (la mas su-
perficial), compuesta principalmente por fibras y por las dendritas apicales de las células
piramidales, la capa piramidal, que a su vez posee dos ldminas (interna o profunda cerca del
estrato oriens, y externa o superficial cerca del estrato radiatum), y la capa polimorfica, li-
mitando con la sustancia blanca, formada por células piramidales mas pequeias, (Figura 7).
La capa piramidal externa contiene agrupaciones pequefias de células piramidales, diferen-
ciandose asi de CAl. En general, la capa piramidal profunda posee células piramidales de
gran tamafio, cuyas dendritas apicales se extienden a la capa molecular, y sus dendritas ba-

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

Figura 7. A: Formacion del hipocampo humano de una seccion tefiida con el método de Nissl. B: Microfotografias que
muestran las caracteristicas citoarquitectonicas de las diferentes regiones de la formacion del hipocampo. GD: giro denta-
do; CAI1-3: campos amonicos. Mol: capa molecular; Gran: capa granular; Pol: capa polimorfica; Lac-mol: estrato lacuno-
sum-moleculare; Rad: estrato radiatum; Pir: estratro piramidal; Or-alv: estratos oriens y alveus. Barra de escala 1200 pm
(en A); 320 um (en B). Modificada de DeFelipe et al. (2007).
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1.3.2. Circuitos hipocampales

La informacion disponible en la literatura cientifica sobre estos circuitos procede ma-
yoritariamente de estudios realizados en rata, gato y mono (Witter et al., 1989), debido a que

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

Las aferencias y eferencias del hipocampo son muy amplias y diversas (Insausti y
Amaral 2004; Dickerson & Eichenbaum, 2010), tal y como se muestra en la Figura 8. Bre-
vemente, la entrada de informacion cortical es la principal aferencia que llega al hipocampo
a través de la corteza entorrinal (CE) que, a su vez, recibe aferencias desde diversas regiones
del sistema limbico y areas de asociacion, siendo ademds estas conexiones reciprocas
(Amaral & Witter, 1989; Amaral & Insausti, 1990). Ademas, el hipocampo recibe numero-
sas aferencias de origen subcortical, incluyendo las de la amigdala, claustrum, el complejo
septal, el area supramamilar y varios nicleos taldmicos, mientras que emite sus proyeccio-
nes a una gran variedad de regiones corticales y subcorticales (Lavenex y Amaral, 2000).
Una vez que la informacion llega al hipocampo, ésta se propaga entre sus distintas regiones
a través de conexiones locales. La principal caracteristica de las conexiones intrinsecas del
hipocampo es que el circuito es unidireccional, es decir, desde el GD la excitacion neuronal
sigue una via unidireccional (Amaral & Insausti, 1990; Eichenbaum, 2000; revisado por Di-
ckerson & Eichenbaum, 2010), proyectandose la informacion hacia CA3, CA2 y CAl, prin-
cipalmente (Insausti & Amaral, 2004), donde, a su vez, la mayor parte de las proyecciones
de CAIl van hacia el subiculo (Amaral et al., 1991).

Como se ha mencionado, la CE representa la principal entrada de informacion al hipo-
campo a través de la via perforante (Witter y Amaral, 1991; revisado en Knierim, 2015) que,
a su vez, puede subdividirse en via perforante lateral y via perforante medial. Las células de
la capa II de la CE lateral se proyectan hacia la parte externa de la capa molecular del GD y
hacia la mitad externa del estrato /acunosum-moleculare de la region CA3, mientras que la
capa Il de la CE medial establece conexiones con la parte media del GD y la mitad interna
del estrato lacunosum-moleculare de CA3. Por otro lado, las neuronas de la capa III de la
CE lateral proyectan a la parte distal de CAl y la parte proximal del subiculo, mientras que,
la capa III de la CE medial conecta con la parte proximal de CA1 y distal del subiculo. En
términos generales, el circuito trisinaptico (EC — DG — CA3 — CAI; Figura 8) represen-
ta la entrada principal de estimulos al hipocampo a través de las proyecciones procedentes
de la CE.

El GD no proyecta fuera de la formacion del hipocampo, sino que envia sus axones de
forma recurrente a las neuronas del GD y CA3 en una via unidireccional (revisado en In-

sausti y Amaral, 2012). CA3 recibe proyecciones del GD a través de las fibras musgosas, y

33



Introduccion

proyecta hacia CA1 (a través de las colaterales de Schaeffer), a otras regiones subcorticales,
y recurrentemente a CA3 (Neher et al., 2015).

CALI recibe aferencias de CA3 a través de las colaterales de Schaeffer formando sinap-
sis en las dendritas apicales y basales de las células piramidales de CAl, pero también de la
CE por una via directa monosinaptica (Cohen y Squire, 1980; revisado en Llorens-Martin et
al., 2014 y Knierim, 2015). A su vez, CAl proyecta predominantemente al subiculo y a la
CE (Finch y Babb, 1981; Finch et al., 1983), pero también recibe aferencias de multiples
regiones corticales y subcorticales, incluyendo los cuerpos submamilares, nucleos del tala-
mo y el septum, entre otras regiones (revisado en Buhl & Whittington, 2009), convirtiéndo-
se en una region de intercambio continuo de informacion. Finalmente, el subiculo proyecta
al parasubiculo y desde ahi a la CE (Witter et al., 2000; Insausti y Amaral, 2004; Witter,
2007; revisado en Blazquez-Llorca, 2010).

En estudios realizados en ratones, se ha descrito que que la region CA2 recibe aferen-
cias del GD y, a su vez, conecta con CA3 y CAl. (Kohara et al., 2014), y se ha propuesto
que CA2 esta involucrado en un circuito trisinaptico diferente al de la via perforante. Sin
embargo, en el hipocampo humano, aun esta pendiente de esclarecer tanto su organizacion

como su funcidn.

Sin embargo, las conexiones del hipocampo varian a lo largo de su eje longitudinal.
Ademas, se han atribuido funciones especificas a su region dorsal (o posterior) y a su region
ventral (o anterior) que podrian verse afectados de manera diferencial durante el proceso de
envejecimiento (Stark et al., 2019). En general, la regién posterior estaria implicada en la
navegacion espacial y memoria, mientras que la region anterior del hipocampo se encargaria
también del procesamiento emocional (revisado en Zeidman y Maguire, 2016). Sin embar-
go, estudios realizados con herramientas genéticas (Thomson et al., 2008) y registros elec-
trofisiologicos en roedores (Killian et al., 2012), asi como la aplicacién de técnicas de neu-
roimagen en humanos (Small et al., 2001), han sugerido que el papel funcional del hipocam-
po puede ser mucho mas complejo, ya que establece multiples conexiones entre dominios
especificos de sus propias regiones y a lo largo de todo el eje hipocampal (revisado en
Strange et al., 2014). Por tanto, se ha sugerido revisar el modelo de dicotomia funcional an-
teroposterior y reemplazarlo por un modelo de funcionalidades superpuestas con el fin de
esclarecer los mecanismos neuronales implicados en funciones especificas, como el almace-
namiento y recuperacion de la memoria espacial en humanos (revisado en Strange et al.,
2014; Zeidman y Maguire, 2016).
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Figura 8. Esquema de las principales conexiones intrinsecas de la formacion del hipocampo y la CE, asi como de las prin-
cipales conexiones aferentes y eferentes corticales y subcorticales. Las lineas discontinuas indican las conexiones con el
GD, CA3 y la CE. Modificado de DeFelipe et al., 2007.

1.3.3. Implicaciones funcionales de la conectividad hipocampal

Se ha propuesto que, en la EA, las conexiones entre diferentes regiones, tanto hipo-
campales como corticales, serian las responsables de la propagacion de la enfermedad, sugi-
riendo que las proteinas alteradas infectarian las neuronas del circuito. Es decir, se plantea
que existe una “propagacion pridnica” (Lace et al., 2009; Jucker & Walker, 2013) a través

de las sinapsis: la proteina patologica se liberaria en el terminal presinaptico para su poste-
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rior union al receptor postsindptico e internalizacion (revisado en Mohamed et al., 2013).
Posteriormente, cuando ésta empieza a acumularse en el compartimento somatodendritico,
se liberaria, contribuyendo a la propagacion. Se ha descrito que la transmision de proteinas
toxicas a través de las sinapsis ocurria tanto en el caso de la proteina tau, como en el de la
proteina B-amiloide (Guo & Lee, 2014).

Ademas, los sintomas relativos a los primeros estadios de la EA se correlacionan con
las areas hipocampales, por tanto, es relevante entender la relacion entre las caracteristicas
histopatoldgicas de las distintas regiones del hipocampo y la posible implicacion en los cir-

cuitos intra- y extra-hipocampales.

Se postula que la via mas susceptible de sufrir degeneracion es la trisinaptica, siendo
CA1 la region con mayor dafio neuronal por las numerosas cé€lulas piramidales que presenta
(Llorens-Martin et al., 2014). Otros estudios mostraron que las lesiones en esta region serian
razon suficiente para producir un déficit de memoria (Zola-Morgan et al., 1986), pues se tra-
ta de una regiéon muy vulnerable a los cambios metabolicos (revisado en Bartch & Wulff,
2015). El circuito trisinaptico se ha relacionado con la adquisicion de nuevas memorias
(Cohen y Squire, 1980), es decir, la distincion entre objetos nuevos y otros previamente al-
macenados (Dillon et al., 2017), donde la separacion de patrones esta funcionalmente locali-
zada en el GD (Dillon et al., 2017). Esta funcion la lleva a cabo gracias a una continua co-
municacion con CA3 (Suwabe et al., 2018) que, a su vez, tiene un papel especifico en la
asociacion de objetos en el tiempo. Por otro lado, la region CA1l se ve involucrada en recu-
peracion de memoria autobiografica y consolidacion de nuevas memorias (Cherubini y Mi-
les, 2015). CA1 es una region critica para el procesamiento de informacion espacial, asi co-
mo para el aprendizaje y la memoria (Henriksen et al., 2010; Nakazawa et al., 2016). Final-
mente, el subiculo es un area importante en la transmisién de la informacion hacia otras re-
giones corticales (O’Mara, 2005, 2006); la informacién que se procesa en el hipocampo sale
hacia el neocoértex desde el subiculo, convirtiéndose asi en una regidon muy relevante para el

intercambio de informacion con el resto de la corteza cerebral.

Las descripciones sobre la funcionalidad de CA2 son escasas, pero se le han atribuido
funciones mnésicas sociales especificas y, a nivel molecular, se ha observado, en pacientes
con esquizofrenia, una fuerte accidn estrogena ligada a la actividad de las interneuronas
(revisado en Chevaleyre y Piskorowski, 2016), sugiriendo la existencia de mecanismos pro-
tectores frente a la degeneracion en cerebros de mujeres. Hay evidencias que sustentan la
idea de que la region CA2 actiia modulando la actividad normal dentro de la red hipocam-
pal, estableciendo conexiones solidas, especialmente con el GD, pero también con CA3 y
las capas profundas de CAl (Keigo et al., 2014; Boehringer et al., 2017). Por tanto, CA2
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soporta muchas funciones fisioldgicas (revisado en Robert et al., 2018), pero su posible atro-
fia o pérdida neuronal en la EA no estan claramente establecidas (West et al., 1994; Zarow
et al., 2007; revisado en deFlores et al., 2015), probablemente debido a diferencias en los

protocolos o el procesamiento de las muestras.
1.4. Estudio de la enfermedad de Alzheimer: analisis multidimensional

Los modelos animales han facilitado una mejor comprension de la enfermedad, aislan-
do o sobreexpresando las proteinas AB o PHFr,,, con el fin de observar unicamente su via
de actuacion, modulacion e interaccidn con otros componentes y procesos cerebrales. Sin
embargo, en la EA, los modelos animales pueden ofrecer una vision limitada de la compleji-
dad de la patologia, obviando factores cognitivos, psicoldgicos y sociales que se presentan
en un paciente con esta enfermedad. La enorme variabilidad interindividual de los pacientes
con EA hace muy dificil extraer conclusiones validas sobre la enfermedad y sus implicacio-
nes. Asimismo, se ha planteado la posibilidad de que sea la proteina AP el principal desen-
cadenante de la EA, orientandose todos los ensayos clinicos en eliminar su agregacion, pero
las evidencias cientificas indican que ni esta proteina, ni la presencia de ovillos neurofibrila-
res son exclusivos de la EA, sino que representan un factor de riesgo cuya presencia puede,
0 no, dar lugar a la fase sintomatica (revisado en Morris et al., 2018). Ademas, se han obser-
vado cerebros con patologia amiloide y/o neurofibrilar, pero sin sintomas clinicos, asi como
pacientes diagnosticados con EA sin rastro de proteina AP en el analisis post-mortem
(Ferrer, 2012; revisado en Morris et al., 2018). Por tanto, la EA se empieza a concebir como
una enfermedad mucho mas compleja que la mera presencia y/o interaccion de las proteinas

AP y tau.

Por otro lado, la investigacion en la EA genera una gran cantidad de datos que, gene-
ralmente, resulta dificil de analizar, principalmente por la falta de herramientas que evalien
de manera conjunta los hallazgos obtenidos desde distintos campos. La EA, asi como otras
enfermedades neurodegenerativas, necesitan estar vinculadas a nuevas herramientas de in-
vestigacion que permitan un andlisis multivariado y multidisciplinar, con el fin de encontrar
patrones de expresion, alteracion e interaccion proteicas, ligados a la mayor cantidad posible

de informacion procedente de los sujetos, como la informacion clinica, psicolégica y social.

Para ello, es necesario el desarrollo de herramientas de exploracion y de visualizacion
de conjuntos de datos multidimensionales que permitan, no solo almacenar informacion,
sino también analizarla en todos sus niveles. El andlisis exploratorio de datos se refiere a un
conjunto de técnicas desarrolladas para mostrar datos de tal manera que las caracteristicas
que podrian considerarse particularmente relevantes para un determinado analisis se vuelvan

evidentes. Los métodos tradicionales requieren que se proponga la hipdtesis antes de adqui-
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rir los datos, sin embargo, esta utilidad de los analisis exploratorios proporciona al usuario
un punto de vista diferente y dindmico, ayudandole a decidir el tipo de analisis que se reali-

zara u ofreciendo la posibilidad de proponer nuevas hipdtesis.

Los estudios sobre EA han generado bases de datos muy grandes y complejos y, por
consiguiente, dificiles de manejar e interpretar. Las técnicas de andlisis convencionales re-
sultan insuficientes, siendo cada vez mas necesario utilizar recursos que permitan otro tipo
de analisis. Es decir, disponer de herramientas capaces de reunir informacion procedente de
diversas disciplinas con el fin de analizar los datos de manera conjunta. Esta necesidad, evi-
dente en el estudio de la EA, se hace visible en otras muchas areas de la investigacion bio-

médica que implican estudios multidisciplinares.
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II. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es analizar las alteraciones histopatologicas
en la formacion del hipocampo de pacientes EA. Para ello se plantean los siguientes objeti-

vos especificos:

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

1.1. Cuantificacion de las densidades neuronales en distintas regiones hipocampales
CA1-CA3 y subiculo) mediante estimaciones estereoldgicas en secciones marcadas con el
y g

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

2. Andlisis de la patologia neurofibrilar en el hipocampo de pacientes con EA:

2.1. Estimacion de la densidad de las neuronas con marcaje neurofibrilar en diferentes
regiones del hipocampo (GD, CA1-CA3, subiculo) mediante técnicas de inmunohistoquimi-

ca simple con anticuerpos frente a dos isoformas de PHF 1,y (PHF 3y a1/ PHF 1ay-ps396) -

2.2. Caracterizacion y distribucién de neuronas marcadas con doble inmunofluores-

cencia frente a PHFTau-ATS/PHFTau-pSS%-

3. Analisis de la patologia amiloide en el hipocampo de pacientes con EA:

3.1. Estimacion de la densidad de placas marcadas con anticuerpo frente a AP median-
te inmunohistoquimica simple en diferentes regiones del hipocampo (GD, CAI1-CA3,

subiculo).

3.2. Analisis del volumen ocupado por las placas AP, asi como de las dimensiones de
las placas mediante inmunohistoquimica simple en cada una de las regiones (GD, CAl-
CA3, subiculo).

3.3. Caracterizacion y distribucion de placas marcadas con doble inmunofluorescencia
AB/PHF 1ay-a1s, AB/PHF1aups396 Y PHF ray.a1s/PHF14,.pS396 en la region CA1.

3.4. Cuantificacion y caracterizacion de los tipos de placas mediante triple marcaje

inmunofluorescente para Methoxy-X04/anti-PHF,,a1s/anti-PHF 14y ps306.

4. Desarrollo y validacion de una herramienta exploratoria de visualizacion de datos multi-
dimensionales: InTool Explorer y su aplicacion para estudiar la posible relacion entre la pa-
tologia neurofibrilar, la patologia amiloide, y la densidad neuronal, asi como con las varia-
bles técnicas, clinicas y demograficas de los pacientes.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion y procesamiento del tejido cerebral humano

El tejido cerebral humano utilizado fue obtenido de autopsias procedentes de pacientes
con la EA y de casos sin enfermedades neuroldgicas. También se utilizaron muestras de teji-
do cerebral postoperatorio obtenido del tratamiento quirtirgico de 7 pacientes con epilepsia

del 16bulo temporal (ETL) farmacorresistente (Tabla 3).

El tejido humano procedente de pacientes con EA se obtuvo de 11 casos (cuyos tiem-
pos postmortem fueron entre 2h - 5:30h; y edades comprendidas entre 76 y 95 afios, en el
momento del fallecimiento; Tabla 3). El tejido de estos pacientes fue evaluado para su diag-
ndstico mediante el analisis neuropatologico establecido por Braak y Braak (1991) y CE-
RAD (Mirra et al., 1991). Estos 11 casos fueron obtenidos de dos fuentes distintas: Banc de
Teixits Neurologics del Hospital Universitari Clinic de Barcelona (Dr. I. Ferrer, Servicio de
Anatomia Patologica, IBIDELL-Hospital Universitario de Bellvitge, Barcelona, Espana) y
del Banco de Tejidos Fundacién CIEN (Dr. A. Rabano, Area de Neuropatologia, Centro
Alzheimer, Fundacion Reina Sofia, Madrid, Espana). En todos los casos, las muestras se
procesaron siguiendo las indicaciones de la Declaracion de Helsinki (WMA, 2013) y con la

aprobacion del Comité Etico local.

Estos bloques de tejido fueron fijados por inmersion en una solucion de paraformal-
dehido al 4% en tampodn fosfato (PB) 0.1M con pH 7.4, durante 24h a 4°C. Posteriormente,
fueron crioprotegidos en una solucion de sacarosa al 30% durante, al menos, 24h para, final-
mente, ultracongelarlos a -80°C. Los bloques que contenian el hipocampo se cortaron con un
microtomo de deslizamiento (Thermo Fischer Scientific, MICROM, HM450; unidad de
congelacion, KS34, Massachusetts, EEUU), a -40°, en secciones seriadas coronales de 5S0pum

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

El tejido de autopsias sin demencia se obtuvo de 3 casos (rango de edad 49-69 aios;
Tabla 3) sin enfermedades neuroldgicas (supervisado por el Dr. R. Alcaraz, Servicio de Pa-

tologia Forense, Instituto Vasco de Medicina Legal, Bilbao, Espaia).

El tejido postoperatorio se obtuvo de 7 pacientes sin demencia (3 mujeres, 4 hombres
y rango de edad 21-45 afios; Tabla 3) que sufrian epilepsia del l6bulo temporal farmacorre-
sistente (Andrioli et al., 2017; Alonso-Nanclares et al., 2011). Los pacientes epilépticos fue-
ron evaluados en el Hospital la Princesa (Madrid, Espafa), tal y como se describe en Sola et
al., (2005). En todos los casos se obtuvo un consentimiento informado de todos los partici-
pantes de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (WMA, 2013), y todos los protocolos reci-

bieron una aprobacién del Comité Etico del Hospital la Princesa. La reseccion de la corteza
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temporal y del area amigdalo-hipocampal se realizé seglin el método quirtrgico descrito por
Spencer y Engel (1998).

Tanto en el tejido procedente de autopsias controles como en las biopsias de pacientes
epilépticos, los bloques que contenian la formacion del hipocampo se sumergieron en una
solucion de paraformaldehido al 4% en PB 0.1M con pH 7.4 a 4°C durante 24-36h para su
fijacion. Posteriormente, fueron cortados en secciones coronales de SOum de grosor median-
te un vibratomo. Tanto en las autopsias consideradas controles como en las biopsias de teji-
do postoperatorio, se realizaron analisis histologicos que no mostraron alteraciones patologi-

cas en el hipocampo.
3.2. Microscopia optica: histologia e inmunohistoquimica

Para obtener una visualizacion de los limites anatdmicos y de las areas hipocampales
de interés se utilizaron secciones tefiidas con el método de Nissl (azul de toloudina), una téc-
nica histolégica que permite la visualizacion tanto de neuronas como de células gliales
(Figura 9B).

Ademas, para estimar las densidades neuronales se utilizaron secciones marcadas utili-
zando el anticuerpo NeuN vy la tincion de Nissl (Figura 9B), asi como secciones marcadas

con dos anticuerpos diferentes frente a la proteina PHFr,, (PHFr.u.ats Y PHF1a0.306; Figura
9C, D).

3.2.1. Inmunohistoquimica convencional

Las secciones seleccionadas para inmunohistoquimica fueron pretratadas en una solu-
cion que contenia H,0O, al 2% durante 30 minutos para bloquear la actividad de la peroxida-
sa enddgena. Posteriormente, con el fin de mejorar la penetracion del anticuerpo, fueron su-
mergidas en una solucion con Triton-X (Merck, Darmstadt, Alemania) al 0.25% y 3% suero
de cabra o caballo en PB 0.1M (segtn se utilicen anticuerpos policlonales o monoclonales,
respectivamente; Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). A continuacion, las secciones
fueron incubadas durante 48h a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo
monoclonal de raton anti-NeuN (1:2000; Chemicon; MAB377, Temecula, CA, EEUU), an-
ticuerpo monoclonal de ratén anti-PHF 1, a5 (1:2000, MN1020, Thermo Scientific, Walt-
ham, MA, EEUU) y anticuerpo policlonal de conejo anti-PHFr,,ps306 (1:2000, Invitrogen
Corp, 44752G, Carlsbad, CA, EEUU). Para marcar las placas f-amiloide las secciones fue-
ron previamente tratadas con acido formico al 88% (Sigma-Aldrich, No. 251364, St. Louis,
MO, EEUU), y posteriormente se incubaron con el anticuerpo monoclonal de raton anti-AB
(clone 6F/3D, 1:50, Dako M0872, Glostrup, Dinamarca; Figura 9E). Posteriormente, las

secciones se incubaron durante 1h con anticuerpos secundarios biotinilados especificos para
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anti-NeuN Nissl-staining

anti-PHF.

Tau-pS396

anti-PHF

Tau-AT8

Figura 9. Microfotografias ilustrando la formacion hipocampal de un paciente con EA de secciones inmunotefiidas para
NeuN (A), Nissl (B), PHFray.ats (C), PHF raups306 (D) y AP (E). Barra de escala (en E): 1000pm. GD: giro dentado; CA3-
CA1: campos amoénicos; SUB: subiculo.
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cada anticuerpo primario: caballo anti-raton para anti-NeuN, anti-PHFr,, a1sy anti-AB, y
cabra anti-conejo para anti-PHFr,ps306 (1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
EE.UU.). Finalmente, las secciones fueron sumergidas durante 1h en el complejo ABC
(avidina-biotina peroxidasa, Vectastain, ABC Elite PK1600, Vector). Para la visualizacion
del marcaje, las secciones fueron tratadas con el cromogeno DAB al 0,05% (3, 3' tetrahidro-
cloruro de diaminobencidina Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) en PB 0.1M y H,0, al
0,01%, durante 1 minuto. Finalmente, las secciones fueron montadas, deshidratadas, clarifi-
cadas con xileno y cubiertas con el medio de montaje DePeX (VWR, Rannor, Pensilvania,
EEUU).

3.3. Microscopia confocal: doble y triple inmunofluorescencia

Para estudiar la posible relacion entre las proteinas PHF 1, y AP, asi como la relacion
entre ambos epitopos de la proteina tau y su implicacion en el estadio de la enfermedad, se
combinaron anticuerpos frente a PHFr,, (PHF1.u.a1s Y PHF1au.306) ¥ anticuerpos AP, obte-

niendo dobles y triples marcajes de inmunofluorescencia.

En primer lugar, se seleccionaron las secciones de tejido para dobles marcajes de in-
munofluorescencia. Siguiendo el procedimiento anteriormente descrito, las secciones selec-
cionadas fueron, en primer lugar, tratadas con acido formico al 88%, siendo posteriormente
incubadas en una solucidon que contenia la siguiente combinacion de los anticuerpos prima-
rios descritos previamente: anti-AP/anti-PHFr,, ps396, anti-AP/anti-PHF 1, a1s y anti-PHFr,,.
ps39¢/anti-PHFr,,.a1s (Figura 10). Después se incubaron durante 2h a temperatura ambiente,
en diferentes soluciones que contenian un anticuerpo secundario especifico de cabra anti-
conejo acoplado a Alexa fluor 594 y uno de cabra anti-raton acoplado a Alexa fluor 488
(1:1000; Molecular Probes, Eugene, OR, EE. UU.). Finalmente, las secciones fueron trata-
das con el reactivo Eliminator (Chemicon) para reducir o eliminar la auto-fluorescencia. Fi-
nalmente, las secciones fueron montadas con el medio de montaje ProLong Gold Antifade

Reagent (Invitrogen Corp.) para su conservacion y visualizacion.

Ademas, también se examiné la posible relacion entre la proteina AP y ambos epitopos
de la proteina PHFr,, (PHF1ay.a1s Y PHF144306), empleando para ello secciones triplemente
tefiidas (Figura 11). Aquellas secciones que fueron doblemente inmunomarcadas para los
anticuerpos anti-PHFru.ps306 Y PHFray.a1s, s€ contratifieron con el reactivo Methoxy-X04
(0.01mg/ml en PB 0.1M), un marcador histologico fluorescente (Xcess Biosciences Inc.,
San Diego, CA, EE. UU.), derivado del Congo Red, que tifie placas en secciones postmor-
tem de tejido cerebral con EA. De esta manera, conseguimos visualizar las placas AP y

ambos epitopos de la proteina PHF 1, de manera simultanea.
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PHF

Tau-pS396

Figura 10. Imagenes de microscopia confocal de la formacion hipocampal de un paciente con EA que muestra tincion para

anti-AB (A, C) y anti-PHFr,, (anti-PHFr,y.a1s y anti-PHF,,.ps306 €n B y D, respectivamente). Barra de escala (en D): 50 um.

PHF

Tau-AT8

Figura 11. Imagenes de microscopia confocal de la formacion hipocampal de un paciente con EA que muestra tincion para
anti-PHFr,, (anti-PHF oy a1s y anti-PHF .y ps306; A 'y B, respectivamente) y tinciéon para Methoxy-X04 (C). Barra de escala
(en C): 50 um.
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3.4. Estimaciones estereoldgicas mediante microscopia optica
3.4.1. Estimacion del encogimiento del tejido

El procesamiento histologico de las secciones produce un encogimiento del tejido, por
lo que se estimo el grosor de las secciones antes y después del procesado inmunohistoquimi-
co, corrigiendo asi los valores finales obtenidos en la estimacion de densidades neuronales y

de placas AP, asi como el volumen y el porcentaje ocupado por estas ultimas.

Todas las medidas se realizaron en cinco puntos aleatorios en diferentes secciones,
usando el software Stereo Investigator (Stereo Investigator 11.0, MicroBrightField Inc., Wi-
liston, VT, EEUU). En las secciones marcadas con DAB, el grosor medio de las secciones
antes del procesamiento inmunohistoquimico fue 50.2um, y después del procesado,
16.49um en secciones marcadas con anti-NeuN, anti-PHFr,, y anti-AB, mientras que, en
secciones tefiidas con el método de Nissl, el grosor medio después del procesado fue
17.4um. Por lo tanto, los valores finales de las estimaciones estereoldgicas se corrigieron

para obtener una estimacidon homogénea de todas las variables a medir.
3.4.2. Analisis de densidades neuronales

Las estimaciones neuronales se realizaron aplicando disectores Opticos (Figura 12;
West y Gundersen, 1990), en particular, mediante la herramienta “Fraccionador Opti-

co” (Stereo Investigator) que permite estimar las densidades neuronales.

Las densidades neuronales, expresadas como el nimero de neuronas marcadas por vo-
lumen, fueron estimadas en las regiones CA3, CAl y subiculo en secciones tefiidas con el
método de Nissl y en secciones marcadas con anti-NeuN, anti-PHFr,,.a1s y anti-PHFr,,.s306
(Figura 12). Puesto que la mayoria de las neuronas se localizan en la capa piramidal, las
densidades neuronales se estimaron en esta capa en los CAs del hipocampo y el subiculo. En
secciones tefiidas con el método de Nissl, una neurona se contabilizaba si su nucléolo se
identificaba y enfocaba claramente a lo largo del eje-z del marco de conteo, mientras que en

secciones anti-NeulN, una neurona se contabilizaba si su nticleo se visualizaba y enfocaba.

Se aplicaron parametros estereologicos especificos para cada muestra y marcador neu-
ronal. Después de escoger aleatoriamente una seccion de tejido cerebral, se seleccionaron 6
secciones a intervalos igualmente espaciados (entre 4-8). Los disectores Opticos se emplea-
ron en secciones tefiidas con el método de Nissl y con anti-NeuN a 100x aumentos, en una
superficie estimada de 2050pum?, con una profundidad de los disectores de 10um, obtenien-

do un volumen analizado de 20500um’ por disector dptico por caso.
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Las secciones marcadas con los anticuerpos frente a PHF 1,y a1s Y PHF 144306 S€ analiza-
ron a 40x aumentos, en una superficie de 14450um?, usando disectores de 10pum de profun-

didad, y obteniendo un volumen analizado de 144500um’ por caso.

anti-NeuN

Nissl-staining

anti-PHF,,;

anti-PHF , c0

Figura 12. Columna de la izquierda: microfotografias ilustrando la formacion hipocampal de un paciente con EA de sec-
ciones inmunotefiidas para NeuN (A), Nissl (C), PHF ray.ats (E), PHF raups306 (G) y AP (I). Columna de la derecha (B, D, F,
H, J): mayor aumento de la region CALl para ilustrar el marco de conteo aplicado en los procedimientos estereoldogicos (las
lineas verdes corresponden a los bordes de inclusion y las lineas rojas a los bordes de exclusion). En las secciones con
tincion de Nissl, una neurona se cont6 solamente si el nucléolo se identificaba claramente en el plano dptico a lo largo del
eje z, mientras que en las secciones NeuN_;;, una neurona se contd cuando su nticleo se identificaba claramente. Barra de
escala (en J): 1000 ymen A, C, E, GeI; 37 pmen B y D; 90 um en F, H and J. GD: giro dentado; CA3-CAl: campos
amonicos; SUB: subiculo.
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3.4.3. Analisis de las placas de p-amiloide

El nimero de placas AP por volumen se estimd en las regiones GD, CA3, CAl y
subiculo, aplicando la herramienta descrita anteriormente (Figura 12). Se seleccionaron un
minimo de 6 secciones por cada paciente con EA, con intervalos equivalentes (entre 4-8),
empleando un objetivo de 40x para su estudio. La superficie analizada fue de 22500 um? y
con una profundidad del disector de 10 pm, obteniendo un volumen estudiado de 225000

um’ por disector 6ptico por caso.

Para estimar el volumen de las placas, se delimitaron los limites de cada placa con la
herramienta Nucleator (Stereo Investigator; Gundersen, 1986), que permite obtener el volu-
men de cada placa AP, analizada, ademas del volumen relativo ocupado por las mismas en

cada campo analizado de la formacion hipocampal.
3.5. Microscopia confocal

Para analizar la distribucion y expresion de neuronas PHF 1, (PHFrayats Y PHF
396) ¥ de placas AP, en CAl, asi como su posible interaccion se analizaron las secciones
doblemente marcadas mediante inmunofluorescencia. Las secciones fueron escaneadas con
un microscopio laser confocal multiespectral Zeiss LSM 710 (Carl Zeiss Microscopy

GmbH, Jena, Alemania), utilizando las lineas de laser 488 y 594 nm.

Para el analisis de las neuronas PHF .. (PHF1a.a1s Y PHFT00306) ¥ placas AP, pre-
sentes en estas secciones doblemente marcadas, obtuvimos series de imagenes, con un inter-
valo de 3um en el eje z, y con una lente de inmersion en aceite a 40x aumentos (Objetivo
Plan-Apochromat 40x NA, 1.3 aceite). La sefial de cada marcador fue adquirida en canales
independientes, 488 nm para la deteccion de Alexa 488 y 594 nm para Alexa 594. El nime-
ro de planos dpticos en el eje z obtenidos para cada serie fue entre 12 y 20. Para el estudio y
visualizacion del marcaje se combinaron las series de imagenes adquiridas en sus diferentes

canales, con el software Zen (ZEN 2012, Carl Zeiss Microscopy GmbH; Figura 13).

Por otro lado, se examinaron las secciones con triple inmunofluorescencia marcadas
con anti-PHF 55306 Y PHF 1ay.a1s, ¥ contratefiidas con Methoxy-X04 (para marcar las placas
de AP). Se estudiaron 113 placas individualmente, para cada una se obtuvo una serie de
imagenes con un intervalo en el eje z de 0.5 a 1pum, con un nimero total de planos opticos
comprendido entre 34 y 69, en canales separados, y con el objetivo 40x. Igualmente, la sefial
de cada marcador fue adquirida en canales independientes, 488 nm para la deteccion de Ale-
xa 488 y 594 nm para Alexa 594 y 405 nm para la deteccion de Methoxy-X04.
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El software Zen se utilizo para obtener la proyeccion en z de todas las imagenes
(resolucion 1024 x 1024 pixeles). El programa utilizado para componer las figuras fue Ado-
be Photoshop (CS4, v11.0, Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, EE. UU.).

Figura 13. Formacion hipocampal de un paciente con EA. (A) Seccion marcada con la tincion de Nissl de un paciente con
EA (Az6) para ilustrar las areas hipocampales. Note la pérdida neuronal en CAl. Las imagenes de confocal muestran tin-
cion para anti-AB (B) y anti-PHFray-ps306 (C) y fueron tomadas de una seccién doblemente marcada para ilustrar el patron
de distribucion de las placas AP.; y las neuronas PHFruy ps3oe.ir, T€spectivamente. (D) Ambos canales mostrando tanto el
marcaje anti-Af como el marcaje anti-PHFyy.ps306. (E, F) Region CAl mostrando el marcaje de neuronas PHF rau.ps306.ir (E)
y de placas AB.; (F). CA1-CA3: campos amonicos; GD: giro dentado; SUB: subiculo; Pyr: stratum pyramidale; Rad: stra-

tum radiatum; Or: stratum oriens. Barra de escala (en F): 20 pmen A; 25 um en B, C, D; 50 um en E, F.
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3.5.1. Analisis de la patologia neurofibrilar en CA1

El andlisis de las neuronas que expresaban PHF 4y a1g y/0 anti-PHFr,, ;5306 cOnsistio en
una segmentacion semiautomatica de las neuronas, con la ayuda del software Imaris (7.1.5
Bitplane AG, Zurich, Suiza), colocando esferas de 20um de diametro (tamafio medio del
soma neuronal) en cada neurona tefiida. De esta manera, las neuronas PHF 1, ats.i: S€ marca-
ron con esferas rojas, las neuronas PHF r,,.s396.ir cOn esferas verdes, y aquellas neuronas que
mostraban ambos marcadores (PHF 1y a1s/PHF14yp5306), con esferas amarillas. (Figura 14).
Una vez marcadas todas las neuronas, el programa Imaris ofrece el nimero total de neuronas
PHFr,,.;;de cada paciente analizado, asi como la posicion de cada neurona dentro de la re-
gion CALl.

3.5.2. Analisis de la patologia amiloide en CA1l

El andlisis de las placas se realizo en las series de imagenes obtenidas de las secciones
con doble inmunofluorescencia: anti-Af/anti-PHFr,, a1s, anti-Ap/anti-PHF 155306y anti-

PHF 1yy.ars/anti-PHF 4, ps396, que contenian la region CA1 en su totalidad.

Para caracterizar cada placa, se analizo cada plano y canal por separado con el fin de
visualizar su marcaje. Para ello, se utilizo el programa ZEN blue (Zen 2012). Este programa
permite colocar un identificador a cada placa, generando asi una lista con la totalidad de las
placas analizadas. De esta manera, obtuvimos el niimero total de placas marcadas, pudiendo
ademas determinar si habia o no co-localizacion entre los distintos marcadores, asi como la

localizacion exacta de cada placa dentro de CAl.

Adicionalmente, las series de imagenes de las placas adquiridas individualmente, en
las secciones triplemente tefiildas (PHFray-a1s/PHF a0 ps306/Methoxy-X04) también fueron
analizadas con el programa ZEN blue. En este caso, se analizé el marcaje especifico de cada
placa, pero no su localizacion. Por tanto, se obtuvieron los datos de placas que expresaban

alguno de los marcadores empleados, es decir, PHF 1ay-a13, PHF1au-ps306 y/0 Methoxy-X04.
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Figura 14. Analisis de la distribucion y expresion de neuronas PHF 1, mediante el software Imaris. A: Imagen de micros-

copia confocal mostrando una seccion doblemente tefiida para anti-PHF rau.ats (r0jo) y anti-PHFr,,.ps306 (verde), en la re-
gion CALl, la cual puede ser visualizada entera, del paciente Az4. B: Los puntos son asignados a cada neurona, siendo facil-
mente visualizados al apagar los canales de fluorescencia. C: El rectangulo es la region marcada por puntas de flecha en B.
Los diferentes colores de los puntos corresponden a neuronas PHF ry.ats-ir (10j0), neuronas PHF ray.ps306.ir (Verde), y neuro-

nas que coexpresan ambos marcadores PHF r,, (amarillo). Barra de escala: 200pum (en B); 50 um (en C).
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3.6. Analisis multidimensional

El analisis de tejido hipocampal de pacientes con EA generd una gran cantidad de da-
tos histopatoldgicos. Gracias al analisis estereoldgico se obtuvieron densidades neuronales y
de placas A, asi como el volumen de estas placas y el porcentaje que ocupan, todo ello
por cada marcador, paciente y region. Por otro lado, se obtuvo la expresion y distribucion de
neuronas PHFr,,;;en CAl, asi como la expresion y distribucion de placas AP en la misma
region. A pesar de que todo ello ofrece una descripcion muy detallada de las posibles altera-
ciones hipocampales en pacientes con EA, resulta relevante analizar la posible relacion de
estos datos con las variables clinicas y demograficas de los pacientes. Para ello, se desarro-
116 una nueva herramienta informatica con el fin de visualizar y explorar la posible relacion
entre variables cualitativas, obtenidas de los historiales clinicos de los pacientes, y variables

cuantitativas, obtenidas de los estudios de microscopia Optica y microscopia confocal.
3.6.1. InTool Explorer

InTool Explorer (Interactive Tool Explorer) es una herramienta desarrollada en cola-
boracion con la Universidad Rey Juan Carlos y el CESVIMA (Universidad Politécnica de
Madrid) dentro del proyecto Cajal Blue Brain, que ofrece un analisis exploratorio de los da-

tos, permitiendo analizar variables multidimensionales procedentes de distintas fuentes.

InTool Explorer ha sido conceptualizado como una herramienta de descarga gratuita,
instalable tanto en Windows como en Linux. Ademas, es accesible desde cualquier ordena-
dor, caracterizandose por ello como una web multi-usuario y siguiendo un modelo cliente-
servidor, es decir, los datos de un determinado usuario se almacenan en un servidor externo,

facilitando de esta manera el acceso a los mismos desde cualquier dispositivo.

Actualmente, dos versiones de InTool Explorer estan disponibles en http://

cajalbbp.es/intoolexplorer_web, donde el usuario puede descargar una version de escrito-

rio (standalone), o acceder a la version en linea (version web), la cual no requiere una des-
carga o instalacion local para comenzar a trabajar con la herramienta. El sistema se ha pro-
bado completamente con los navegadores mas populares como Google Chrome, Microsoft
Edge y Mozilla Firefox. InTool Explorer requiere un procedimiento de registro muy simple
en el que el usuario proporciona un identificador de inicio de sesion y un correo electronico.
Este proceso de registro permite a los neurocientificos tener acceso a sus conjuntos de datos
desde cualquier ordenador a través de una conexion a Internet, y permitiendo ademas la po-
sibilidad de compartir los datos si se desea. Asimismo, permite el cifrado de los datos y las
comunicaciones para garantizar la proteccion de los mismos y cumplir con las leyes de pri-

vacidad.
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3.6.1.1. Estructura informatica y tecnologias empleadas

De manera general, el disefio de la interfaz estd basado en un tablero infinito donde
poder desplegar todas las tarjetas que quiera el usuario, situandolas y redimensiondndolas al
gusto. La herramienta estd disefiada para trabajar con dos tipos de tarjetas. El primer tipo de
tarjetas son las visualizaciones, donde todas las tarjetas comparten la misma finalidad, es
decir, permiten ver al usuario una representacion determinada de los datos cargados en el
sistema. El segundo tipo de tarjetas son los filtros; cada una de estas tarjetas afiade al tablero
algun tipo de control para filtrar la informacion que el resto de las tarjetas son capaces de

representar.
3.6.1.2. Manejo de datos

La aplicacion estd disefiada para trabajar con datos tabulares genéricos (.cvs y .xls) y
formatos de imagen 2D estandar (.png, .jpeg, .tif, .bmp, etcétera). Los datos tabulares deben
organizarse en una hoja de datos, ordenandose los elementos del conjunto de datos en filas
e, idealmente, cada columna debe contener todos los valores de una variable determinada.
No obstante, el sistema puede tratar con datos incompletos, comunmente llamados NaN (No
valor; del inglés, Not a number). Para trabajar con varias tablas a la vez éstas deben estar
relacionadas entre si, es decir, deben compartir alguna columna como, por ejemplo, identifi-

cadores de “Caso” (Figura 15).

A B C D E F G H I
. Esclerosis del . Wol estimado Vol estimado Vol estimado Vol estimado Vol estimado
Caso Condicion ) Region )

- hipocampo NeuN (pm3) Nissl (um3) ATE (um3) pS396 (pm3) AB (pm3)
2 Azl EA MO GD 14373400000 7715700000 13067300000
3 Azl EA NO CA3 4305130000 3701570000 12947100000 8708460000 9200080000
4 Azl EA NO CAL 8362600000 4419100000 9462030000 7922140000 4277620000
5 Azl EA MO SUB 3013720000 1967630000 11752400000 5926180000 3182750000
b Az2 EA MNO GD 4893590000 8887140000 6765020000
7 Az2 EA MNO CA3 5829220000 6373950000 3848200000 7530240000 7376380000
8 Az2 EA MNO CAL 4348150000 7178540000 3911920000 4609870000 6728070000
9 Az2 EA MO SUB 2371800000 4120560000 4712240000 5884800000 6049550000
10 Az3 EA NO GD 6945450000 4945410000 8426990000
11 Az3 EA NO CA3 8939600000 8079480000 5910570000 6915550000 6693750000
12 Az3 EA MNO CAl 7712760000 11603800000 6318320000 9227230000 11211500000
13 Az3 EA MNO SUB 3763730000 3799300000 A606160000 AT789020000 S001830000

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

Una vez que el usuario se ha autentificado en la aplicacion, el primer paso es importar
datos al servidor mediante el menti Archivo (Open file). Si los usuarios ya han cargado da-
tos, pueden abrirlos directamente desde el servidor (Open from server; Figura 16A). El
usuario puede cargar un nuevo conjunto de datos desde el servidor, agregar un nuevo con-
junto al actual (Add to current) o guardar el conjunto de datos actual en el servidor (Save on
server). Ademas, las variables del conjunto de datos se clasifican automaticamente, resultan-
do muy util ante operaciones que son necesarias para el andlisis correcto de los datos, pero
que generalmente estan fuera del alcance del estudio. Por otra parte, el usuario puede modi-
ficar manualmente esta categorizacion, eliminando variables, cambiandolas de posicion en
la lista, o cambiando el nombre de las mismas editando el esquema del conjunto de datos

(Edit squema; Figura 16B).

Finalmente, la herramienta permite a los usuarios guardar (Analysis) localmente el
estado del analisis exploratorio actual o visualizacion, asi como cargar un estado guardado
anterior (tarjetas activas, filtros, etcétera; Save, Figura 16C). Asimismo, puesto que InTool
Explorer permite al usuario acceder a una misma sesion desde ordenadores distintos, este

podrd iniciar una sesion de trabajo y finalizarla posteriormente en otro lugar diferente.

3.6.1.4. Tarjetas de visualizacion

Una de las mayores contribuciones de InTool Explorer es que ofrece al usuario la po-
sibilidad de elegir su propia ruta de andlisis. Ademas, la herramienta permite personalizar
las tarjetas de visualizacion, las interacciones entre las variables y los analisis estadisticos,
asi como adaptarlos a las particularidades de los datos. Por ello, InTool Explorer esta basado
en tarjetas vinculadas, las principales unidades funcionales del sistema, permitiendo interac-
ciones, visualizaciones y operaciones de analisis. La vinculacion de las tarjetas propaga los
cambios producidos en una tarjeta al resto de tarjetas creadas que contengan las mismas va-

riables. Las tarjetas se clasifican en cuatro grupos:

. Tarjetas de filtrado: InTool Explorer clasifica las variables en tres grupos: categéri-
cas, ordinales y cuantitativas. Los usuarios pueden seleccionar cualquiera de estas va-
riables para llevar a cabo operaciones de exploracion y filtrado. Los valores categ6ri-
cos se seleccionan con casillas marcadas, mientras que las variables cuantitativas y

ordinales se seleccionan con controles de rango (Figura 17).
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Open server files

#Open new Add to current
Data files:
_—

Schema fles (optional):

No schema les on the server

H, azneimer ~

ool Explorer
Edit schema

o [ooe )
T comams e e om0

(%] Esamtesvome raurrs ooy

(T5Tx] esamarcs voume Towmve oy

File ~ ’ Analysis v
Open from server
Save on server
Edit data schema

Import local files to server
Export data to local (csv)
Export data to local (xIsx)
Export current schema (json)

[ pie~ | | anansis» | IESETS

Save dataset

Dataset name

Stereology data

Figura 16. Capturas de pantalla de InTool Explorer para ilustrar el proceso de carga de datos. A: abrir desde el archivo de

datos desde el servidor. B: lista de variables que se clasifican automaticamente como categoricas, cuantitativas u ordinales.

C: opcion de guardar un analisis.
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Filter - Region 2 x|
YICA1 ¥CA3 ¥GD “suB

Filter - Caso 2 n
YIAZ1 WIAZ2 WIAZ3 WIAz4 WIAZE ¥IAZ6 ¥IAZ7T  ¥Az8 WIAZ9  WIAz10 ¥Az11  LIH65
LH87 [JH200 CJH206 [CJH216 [IH242 [JH248 CIm1 Bz M8 LIM10

4>

Filter - Neuronas NeuN-ir / mm3

| [

1 I |
0 5,000 10,000 15,000 20,000

Figura 17. Tarjetas de filtrado de InTool Explorer. A: filtrado de variables categoricas como “Region” y “Caso”, con casi-
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llas para marcar o desmarcar. B: filtrado de una variable cuantitativa (“Neuronas NeuN_;/mm™’) mediante control de rango.

. Tarjetas de visualizacion: los usuarios pueden seleccionar una tarjeta de visualiza-
cion segun su interés de estudio. Estas tarjetas interaccionan con las tarjetas de filtrado
debido a la vinculacion, actualizandose los datos cuando los usuarios cambian los pa-
rdmetros de filtro. Las principales tarjetas de visualizacion son el grafico de coordena-
das paralelas, grafico de conjuntos paralelos, grafico de barras radiales, grafico de dis-

persion y grafico de cajas (Figura 18 y Figura 19).
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Paralell Coordinates Plot

Caso Neuronas NeuN-ir / mm3
Region
Az1 CA1
Az2 4
Az3 4
Az4 -
AZ5
Az6
Az7 4
Az8
Az9~
Az10
Az11 SUE
A No Data
a Statistics - Neuronas NeuN-ir/ mm3 < n
mean 9406.71

std 4978.51

min 1306

max 21407

count 31
25% 6089
50% 8978
B 75% 12033
Paralell Coordinates Plot S Eﬂ E ﬂ
Caso Neuronas NeuN-ir / mm3
Region Placas AB-ir / mm3

Az14 CA1 - i

4,000

Az114

C No Data

a

Figura 18. Uso de los graficos de coordenadas paralelas. (A) Grafico de coordenadas paralelas de las variables selecciona-
das, agrupadas por columnas. (B) Tarjeta de estadistica (Column Statistics) de la variable “Neuronas NeuN_;/mm®” que
facilita la seleccion de valores especificos. (C) Grafico de coordenadas paralelas usando valores de rango para la variable
“Neuronas NeuN_,/mm®” para visualizar las regiones o los pacientes correspondientes a un rango seleccionado (los valores
de la media se muestran en B). Esta seleccion facilita la visualizacion de una posible relacion con la variable “Placas A.i/

mm*”. CA1-CA3: campos aménicos; SUB: subiculo.
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' | Paralell Set - Neuronas NeuN-ir/ mm3 & EE88

Region

4

= W Azt Normalize
W Az2

W Az
W Aze
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W az6
| g
M Azg
W Az9
H Az10
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e

Edad diagnostico Progresion de la EA (aiios)

+| OO

Scatter Plot - Edad diagnostico VS Neuronas NeuN

220004 ®
B

18000 o Edad diagndstico 82
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Edad diagnéstico
‘ HAz1 WAz2 M Az3 M Az4 B Az5 W Az6 B Az7 B Az8 M Az9 W Az10 M Az11

Figura 19. Interfaz de InTool Explorer mostrando varias tarjetas de visualizacion. (A) Grafico de conjuntos paralelos
(Parallel set) mostrando las variables “Region”, “Escala de Braak” y “Neuronas NeuN_;,”. Cada barra horizontal representa
posibles categorias asociadas a cada variable, mientras que el ancho de la barra indica la fraccion proporcional de la cate-
goria total. (B) Grafico radial ilustrando la relacion entre tres variables: “Edad en el momento del diagnostico”, “Neuronas
NeuN_,/mm™ y “Progresion de la enfermedad (afios)”. Todos los pacientes se visualizan en el lado izquierdo del grafico.
Esta tarjeta de visualizacion permite multiples comparaciones con el fin de visualizar valores similares o extremos. El pa-
ciente Az5 (resaltado en verde) se muestra como ejemplo de visualizacion. (C) Grafico de dispersion mostrando la relacion
entre las variables “Edad en el momento del diagnostico” y “Neuronas NeuN.;/mm®” por paciente. Observe el valor extre-
mo resaltado con el globo azul (paciente Az11). Esta identificacion ofrece informacion adicional sobre el valor selecciona-
do. CA1-CA3: campos amoénicos; SUB: subiculo.
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. Tarjetas de datos: este tipo de tarjetas permite visualizar los datos brutos del estudio
en cualquier momento que el usuario lo necesite. De esta manera, se puede acceder a
los datos rapidamente mientras se exploran las variables en otras tarjetas de visualiza-
cion. Si el usuario anade al tablero una visualizacidon "Data Table" podra observar que
todos sus datos se encuentran unidos en una misma tabla. Esta operacion es comun-
mente conocida como inner join y consigue unir dos o mas tablas duplicando la infor-
macion de la tabla que tenga menos filas, de manera que, cada fila de la tabla resultan-
te tenga todas las columnas de las tablas originales que compartan un identificador
(Figura 20). Los datos del sistema se pueden exportar en cualquier momento en for-
mato .xls 0. svg y contendr la tabla resultante de la unidon de todas las tablas cargadas.

Ademas, las filas incluidas seran aquellas que pasen todos los filtros que el usuario

haya incluido en el tablero.

Caso Regién Neuronas NeuN-ir / mm3
Az1 CA3 11868
Az1 CA1 11661
Az1 SuB 10330
Az2 CA3 9912
Az2 CA1 15580
Az2 SuUB 8399
Az3 CA3 12573

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

usuario lo necesite.

. Tarjetas de analisis estadistico: el programa también ofrece funcionalidades estadis-
ticas integradas con codigo R, que permiten al usuario acceder al analisis estadistico
rapidamente. La primera version de la herramienta incluye una tarjeta de andlisis des-
criptivo, una tarjeta de correlaciones (correlacidon de Pearson para muestras paramétri-
cas y correlacion de Spearman para muestras no paramétricas), y tarjetas de compara-
ciones (t-Student, test de Welch, Kolmogo6rov-Smirnov, ANOVA de un factor o Krus-
kal Wallis).

. Tarjetas de imagenes: son tarjetas que se pueden utilizar para filtrar y seleccionar.
Los usuarios pueden usar los valores de una variable asociada a una imagen para se-
leccionar o filtrar datos. Este tipo de tarjetas ofrece la posibilidad de crear tarjetas de

filtro espacial definidas por el usuario (Figura 21 y Figura 22).
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Figura 21. Tarjetas especificas de dominio creadas en InTool Explorer a partir de imagenes histologicas de muestras de
cerebro humano de pacientes con EA. (A) Las imagenes cargadas en la herramienta puede ser visualizadas de manera con-
junta. (B) Puesto que las imagenes pueden filtrarse por etiquetas, todas las imagenes presentadas corresponden al marcador
“NeuN”. (C) La tarjeta creada muestra informacion relativa a la imagen seleccionada: titulo, variables asociadas a la ima-
gen, etiquetas y notas, asi como la asociacion espacial (Spatial association; detalles en D). (D) Esta caracteristica propor-
ciona la facilidad de afadir filtros visuales de variables categoricas a la imagen seleccionada (véase Figura 22 para mas
detalles).
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Figura 22. Tarjetas especificas de dominio para filtrado espacial. (A) Tarjeta de imagen del hipocampo de una seccion

anti-NeuN de un paciente con EA (Paciente Azl). La variable “Region” se afiadio a la tarjeta de imagen con la funcion
de asociacion espacial (Spatial association) como un filtro para cualquier visualizacion simultanea. A la derecha, se creo6
un grafico de coordenadas paralelas para mostrar la dindmica de la interaccion del usuario. (B) En la misma tarjeta de
imagen ilustrada en A, se selecciond una region particular (CA1l, resaltada en azul). A la derecha, en el grafico de coorde-

nadas paralelas, aparecen solamente los datos filtrados. CA1-CA3: campos amonicos; SUB: subiculo.

Todas estas representaciones se ven afectadas por los filtros que el usuario vaya incorpo-
rando al tablero. Los filtros actualizan automaticamente los datos que se muestran en el resto
de las tarjetas, y lo que proporciona la verdadera potencia al andlisis exploratorio de datos es
la capacidad de excluir variables a voluntad, ver rapidamente el resultado de una hipotesis o
poder crear visualizaciones flexibles agilmente. El principal objetivo de InTool Explorer es
ofrecer al usuario el poder de realizar todas estas tareas de una manera eficiente y siguiendo

un razonamiento continuo.

3.7. Analisis estadistico

Para determinar las posibles diferencias entre regiones, marcadores y casos de los datos
obtenidos del andlisis de estereologia, se realizaron comparaciones estadisticas de las densi-
dades neuronales obtenidas de las secciones marcadas con el método de Nissl, anti-NeuN,
anti-PHFryy.a1s y anti-PHF1,,.ps306, asi como de densidad de placas A, mediante la prueba
no paramétrica de Mann-Whitney (MW) para muestras no pareadas test U o Kruskal-Wallis
(no se cumplieron las pruebas de normalidad y homocedasticidad). Para analizar posibles
correlaciones entre variables se utilizo el coeficiente de Spearman. Todos los procedimien-
tos estadisticos y graficas fueron generados con el paquete estadistico GraphPad Prism 7
(Prism, San Diego, CA, EEUU) y el programa SPSS (IBM SPSS Statistics v25, IBM Corp.,
EEUU).
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IV. RESULTADOS

En el presente trabajo, se utilizaron los términos: GD, hipocampo propio (CA1 y CA3)
y subiculo (Figura 1). Asimismo, la distincion entre CAl y subiculo se establecid por las
agrupaciones de células piramidales que aparecen en la parte superficial de la capa piramidal
del subiculo adyacente a CA1l (Alonso-Nanclares et al., 2011). Los limites de las otras re-
giones del hipocampo se delimitaron en base a descripciones establecidas por Amaral et al.
(2004).

Por otro lado, para el analisis de la region CA1 en secciones con inmunofluorescencia,
usaremos los términos ‘“co-localizacion” y “co-expresion”. Se denomind co-localizacion al
solapamiento parcial o completo de los diferentes elementos marcados en las placas al hacer
uso de dos o mas marcadores, y co-expresion a la visualizacion conjunta de dos marcadores

dentro de una misma neurona.
4.1. Estimacion de la densidad neuronal

La densidad neuronal total fue estimada tanto en secciones tefiidas con el método de
Nissl, como en secciones inmuno-marcadas con anti-NeuN, en la capa piramidal de CA3,
CA1 y subiculo (Tabla 4, Figura 23). Debido a la gran densidad de células granulares en el

GD, esta region no fue incluida, ya que las estimaciones no eran consistentes.

Las densidades neuronales de las muestras procedentes de biopsias y autopsias sin de-
mencia fueron previamente analizadas en secciones marcadas mediante el método de Nissl
(Alonso-Nanclares et al. 2011), y no se observaron diferencias entre ambos grupos. Por tan-
to, en el presente trabajo se consideraron como un unico grupo y fue denominado como “sin

demencia” en las comparaciones (Tabla 4; Figura 23).

Las estimaciones realizadas en las secciones marcadas con anti-NeuN mostraron una
mayor variabilidad entre los pacientes con EA que aquellas densidades obtenidas en seccio-
nes tefidas con el método de Nissl (Tabla 4, Figura 23). Por otro lado, la densidad neuro-
nal en CAl, estimada en secciones tefiidas con el método de Nissl, mostré una disminucion
del 32% en pacientes con EA (p=0.009; Figura 23), comparada con el grupo sin demencia.
Ademas, 5 de los pacientes con EA presentaban esclerosis del hipocampo, una patologia
que, como se ha mencionado, se caracteriza por una pérdida neuronal severa y gliosis, prin-
cipalmente en la region CA1 (Figura 24) y que se ha relacionado con la EA (Dickson et al.,
1944; Attems and Jellinger, 2006; Amador-Ortiz et al., 2007).

Sin embargo, no se observaron diferencias en la densidad neuronal total estimada me-
diante Nissl en la region CA3, ni en el subiculo, cuyos valores en el grupo con EA fueron
similares al grupo sin demencia (Tabla 4).
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Tabla 4. Resumen de las distintas densidades estimadas por region hipocampal y marcador en pacientes con EA y casos
sin demencia (los datos se expresan como media + desviacion tipica). GD: giro dentado; CA3-CAl: campos amonicos;
SUB: subiculo. NA: No aplicable. (-): Dato no disponible.

Neuronas Neuronas
G Reoié Neuronas Neuronas PHF ! PHF / Placas AB.;, /
rupo egion au-AT8-ir au-pS396-ir
P 8 NeuN,;, /mm’  Nissl / mm’® feetl8 e mm’
mm mm
EA GD - - 875+ 597 363 +£172 303 £ 158

CA3 8262 + 3845 9176 +£ 1831 755 +290 1223 + 1085 240 + 188
CAl 10152 + 5010 8353 £3452 2542 +£779 10062 + 5311 1378 £ 1244

SUB 9121 £5709 9590 + 2966 951 +407 3414 +2333 1331 £ 1307

ND CA3 - 10006 + 2471 - - -
CAl - 12253 £ 1672 - - -
SUB - 10930 + 1787 - - -
25000+
€ 20000- ©
E ®
> °
§ 15000 o © Q ® NeuN (pacientes EA)
[e]
§ 10000 Q ® °— ?3 ® _ O NeuN (pacientes EA con esclerosis)
g I (% % ® @' @ Nissl (pacientes EA)
2 5000+ ° ® ° 5 O Nissl (pacientes EA con esclerosis)
o) O } O Nissl (casos control)

(¢
> -
w

CA1 SuB

Figura 23. Grafico mostrando la media de las densidades neuronales en las areas hipocampales examinadas, estimadas en
secciones con tincion de Nissl y anti-NeuN, en pacientes con EA y sujetos sin demencia. Las densidades representadas
corresponden al niimero de neuronas marcadas por volumen (mm?) por cada caso analizado. Los circulos blancos corres-

ponden a los pacientes con EA que también presentan esclerosis del hipocampo. CA3-CAl: campos amoénicos; SUB:
subiculo.
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Figura 24. Microfotografias de la formacion hipocampal del paciente Az4 para ilustrar la esclerosis del hipocampo. Las
secciones anti-NeuN (A) y con tincion de Nissl (B) muestran la pérdida neuronal en CAl. Las lineas (en A y B) indican la
transicion entre CAl, CA2 y el subiculo. GD, giro dentado; CA1-CA3, campos amonicos; SUB, subiculo. Barra de escala
(en B) 1000pm.

4.2. Estudio de la patologia neurofibrilar

Para examinar la presencia de la proteina PHFr,, en la formacion hipocampal en pa-
cientes con EA, y con el fin de esclarecer la posible relacion entre la presencia de la proteina

PHFr,, y la EA, se cuantificaron dos isoformas de la misma: PHF 14y.a1s Y PHF1ay-ps396.
4.2.1. Estimacion de la densidad de neuronas PHF,,.i-

En todas las regiones hipocampales analizadas observamos una mayor densidad de
PHF ray-ps396 (€Xpresada como el nimero de neuronas por volumen, en mm’®) que de PHFr,,.
ats, de acuerdo a estudios previos en la region CA1 (Su et al., 1994, 1996; Blazquez-Llorca
et al., 2010; Furcila et al., 2018; Tabla 4, Figura 25). La mayor densidad neuronal, tanto de
PHF ray-ats como de PHFra,.ps306, S€ observd en CAl, seguida del subiculo, mientras que
CA3 y GD presentaron los valores de densidades méas bajos (Tabla 4, Figura 25). Ademas,
la densidad de neuronas PHF1,,.ps306.ir mostro una mayor variabilidad entre pacientes que la
densidad de neuronas PHF 1, ats.ir, €sSpecialmente en la region CA1 donde, ademads, la densi-
dad de PHFr,ups306-ir alcanzo valores cercanos a la densidad neuronal total estimada con
Nissl y NeuN, sugiriendo que la mayoria de las neuronas de CAl en pacientes con EA con-

tienen PHFTau—pS396 .
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Figura 25. Gréfico mostrando la media de densidades neuronales por volumen de neuronas PHF rau.ats-ir Y PHF 1ayps306.ir €0
las areas hipocampales analizadas. Las densidades representadas corresponden con el niimero de neuronas marcadas por

volumen (mm?®) por cada caso analizado. GD: giro dentado; CA3-CA1: campos aménicos; SUB: subiculo.

Para comprobar esto ultimo, se estimo la proporcion de neuronas PHF 1, i, con respecto a
las neuronas totales estimadas en la region CA3, CA1 y subiculo. En las estimaciones reali-
zadas con NeuN, estas proporciones mostraron que en CA3, las neuronas PHF 1, ats.ir T€pre-
sentan un 9% del total de las neuronas, y un 10% en el subiculo, mientras que PHF 155396
representan el 15% de las neuronas de CA3 y el 37% de las neuronas del subiculo. En CAl,
PHF ray-a1s-ir representan el 25% de las neuronas, mientras que PHFr,,.ps306 alcanza el 99%,
es decir, los ovillos neurofibrilares tefiidos con PHF 1,,.ps306 €stan presentes en todas las neu-
ronas de CA1l (Tabla 4). Las proporciones calculadas con respecto a las densidades neuro-
nales estimadas en secciones marcadas con el método de Nissl mostraron porcentajes simila-
res en CA3 y subiculo, sin embargo, en CAl, encontramos que el nimero de neuronas
PHF ray-ps396.ir €xcede al nimero total de neuronas estimadas en un 20% (Figura 26), lo que

podria sugerir la presencia de marcaje de “ovillos fantasma” (ver Discusion).
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-~ PHFrayAtsir

50- - PHF1ayps396.ir
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Figura 26. Representacion grafica de los porcentajes de neuronas PHF ryy.ats-ir Y PHF rau-ps3os-ir, considerando las neuronas
teflidas con el método de Nissl como la poblacion total de neuronas. Los datos corresponden al promedio de los porcentajes
por region. Noétese que el porcentaje de elementos PHF 1y ps306-ir SObrepasa la poblacion neuronal total, que podria ser una
consecuencia de ovillos neurofibrilares extracelulares marcados u “ovillos fantasma” (ver Discusion para mas detalles).

CA3-CA1l: campos amonicos; SUB: subiculo.

4.2.2. Caracterizacion de las neuronas PHFr,,.i,

El estudio de la co-expresion de PHFryy.a1s/PHF 140 ps396 €n CAl se realizd en seccio-
nes doblemente marcadas con inmunofluorescencia (anti-PHFr,,.ars/anti-PHF 1, ps306; Figu-
ra 27) en seis pacientes con EA (Az1-Az6) mediante el software Imaris (descrito en la sec-
cion 3.3.1 de Material y Métodos). Se analizaron un total de 5678 neuronas, y los datos indi-
caron que el 64% de las neuronas marcadas expresaban solamente PHF,,.,5306, mientras que
el 28% mostraban ambos marcadores y, el 8% restante, mostraba inmunorreactividad sola-
mente frente a PHF 1, a1s (Tabla 5; Figura 28). Sin embargo, observamos una gran variabi-

lidad entre los pacientes.

Tabla 5. Numero de neuronas marcadas en la region CAl, por caso, en secciones doblemente marcadas para anti-PHFry,.

18 Y PHF 1oy ps306. Los nlimeros entre paréntesis indican sus porcentajes relativos.

PHFr.uatsir/
Paciente PHF1au-ATs.ir PHFraups396.ir TawATSAr Total neuronas
PHFTau-pSS%-ir

Azl 119 668 196 983
AZ2 83 424 322 829
AZ3 66 646 462 1174
Az4 23 492 84 599
Az5 101 496 424 1021
Az6 39 890 143 1072

Total 431 (8%) 3616 (64%) 1631 (28%) 5678
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» Overiay

Figura 27. Proyecciones de pilas de imagenes para ilustrar el marcaje de neuronas en secciones doblemente marcadas para
PHF rau-ats Y PHF rau-ps3os. A, B: Microfotografias de confocal a bajo aumento de la formacion hipocampal mostrando mar-
caje para PHF ru.ps306 (A, en verde) y PHFruu.a1s (B, en rojo). Las puntas de flecha indican los limites de CAl. C-H: Trios
de proyecciones de pilas de imagenes tomadas de secciones doblemente inmunotefidas para PHF 1, puri/PHF 1ay.a1s. Las
flechas indican neuronas que expresan anti-PHFryats y anti-PHF . ps306 (C-E). Las puntas de flecha indican una neurona
que expresa anti-PHFr,,_ats, ¥ los asteriscos indican dos neuronas que expresan solamente PHF 1, ps306. GD: giro dentado;
CA1-CA3: campos amonicos; SUB: subiculo. Barra de escala (en H): 922um (in A, B) and 50um (in C-H).
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Figura 28. Grafico circular que ilustra los porcentajes de neuronas tefiidas en secciones doblemente marcadas para PHF 1,,.
a18 Y PHF raups306. A pesar de la gran variabilidad en los patrones de expresion, las medias de los porcentajes de expresion

en el grafico “Resumen” muestran claramente una mayor proporcion de neuronas PHF ray.ps306.

4.2.3. Distribucion de neuronas PHF ...,

El analisis de la distribucion de neuronas PHF 1, se realizdé en las mismas secciones
que fueron empleadas para el estudio de co-expresion (con doble inmunofluorescencia para
PHF ray-ps396 Y PHFray-a1s). Para ello, la region CA1 fue dividida arbitrariamente en tres par-
tes iguales: proximal (cerca de CA2), medial y distal (cercano al subiculo), tal y como se
describi6 previamente (Andrioli et al 2007; Kastanauskaite et al., 2009).

Se determind la localizacion dentro de la capa piramidal de CA1 de las 5678 neuronas
analizadas (Figura 14). E141% de las neuronas se ubicaban en regiones mediales de la capa
piramidal de CAl, seguido por regiones distales (33%) y, regiones proximales (26%; Tabla
6). Respecto a la localizacion dentro de las capas de CAl, las neuronas marcadas parecian
estar igualmente distribuidas en las capas superficiales (cerca del stratum radiatum) y pro-

fundas (cerca del stratum oriens) de la capa piramidal.
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Tabla 6. Nimero de neuronas PHFr,, ;. en la capa piramidal de la region CAl, segln la localizacion de cada neurona en
las distintas subregiones, y la tincion (PHFtayats, PHFaups306 0 PHF rau-ats/PHF 1aups396). Los niimeros entre paréntesis

indican sus porcentajes relativos.

Marcador
PHFTau-ATS-ir/
PHF 1ay-Ats-ir PHF 14u-ps396-ir PHF 120 ps306. Total
Proximal 134 843 521 1498 (26%)
Medial 189 1416 715 2320 (41%)
Distal 108 1357 395 1860 (33%)
Total 431 (8%) 3616 (64%) 1631 (28%) 5678 (100%)

4.3. Estudio de la patologia amiloide

4.3.1. Estimacion de la densidad de placas AB.;,

La estimacion estereoldgica del numero de placas por volumen en secciones inmuno-
marcadas con anti-Ap, revel6 que CA1 presentaba los valores mas altos (1378 placas/mm®),
seguido del subiculo (1331 placas/mm®), GD (303 placas/mm’) y CA3 (240 placas/mm’)
(Tabla 4, Figura 29A). En concreto, CA1 y subiculo presentaron la mayor densidad de pla-
cas por volumen. Los resultados sobre el volumen ocupado por las placas mostraron que
también CALl y subiculo presentaron la mayor proporcion (entre 4-6%), comparado con el
GD (2 %) y CA3 (1 %) (Figura 29). Por el contrario, encontramos que el volumen medio de
las placas fue mayor en el GD (52350 pm’), seguido del subiculo (51979 um?®), CA3 (41670
um’) y CAl (30805um’; Figura 29).

En resumen, CA1 y subiculo, que mostraron un mayor numero de placas AP por volu-
men, también mostraron los valores mas altos de tejido ocupado por placas, aunque el tama-
flo de las mismas era relativamente pequeio. Por el contrario, el GD y CA3 mostraron el
numero mas bajo de placas por volumen, y aunque eran mayores en tamafio, el volumen re-

lativo ocupado por las placas en estas regiones fue menor que en CAl y subiculo.
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Figura 29. Graficos para ilustrar las variables estimadas de las placas AP.,en las areas hipocampales analizadas.

A: Numero medio de placas A por volumen. B: Volumen medio ocupado por placas AP, C: Estimacién del volumen

medio de placas Af... GD: giro dentado; CA3-CAl: campos amoénicos; SUB: subiculo.
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4.3.2. Caracterizacion de la expresion de placas Ap.;,

Con el fin de completar el analisis de la region CA1l, se estudid la co-localizacion de la
inmunorreactividad frente a AB y PHFr,, en placas de los pacientes con EA. Las placas se
estudiaron tanto en secciones con doble marcaje inmunofluorescente: AB/PHFr, ats, AP/
PHF 1ayps396 Y PHF 1au-a1s/PHF 1058306, cOMO en secciones con triple marcaje (Methoxy-X04/
anti-PHFry,.ats/anti-PHF r,y.ps306). Como se mencion6 en el apartado 3.3 de Material y Mé-
todos, la tincion con Methoxy-X04 permite para la visualizacion de placas en tejido de pa-

cientes con EA (Figura 30).

Methoxy-X04

Figura 30. Proyecciones de pilas de imagenes para ilustrar la visualizacion de placas mediante doble marcaje AR (A) y
Methoxy-X04 (B). Como puede apreciarse en C, la placa se visualiza claramente con ambos marcadores. Barra de escala
(en C): 50pum.

En primer lugar, se analizaron las imagenes con los dobles marcajes: AB/PHFruy.ats,
AB/PHF 14y.ps396 Y PHF 1au-a18/PHF 10458396, €n 6 de los pacientes con EA. El estudio completo
de CAl se realizé con el software Zen, que permite la localizacion e identificacion en tres
dimensiones de las placas marcadas en todos los canales adquiridos, con un area de entre
1.14 a 8.8 mm? por caso. A continuacion, se examiné la co-expresion de AR con PHF 1. ps396
y AP con PHF 1, ats.

Se analizaron un total de 251 placas en las secciones doblemente marcadas para A/
PHF ray-ps306. La mayoria de ellas, un 93%, presentaban A, incluyendo las que expresaban
unicamente AP (44%), y las que mostraban marcaje tanto para A.;; como para PHFray ps306.ir
(49%; Tabla 7, Figura 31). Solamente el 7% de las placas no mostraron marcaje para AP,

siendo Uinicamente identificadas con anti-PHFr4,.ps306

En el caso de las secciones doblemente marcadas para AB/PHFr,, ats, se analizaron un
total de 183 placas, de las cuales el 84% fueron identificadas con anti-AB (incluyendo el
57% que expresaban solamente AP y el 27% que expresaban ambos marcadores AB/PHFr,,
aTs), mientras que un 16% de las placas fueron identificadas solamente con anti-PHF 1, ats
(Tabla 7, Figura 31 y Figura 32).
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Tabla 7. Numero de placas en CAl, por caso, analizadas en secciones doblemente marcadas. Se emplearon tren combina-

ciones distintas de anticuerpos: AP/PHFra.a1s, AB/PHFrau-prir1 Y PHF rau-a1s/PHF raupssos. En la combinacion PHF ryy a1/

PHF raups306, todas las placas analizadas expresaban ambas isoformas (PHF rau.ats Y PHF 1au-ps396). ND: Dato no disponible.

PHFTau-pSS% /
APB/PHF1,,. AB/PHF1,,.
B Tau-AT8 B Tau-pS396 PHF 0 xns
PHF,,.
AP/ AP/
. PHFTau PHFTau_ PHFTau pS396—ir/ Total
Paciente PHFTau-ATs AB-ir PHFTau_ AB-ir
-ATS -ir pS396—-ir  -pS396--ir PHFr,,. placas
-ir pS396-ir
ATS-ir
Azl 6 7 8 ND ND ND ND ND 21
Az2 5 21 5 13 19 2 2 24 89
Az3 ND ND ND 38 23 11 11 68 140
Az4 4 13 1 6 24 0 0 15 63
Az5 30 1 13 42 5 3 3 59 153
Az6 5 62 2 24 40 1 1 23 157
No. total 50 104 29 123 111 111 17 189
deplacas  (2795)  (57%)  (5%)  (49%) = (44%)  (44%)  (7%)  (100%)

AB/PHF 5rq

£ AB/PHF-Tau
=3 AR+

@Em Ap-

Figura 31. Grafico circular para mostrar los porcentajes de placas marcadas en los analisis de secciones doblemente mar-
cadas. A: AP/PHFry,puri. B: AP/PHF 1, a1s. Ambos anélisis ilustran una mayor proporcion de placas AP, y una menor

proporcion de placas AP negativas.
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PHFpS396 AB/PHFpS396

PHFpS396 AB/IPHFpS396

PHFATs AB/PHFATS

PHFATS AB/PHFATe

PHFpS396 AB/PHFpS396

Figura 32. Placas en secciones hipocampales doblemente teflidas. A, B, E: Proyecciones de pilas de imagenes de confocal
tomadas de secciones doblemente tefiidas para AB/PHFra,ps306. C, D: Proyecciones de pilas de imagenes de confocal toma-
das de secciones doblemente tefiidas para AB/PHFr,, a1s. Las placas que expresan AP y PHFry.a1s, asi como AP y PHFr,,.
ps306 S€ muestran en A 'y C, respectivamente. En B se ilustran las placas que expresan solamente PHF . ps306 y €n D, las que

expresan solamente PHF,,.a1s. Una placa que expresa solamente anti-Ap se muestra en E. Barra de escala (en E): S0um.
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Puesto que se observaron placas que no expresaban A, el siguiente paso fue anali-
zar secciones doblemente marcadas mediante la combinacion de los anticuerpos anti-PHF,,
-ats Y anti-PHF r,,.ps306. Identificamos un total de 189 placas, de las cuales todas, el 100%, se
marcaron para ambos anticuerpos PHFr,, (Tabla 7). Puesto que las secciones marcadas con
PHF 1ay-a18/ PHF 14455396 mostraban el 100% de co-localizacion, cualquier placa visualizada

con alguno de los dos anticuerpos frente a una de las isoformas expresaria también la otra.

En resumen, los analisis de las secciones con marcajes dobles indicaban que la mayo-
ria de las placas de CA1 eran AP, (89%), y las pocas que no contenian AP, expresaban los

anticuerpos anti-PHFr,,.s396 (€n un 7%) y anti-PHF ryya1g (€n un 16%).

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en secciones doblemente marcadas,
analizamos las imagenes obtenidas de las secciones con triple marcaje para Methoxy-X04/
anti-PHFr,,.ars/anti-PHFr,,.5s306, €n todos los pacientes con EA (Azl-Azl1). Para ello, se
analizaron individualmente un total de 113 placas, de las cuales el 75% no expresaron nin-
guna isoforma de PHFr,, y presentaron Uinicamente marcaje con Methoxy-04 (Tabla 8, Fi-
gura 33) Sin embargo, el 25% de las placas marcadas con Methoxy-X04 mostraron triple
marcaje (Methoxy-X04/anti-PHFr,,.5s30¢/anti-PHFr,,.a13), €s decir, estas placas expresaban

ambas isoformas de PHFr,, y AP simultdneamente.

Tabla 8. Numero de placas en CAl, por caso, analizadas en secciones triplemente marcadas para Methoxy-X04, anti-

PHF rau-ats y anti-PHF rups306. Los nlimeros entre paréntesis representan los porcentajes relativos de las placas analizadas.

 Methoxy-X04/  y1othoxy-X04/  Methoxy-X04/ PHFrauarsir/ Total
Paciente pyp, oo PHF . PHF  PHF ‘ Methoxy X-04
PHFTau-pS396-ir Tau-AT8-ir Tau-pS396-ir Tau-pS396-ir placas
Azl 3 0 0 0 7 10
Az2 3 0 0 0 4 7
Az3 4 0 0 0 5 9
Az4 2 0 0 0 11 13
Az5 9 0 0 0 3 12
Az6 1 0 0 0 8 9
AzZ7 2 0 0 0 6 8
Az8 2 0 0 0 8 10
Az9 0 0 0 0 17 17
Az10 2 0 0 0 9 11
Azl11 0 0 0 0 7 7
28 85
Total 0 0 0 113
(25%) (75%)
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Methoxy-X04 .}

Figura 33. Proyecciones de pilas de imagenes de microscopia confocal tomadas de secciones hipocampales triplemente
marcadas (Methoxy-X04/PHF - ats/PHF raups3o6). A, B: las placas no expresan ninguna isoforma anti-PHFr,,, pero si
muestran marcaje para Methoxy-X04 que indica la presencia de AB. C, D: ejemplos de placas que expresan los tres marca-
dores (Methoxy-X04/PHFry-ats/PHF rau-ps306). Barra de escala (en D): 50um.
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4.3.2.1. Morfologia de las placas AB.;,

Con el fin de determinar las caracteristicas morfologicas de las placas analizadas, se
examinaron todas las placas que contenian AP de las secciones con doble (AB/PHFryy.ats,
AB/PHF 1ay.ps396) ¥ triple marcaje (Methoxy-X04/anti-PHF 4y ps39¢/anti-PHFr,y-a13). Es decir,
un total de 500 placas, de las cuales 387 fueron obtenidas de dobles marcajes, y 113 placas
de las secciones con triple marcaje. Todas las placas mostraron depositos de AP que permi-

tieron clasificarlas, segiin un estudio previo (Garcia-Marin et al., 2009), en dos tipos:

. placas con un circulo denso y un nucleo fuertemente marcado, o con una regién cen-
tral rodeada por un marcaje mas débil en forma de halo, se clasificaron como “placas

neuriticas con nucleo central”.

. placas sin un centro diferenciado, se consideraron “placas neuriticas sin nucleo cen-

tral”.

En el presente estudio, el 13% de las placas se identificaron como neuriticas con nucleo
central, mientras que un 87% como neuriticas sin nucleo central. Estas proporciones fueron
independientes de su marcaje, es decir, el tipo de placa no correspondia con una combina-

cion determinada de marcadores (2 test, p>0.5; Tabla 9).

Tabla 9. Numero de placas analizadas en CA1 acorde a su marcaje (en secciones doble y triplemente marcadas), asi como
la morfologia de las mismas, clasificadas como “neuriticas con nicleo central” y “neuriticas sin nucleo central”. Los niime-

ros entre paréntesis representan los porcentajes relativos de las placas analizadas.

Co-localizacion Con nucleo central  Sin nucleo central

AB-ir /PHF ra.ats-ir
AB.ir
APB/PHF 1aups396
AP
Methoxy-X04/PHF ray-a1s/PHF rau-ps396

Methoxy-X04

6 (12.2%)
14 (13.5%)
15 (12.2%)
11 (10%)
4 (14.3%)
11 (12.9%)

43 (87.8%)
90 (86.5%)
108 (87.8%)
100 (90%)
24 (85.7%)
74 (87.1%)

Total
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4.3.3. Distribucion de las placas AB.;,

Ademés de la caracterizacion de las placas en funcion de los marcadores expresados,
se realizd un estudio de la distribucion de las mismas en secciones doblemente marcadas

usando tres diferentes combinaciones: AB/PHFray.ats, AP/PHF 1aups3906 Y PHF ray.a1s/PHF 140

pS396-

Para ello, la region CA1l fue dividida arbitrariamente en tres partes iguales: proximal
(cerca de CA2), medial y distal (cercano al subiculo). Ademas, las placas fueron categoriza-
das seguin su posicion en los distintos estratos de CAl: stratum oriens, stratum pyramidale,
stratum radiatum y stratum lacunosum-moleculare. No obstante, no se observaron placas en
este estrato en ningun caso (Figura 34). De acuerdo a estos criterios, se establecio la locali-

zacion exacta de cada placa dentro de la region CA1 (Figura 35).

Figura 34. Microfotografia de la formacion hipocampal de un paciente con EA, de una seccion doblemente tefiida para
Nissl y anti-AB. A: Microfotografia a bajo aumento para ilustrar las distintas regiones hipocampales. B: Mayor aumento
del area marcada en A, mostrando la distribucion de las placas por capas en la region CAl (Lac-mol: estrato lacunosum-
moleculare; Rad: estrato radiatum; Pyr: estrato pyramidale; Or: estrato oriens. GD: giro dentado; CA1-CA3: campos amo-
nicos; SUB: subiculo. Barra de escala 1000pum (en B); 860 um (en A).
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Figura 35. Mapas de la formacion hipocampal de pacientes con EA para ilustrar la distribucion de placas y los patrones de

marcaje en CAl. Los dibujos se basan en el analisis de secciones doblemente marcadas para anti-Af y anti-PHFr,,. Los

limites entre las areas hipocampales se indican con lineas, mientras que CAl esta marcado con un rectangulo. Debajo de

cada perfil, CAl se muestra de manera esquematica con sus correspondientes subregiones y capas. Los puntos verdes cor-

responden a placas Ap.;, los puntos rojos a placas PHF ray.ir (PHF rau-ats © PHF raupsso), ¥ los puntos amarillos indican plac-

as que expresan tanto la proteina A como la proteina PHFr,,. A-F: Dibujos representativos de los pacientes Azl, Az2,

Az3, Az4, Az5 y Az6, respectivamente. GD: giro dentado; CA1-CA3: campos amoénicos; SUB: subiculo; Prox: proximal;

Med: medial; Dist: distal; Or: estrato oriens; Pyr: estrato pyramidale; Rad: estrato radiatum. Barra de escala (en F):

2000um.
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La mayoria de las placas (41%) se localizaron en la porcion medial de la capa pira-
midal de CA1, seguido de la porcion distal de CA1 (37%) y la porcion proximal (22%; Ta-
bla 10). Por tanto, la distribucion de las placas fue similar a la distribucion de las neuronas
PHFr,,.;; descrita en la seccion 4.2.3. Asimismo, la capa piramidal contenia la mayoria de las
placas (84%), mientras que en el estrato oriens, las placas eran escasas (1%), lo que coinci-

dia con estudios previos (Heggland et al. 2015).

Tabla 10. Resumen de las placas identificadas en la region CAl segun su localizacion en subregiones y capas. Los datos
representan el nimero de placas marcadas con AB/PHFryy.a1s, AB/PHF 1aups3o6 0 PHF ray-a1s/PHF10y.ps396; ver Tabla 7 para

mas detalles. Los numeros entre paréntesis indican sus porcentajes relativos.

Estrato Estrato Estrato
Total
Oriens Pyramidale Radiatum
Proximal 0 113 25 138 (22%)
Medial 1 215 38 254 (41%)
Distal 6 194 31 231 (37%)
Total 7 (1%) 522 (84%) 94 (15%) 623 (100%)

4.4. Analisis multidimensional

La aplicacion de un analisis multidimensional, incluyendo las variables histologicas
analizadas, asi como las variables clinicas y otros datos de los pacientes con EA, permitio

explorar las posibles relaciones entre las diferentes variables.
4.4.1. Validacion de la herramienta InTool Explorer

Los datos obtenidos de las estimaciones estereologicas, asi como aquellos derivados
de la caracterizacion de neuronas PHF 1, y placas AP, y, las variables clinicas de los pa-
cientes fueron empleados para poner a prueba e ilustrar la utilidad de la herramienta InTool

Explorer.

La visualizacion de los datos estereologicos mediante el grafico de coordenadas para-
lelas permitid observar rapidamente la variabilidad interindividual en la variable “Neuronas

NeuN._;,/mm>”

(Figura 36). La herramienta permite explorar, en el mismo grafico, determi-
nados rangos de valores que se quieran visualizar, asigndndoles ademds un color diferente
sin necesidad de acceder a la tabla original de los datos (Figura 36A). Asimismo, la herra-
mienta permite anadir cualquier otra variable, como “Regiones”, optimizando la interaccion
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y la exploracion inmediata (Figura 36B). La seleccion de un determinado rango de valores
como, por ejemplo, las densidades neuronales por encima de la media, permite visualizar a

qué pacientes y regiones corresponden dichos valores (Figura 36C).
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Figura 36. Gréficos de coordenadas paralelas mostrando la densidad neuronal de pacientes con EA. A: Relacion entre
“Neuronas NeuN_,/mm>” y “Caso”. B: Seleccion de valores por encima de la media de la variable “Neuronas NeuN_;/
mm?®” y su relacion con la variable “Region”. C: Visualizacion selectiva de cada region mediante diferentes colores. CAl-

CA3: campos amonicos; SUB: subiculo.
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La posibilidad de visualizar, de una manera rapida, caracteristicas particulares de los
pacientes, ofrece una exploracion en profundidad de la variabilidad interindividual o de los
valores atipicos de una variable, asi como posibles relaciones con las cuantificaciones histo-
patoldgicas, produciendo un andlisis integrado. Para ilustrar esta utilidad, se explor¢ la rela-
cion entre la variable “Neuronas NeuN_,/mm>” y las caracteristicas clinicas “Progresion de
la enfermedad” y “Estadio de Braak™ (Figura 37). Sin embargo, no se encontraron relacio-

nes entre el estadio de Braak y los afios de duracion de la enfermedad.

Otro ejemplo fue la visualizacion conjunta de “Neuronas NeuN_,/mm’”, “Neuronas
ATS., /mm’” y “Neuronas pS396_.,/mm’”, por paciente y region analizada. Tal y como se
observo en los resultados obtenidos de las estimaciones estereologicas, el GD y CA3 fueron
las regiones con menor densidad de neuronas con patologia neurofibrilar (Figura 38A, B),
mientras que CAl, seguido del subiculo, presentaron una mayor densidad de neuronas
PHFr,,.i;, asi como una mayor variabilidad entre los pacientes (Figura 38C, D). Ademas, se
observo que el rango de valores de la variable PHF 1, a1g era inferior al rango de valores de
la variable PHF 1, ps396, presentando también mas variabilidad entre los pacientes. Por ulti-
mo, el limite superior del rango de valores de la variable PHF r,,.5s396 €5 superior al rango de
valores de la variable “Neuronas Nissl/mm®”, y practicamente alcanza el rango de valores de
la variable “Neuronas NeuN_;,/mm’”, sugiriendo que una poblacién neuronal solamente ex-

presa PHF 1,,.p5306, tal y como se reflejo en los analisis estadisticos previos.
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Figura 37. Graficos de coordenadas paralelas para visualizar variables cuantitativas y categéricas de pacientes con EA. A:
Las relaciones pueden establecerse entre variables cuantitativas como “Neuronas NeuN._i/mm®” y “Progresion de la EA

(afos)”, y variables categoricas como “Escala de Braak”. B: seleccion de un rango de datos en la variable “Progresion de la
EA (afios)”.
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Figura 38. Graficos de coordenadas paralelas para ilustrar la visualizacion conjunta de “Neuronas NeuN.,/mm®”,

“Neuronas ATS.;, /mm*” y “Neuronas pS396.;/mm>”, por paciente y regién analizada. Al seleccionar una determinada re-

gion, se seleccionan todos los valores asociados a ella, obteniendo rapidamente una imagen de la distribucion de las distin-

tas densidades entre todas las regiones analizadas.
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Ademas, se afiadieron las variables: “Placas AB_i,/mm®”, “% ocupado por placas Ap.;”
y el “Tamafio placas AB.;”, con el fin de visualizar conjuntamente la densidad total de neu-
ronas y todas las variables histopatologicas. Se selecciond cada region y se observo que tan-
to el numero de placas AB.; como el porcentaje de tejido que ocupaban las placas, eran mas
bajos en el GD y CA3, mientras que, en CAl y en el subiculo, los valores eran mas altos y
mas variables. Sin embargo, el tamafio de las placas AP, fue mayor en la region del GD,
CA3 y subiculo, mientras que los valores mas bajos se encontraban en CAl (Figura 39).

Por tanto, CA1 se visualizd6 como la regiéon mas afectada por la presencia de ambas protei-
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Figura 39. Graficos de coordenadas paralelas para ilustrar la visualizacion conjunta de las densidades neuronales, de neu-

ronas PHF . (tanto PHF gy a1s-ir cOM0 PHF 1oy ps3o6.ir), ¥ de placas AP, asi como el porcentaje de tejido ocupado y el
tamaflo de las mismas, por paciente y region analizada.

90



Resultados

Los andlisis estadisticos de distribucion de frecuencias y de comparacion de las densi-
dades neuronales obtenidas de las secciones marcadas con el método de Nissl, anti-NeuN,
anti-PHFry.a1s y anti-PHFr,,. 55306 asi como de densidad de placas A (véase seccion 3.5
de Material y Métodos), corroboraron los hallazgos que se observaron en todas las visualiza-

ciones.

En resumen, los datos obtenidos de las estimaciones estereologicas pueden ser visuali-

zados de una manera rapida y eficaz gracias al grafico de coordenadas paralelas.
4.4.2. Visualizacion de nuevas relaciones

Las coordenadas paralelas se caracterizan, principalmente, por las posibilidades de
interaccion entre variables. La mas utilizada es el brushing en las dimensiones cuantitativas:
cuando el usuario selecciona un rango de valores, s6lo se mostraran las filas que tengan esos
valores seleccionados en dicha columna. Esto permite obtener posibles relaciones muy espe-
cificas entre las variables. Otra interaccion que soporta por este grafico es la capacidad de
mover los ejes de las variables con el fin de reordenarlos y revelar posibles relaciones solo
visibles entre dimensiones contiguas. Si se detectan evidencias de posibles relaciones, el si-
guiente paso seria contrastarlas creando una tarjeta de visualizacion de un grafico de disper-
sion, siendo el mas indicado para identificar posibles correlaciones entre dos variables cuan-
titativas. Ademas, en el grafico de dispersion, al seleccionar cualquier valor, se ofrece infor-
macion adicional acerca de ese dato concreto (Figura 20). Por otro lado, tanto los diagramas
de coordenadas paralelas como el grafico de barras radiales pueden reorganizar automatica-
mente los datos mostrados cuando los usuarios seleccionan sus propios criterios. Por tltimo,
para comprar posibles diferencias en la distribucion de variables cuantitativas segn las dife-

rentes categorias de otra variable categodrica, se utilizaria el grafico de cajas.

La cuantificacion de densidades neuronales mostrd que CAl es la region con mayores
densidades de neuronas marcadas con anticuerpos frente a las isoformas de PHFr,, y placas
de AP. Por tanto, se explord esta region valorando las particularidades de cada paciente, co-

mo la edad del diagnostico o la duracion de la enfermedad.

Para observar qué variables y pacientes se relacionan con los valores mas altos de den-
sidad neuronal en CAl, se selecciond un determinado rango de valores (10.000 — 15.000
neuronas por volumen; Figura 40), y permitio observar que el paciente Az10 (destacado
con color marron) era el tnico paciente cuya densidad de placas AP por volumen en CA1
era superior al resto de pacientes. Ademas, la edad de diagndstico de este paciente fue relati-
vamente temprana comparado con el resto de los pacientes, y con una duracion de la enfer-

medad de aproximadamente 9 anos (Figura 40A). Por tanto, InTool Explorer facilita la ob-
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servacion de una informacion detallada de los pacientes respecto a su informacion clinica y

las caracteristicas histopatologicas.

Asimismo, se exploraron los pacientes que presentaban mayores densidades neurona-
les en la region CAl, y que ademas presentaban los valores mas bajos de densidad de placas
AP, (Figura 40B). Asi, se observd que solamente el paciente Az5 (destacado con el color
verde) mostraba una alta densidad de neuronas por volumen en la region CAl y que, ade-
mas, correspondia a una baja densidad tanto de neuronas PHFr,,;; como de placas AB_;.. Este
paciente se diagnostico a una edad temprana y la duracion de la enfermedad fue de 14 anos.
Por tanto, estos datos sugieren una particularidad del paciente Az5 respecto al resto de pa-
cientes que si mostraron una baja densidad neuronal en la region CAl. El resto de los pa-
cientes que se encuentran en el rango de valores seleccionados pertenecen a la region CA3
(Figura 40).
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Figura 40. Graficos de coordenadas paralelas para ilustrar una exploracion de datos especificos de diferentes variables en
la region CAL. A: al seleccionar las “Neuronas Nissl/mm® por encima de la media, se observa que el paciente Az10
(destacado con color marrén) muestra una densidad de placas AP, por volumen en CALl superior al resto de pacientes. B:
las coordenadas paralelas permiten seleccionar mas de un rango de datos en variables cuantitativas (“Neuronas Nissl/mm®”

por encima de la media y densidad baja de “Placas AB./mm’”

). En este caso, se observod que el paciente Az5 (destacado
con el color verde) muestra una alta densidad de neuronas por volumen en la region CA1l y que corresponde a una baja

densidad tanto de neuronas PHF1,,;; como de placas Af..
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Por otro lado, se exploraron las caracteristicas neuropatoldgicas de los pacientes con
EA que presentaban esclerosis del hipocampo. La comparacioén de las densidades neuronales
medias entre el grupo control y los pacientes con EA revelo diferencias significativas mos-
trando una disminucidn en estos ultimos. El grafico de coordenadas paralelas permitio selec-
cionar cada paciente con esclerosis del hipocampo asignandole un color distinto. De esta
manera, se observo que sus densidades neuronales por volumen son inferiores al resto de
pacientes con EA (Figura 41). No obstante, los valores referentes a las variables patologicas

(PHFr., y APB) se encontraban dentro de la media del resto de pacientes.
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Figura 41. Grafico de coordenadas paralelas para ilustrar, con distintos colores, los pacientes con EA que muestran escle-

rosis del hipocampo en CAl. Las densidades neuronales de estos pacientes son inferiores al resto de pacientes con EA.

También se explord la posible relacion entre los porcentajes de expresion de las pro-
teinas PHFt,, y AP en neuronas y placas, obtenidos del estudio de microscopia confocal y
descritos en los apartados 4.2.2 y 4.3.2, respectivamente. Para ello, en la variable “% placas
AB.” (es decir, porcentaje de placas que solamente expresan la proteina Af) se seleccion6
un rango superior al 70% de placas AP_; y se observo que los valores tienden a relacionarse
con porcentajes bajos de neuronas PHF . a1s-i/ PHF raups306-ir y porcentajes bajos de placas
AB.i/PHF r,.ir, pero con porcentajes altos de neuronas PHF 1,y.ps306.ir (Figura 42B). Es decir,
los casos con mas placas AP_;, tienen menos placas que expresen tanto AP, como PHFr,, i,
asi como una menor co-expresion entre PHFr,, arsir y PHF Tau-ps396-ir €N Neuronas PHF 1.
En otra seleccion de valores, se eligieron los porcentajes mas bajos de placas que expresa-
ban solamente AP, observandose una posible relacion con un mayor porcentaje de neuronas
PHF ray-a18-i/ PHF tay-ps396-ir, asi como con un mayor niimero de placas AB/PHFr,,. Esto, a su
vez, mostro una posible relacion con porcentajes bajos de neuronas PHF 1oy ps306.ir (Figura

42C). Por tanto, gracias a InTool Explorer se pudo encontrar una posible relacion inversa
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entre la co-expresion de neuronas y la co-localizacion de placas. Es decir, aquellos casos
con mas placas AP_; (Azl, Az4, Az6) presentan un menor porcentaje de placas que muestran
co-localizacion entre APy PHFr,, asi como un menor porcentaje de neuronas que co-
expresan ambas isoformas de la proteina PHFr,,, habiendo un mayor nimero de neuronas
PHF rayps396.ir. Por el contrario, los casos que expresan un menor numero de placas A
(Az2, Az3, Az5) presentan un mayor porcentaje de placas que muestran co-localizacion en-
tre ARy PHFr,, asi como un mayor porcentaje de neuronas que co-expresan ambas isofor-

mas de la proteina PHFr,,, disminuyendo el niimero de neuronas que expresan PHF ryy.ps396.
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Figura 42. Graficos de coordenadas paralelas que ilustran los porcentajes de co-expresion de neuronas PHF 1.y de co-
localizacion de placas AB.: en CAl, obtenidos en los analisis de microscopia confocal. A: visualizacion conjunta de los

datos; B: seleccion de valores superiores al 70% de placas AB.i; C: seleccion de valores inferiores al 70% de placas AB..
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V. DISCUSION

Para facilitar la discusion de los resultados de esta tesis, se resumen a continuacion los

hallazgos principales:

En primer lugar, el estudio mediante métodos de cuantificacion estereologica en dife-
rentes regiones hipocampales de pacientes con EA mostré que la densidad de neuronas en
CA1 de pacientes con EA estaba reducida, y mas especialmente en aquellos casos con escle-
rosis del hipocampo, siendo ademas la region mas afectada por la presencia de numerosos
elementos PHFr,,; y placas AB.;. El subiculo no mostré6 cambios en la densidad neuronal,
pero expreso niveles moderados de neuronas PHF,,;; y placas AP, mientras que el GD y

CA3 estaban menos afectados por la presencia de estos elementos patologicos.

Segundo, el analisis detallado de la patologia neurofibrilar y la patologia amiloide en
la region CA1 mediante técnicas de microscopia confocal puso de manifiesto cuatro hallaz-
gos principales. Primero, a pesar de que la expresion de placas y de neuronas PHF 1, i, pre-
senta una gran variedad de patrones, la capa piramidal de la region medial de CA1 contiene
el mayor nimero tanto de placas como de neuronas PHF ., ;.. Segundo, una gran proporcion
de placas AP también presentaban de PHFr,,., mientras que las placas que carecian de
inmunorreactividad frente a Ap (marcadas unicamente con PHF 1y ps396 0 PHFr4y.a15) fueron
escasas. Tercero, todas las placas que contenian alguna de las dos isoformas de PHF t,,, ex-
presaba también la otra, es decir, si una placa contenia PHFr1,, ,s396, también contenia
PHF1.,.a18, ¥ Viceversa. Cuarto, el estudio de co-localizacion de ambas isoformas de PHF,,
en las neuronas de CA1l reveld que la mayoria de las neuronas analizadas expresaban sola-
mente PHF 1, ps396. Asimismo, la mayoria de las neuronas PHF 1, se identificaron como

células piramidales.

Por ultimo, el desarrollo y la aplicacion de una herramienta interactiva de visualiza-
cion de datos, InTool Explorer, facilitd la visualizacion detallada de los datos obtenidos de
los pacientes con EA respecto a su informacion clinica, demografica y las caracteristicas
histopatoldgicas. Asimismo, gracias a InTool Explorer se pudo encontrar una posible rela-
cidn inversa entre la co-expresion de neuronas y la co-localizacion de placas: aquellos casos
con mas placas AB.i; (Azl, Az4, Az6) presentan un menor porcentaje de placas que muestran
co-localizacion entre APy PHFr,, asi como un menor porcentaje de neuronas que co-
expresan ambas isoformas de la proteina PHFr,,, habiendo un mayor nimero de neuronas
PHF ray-ps396.ir. Por el contrario, los casos que expresan un menor numero de placas A
(Az2, Az3, Az5) presentan un mayor porcentaje de placas que muestran co-localizacion en-
tre ARy PHFr,, asi como un mayor porcentaje de neuronas que co-expresan ambas isofor-

mas de la proteina PHFr,,, disminuyendo el niimero de neuronas que expresan PHF ryy.ps396.
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5.1. Alteraciones histopatologicas en el hipocampo de pacientes con

enfermedad de Alzheimer

5.1.1. Densidad neuronal

Las densidades neuronales de pacientes con EA se redujeron severamente en la region
CA1l, observandose una disminucion de alrededor del 32% en la densidad neuronal en pa-
cientes con EA en comparacion con los casos control sin demencia, confirmando diversos
estudios previos (West y Gundersen, 1990; West et al, 1994; Gomez-Isla et al, 1997; Simic
et al, 1997; Kril et al, 2002; Andrade-Moraes et al., 2013). En contraste, no se encontraron
cambios en CA3, ni en el subiculo. Por lo tanto, nuestros resultados indican que CA1l es la

region mas vulnerable del hipocampo con respecto a la pérdida de neuronas en la EA.

La vulnerabilidad de CAl a la neurodegeneracion ha sido ampliamente investigada
(revisado en Duvernoy et al., 2013), observandose que esta region en particular es muy sus-
ceptible a los cambios metabdlicos celulares (revisado en Bartsch y Wulff, 2015). En nues-
tro estudio, la mayor reduccion en la densidad neuronal se observo en aquellos casos con
EA que también mostraban esclerosis del hipocampo (ver seccion 4.1 de Resultados), una
patologia que coexiste con la EA (Velez-Pardo et al.,, 2004) y contribuye a la demencia
(Kawas et al., 2015; Ihara et al., 2018). Por el contrario, los pacientes con EA sin esclerosis
del hipocampo mostraron densidades neuronales en CA1l cuyos valores fueron similares a
los casos control (Figura 22). Puesto que la mayoria de las neuronas en CAl son células
piramidales, una pérdida neuronal severa en pacientes con EA con esclerosis hipocampal
daria lugar a alteraciones en los lugares de proyeccion (véase apartado 5.2). Sin embargo,
queda por aclarar como y cuando la pérdida neuronal, relacionada con la progresion de la

EA, afecta a la conectividad y funcion del hipocampo.
5.1.2. Patologia neurofibrilar

El estudio cuantitativo reveld que la mayoria de las neuronas con PHF 1,, estaban mar-
cadas como PHFr,.ps306-ir» Siendo mas abundantes que las marcadas con PHFr,,.a15. La re-
gion que contenia mayores densidades de marcaje era CAl, seguida del subiculo, mientras
que GD y CA3 mostraron un menor nimero de neuronas marcadas. El estudio posterior de
la regidon CA1 mediante microscopia confocal confirmé estos hallazgos, es decir, el marca-
dor mas frecuente de PHFr,, encontrado en las neuronas piramidales de CA1 de pacientes
con EA fue PHFryy.ps306 (mds del 90%), lo que coincidia con lo descrito en estadios tardios
de la EA (Kimura et al., 1996), y correspondiendo con el diagndstico de los casos analizados
en el presente trabajo (IV-VI de la Escala de Braak). El andlisis de secciones doblemente

marcadas mostré un patron de expresion de PHF 1, heterogéneo donde aproximadamente el
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28% de las neuronas de CA1 que contenian PHF,,.ps396.ir también expresaban PHF . ats.

Algunos estudios han propuesto que PHFr,, atses un marcador especifico de etapas
tempranas, mientras que PHFr,,,s306 aparece en etapas tardias (Su et al., 1994, 1996). Sin
embargo, otros autores han sugerido que PHFr,,.,s306 S€ Visualiza en las primeras etapas de
la enfermedad y su expresion se mantiene elevada a lo largo del curso de la enfermedad,
mientras que PHFr,, argapareceria en etapas avanzadas (Mondragéon-Rodriguez et al.,
2014). Sin embargo, dado que la proteina PHFr,, puede estar implicada en la alteracion de
la expresion de otras proteinas, asi como afectar el curso de la enfermedad, atin se descono-
ce el patrén de hiperfosforilacion dependiente de cada etapa de la EA. La proteina tau con-
tiene mas de 80 sitios fosforilables que pueden alterar la estructura de la proteina y promo-
ver cambios conformacionales que faciliten su posterior agregacion (Igbal et al., 2016). El
dominio de unién a microtubulos (una region en el extremo C-terminal) es critico para el
ensamblaje de ovillos, mientras que, la fosforilacion de los residuos T212 / S214 disminuye
la interaccion con los microtubulos y evita la formacion de ovillos (Schneider et al., 1999).
Estos aminodcidos fosforilados (T212 / S214) forman el epitopo del anticuerpo AT100
(Zheng-Fischhofer et al., 1998) y se ha sugerido que en la EA apareceria en un estadio pos-
terior a AT8 (Luna-Muioz et al., 2007). Recientemente se ha estudiado los patrones de tin-
cion de los anticuerpos AT100 y pS396 en la region CA1 para examinar la posible relacion
entre ambos marcadores (Regalado-Reyes et al., 2019). Este estudio reveld que segun au-
menta la escala de Braak de los pacientes, existe una disminucion en el marcaje con el anti-
cuerpo AT100 y un aumento con el anticuerpo pS396. Es decir, los patrones de tincion va-
rian segun el avance de la enfermedad por lo que la combinacidén de estos anticuerpos po-
drian ser una nueva herramienta para evaluar la progresion de la patologia neurofibrilar
(Regalado-Reyes et al., 2019).

Por otra parte, se ha propuesto que la proteina PHF,, — dependiendo de su conforma-
cién y de su sitio de fosforilacion — puede proporcionar mecanismos de proteccion para
mantener la funcionalidad de las neuronas (Gong 2008, Mondragon-Rodriguez 2014, Polan-
co 2017). De hecho, la presencia de PHFr,, intracelular ha sido reportada en neuronas de
CAL en cerebros de ancianos sin demencia (revisado en Ferrer, 2012). Es decir, la presencia
de proteina PHFr,, intracelular en el compartimento somatodendritico, no induce necesaria-
mente muerte neuronal o toxicidad (Morsch, 1999; Blazquez-Llorca 2010; Avila, 2012).
Asimismo, se ha descrito una pérdida de espinas dendriticas en neuronas piramidales de la
formacion del hipocampo y de la corteza parahipocampica de pacientes con EA en aquellas
neuronas que contienen ovillos neurofibrilares bien desarrollados y marcados con anticuer-
pos frente a PHFr,, (Merino-Serrais et al., 2010). Sin embargo, cuando las neuronas conte-
nian unicamente proteina PHFr,, pero no desarrollaban ovillos, o contenian sélo pre-

99



Discusion

ovillos, no se observaban alteraciones dendriticas o éstas fueron menos severas (Merino-
Serrais, 2013). Puesto que las espinas dendriticas de las neuronas piramidales son el princi-
pal elemento postsinaptico de las sinapsis corticales excitadoras, y que son fundamentales
en los procesos de memoria, aprendizaje y cognicion, las alteraciones dendriticas pueden
constituir un evento critico en la patogénesis de la EA. Por lo tanto, las caracteristicas del
deterioro cognitivo en la EA podrian dependen del numero relativo de neuronas que han

desarrollado ovillos neurofibrilares, mas que de la sola presencia de PHF r,.

El analisis de las densidades neuronales obtenidas mediante estimaciones estereologi-
cas mostro que, sorprendentemente, en CAl, la densidad de las neuronas PHF 14y.ps396.ir al-
canzaba una densidad similar a la del total de neuronas marcadas con NeuN_;, superando
incluso las densidades neuronales estimadas en las secciones tefiidas con el método de Nissl
(Figura 23). Es decir, practicamente todas las neuronas de CAl de los pacientes con EA

fueron marcadas con el anticuerpo PHF 1,.ps396.

Una posible explicacion de esta aparente discrepancia es que algunos de los elementos
PHF 14u.ps396-ir pueden corresponder a ovillos neurofibrilares pertenecientes a una neurona no
funcional, es decir, que ha perdido integridad celular o que no contiene nticleo. De hecho, se
ha descrito, en pacientes con EA, una degeneracion patologica de las neuronas que contie-
nen PHFr,, que puede desembocar en una pérdida de la integridad neuronal, y que daria lu-
gar a un ovillo neurofibrilar extracelular u "ovillo fantasma" (ghost tangle; Braak et al.,
1994). Estos ovillos fantasmas se han visto en etapas tardias de la EA y estan fosforilados,
principalmente, en la Ser396 (Kimura et al., 1996). En las estimaciones estereologicas reali-
zadas en las secciones tenidas con el método de Nissl, una neurona se cuantific6 como tal
solo si su nucleolo era identificable; y en secciones marcadas con anti-NeuN, una neurona se
cuantifico si se visualizaba claramente su nucleo. Asi, las neuronas sin nucleolo o nicleo

identificable dentro del disector de conteo no fueron contabilizadas.

Por tanto, los cambios que ocurren de forma progresivas en las neuronas PHF 1ay.ps396-ir
pueden dar lugar a alteraciones morfoldgicas y funcionales y, finalmente, a una degenera-

cion total de la neurona hacia un ovillo neurofibrilar extracelular (ovillo fantasma).
5.1.3. Patologia amiloide

El andlisis de las secciones doblemente marcadas reveld que CAl fue la regiéon con
mayor densidad de placas AP, localizdndose la mayoria de estas placas en el estrato pyra-
midale. En el hipocampo humano, el estrato pyramidale contiene los somas de las células
piramidales, una gran proporcion de las dendritas basales de estas células, y parte de sus

dendritas apicales (Duvernoy, 2013; Benavides-Piccione et al., 2019). Las estimaciones es-
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tereoldgicas revelaron que CAl también mostraba los valores mas altos para la densidad de
las placas AP.;, seguida del subiculo. Asimismo, se encontrd6 que CAl, presentaba placas

mas pequenas que aquellas regiones con menor densidad de placas de A (DG y CA3).

Puesto que las placas AP se encontraron principalmente en el estrato pyramidale
(seguido de estrato radiatum), éstas pueden afectar tanto a las dendritas apicales como a las
basales de las células piramidales de CAl. Estudios previos realizados en CA1 en pacientes
con EA, demostraron que la presencia de placas A produce alteraciones locales que inclu-
yen cambios en la morfologia de las células piramidales y en su inervacion perisomatica
(Garcia-Marin et al., 2009; Blazquez-Llorca et al., 2010; Merino-Serrais et al., 2013). Por
ejemplo, se observo que la porcion del soma de las neuronas que estaban en contacto con
placas AP.;; mostraban ausencia de sinapsis, es decir, una pérdida de sinapsis perisomaticas.
Asimismo, se ha observado que las dendritas en contacto directo con las placas ven dismi-
nuido su numero de espinas dendriticas, lo que incidie drasticamente en la comunicacion
neuronal (Merino-Serrais et al., 2013). También se ha descrito una disminucion en el nime-
ro de sinapsis excitadoras e inhibidoras (Garcia-Marin et al., 2009; Llorens-Martin et al.,
2014; Spires-Jones et al., 2005; Knafo et al., 2009a, b; Terry et al., 1991; Guo et al., 2014),
y un deterioro tanto del sistema glutamatérgico como del sistema GABAérgico (Revett et
al., 2013). Por tanto, la presencia de placas AP representa un entorno toxico para las neuro-
nas hipocampales, lo que podria desembocar en una pérdida sinaptica y en alteraciones en la

transmision de la informacion.

Como se ha mencionado anteriormente, CA1 mostraba los valores mas altos de densi-
dad de placas AB_;, sin embargo, estas placas eran mas pequefias que en el GD o CA3 que,
de forma inversa, contenian una menor densidad de placas AP_;. Se han observado agrupa-
ciones de microglia en las proximidades de las placas AP en el tejido cortical de pacientes
con EA (Serrano-Pozo et al., 2013), sugiriendo que la presencia de placas AP podria des-
encadenar la activacion glial como parte de la respuesta inflamatoria (D'Andrea et al., 2001;
Jung et al., 2015; revisado en Chun y Lee, 2018). Se ha propuesto que la microglia activada
internaliza A, evitando el aumento del tamafio de la placa (Rajendran et al., 2006, 2014;
Serrano-Pozo et al., 2013; Asai et al., 2015), pero la toxicidad de las proteinas patoldgicas,
AP y PHFr,,, puede alterar la funcionalidad normal de la microglia. Por tanto, si la micro-
glia falla al eliminar el A, este puede volver nuevamente al espacio extracelular via exoci-
tosis y dar lugar a la formacion de mas placas de APB. Segun nuestros resultados, puesto que
CAL presenta una mayor densidad de placas, pero menores en tamafio, CA1 podria contener
microglia alterada que no fuese efectiva en la eliminacion de las placas de AP, pero que atin
pudiera degradar o fagocitar las formas mas solubles de AP. Por tanto, es posible que la mi-
croglia de CA1 esté selectivamente afectada por la presencia de elementos tdxicos, como
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péptidos de AP, y no pueda desempefiar de eliminacion de forma normal.

5.1.4. Relacion entre la patologia neurofibrilar y la patologia

amiloide

El andlisis de las secciones con doble (anti-AP/anti-PHF 1,y s306; anti-Ap/anti-PHF .
atg) Yy triple (Methoxy-X04/anti-PHF 14y ps39¢/anti-PHF 1,,a1g) marcaje mostré una gran va-
riedad en los patrones de co-expresion (descrita en la seccidon 4.3.2): placas marcadas sola-
mente con AP, placas marcadas tanto con APy como con PHFr,,, y placas marcadas solamen-
te con anticuerpos frente a PHF,,. No obstante, se desconoce si las distintas placas con es-
tas variaciones neuroquimicas afectan de distinta manera a los circuitos sindpticos cercanos

a dichas placas.

El estudio de las placas AP reveld la presencia de dos tipos morfologicos — con ni-
cleo central y sin nticleo central-independientemente de su marcaje. Se ha propuesto que las
placas pasan por diferentes estadios (Dickson et al., 1990), desde placas difusas a neuriticas,
acumulando PHFr,, a través de varios mecanismos, que podrian generar toxicidad (Ikeda et
al., 1990; Figura 43).

Figura 43. Ilustracion de los posibles cambios estructurales que podria sufrir una placa. Los dibujos de la parte superior
esquematizan una placa en desarrollo (I: placa difusa; II: placa primitiva con fibras de AB; III: placa clasica con nucleo AP
i y rodeado de neuritas distroficas; I'V: placa compacta de AB; dibujos modificados de Iqueda et al., 1990). Las microfoto-
grafias de la parte inferior pertenecen a secciones con doble tincion para anti-Af y anti-NeuN para mostrar placas difusas,
neuriticas con niicleo central y neuriticas sin nucleo central (I, IL III, respectivamente), asi como placas difusas, neuriticas
con nucleo central y neuriticas sin nicleo central, en contacto con neuronas (IV, V, VI, respectivamente). Barra de escala
(en VI): 20um. Imagenes modificadas de Garcia-Marin et al., 2009.
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Como se ha mencionado en el apartado anterior, la microglia se activa frente a una
respuesta inflamatoria (D’Andrea et al., 2001; Jung et al., 2015; Chen et al., 2016; Parbo et
al., 2017). La activacion de esta microglia parece tener dos consecuencias: inicialmente,
limpiaria el AP por un mecanismo de captacion (Lee and Landreth, 2010) y, posteriormente,
podria propagar AB y PHFr,, por exocitosis (Rajendran et al., 2006, 2014; Asai et al., 2015),
ya que la microglia no solamente internaliza A, sino también PHFr,, (Parbo et al., 2017).
Por tanto, parece que ambas proteinas se liberarian en el parénquima cerebral, facilitando la
agrupacion de AP, asi como la incorporacion de elementos PHFt,,. En un modelo animal
donde se reducian los niveles de microglia, los niveles de propagacion de PHFr,, se vieron
también reducidos (Asai et al., 2015). Otros estudios en un modelo animal de EA con sobre-
activacion de la microglia, mostraron un incremento en la fosforilacion de tau, pero una me-

nor cantidad de A, lo que se vinculo a la activacion microglial (Chen et al., 2016).

Por otro lado, se ha propuesto que las fases iniciales de la formacioén de placas no im-
plican una respuesta inflamatoria asociada, pero en fases tardias, se observan tanto astrocitos
reactivos como microglia activada localizados cerca de las placas (D’Andrea et al., 2001).
Por lo tanto, la presencia de placas expresando solamente AP podria indicar un estadio ini-
cial de la placa, mientras que las placas que expresan tanto PHF 1y, ps396 cOmo PHFpy ats,
podrian representar un estadio intermedio, como parte de un proceso dinamico (Condello et
al., 2011) que dependeria de la presencia de ovillos neurofibrilares y, quiza, de la respuesta

inflamatoria local.

Puesto que hemos observado una variabilidad importante entre los pacientes segiin sus
patrones de expresion de APy PHFr,,, tanto en neuronas como en placas, una posible expli-
cacion es que la depuracidon mediada por las células microgliales ha funcionado de manera
diferente entre los pacientes. Es decir, los casos en los que la microglia ha actuado correcta-
mente presentarian una menor densidad de placas AB.,/PHFr..i, pocas neuronas PHFr,,.
p8396-i/ PHF ray.a1s-ir, Y Un mayor niimero de placas que solamente expresarian AP (véase pa-
cientes Azl, Az4 y Az6; Tabla 8; Figura 28). Por el contrario, en aquellos casos en los que
la microglia hubiese realizado una depuracion no exitosa, presentarian una menor propor-
cion de placas que expresaran solamente AP y, por tanto, mas placas AB.;/PHFr,,.;: y neuro-
nas PHFr,,;; (véase pacientes Az2, Az4 y Az5; Tabla 8; Figura 28). Por estos motivos, en
un futuro cercano, pretendemos realizar un estudio detallado sobre la microglia en estos pa-

cientes.

Recientemente, se ha propuesto que existe un solapamiento entre la expresion de APy
la de PHFr,, en diferentes regiones corticales (Sepulcre et al., 2017). Es decir, independien-
temente del estadio de Braak de cada paciente, debe haber mecanismos, bien compensato-
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rios o bien inflamatorios, que podrian modificar los niveles de ambas proteinas patoldgicas
en el cerebro, lo que podria explicar la variabilidad observada entre pacientes clinicamente
homogéneos. Esto sugiere un patron dinamico de expresion de ambas proteinas en la EA y
nuestros datos apoyarian la hipétesis de que ambas proteinas actiian en conjunto incluso en
estadios tardios de la enfermedad (Ittner & Gotz, 2011; Guo et al., 2006; Harris et al., 2012;
Sepulcre et al., 2017; Vemuri & Scholl, 2017).

5.2. Alteraciones en la conectividad hipocampal: implicaciones fun-

cionales

Como se ha comentado anteriormente, el analisis del hipocampo de pacientes con EA,
en el presente trabajo, mostrd que la densidad de neuronas en CA1 de pacientes con EA es-
taba reducida -especialmente en aquellos con esclerosis del hipocampo-, siendo ademas la
region con mayor nimero de elementos PHFr,,.i; y placas AP.;.. El subiculo contenia un me-
nor niumero de neuronas PHFr,.; y placas AP, y una densidad neuronal aparentemente
normal, mientras que el GD y CA3 estaban menos afectados por la presencia de ambas pato-
logias, siendo las regiones menos alteradas. No obstante, no analizamos la densidad neuro-
nal en el GD y por tanto, desconocemos si existe o no una pérdida neuronal en esta region

del hipocampo.

Durante el envejecimiento, se ha reportado un aumento de la excitabilidad de CA3 y
una hipoexcitabilidad de CAl, lo que podria alterar la conectividad normal entre CA3 y
CAl, atenuando la actividad oscilatoria normal y contribuyendo a los déficits cognitivos
(Simkin et al., 2015). De acuerdo con los hallazgos de este trabajo, las neuronas en CAl po-
drian verse afectadas por la presencia de proteinas toxicas que provienen de CA3 a través de
la via trisinaptica y monosinaptica, como resultado de la transmision de célula a célula, se-
gun la hipotesis que propone el mecanismo de propagacion pridnica (Guo y Lee, 2014;
Wang et al., 2017; Gibbons et al., 2018). Ademads, la presencia de oligobmeros de AP que al-
teran la transmision glutamatérgica, y modifican la expresion de receptores NMDA

(revisado en Zhang et al., 2016), podria alterar la funcionalidad de las neuronas de CA1.

En condiciones normales, CA1 es una region critica para el procesamiento de informa-
cion espacial, asi como para el aprendizaje y la memoria (Henriksen et al., 2010; Nakazawa
et al., 2016). CA1 proyecta a las capas profundas de la CE y recibe aferencias de la capa II,
a través de la via perforante (o circuito trisinptico) y de la capa III por la via monosinéptica
(Cohen y Squire, 1980; revisado en Knierim, 2015), llevando a cabo funciones de memoria
(Cohen y Squire, 1980). Se ha descrito que las lesiones en la region proximal de CA1 produ-
cen alteraciones en tareas de recuperacion de memoria (Nakazawa et al., 2016), apoyando
los sintomas clinicos presentes en fases iniciales de la EA donde la memoria episodica esta
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alterada (Walker et al., 2009). Otros sintomas iniciales, como la desorientacion y la pérdida
del contexto, podrian relacionarse con la pérdida de inervacion a CAl procedente de la capa
IT de la CE, cuyas neuronas se dafian severamente en esa fase inicial de la EA (Gomez-Isla
et al., 1996).

En el raton, se ha descrito que las neuronas piramidales de la capa superficial de CAl
se activan durante tareas que requieren relacionar el entorno con informacién previamente
almacenada y con otras caracteristicas del mismo, mientras que las neuronas de la capa pro-
funda de CA1 proporcionan informacion acerca del contexto (Overington & Jeffery, 2016).
Los resultados del presente trabajo revelaron que tanto las placas AP, como las neuronas
PHFr,,.i; s encuentran mayoritariamente en la capa piramidal de CAl. Por consiguiente,
tanto la patologia amiloide como la fibrilar ocupan regiones criticas en términos de funcio-
nalidad que podrian afectar a la conectividad sindptica que soporta las tareas espaciales.
Puesto que los primeros sintomas de los pacientes en estadios tempranos de la EA son pérdi-
da del contexto y desorientacion espacial, la capa profunda de CA1 podria ser una de las pri-
meras areas afectadas del hipocampo al comienzo de la enfermedad, mientras que, en esta-
dios tardios, tanto la capa superficial como la profunda de las células piramidales de CA1 se

verian afectadas, tal y como se muestra en este estudio.

CAl, junto con el subiculo, representa la puerta de acceso al intercambio de informa-
cion entre las regiones corticales y subcorticales (Amaral y Witter, 1989; Amaral, 1993; Na-
ber et al., 2001; O'Mara, 2005), siendo ademas el subiculo una de las principales estructuras
del hipocampo en el intercambio de informacion con la corteza (Finch y Babb, 1981; Witter
et al., 1989). El subiculo esta involucrado en la memoria espacial y en la navegacion, asi
como en las respuestas al estrés y en procesos afectivos, cognitivos y conductuales media-
dos por el sistema limbico (O'Mara, 2006; O'Mara et al., 2009) y se ha propuesto como una
posible interfaz entre el hipocampo y la corteza durante la consolidacion de los recuerdos
(Craig y Commins, 2006). Asimismo, la atrofia en la region CAl asociada con la EA, puede
dar lugar al deterioro cognitivo, especialmente en funciones de orientacion, aprendizaje y
memoria (Zola-Morgan et al., 1986; Simic et al., 1997; Kril et al., 2002; Zarow et al., 2005).
Por tanto, las alteraciones subiculares encontradas pueden contribuir a las alteraciones de la

red relacionadas con el deterioro cognitivo en la EA.

Nuestros resultados mostraron que el subiculo también se vio afectado por la presencia
de las neuronas PHFray-a1s.ir Y PHF1au-ps306.ir» @si como por numerosas placas de AP, aun-
que su densidad neuronal no se vio reducida. Sin embargo, la fuerte conectividad entre CAl
y el subiculo podria potenciar el desarrollo de la patologia por una propagacion de tipo prio-
nica (Guo y Lee, 2014; Wang et al., 2017; Gibbons et al., 2018). Curiosamente, el subiculo
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mostr6 una densidad de placa de AP, similar a CA1, pero presentd mayor volumen ocupado
por las placas de AB. Por lo tanto, esta region podria verse afectada por el impacto de la

proximidad de placas AP, viéndose alterada su conectividad, tanto local como distal.

En resumen, el conjunto de alteraciones descritas puede producir cambios profundos
en los circuitos del hipocampo, afectando tanto a las conexiones locales como a las distales,
lo que en ultima instancia podria promover el deterioro cognitivo asociado a la EA. Sin em-
bargo, la complejidad de las conexiones hipocampales involucradas en el procesamiento de

la informacion hace que sea dificil determinar las alteraciones especificas debidas a la EA.

Por ultimo, se ha descrito que los sintomas cognitivos difieren entre los pacientes con
EA, aunque su neuropatologia sea similar (Nelson et al., 2012). La presencia de placas y el
deterioro de las funciones cognitivas no estan correlacionadas, pero la expresion de PHF 1,
si se ha ligado estrechamente al deterioro cognitivo (Arriagada et al., 1992). Por tanto, pue-
de ser que la demencia esté en primer lugar relacionada con la presencia de PHFr,,
(Andrade-Moraes et al., 2013; Merino-Serrais et al., 2011; Merino-Serrais et al., 2013) y, en

segundo lugar, con la interaccion con la proteina Ap.
5.3. Variabilidad interindividual

Las alteraciones morfologicas observadas en tejido humano patologico son dificiles de
interpretar, principalmente por la gran variabilidad entre los historiales clinicos y demografi-
cos (de acuerdo a factores como el sexo, la edad, el tratamiento médico, etc.) que puede alte-
rar la estructura cerebral. Ademads, el curso de la EA es altamente variable, y los cambios
neuropatolégicos no son homogéneos. Esto ocurre tanto entre pacientes como entre distintas
regiones cerebrales de un mismo paciente (Garcia-Marin et al., 2009; Blazquez-Llorca et al.,
2010). Puesto que hemos analizado el hipocampo de un nimero relativamente pequefios de
pacientes con EA (n=11), con distintas caracteristicas clinicas y patoldgicas (Tabla 1), los
datos obtenidos en el presente trabajo no pueden ser generalizados a todos los pacientes con
EA o a otras areas corticales. Por tanto, este estudio representa un paso mas para avanzar en
el estudio de la patologia tau y amiloide, pero seria necesario confirmar nuestros hallazgos,

tanto en un nimero mayor de individuos como en otras areas corticales.

Por ultimo, la variabilidad encontrada en los pacientes no puede ser atribuida a los es-
tadios de la EA, puesto que todo ellos estan diagnosticados como Braak IV-VI. Por tanto,
nuestros hallazgos soportan la idea de que la EA no es una entidad tnica, incluso en el mis-
mo estadio de la enfermedad, puesto que los cambios microanatomicos/neuroquimicos que

ocurren en el hipocampo varian en gran medida de un paciente a otro.
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5.4. Efectos de la fijacion

Nuestros datos mostraron una notable variabilidad en la densidad neuronal, particular-
mente en las muestras con EA. La estimacion de las densidades neuronales realizadas en las
secciones tefiidas con el método de Nissl no mostraron apenas diferencias en las regiones
analizadas. Sin embargo, los datos derivados de las secciones anti-NeuN mostraron una ma-
yor variabilidad, tanto entre regiones como entre pacientes. Es importante tener en cuenta
que el tiempo que transcurre desde el fallecimiento del paciente hasta la fijacion del tejido
cerebral (tiempo postmortem) generalmente produce artefactos que son mas acusados cuan-
to mayor es el tiempo postmortem. Estos artefactos incluyen las interrupciones en la conti-
nuidad de la membrana y un aumento del espacio extracelular, entre otras distorsiones geo-
métricas (por ejemplo, Tang et al., 2001). Ademas, se ha mostrado que el tiempo postmor-
tem induce cambios metabdlicos significativos a partir de las 2 h, mientras que la integridad
de las neuronas y la glia, a nivel anatomico / neuroquimico no se altera significativamente
durante las primeras Sh postmortem para la mayoria de los marcadores histologicos. Sin em-
bargo, si afecta a la visualizacion de ciertos anticuerpos, como anti-NeuN, especifico para
neuronas (Gonzalez-Riafio et al., 2017). Ademads, con tiempos postmortem superiores, los
cambios son progresivamente mas acusados. Estas caracteristicas representan una limitacion
importante cuando se realizan comparaciones entre diversos pacientes y con otros estudios
cuyos tiempos portmortem son distintos. Por ejemplo, cuando se realizan estimaciones este-
reoldgicas, la preservacion del volumen del tejido es fundamental para obtener unas medi-
ciones fiables y si, por otra parte, se utilizan anticuerpos anti-NeuN para la visualizacion de

las neuronas, el conteo es mucho menos fiable.

En resumen, los estudios cuantitativos sobre densidades neuronales realizados en teji-
do cerebral humano con un elevado tiempo postmortem pueden producir datos diferentes a
nuestros resultados (Simic et al., 1997; Andrade-Moraes et al., 2013). Si bien la preserva-
cion de tejido cerebral humano con un elevado tiempo postmortem podria ser valido para
ciertas observaciones cualitativas (hasta 24h, por ejemplo, Simic et al., 1997; Wittner et al.,
2006; Andrade-Moraes et al., 2013), no seria adecuado para estudios comparativos cuantita-
tivos ni para otros muchos estudios neuroquimicos y metabolicos (Gonzalez-Riano et al.,
2017). Ademas, las técnicas de fijacion del tejido cerebral también pueden alterar las estima-
ciones estereologicas, ya que hay una reduccion en la inmunorreactividad al usar formalina
como fijador (Lyck et al., 2009).
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5.5. Coexistencia de proteinopatias

Cinco de los pacientes con EA del presente estudio expresaban TDP-43 (una condi-
cion patologica de una proteina de union al ADN) y dos pacientes mostraban depositos de o-
sinucleina (una proteina mal plegada que forma agregaciones patoldgicas en trastornos neu-
rodegenerativos como la enfermedad de Parkinson). Ademads, cuatro de los pacientes con
TDP-43 mostraban también esclerosis del hipocampo. Como mencionamos anteriormente,
la esclerosis del hipocampo se ha identificado como una entidad neurodegenerativa que co-
existe con la EA y contribuye a la progresion de la demencia (Kawas et al., 2015; Thara et
al., 2018). Los pacientes con esclerosis del hipocampo y TDP-43 asociado pueden sufrir una
potenciacion de la atrofia en CA1, como se propuso recientemente (Josephs et al., 2017). La
presencia de estas co-patologias puede contribuir a la degeneracion (Uryu et al., 2008; Ro-
binson et al., 2011) o alternativamente, pueden ser parte de un gran conjunto de alteraciones
que conducen a la EA, o simplemente servir como potenciador para la neurodegeneracion
(Robinson et al., 2011; Golde et al., 2013).

Puesto que todos los pacientes analizados en este estudio corresponden a estadios tar-
dios de la enfermedad (estadios Braak IV-VI, ver Tabla 1) y sufren déficits cognitivos seve-
ros, la gran variabilidad en los tipos neuroquimicos y la distribucion de placas que observa-
mos, indican un alto grado de diferencias interindividuales. La coexistencia de proteinopa-
tias puede también contribuir a la diversidad de distintos tipos de placas encontradas en el
estudio. Por ejemplo, uno de los casos (Az9) mostraba marcadores tanto para TDP-43 como
para a-sinucleina y, este caso en particular mostraba placas que solamente se identificaban
con marcadores frente a AP (Methoxy-X04) y no frente a anticuerpos PHFr,,. Por tanto,
puesto que no se sabe si la EA es un proceso patologico independiente o si las proteinas pa-
tologicas concurrentes se influencian entre si (Jucker y Walker, 2013), la coexistencia de

proteinopatias también puede contribuir a la diversidad hallada en el presente trabajo.
5.6. Reserva cognitiva

Se ha propuesto que la reserva cognitiva permite al cerebro tolerar elementos patologi-
cos sin sintomas clinicos apreciables, mediante mecanismos compensatorios de proteccion o
por esquemas cognitivos preexistentes, que podrian servir como proteccion neuronal frente a
la degeneracion (Tucker y Stern, 2011; Lazarczyk et al., 2012; Steffener y Stern, 2012;
Stern, 2012; Avila et al., 2015; Hoenig et al., 2017). Puesto que en nuestro estudio hemos
observado diferencias en el patrén de expresion de placas y neuronas PHF 1, entre los dis-
tintos pacientes, seria interesante conocer si estas diferencias afectan de forma diferencial a
los circuito sinapticos locales, afectando en menor o mayor medida a la reserva cognitiva de
cada individuo.
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Finalmente, se han observado placas de AP, en muestras de cerebro de casos sin de-
mencia, y los ensayos clinicos de terapias para la EA centradas en la proteina amiloide han
fallado en el tratamiento del deterioro cognitivo asociado a la EA. Por lo tanto, la mera pre-
sencia de la patologia amiloide parece no ser responsable de la alteracion cognitiva observa-
da en la EA (revisado en Anderson et al., 2017; Morris et al., 2018).

Por tanto, podemos sugerir que la EA no es una entidad tUnica, sino que varia de un
paciente a otro como resultado de factores como la edad, el sexo, las co-patologias o los tra-

tamientos médicos, entre otros.

5.7. Analisis multidimensional de los datos de pacientes con enfer-

medad de Alzheimer: InTool Explorer

Dada la complejidad de la organizacion cerebral y al abordaje interdisciplinar para el
estudio del cerebro, cada vez son mas necesarias el desarrollo de nuevas herramientas de
estudio y analisis, asi como actualizar las que ya existen, con el fin de avanzar de manera
significativa hacia un mejor conocimiento sobre la estructura y funcion del cerebro
(DeFelipe, 2010; Hagmann et al., 2010; DeFelipe, 2017).

Entre estas herramientas, la visualizacion de datos se ha propuesto como una potente
herramienta de analisis exploratorio (Tukey, 1997). Los métodos de visualizacion interacti-
va ayudan a los usuarios a dar con conclusiones inesperadas, mas alla de los resultados obte-
nidos gracias a estudios de estadistica. En este sentido, los lenguajes de programacién son
una metodologia flexible para un rapido prototipado, esencial para investigar nuevos enfo-
ques en el contexto del andlisis exploratorio. Desafortunadamente, estos entornos requieren
habilidades de programacion e impiden que el usuario defina su propio flujo de visualiza-

cion del trabajo.

Actualmente hay herramientas de andlisis visual, de alto rendimiento, que permiten a
los usuarios customizar sus visualizaciones. Tableau, por ejemplo, admite cualquier andlisis
estadistico con R, sin embargo, estos scripts estan mas alla de las capacidades de la mayoria
de los usuarios. Otra herramienta de analisis exploratorio, AutoDiscovery, realiza un conjun-
to predefinido de pruebas estadisticas para encontrar correlaciones (Butler y Trejo, 2015).
No obstante, a pesar de que los resultados se muestran utilizando varias técnicas de visuali-
zacion, el sistema permite muy poca interaccion del usuario con sus propios datos, perdien-

do asi el control sobre el proceso de su propio analisis.

Desde el punto de vista del software, la arquitectura de InTool Explorer permite inte-
grar nuevas funcionalidades de una manera muy sencilla. Los actuales filtros y tarjetas vin-

culadas de visualizacion son solo un ejemplo de lo que puede implementarse en siguientes
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versiones. Como se ha mencionado anteriormente, estdn disponibles todas las posibilidades
que ofrece el paquete R, puesto que este médulo estd ya integrado en la herramienta. Sin
embargo, en lugar de desarrollar célculos estadisticos mas automatizados, los esfuerzos se
han centrado en proporcionar una mayor flexibilidad para configurar filtros y visualizacio-
nes vinculadas en la etapa de analisis exploratorio interactivo. Como se ha descrito anterior-
mente, los usuarios pueden crear nuevas tarjetas vinculadas, como el filtro “Regiones”. De
esta manera, los datos espaciales presentes en imagenes sin procesar (por ejemplo, de regio-
nes cerebrales) se pueden vincular a datos tabulares (como el conjunto de datos clinicos), sin
demandas adicionales al nivel de experiencia del usuario. Por otro lado, no se necesitan de-
pendencias de software, ni requisitos de hardware especificos para trabajar con InTool Ex-
plorer, solamente un navegador web y el usuario puede compartir su trabajo con cualquier

laboratorio del mundo a través de una conexion a internet.

Las herramientas comunes que se utilizan para analizar los datos brutos del conjunto
de datos que se presenta aqui son las hojas de célculo basicas de Excel y las herramientas de
visualizacion aisladas, pero no ofrecen el mismo nivel de informacion. InTool Explorer per-
mite que los datos se comparen rdpida y facilmente. En la practica clinica, se obtiene una
gran cantidad de informacion de cada paciente (diversas pruebas médicas, evaluaciones cog-
nitivo-conductuales, etc.), lo que produce un gran volumen de datos. La aplicacion de herra-
mientas exploratorias, como InTool Explorer, brinda la oportunidad de visualizar toda la

informacion, manipularla, filtrar variables y explorar nuevas hipotesis.

Otra contribucion significativa de InTool Explorer es su disefio funcional, que facilita
la combinacion de variables multidimensionales y la exploracion de posibles relaciones me-
diante multiples graficos. Puesto que se genera un gran volumen de datos, los errores a ve-
ces aparecen en los estadios finales de la investigacion. En este sentido, InTool Explorer
permite la visualizacion rapida de los datos, la deteccion de errores, asi como la reevalua-
cion de los datos, pudiendo ademas establecer nuevas hipdtesis o nuevas lineas de investiga-
cion. Por tanto, en el laboratorio, esta herramienta ofrece una oportunidad para estudiar y

analizar datos neurocientificos antes que cualquier analisis estadistico.

InTool Explorer proporciona técnicas de interaccion con diferentes representaciones
de datos que hacen uso del poder de combinar estas representaciones simultaneas, facilitan-
do asi la tarea de andlisis. Se ha visto que la herramienta mejora el estudio de datos comple-
jos obtenidos del andlisis de condiciones neurologicas multifactoriales, como en la EA.
Puesto que los datos que provienen de fuentes multifactoriales se pueden visualizar con In-
Tool Explorer, el andlisis se vuelve mas detallado, abriendo la posibilidad de una definicion

mas apropiada de la enfermedad.
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Nuestro estudio, utilizando InTool Explorer, ha mostrado que es muy util para el pro-
posito inicial para el cual habia sido creada, permitiendo nuevas interpretaciones de los da-
tos en bruto extraidos de una variedad de andlisis realizados en casos control y pacientes con
EA, y en diferentes regiones de la formacion del hipocampo. Desde un punto de vista clini-
co-patologico,, InTool Explorer ha facilitado la visualizacién de informacion especifica de
cada paciente en relacion con sus caracteristicas histopatoldgicas y clinicas. Ademas, me-
diante el grafico de coordenadas paralelas, es posible examinar visualmente, de forma senci-
lla y rdpidamente, las regiones mas alteradas en cuanto a la presencia de las patologias ami-
loide y tau, facilitando asi el planteamiento de nuevas hipdtesis y futuras lineas de investiga-
cion. Por ejemplo, las regiones GD y CA3 son claramente las menos afectadas por la presen-
cia de elementos PHFr,,.; y, por tanto, resultaria interesante explorar si esta observacion es
una caracteristica general de todos los pacientes con EA o si existen diferencias dependien-

do de la presencia de otras patologias o de otros factores clinico-patologicos.

Finalmente, InTool Explorer es una herramienta que actualmente se esta utilizando
para visualizar e interpretar multiples datos microanatdémicos con el objetivo de investigar
posibles correlaciones entre distintas caracteristicas. Por ejemplo, en el momento actual, es-
tamos aplicando InTool Explorer para estudiar la posible relacion entre la complejidad de la
microanatomia de las células piramidales en distintas capas corticales y regiones del cerebro

con la densidad de sinapsis, asi como con otras caracteristicas de la organizacion sinaptica.
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VI. CONCLUSIONES

I: ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN LA FOR-
MACION DEL HIPOCAMPO DE PACIENTES CON LA ENFERMEDAD DE ALZ-
HEIMER:

1.  CALl fue la region mas afectada por la presencia de elementos de PHF 1,y placas de

AB.r, seguida del subiculo.

2. GD y CA3 fueron las regiones menos afectadas por la presencia de elementos PHF 1,

i+ y placas de AB.;.

3.  Existe una posible correlacion entre la presencia de elementos PHF ., de placas de
AB.: v la pérdida neuronal en CAl, pero no en otras regiones del hipocampo de pa-

cientes con EA.

4. Una gran proporcion de placas AP, también se caracterizd por la presencia de neuro-
nas PHF 1 ..

5. Todas las placas AP que contenian una de las dos isoformas de PHF r,,, también ex-
presaban la otra isoforma, es decir, si una placa contiene PHF ,,.a1s, también contiene

PHF 14u.ps396, y Viceversa.

6. El estudio de co-expresion de ambas isoformas de PHFr,,, en las neuronas de CAl,

reveld que la mayoria de las neuronas marcadas expresaban solamente PHF 155396

7.  En resumen, existe una gran variedad entre los pacientes, en cuanto a la densidad y
distribucion de diversos tipos de placas seniles, asi como de neuronas alteradas. Los
resultados sugieren que el Alzheimer no es una entidad unica, ya que las diferencias se
observan incluso en pacientes clasificados como similares segun criterios neuropatolo-

gicos estandar.
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II: DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA EXPLORATORIA DE VISUA-
LIZACION DE DATOS:

8.  InTool Explorer permite la visualizacion de los conjuntos de datos de una manera muy
dindmica, versatil y rapida, asi como la busqueda de errores y la reevaluacion de nue-
vas hipoétesis o nuevas lineas de investigacion, ofreciendo una nueva oportunidad para

estudiar y analizar datos complejos.

9.  El anélisis multidimensional pone de manifiesto que la EA no es una entidad unica,
incluso dentro de los mismos estadios neuropatologicos, ya que la microanatomia y/o
neuroquimica de los cambios que ocurren en el hipocampo varian mucho de un pa-

ciente a otro.

10. InTool Explorer facilita el planteamiento de nuevas hipotesis y futuras lineas de inves-

tigacion en el campo de la neurociencia.
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Abstract. The main pathological hallmarks in Alzheimer’s disease (AD) are the presence of extracellular amyloid plaques.
primarily consisting of amyloid-B (AB) peptide, and the accumulation of paired helical filaments of hyperphosphorylated
tau protein (PHF-y,, ) within neurons. Since CAl is one of the most affected regions in AD, mainly at early stages, we have
performed a detailed analysis of the CAl region from 11 AD patients (demented and clinically similar; Braak stages IV-VI)
to better understand the possible relationship between the presence and distribution of different neurochemical types of AR
plaques and PHF_;,, immunoreactive ;;, neurons. Hence, we have examined hippocampal sections in confocal microscopy
images fromdouble and triple-immunostained sections, to study labeled plaques and PHF_,,,-;, neurons using specific software
tools. There are four main findings in the present study. First, the pyramidal layer of proximal CA1 (close to CA2) contains the
smallest number of both plaques and PHF-r,,-i; neurons. Second., a large proportion of AB-;; plaques were also characterized
by the presence of PHF.q,,-;. Third, all plaques containing one of the two PHF_y,, isoforms also express the other isoform,
that is, if a plaque contains PHF, s50. it also contains PHF 4. and vice versa. Fourth, the coexpression study of both PHF 1,
isoforms in CAl neurons revealed that most of the labeled neurons express only PHF s:66. Our findings further support the
idea that AD is not a unique entity even within the same neuropathological stage, since the microanatomical/neurochemical
changes that occur in the hippocampus greatly vary from one patient to another.

Keywords: Confocal microscopy, hippocampal CA1 field, immunofluorescence, methoxy-X04, neurofibrillary tangles, senile
plaques, tau protein
INTRODUCTION ily consisting of amyloid-B (AB) peptide, and the
accumulation within neurons of paired helical fila-
Alzheimer’s disease (AD) is a progressive brain ments of hyperphosphorylated tau protein (PHF-1qy),
disease and the most common cause of dementia which are known as neurofibrillary tangles (NFTs)
[1]. The main pathological hallmarks in AD are the [2-4].
presence of extracellular amyloid plaques, primar- Symptoms in early stages of AD are impairment of
declarative memory, disorientation, and loss of con-
text [5, 6]. The main brain structures that support
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these functions include the medial temporal lobe,
especially the hippocampal formation and adjacent
cortex [7, 8]. In particular, the CA1 hippocampal
region is critical in spatial orientation, learning and
in different memory functions, such as the retrieval
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of remote episodic memory and the strength of estab-
lished memories [8~14). Morneover, it has been shown
that CAl is one of the most affected regions in AD,
mainly at early stages [14-18]. A variety of alter-
ations have been widely reported in CAl from AD
patients, such as a decrease in the number of neurons
[19-21] and neuronal alterations, including dendritic
changes in pyramidal cells [14, 22, 23],

It is becoming apparent that the accumulation
of AR plagues does not comelate with cognitive
impaimnents in AD patients. Indeed, a large num-
ber of individuals without any cognitive impairment
accumulate AP plaques in their brains [24-26]. How-
ever, the presence of PHF.1y has been related to
cognitive impairment in AD [22, 27] and there is evi-
dence that it produces changes in the microanatomy
of pyramidal neurons [22] and neurodegeneration
[28]. Moreover, PHF.1y has been reported to
affect, among other functions, mitochondrial activ-
ity and axonal transport, and it has been proposed
to make neurons vulnerable to AR [29]. Never-
theless, it is still unclear how pathological forms
of tan and AP interact during the progression of
AD, and understanding the underlying mechanism
responsible for their possible potentiation is critical
[28, 30-32].

In the present study, we performed a detailed
analysis of different layers of the CAl region from
AD patients (demented and clinically similar; Braak
stages V-VI) to try 1o better understand the possi-
ble relationship between the presence and distribution
of different neurochemical types of AP plaques and
PHF.1yy-ir neurons. For this purpose, we exam-
ined hippocampal sections and generated maps of
labeled elements using specific software tools in
confocal microscopy images from double- and triple-
immunostained sections from these patients. The aim
was to generate maps of plaque location and protein
co-expression patterns (AP and PHF.y,) to exam-
ine possible differences in the laminar and spatial
distribution of labeled elements.

We also examined location and expression pattern
of neurons containing NFTs labeled with different
PHF_1y, isoforms (PHFs306 and PHF y15). We found
that although labeled plaques and PHF i, neurons
revealed highly variable expression patterns between
patients, the pyramidal layer of the proximal por-
tion of CAl region (close to CA2) contained both
the lowest number of plaques and PHF.py-ir neu-
rons. Furthermore, we found that alarge proportion of
AP.ir plaques were also characterized by the presence
of PHF 1.y, whereas plaques lacking AB (i.e.. plaques

144

D. Fureila eral. /A Stedy of Anrvloid-g and Phosphetan in Plagues and Neirons

stained only with PHF s 306 or PHF y15) were unusual.
Finally, the study of the expression of PHF. gy iso-
forms in neurons revealed that the majority of the
CALl labeled neurons in these patients expressed only
PHF pg306.

MATERIALS AND METHODS
Tissue preparation

Human brain tissue was obtained from 11 patients
(postmortem delay between 2 and 5.75h; between
76 and 95 years old at time of death) diagnosed as
having AD according to neuropathological exami-
nation as stated by Braak and Braak (1991) [33]
and CERAD criteria [34]. These samples were
obtained from two different sources: Bane de Teix-
its Neurologics from Hospital Universitari Clinic
de Barcelona (Dr. 1. Ferrer, Servicio de Anatomia
Patolégica, IBIDELL-Hospital Universitario de Bel-
Ivitge, Barcelona, Spain) and the Banco de Tejidos
Fundacién CIEN (Dr. A. Rdbano, Area de Neu-
ropatologia, Centro Alzheimer, Fundacién Reina
Soffa, Madrid, Spain). following the guidelines of
the Helsinki Declaration and with the approval of
the local Ethical Committees. Clinical data and
other variables from patients were obtained from the
neurologist of each patient (Table 1).

Tissue blocks were fixed (4% paraformaldehyde
for 24h at 4°C). cryoprotected (30% sucrose solu-
tion for at least 24 h) and deep-frozen (-80°C) for
preservation. The blocks containing the hippocampus
were cut with a sliding microtome (Thermo Fischer
Scientific, MICROM, HM450; freeze unit, KS34,
Massachusetts, USA), at—=40°C, in serial coronal sec-
tions (50 pwm thick) and collected in 0.1 M PB for
turther processing.

Inmunohistochemistry

Sections were first rinsed in 0.1 M PB, pretreated
in 2% H>0: for 30 min to remove endogenous per-
oxidase activity, and then incubated for 1h at room
temperature in a solution of 3% normal goat or
horse serum (for polyclonal antisera and monoclonal
antibodies, respectively; Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA)and 0.25% Triton-X (Merck, Darm-
stadt, Germany). The sections were then incubated
for 48h at 4°C with mouse anti-NeuN antibody
(1:2000; Chemicon; MAB377, Temecula, CA, USA).
Afterwards, sections were processed with a sec-
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Table 1
Summary of clinical and pathological data
Patiemt  Gender Age at Disease Braak  CERAD Co-pathology Family history  Postmorem
diagnosis (y)  progression (y)  Stage Stage of dementia delay ih:m)
Azl® Male #0 10 vl C Microinfarctions AD 4:30
Azt Female 70 12 v C alyn (amygdala) No 2:00
AziB Female T9 2 v C TDP43 No 530
Azt Female 8 g v B TDP43 AD 5:30
Az Female 69 14 Vvl C Cortical infarctions Dementia 400
Azt Female 69 7 v C TDP43 (mbic) Dementia 500
Az Female #9 NA Wl C TDP43 (amygdala) AD 4:15
Azst Female m 8 vl C NA No 545
Arg® Female 76 8 W1 C TDP43 (limbic); Al 5400
oSy (orbatofrontal )
Az10¥  Female T1 9 W C Meningioma MCI 5400
Azl1™  Female 82 13 v NA NA No 4400

Braak Stages [33]: HIT (NFTs in entorhinal cortex and closely related arcas); =1V (NFT's abundam in amygdala and hippocampus and
extending slightly into the association comex); V=V1 {NFTs widely distnbuted throughout the neocortex and ultimately involving primary
modor and sensory areas ). CERAD Siages [ 34]: A, low density of neuritic plaques: B, imermediate density of neuritic plaques; C. high density
of neuritic plaques. aSyn, alpha synuclkein protein; AD, Alzheimer’s disease; MCL, mild cognitive impairment. TDP43: TAR DNA-binding
prodein 43; ® Banc de Teixits Neurologics (Hospital Universitan Clinic de Barcelona); ¥ Banco de Tejidos Fundaciin CIEN (Madrid ), NA,

data not available,

ondary biotinylated horse anti-mouse IgG antibody
(1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA),
then incubated for 1h in an avidin-biotin peroxi-
dase complex { Vectastain ABC Elite PK6 100, Vector)
and, then, with the chromogen 3,3 -diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Finally, sections were dehydrated,
cleared with xylene and coverslipped. NeuN-
immunostained sections were used to identify the
hippocampal areas, especially CAl boundaries.

Double and triple immunofluore scence

To ascertain the possible relation between AR and
PHF. 7y, some sections were double stained combin-
ing anti-AR and different anti-PHF.1y, antibodies.
Selected sections were first treated with 88% formic
acid (Sigma-Aldrich, No. 251364, St. Louis, MO,
USA) to prepare them for plaque immunostaining.
and then they were incubated in a solution contain-
ing mouse antibody anti-AB (clone 6F/3D:; 1:50,
Dako MO872, Glostrup, Denmark)., These sections
were also treated with anti-PHF.7y, antibodies to
study tau pathology [35-37], using the following
antibodies: anti-human PHF.1y, clone PHFI pS396
(1:2000, Invitrogen Corp., 44752G Carlsbad, CA,
USA) and anti-human PHF 1, antibody clone ATS
pSer202+Thr205 (1:2000, MN1020, Thermo Scien-
tific. Waltham, MA, USA). For the sake of clarity, we
refer to these antibodies as: ﬂl'Ili-P]‘IFFs,',_‘um and anti-
PHF a1, respectively. The sections were incubated
in a solution containing the following combinations
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of primary antibodies: anti-AB/anti-PHF;s306.
anti-Ap/anti-PHFars - and  anti-PHF g396/anti-
PHF ars. After nnsing in 0.1 M PB, sections were
incubated for 2h at room temperature in different
solutions containing a goat anti-rabbit antibody
coupled to Alexa Fluor 594 and a goat anti-mouse
coupled to Alexa Fluor 488 (1:1000; Molecular
Probes, Eugene, OR., USA). Finally, sections were
treated with Autofluorescence Eliminator Reagent
{Chemicon) to reduce or eliminate lipofuscin like-
autofluorescence. The sections were then washed
and mounted with ProLong Gold Antifade Reagent
{Invitrogen Corp.). In addition, triple-labeled sec-
tions were used to examine the relationships between
PHFpsios, PHF s and plaques in the same sections.
To perform this study, immunolabeled sections for
both PHFpsgsx. and PHF a1z were also stained with
Methoxy-X04 reagent (10 mg/mL). Methoxy-X04 is
a fluorescent histological marker (Xcess Biosciences
Inc., San Diego, CA, USA) derivate of Congo Red
which stains plaques in postmortem sections of AD
brain tissue samples [38].

Image acquisition and analvsis

Sections were examined with a Zeiss LSM
710 confocal laser scanning system (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Germany). Fluorescence
emission was recorded through separated channels.
To analyze all plaques present in the double-stained
sections containing the CAl region, we obtained tiled
image stacks recorded at 3 pm z-interval through
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Fig. 1. The hippocampal formation from an AD patient. A) Nissl-stained section from an AD patient (Az6) to illustrate the hippocampal
fickds. Note the neuronal loss in CA1. B) Confocal images showing immunostaining for anti-AB and C) anti-PHF; s394, taken from a double-
immunostained section to illustrate the distribution pattem of A, plaques and PHF 5396, neurons, respectively. D) Merge of both channcls
showing both anti-A and anti-PHF 5396 antibody labeling. E, F) Higher magnification of the CA region to show the immunostaining pattem
of PHFs396-i neurons (E) and AB.i plaques (F). DG, dentate gyrus: CA1-CA3, cornu ammonis fickds; SUB, subiculum; Rad, stratum
radiatum; Pyr, stratum pyramidale; Or, stratum onens. Scale bar in F): 20pmin A; 25 umin B,C, D;: SOpmin E, F.

separate channels with a 40x oil-immersion lens
(Objective Plan-Apochromat 40x NA, 1.3 Oil). The
number of optical planes in the confocal stacks ranged
from 12 to 20 planes. In addition, individual examina-
tion of every single plaque in triple-labeled sections
was performed by acquisition of image stacks at
0.5-1 pm z-interval through separate channels with
the same lens described. The number of optical planes
in the confocal stacks ranged from 34 to 69 planes.
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Composite images to visualize the entire CAl
region analyzed were constructed combining the
confocal image stacks recorded through the different
channels using Zen software (ZEN 2012, Carl Zeiss
Microscopy GmbH: Fig. 1). The same software was
used to obtain Z projection images (image resolution:
1024 x 1024 pixels). In addition, every single plaque
was individually evaluated to assess its specific stain-
ing (PHFps396, PHFATs. AB. or Methoxy-X04) using
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the same software package. The software used to
compose figures was Adobe Photoshop (CS4, v11.0,
Adobe Systems Incorporated. San Jose, CA, USA).

Sections treated with antibodies against both iso-
forms of PHF .1y were analyzed with Imaris software
{7.1.5 Bitplane AG, Zurich, Switzerland) to estimate
the number of neurons expressing PHFps396 and/or
PHFxts. Briefly, this analysis consisted of the semi-
automatic segmentation of neurons by the placement
of spots of 20 um diameter (average size of a neuronal
soma) in each immunolabeled neuron. Spots of dif-
ferent colors were used to mark PHFs306. PHFATs
neurons and those expressing both markers,

RESULTS

For the sake of clarty, in the present study we shall
use the terms “co-localization”™ and “co-expression”
to refer to the co-labeling of staining in plagues and
neurons, respectively. In the case of plaques, their
staining using two or more markers were considered
to be co-localized when the different labeled elements
of the plagues showed a full or partial spatial overlap.
In the case of neurons, co-expression of two markers
refers to when the two markers were located in the
same neuron,

We have mapped the expression pattems of
Ap.ir and PHF. - in plagques of six AD patients
(Azl-Az6) using Zen software (ZEN 2012, Carl
Zeiss Microscopy GmbH), which provides the three-
dimensional location of the labeled plagues in all
acquired channels. The whole CA1 field was studied,
and the examined area ranged from 1.14 to 8.8 mm?
per case. Moreover, the study of neurons contain-
ing PHFPg.;_w.w,.;, and PHF xrs-ir was also performed
in the whole CAl in these same AD patients using
the Imaris package.

In addition, plaques were studied in sections
simultaneously labeled with both anti-PHF.p,
antibodies and Methoxy-X04 staining. These triple-
immunostained sections (Methoxy-X04/PHF,s396/
PHExrs) were used to study the co-localization pat-
terns of AR and PHF.1y, in CAl plaques, in eleven
AD patients (Az1-Az11) to provide information of
their co-localization within plagques.

Plague distribution in CAl
Immunostaining with anti-Ap antibody revealed

the presence of numerous plaques in all examined
AD patients.
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First, we analyzed the distribution of AR-
labeled plagues in double-immunostained sections
using three different combinations: AR/PHFpsies.
AB/PHFats. and PHFpse/PHFxTs (Fig. 1). CAl
was arbitrarily subdivided into three equal por-
tions: proximal (closer to CA2), medial and distal
icloser to the subiculum), as previously described
[39]. In addition, plaques were categorized accond-
ing to their position in different CAl strata
(Figs. 1A, E. 2): oriens. pyramidale, radiatum,
and lacunosum-moleculare. However, the stratum
lacunosum-moleculare was not further considered
since we did not observe the presence of plagues in
this stratum (Fig. 3). The precise location of each ana-
lyzed plaque in CA 1 was determined (Fig. 2). Briefly,
most plaques (41%) were located in the medial por-
tion of the CAl pyramidal layer, followed by the
distal CA 1 portion (37%) and proximal portion (22%;
Table 2). In addition, the pyramidal layer contained
most of the plaques (84%), in agreement with previ-
ous reports [40], while in the stratum oriens, plagues
WEre Very scarce {(19:).

Co-localization af Af and PHF 1. in CAl
plagues

We characterized CAl plaques according to their
labeling with AP markers and PHF .y, antibodies
using double and triple staining.

Co-localization of Ap and PHF 1y proteins in
double-stained sections

First, we examined the co-expression of AB with
PHF 5396 and AP with PHF 5. A total of 251
plaques were examined in double-stained sections
for ABJ‘PHFPS_}.*, (Fig. 4). Most of them (93%) were
identified with anti-Ap, with this percentage break-
ing down into 44% displaying only AB-i. and 49%
showing both AB-i.-!P'HFPs 396-ir (Fig. SA). Thus, only
7% of plagues did not display anti-AR, and they
were identified only with anti-PHFpsagq (Figs. 4B,
5A). In the case of double-stained sections for
AR/PHFaTs, we analyzed a total of 183 plagues, of
which 849 were identified with anti-AB (comprising
57% displaying only AP.jr and 27% showing both
AR /PHF yra-ic), whereas 16% of the plagues were
identified only with anti-PHF 45 (Figs. 4D, 5B).

Since we observed plaques that did not show
Af.ir (Figs. 4B, 4D, 5) the next step was to analyze
double-immunostained sections for both isoforms of
PHF-1y: combining PHFPS_WE. and PHF yx antibod-
ies. We identified a total of 189 plaques, all of which
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Fig. 2. Maps of the hippocampal formation from AD patients to illustrate plaque distribution and staining pattems in CA 1. Plots are based on
the analysis of double-immunostained sections for anti-A and anti-PHF .1, antibodies. Borders between hippocampal fields are indicated
by lines. CAl is marked with a rectangle. Below cach section profile, CAl is shown schematically with its corresponding subregions and
layers. Green dots correspond to AB.i; plaques, red dots t0 PHF1y4-« plaques (cither PHF 5196 of PHFArx ), and yellow dots indicate plaques
expressing both A and PHF.1,, proteins. A-F) Representative drawings from patients Azl, Az2, Az3, Az4, AzS and Az6, respectively.
DG, dentate gyrus; CA1-CA3, cornu ammonis fields; SUB, subiculum; Prox, proximal; Med, medial; Dist, distal; Or, stratum oriens; Pyr,
stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum. Scale bar (in F): 2000 pum.
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Fig. 3. Photomicrograph of the hippocampal formation from an AD patient in a double-stained section (Nissl and anti-AB). A) Low-power
microphotograph to illustrate the hippocampal ficlds. B) Higher magnification of the boxed arca in A, showing the distribution of plaques by
layer in CAl (Lac-mol, stratum lacunosum-moleculare; Rad, stratum radiatum: Pyr, stratum pyramidale; Or, stratum oriens). Note that no
plaques are visualized in stratum lacunosum-moleculare or in oniens. DG, dentate gyrus; CA1-CA3, cornus ammonis ficlds; SUB, subiculum.

Scale bar: 1000 wm (in B); 860 pm (in A).

Table 2
Summary of identified plaques in the CAl region according to
location per subregion and stratum
S.Oricns  S. Pyramidal  S. Radiatum Total
Proximal 0 113 25 138 (22%)
Medial 1 215 38 254 (41%)
Distal 6 194 31 231 (37%)
Total T(1%)  522(84%) N (15%) 623 (100%)

Data represent the number of plaques labeled with AB/PHF 5396,
AR/PHF \rg or PHF,5306/PHF x1: sec Table 3 for more details.
Numbers in brackets indicate their relative percentages.

(100%) were labeled for both PHF.1y, antibodies
(Table 3).

In summary, double staining analysis indicated
that most of the CAl plaques were AB.i (89%),
and a low percentage of plaques did not contain
AR, while anti-PHFs396 and anti-PHF x5 antibodies
were expressed in 7% and 16% of the plaques, respec-
tively. Since sections marked with PHF s306/PHF TS
revealed 100% co-localization, it would appear that
plaques visualized with either of the two PHF.py,
isoforms would co-localize with the other.

Co-localization of Ap and PHF -y in
triple-labeled sections

In order to confirm our results obtained with
double-stained sections, triple-stained sections for
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Methoxy-X04/anti-PHFs39¢/anti-PHF yrg were ana-
lyzed (Fig. 6). As mentioned above, Methoxy-X04
staining is a good tool to visualize plaques in brain
sections from AD patients [38].

Out of a total of 113 Methoxy-X04 stained
plaques (Fig. 6; Table 4), 75% did not express any
PHF .y, isoform. Yet, 25% of Methoxy-X04-labeled
plaques showed triple labeling (Methoxy-X04/anti-
PHFs396/anti-PHF o1x), that is, they were labeled for
both PHFE.1y, isoforms and AB. These results are in
line with the double labeling experiments described
above.

Plaque morphology

To determine the morphological features of the
stained plaques, a total of 500 plaques were exam-
ined in confocal images from double-stained (387
plaques) and triple-stained (113 plaques) sections in
all cases. All of them showed labeled AR deposits,
which could be classified into two basic types accord-
ingly to our previous study [41]: plaques with around,
dense, darkly stained nucleus or central region that
was surrounded by a slightly stained halo were clas-
sified as “cored neuritic plaques”. Those plaques
without a differentiated center were considered as
“non-cored neuritic plaques™. In the present study.
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Fig. 4. Plaque expression patterns in double-stained hippocampal sections. Trios of confocal stack projection images taken from ABPHF 5306
double-immunostained sections (A, B, E) and from AB/PHF xr5 double-immunostained sections (C, D). Plaques expressing both A and
PHF 53906, as well as AR and PHF yrs are shown in A and C, respectively. Images illustrate plaques expressing only PHF 5306 (B) and PHF urs
(D). A plaque which only displays anti-A is shown in E. Scale bar (in E): 50 pm.
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13% were identified as cored plaques, and 87% as This distribution was similar to the plaque distribu-
non-cored plaques. These proportions were similar tion described above. The labeled neurons appeared
in plaques labeled only with A or with both AB and to be equally distributed in the superficial and deep

PHF-1,, markers (x” test, p>0.5; Table 5). aspects of the pyramidal cell layer.

The study of co-expression of these two mark-
Distribution and co-expression of ers revealed that most (64%) of the labeled neurons
PHFs396/PHF x1s in CAl neurons expressed only PHFps396, Whereas 28% displayed

both markers and 8% showed only PHFars-ir
The distribution of CA 1 neurons that co-expressed (Table 6; Fig. 8). However, there was a large vari-
PHFps196 and PHFAry was examined in double- ability between patients (Table 7; Fig. 9).
immunostained sections. A total of 5678 PHF 1,
neurons were analyzed and the vast majority of them DISCUSSION
were identified as pyramidal neurons. A detailed

study of every labeled neuron was performed todeter- There are four main findings in the present study.
mine its location within the pyramidal layer of CAl First, despite the large variety of expression patterns
(Fig: 7). Most neurons (4.I%)were located in medial of plaques and PHF.qy.ir neurons, the pyramidal
portions of CAl pyramidal layer, followed by the layer of proximal CA1 (close to CA2) contains the
distal (33%), and proximal portions (26%; Table 6). smallest number of both plaques and PHF.7y-ir neu-
rons. Second, a large proportion of AB.i; plaques
were also characterized by the presence of PHF. 1 y-ir.
AB/ PHFpssgs AB/ PHFATa whereas plaques lacking AB.jr (i.e., plaques stained
only for PHFps3gs or PHFArs) were unusual. Third,
all plaques containing one of the two PHF.py, iso-
forms also express the other isoform, that is, if a
plaque contains PHFs396. it also contains PHF y13.
and vice versa. Fourth, the colocalization study of
both PHF_y isoforms in CA1 neurons revealed that
the majority of the labeled neurons express only
PHFps396. Moreover, the vast majority of PHF. 1qy.ir

=3 AB/PHF-Tau neurglals were identified as pyramidal cells.

A

mm A+
Distribution and expression patterns of CAl
@ AB- plaques
Fig. d::u :: charts showing the EimmAsSP ;’:Fld’ckd( K')“N:; The analysis of plaques in CA1 showed that, inde-
mn lmmunml:umng st CS: PS396 a . H '
AB/PHF x4 (B) combinations arc shown. Both analyses displayed pendently °f (h‘?“’ labeling with AB, PHFpSB.% or
a higher proportion of plaques showing AB.ir and amuch-reduced PHFf\Ts anub_odlcs. tI!ere were fewer plaques in the
portion of negative AR plaques. proximal portion, that is, closer to CA2. Furthermore,
Table 3
Number of CAl labeled plaques, per case, analyzed in double-immunostained sections
AR/PHFps396 ABPHF 1y PHFps396/ PHF A5
Patient AB-i/ AB-ir PHFs396-ir AB-i/ AB-x PHF ars-ic PHFs396-is/ Total plaques
PHFpsM-u PHFATI-\' P"FATI-'
Azl NA NA NA 6 7 8 NA 21
Az2 13 19 2 5 21 5 24 89
Az3 38 pi} 1 NA NA NA 68 140
Azd 6 24 0 4 13 1 15 63
AzS 42 5 3 30 1 13 59 153
Az 24 40 1 5 62 2 23 157
Total 123 11 17 50 104 29 189 623

Three different combinations of antibodies were used: AB/PHF 5306, AB/PHF 1y and PHF396/PHF y1x . In the combination of anti-PHFs 596
and anti-PHF \rx. all analyzed plaques expressed both isoforms (PHF,s396 and PHF u1s). NA, data not available.
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Methoxy-X04

A
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Fig. 6. Confocal stack projection images from triple-stained (Methoxy-X04/anti- PHFs306/anti-PHF xr5) hippocampal sections. In A and
B. plaques do not express any anti-PHF v, isoform but they show staining for Methoxy-X04, which indicates the presence of AB. Cand D

examples of labeled plaques showing the three markers

most plaques were localized in the stratum
pyramidale, followed by the stratum radiatum, while
they were sparse in the stratum oriens and absent in
the stratum lacunosum-moleculare.

In both mouse models of AD and in AD patients,
dendnites in contact with AB.j; plaques have been
found to suffer alterations in dendritic spine number
and morphology [22, 23, 42-44], indicating specific
alterations related to AR [45]. Moreover, it has also
beenreported that AB.; plaque presence alters synap-
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Methoxy-X04 / anti-PHF 396 / anti-PHF yr5. Scale bar (in D): 50 um

tic transmission [ 14, 42-44, 46, 47], and impairs both
the glutamatergic and the GABAergic systems [41,
48].

Since in the human CA1 the basal and apical den-
dritic arbors of pyramidal cells are mostly localized in
the stratum pyramidale and AB.j; plaques are found
mainly in the stratum pyramidale (followed by the
stratum radiatum), synaptic alterations may affect
both the apical and basal dendritic arbors of the CA|
pyramidal cells.
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Table 4
Number of CAl labeled plaques, per case, analyzed in triple-stained sections for Methoxy-X04, anti-PHFs 96

and anti-PHF xrs. Numbers in brackets represent the relative percentages of labeled plagues

Patient  Methoxy-X04/ Methoxy-X04/  Methoxy-X04/  PHFs-n/  Methoxy Total
?HFP"_IIM..;I" PHFF(:_wn...r PHFAH.“ FHF,).,Tu..r X4 plaqtu‘s
PHFA.TH-I.T
Azl 3 ] 0 0 7 10
Azl 3 0 0 ] 4 7
Az 4 0 0 0 5 9
Ard 2 0 0 ] 11 13
AzS 9 0 1] 0 3 12
Ay 1 ] 0 0 L 9
Azl 2 0 0 0 6 ]
AxB 2 0 0 0 B 10
Azl 0 0 0 0 17 17
AzlD 2 i 0 0 9 11
Azll 0 0 1] 0 7 7
Total 28 (25%) 0 0 0 RS (75%) 113
Table 5

Number of CAl examined plagues according o labelling (in

double- and tnple-stained sections) and morphology as cored and

non-cored neuritic plaques. Numbers in brackets represent the
relative percentages of plaques

Staining Labeling Cored MNon-cored
ARPHE e AB.pPHFpsans e 15012.2%) 108 (87.8%)
AP 11 (10%) 100 (905 )

ARPHE ire ABG/PHF yrese  60122%) 43 (8T7.8%)
AP 14(13.5%) 90 (86.5%)

Methoxy-X04/  Methoxy-X04/
PHF x1s PHF ps 306,/ 4114.3%)  24(85.7%)
PHF ars-ir

Methoxy-X04 THOI29%) T4 (87.1%)
61 (12.2%) 439 (87.8%)

Double-immunostaining {nnli-Aﬁmnti-PHFps;m
and anti-Ap/anti-PHF xr5) and triple-immunostai-
ning  (Methoxy-X04/anti-PHF ss306/anti-PHF s15)
showed a variety of co-expression patterns: we
observed plagues labeled only with AR, with both
AP and PHF.qyy or only with PHF.1, antibodies.
Whether these different types of plaques differen-
tially affect the alterations of synaptic circuits is
currently not known,

It has been proposed that plagues pass through dif-
ferent stages [49], from diffuse plaques to neuritic
plaques, accumulating fibrillary processes, which
would generate toxicity [50]. During this process,
AB plaques may incorporate PHF.py, elements
through a wvariety of mechanisms. However, the
two morphological types of plaques found in the
present study—cored and non-cored plaques (see
[41])—were found either labeled only with AR, or
with both AP and PHF -1y markers.

In AD patients, it has been reported that microglia
are activated as a result of the inflammatory response
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where it is the presence of AR that triggers their
activation [51-54]. Activated microglia seem to have
two functional consequences: initially, Ap clearance
by uptake [55], and later, propagation of AR and
PHF -1y via exosomal mechanisms [56-58]. There-
fore, microglia imernalize not only AR, but also
PHF. 1 [58]. Morcover, in a model of microglial
depletion, the level of PHF.1y, was reduced [58],
indicating that the over-activation of microglia may
promote tau phosphorylation [53]. It follows that both
proteins would be released to the brain parenchyma,
facilitating Ap grouping as well as the incorporation
of PHF.1,y, elements.

The initial stages of plaque formation have been
proposed to involve the appearance of plagues with-
out an associated inflammatory response, since in late
phases activated microglia and reactive astrocytes are
located close to plaques [51]. Hence. the presence of
plagues expressing only AP may indicate an initial
plague stage, while plaques expressing also either
PHFpsigs or PHEsrs may be representative of an
intermediate stage integrated in a dynamic process
[59], which would depend on the presence of NFTs
and, perhaps, on the local inflammatory response.,

PHF Tyy-ir Rewrons: expression patterns and
refationship with plagues

The most frequent PHF .y, marker found in the
CAl pyramidal neurons from AD patients was
PHF 5395 (Over 90%), as previously reported in late
stages of AD [45, 60, 61]. which matches with the
diagnoses of the cases analyzed (IV-V1onthe Braak
scale). It should be noted that it is still unclear if
the specific phosphorylation site of PHF.1y, could
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Fig. 7. Analysis of the distnbution and expression of PHF. .

neurons using Imaris software. A) Confocal microscopy image showing a

double-immunostained section for PHF s394 (green) and PHF yry (red) antibodies, in CAl region from patient Az4. The entire CAl region
can be visualized, B) Spots are assigned to cach neuron, casily visualized when confocal channels are tumed off. C) The rectangle is a higher

magnification of the region marked by the arrowheads in B. The different spot colors correspond 1o PHFps w96-ir neurons (green), PHF grs-
neurons (red), and coexpressing neurons (yellow). Scale bar: 200 wm (in B): 50 pum in (C)

Table 6
Number of PHF.4,,.;; ncurons in the pyramidal layer of the CAl
region, according to neuron location per subregion and type of
staining (PHF;s396, PHFzrs or PHFs306/PHF A1x). Numbers in
brackets indicate the relative percentages

PHFs306-«  PHFsnry.i  PHFg506./ Total

PHF A1y -is
Proximal 843 134 521 1498 (26%)
Mcdial 1416 189 715 2320 (41%)
Distal 1357 108 395 1860 (33%)

3616 (64%) 431(8%) 1631 (28%) 5678 (100%)

indicate a sign of early or late stages of the disease.
Expression of PHFArs has been proposed to occur
in the early stages, while PHFps396-ir corresponds
to later stages (e.g.. [60, 61]). Nevertheless, other
authors have proposed that expression of PHF;s396
occurs in the early stages and has a dynamic pattern
of expression over the course of the disease, while
PHF xrg appears in advanced stages [62].

Moreover, the role of PHF. 1y proteins in dendritic
pathology is also open to debate. For example, it has
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Fig. 8. Confocal stack projection images to illustrate labeling pattems of neurons in double-immunostained sections for PHF 5306 and

PHF xrs. Low-power confocal images of the hippocampal formation showing immunostaining for PHFps96 (A, in green) and PHF org
(B, in red). Amowheads indicate CA1 boundaries. C-~H) Trios of confocal stack projection images taken from PHF s w96 /PHF 15 double
immunostained sections. Arrows designate neurons expressing both anti-PHF 539 and anti-PHF sy (C-E). Arrowheads indicate a neuron
expressing anti-PHF yry, and asterisks indicate two neurons expressing only PHF 5306 DG, dentate gyrus: CAI-CA3, comu ammonis fields:

SUB, subiculum. Scale bar (in H): 922 pm (in A, B) and 50 pum (in C-H)

been proposed that PHF.1y, protein—depending on
its conformation and its phosphorylation site—may
provide neuronal protection mechanisms to maintain
the functionality of the neurons [32, 63, 64]. Thus,
the presence of PHF. 1y, within the somatodendritic
compartment of pyramidal neurons does not neces-
sanly induce cell death or even toxicity [45, 64, 65].
In a previous study on the possible alterations of den-
dritic spines in pyramidal cells from AD patients [23],
a remarkable loss of dendritic spines from pyramidal
cells containing NFTs was found. Since pyramidal
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neurons represent the principal building blocks of
the cerebral cortex, and dendritic spines are the main
postsynaptic elements of cortical excitatory synapses
and are fundamental structures in memory, leam-
ing, and cognition, these alterations may constitute
an important early event in the pathogenesis of AD.
Pyramidal cells in the so-called putative ‘pre-tangle’
stage, had unchanged dendritic trees, whereas in the
presence of well-developed NFTs, dendritic spine
loss was obvious [23]. In cases with an interme-
diate state of neurofibrillary pathology, the loss of
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Patient Az1 Patient Az2 Patient Az3
Patient Az4 Patient Az5 Patient Az6
. . "

Summary
B PHFps36
Bl PHFATs

] PHFpsa0ePHFATS

Fig. 9. Pie charts showing the percentages of labeled neurons in
double immunostaining studies for PHF 5106 and PHF ir5. Note
the high variability of patterns. Average percentages of expression
pattems are shown in the “Summary” chart, in which it is clear that
there is a higher proportion of PHF 39, neurons.

Table 7
Number of CAIl labeled ncurons, per case, in double-
immunostained sections for anti-PHFps306 and anti-PHFxrs.
Numbers in brackets represent the relative percentages

Patient P"n:’s_w(,.‘l PHF yrs.i: mesw(,_"l Total
PHFAT!-I neurons
Azl 668 19 196 983
Az2 424 83 322 829
Az3 646 66 462 1174
Azd 492 23 84 599
AzS 496 101 424 1021
AzH 890 39 143 1072
Total 3616(64%)  431(8%) 1631 (28%) 5678

dendritic spines was more variable. Thus, the pres-
ence of PHF.1y, in neurons does not necessarily mean
that they suffer severe and irreversible effects, but
rather the characteristic cognitive impairment in AD
is likely to depend on the relative number of neurons
that have well-developed tangles. The presence of
NFTs has been reported in CA1 hippocampal region
(and entorhinal cortex) of non-demented old people,
but amyloid-B plaques display a very heterogeneous
pattern (reviewed in [66]).

Since we observed substantial variability between
patients with regard to their expression patterns of
AB.ir and PHF 1yy-ir, in plaques and neurons, a pos-
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sible explanation is that the clearance mediated by
microglial cells succeeded in some patients but not in
others. If this were the case, patients with successful
clearance would present a lower density of plaque
AB.ir/PHFpy-ir,  fewer PHFPSJ%.'“/PHFAH.“
neurons and a higher number of plaques expressing
only AB, which could indicate the formation of new
plaques (see patients Azl, Az4 and Az6: Table 4;
Fig. 9). By contrast, microglial clearance may have
failed in those cases with a lower proportion of AB._j
plaques (negative for PHF-yy-ir) and, hence, there
would be more abundant PHF-py,-ir neurons and
AB-it/PHF-Tyy-ir plaques (see patients Az2, Az3 and
Az5; Table 4; Fig. 9).

Recently it has been reported that there is an over-
lap between expression of AR and PHF.py, proteins
in different cortical regions [67]. That is, regardless
of the Braak stage of each patient, there must be
mechanisms, either compensatory or inflammatory
that could modify the levels of pathological proteins
in the brain, which would explain the observed vari-
ability (in patients which, initially, were clinically
similar), suggesting a dynamic expression pattern of
both proteins in AD. Therefore, our data is in line
with the hypothesis that both proteins act together. as
previously proposed [29, 67-70]. even in late stages
of the disease.

Possible functional implications of CAl
alterations

It is well established that normal CA1 function is
critical for the processing of spatial information, new
environment activity, learning and memory (8, 10, 13,
14, 71, 72].

The CALl region is highly connected to other hip-
pocampal regions, as well as to numerous cortical
and subcortical areas. In particular, CA1 is strongly
connected with the entorhinal cortex (EC), which is
related to memory functions [11, 13, 14, 73]. CAl
projects to deep EC layers [74] and it receives affer-
ents from layer I through the performant pathway (or
trisynaptic circuit) and from layer III of the EC by a
direct monosynaptic pathway.

Proximal and distal CAl regions have been
related to spatial and context representation [75]
and they establish multiple connections, both with
cortico-subcortical regions and specific hippocam-
pal regions, as well as within CAl itself [76].
Lesions in proximal CAl produce impairment in
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memory recovery tasks [77], which would be in
line with clinical symptoms of early stages of
AD where episodic memory is affected [78]. We
found that the pyramidal layer of proximal CAl
(close to CA2) contains the smallest number of
both plaques and PHF 1yy-ir neurons, but the whole
CAl of these patients and other hippocampal
fields and brain regions showed numerous plaques
and NFTs.

In the cerebral cortex of AD patients, it has been
found that there is a reduction in the number of peri-
somatic GABAergic terminals in neurons in contact
with AR plaques [41]. as well as a decrease in the
number of synapses (both excitatory and inhibitory)
within plagues (see [79] and references contained
therein). Thus, it seems clear that the presence of
plaques leads to a local loss of synapses. In addi-
tion, the phosphotau labelling dystrophic neurites
around plaques is normally formed in axons [R0].
These plaques are present mainly in the pyramidal
cell layer of CA 1, which receives axons from multiple
regions, as well as from classical CA3 pyramidal cells
(via Shaeffer collaterals), including entorhinal cortex,
submammilary body, nucleus reuniens of the thala-
mus, and septum among others (reviewed in [81]).
It is therefore likely that these phosphotau labeled
axons were originated from these regions. However,
whether axons of different anatomical origin are more
affected than others is not known. Therefore, multiple
neuronal circuits are affected and, due to the variabil-
ity of the pathological features of each patient (see
below), itis not possible to draw up a general pattern
of functional alterations.

Finally, superficial CAl pyramidal neurons are
activated during tasks where the environment needs to
be related to stored information and other features of
the surroundings, while deepCAl pyramidal neurons
provide information about the environment in terms
of mapping [72]. Our data show that most plaques
are located in the CAl pyramidal layer, as well as
the PHF 1yy-ir neurons are found in both the superfi-
cial and deep CA1 pyramidal cell layer. Thus, both
plaques and NFTs occupy critical regions in terms
of functionality, affecting the synaptic connectivity
which supports spatial skills. Since the first symp-
toms of patients in the carly stages of AD are loss
of context and spatial orientation, deep CAl could
be one of the first affected areas of the hippocam-
pus during the onset of the discase, whereas—in the
late stages—both superficial and deep CAl pyrami-
dal cells are affected as shown in the present study.
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Inter-individual variability

Our results indicate a huge variability in AD
patients regarding the content and chemical char-
acteristics of plaques and NFTs. Since all the AD
patients analyzed in the present study correspond 1o
late stages of the disease (Braak stages IV-VI: see
Table 1)and they suffer from severe cognitive deficits,
the high variability in the neurochemical types and
distribution of plagues that we observed indicates a
high degree of inter-individual differences. Thus, our
findings further support the idea that AD is not a
unique entity even within the same neuropatholog-
ical stage, since the microanatomical/neurochemical
changes that occur in the hippocampus greatly vary
from one patient to another (see also [45]).

It has been reported that symptoms may differ
between AD patients despite their neuropathologi-
cal findings being similar [27]. Given that plaque
load and cognitive functions are poorly correlated,
together with the fact that the expression of PHF 1,
has been strongly linked to cognitive impairment
[82], it may be that dementia is primarily related to
the presence of PHF .1y [21, 23], and secondly to its
interaction with AR protein. Thus, it seems that when
these proteins act together. the symptoms become
apparent due to severe neuronal damage. Variability
found between patients cannot be attributed to their
ADstages. since all of them were diagnosed as Braak
stages [V-VIL.

We would like to point out that the morpho-
logical alterations observed in human pathological
brain tissue are difficult to interpret, due to the high
interindividual variability (regarding factors such as
sex, age, medical treatment, etc.) that can affect brain
structure. In addition, the disease course of AD is
highly variable, and neuropathological changes are
not homogenous. Thisis the case both among patients
and in different brain regions of the same patient
[41, 45]. Since we have analyzed the hippocampus of
few patients with different pathological and clinical
characteristics, the data obtained in the present study
cannot be generalized to all AD patients or other corti-
cal areas. Thus, the present study represents a further
step towards addressing the topic of heterogeneity
in tau and A pathology. but it would be necessary
to confirm our observations, both in a larger num-
ber of individuals and in additional cortical areas.
The observed differences could be linked to structural
variances associated with cognitive reserve [83-85]
or related 1o the number of vears since disease diagno-
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sis. It has been proposed that cognitive reserve allows
the brain to tolerate pathological elements without
visible clinical symptoms, by using compensatory
mechanisms of protection or via pre-existing cogni-
tive approaches (so called ‘cognitive scheme’; [86,
871y, which could serve as protection against neu-
ronal degeneration [85]. Hence, this could be related
to the observed differences in the expression pattern
of plaques and PHF_1y,.;; neurons between patients.
Five of the analyzed cases showed TDP-43 (a patho-
logical condition of a DNA binding protein), which
has been shown to be a comorbidity factor that may
also contribute to dementia in AD [BS, 89]. More-
over, a-synuelein (a misfolded protein which forms
pathological aggregations in neurodegenerative dis-
orders such as Parkinson’s disease) was found in two
cases. Since different proteinopathies coexist in some
patients, it is uncertain whether AD is an independent
pathological process or the concument pathological
proteins influence each other [90]. This coexistence
of proteinopathies can therefore also contribute to the
diversity of plaque types found in the present study.
For example, one of the cases (Az9) displayed mark-
ers for both TDP<43 and a-synuclein, and in this
particular case, plaques were identified by Ap mark-
ers (Methoxy-X04 staining) but not by anti-PHF_1y,
markers.
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The bottleneck for progress in many research areas within neuroscience has shifted
from the data acquisition to the data analysis stages. In the present article, we propose a
method named InTool Explorer that we have developed to perform interactive exploratory
data analysis, focusing on neurocanatomy as an example of its utility. This tool is freely-
available software that has been designed to facilitate the study of complex neuroscience
data. InTool Explorer requires no more than an intemet connection and a web browser.
The main contribution of this tool is to provide a user-designed canvas for data
visualization and interaction, to perform specific exploratory tasks according to the user
needs. Moreover, InTool Explorer permits visualization of the datasets in a very dynamic
and versatile way using a linked-card approach. For this purpose, the tool allows the
user to select among different predefined card types. Each card type offers an abstract
data representation, a filtering tool or a set of statistical analysis methods. Additionally,
InTool Explorer makes it possible linking raw images to the data. These images can
be used by InTool Explorer to define new customized filtering cards. Another significant
contribution of this tool is that it allows fast visualization of the data, error finding, and
re-evaluation to establish new hypotheses or new lines of research. Thus, regarding its
practical application in the laboratory, InTool Explorer provides a new opportunity to study
and analyze neuroscience data prior to any statistical analysis being carried out.

Keywords: data visualization, dynamic analysis, interactive tool, multiscale, software

INTRODUCTION

The bottleneck for progress in many research areas within neuroscience has shifted from the
data acquisition to the data analysis stages. The availability of more powerful microscopes and
techniques to explore the brain has provided neuroscientists with a wealth of data that is difficult
to fully analyze, due to both its volume and complexity (Kandel et al,, 2013; DeFelipe, 2017).
Exploratory Data Analysis refers to a set of techniques originally developed to display data
in such a way that those features that might be considered particularly relevant for a given
analysis will become apparent. This utility provides the user with a different viewpoint, which
could help either to decide the type of analysis to be performed, or to propose new hypotheses.
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The traditional methods require the hypothesis to be proposed
before acquiring the data. However, Exploratory Diata Analysis
displays the data in a dynamic way which may give rise to new
questions to be answered. Thus, the main goal of exploratory
analysis techniques is helping users to better understand their
data by identifying patterns, trends and outliers, in order to
generate new hypotheses, formulate models and extract new
data (Tukey, 1977). Widely used analysis tools such as R (Thaka
and Gentleman, 1996), SPSS (Arkkelin, 2014) and STATISTICA
(TIBCO Software Inc., 2018) provide a low-level interface
that hinders the use of such tools by non-expert users and
prevents rapid specification of interactive data analysis. Data
visualization and interaction are key components in Vega-Lite
{Satyanarayan et al., 2016), D3 (Bostock et al., 2011) and Protovis
(Bostock and Heer, 2009) declarative languages. In this context,
declarative languages and visualization grammars provide
powerful environments for engineers to design interactive
visualization systems. However, these environments require
programming skills, and are not meant to be used by final users,
preventing their use in dynamic exploratory analysis workflow.
Other applications, such as Tableau (based on Polaris Stolte
et al, 2002) and Visflow (Yu and Silva, 2017) offer a much
simpler interface, but they are closed platforms which are not
specifically adapted to the needs of neuroscience. Besides, most
of these tools do not support statistical analysis, which limits
their range of applications. Therefore, it is becoming necessary
to advance in the development of new methods and interactive
exploratory analysis tools for neuroscientists to improve their
data analysis results. In this work, we propose a tool to close the
gap between flexibility and user-friendliness. A recent, detailed
and exhaustive survey on visualization tools can be found in
Meietal (2018).

Different fields of neuroscience require different approaches
for visualization and data analysis. Here, we shall focus on
neurcanatomy as a proof of concept. Within this discipline of
neuroscience, numerous factors must be taken into account for
data analysis. Such factors that contribute to making this task
extremely challenging include:

- Age, speciesicases, and conditions of the sample (healthy vs,
ill, type and extent of disease, post-mortem interval, type of
fixation, etc.).

- Brain region analyzed (neocortex, hippocampus, thalamus,
cerebellum, etc.).

- Number and variety of structures/components to be studied in
a particular experiment.

- Level of detail of the features analyzed: neuronal circuits,
neurons, dendritic arbors, synaptic microcircuits, synapses,
molecules, eic.

- Nature of the imaging technique (SPECT, PET, EEG/MEG,
fMRI, optical microscopy, electron microscopy).

- Spatial scale or temporal resolution of the sampled data.

In general, the possible relationship between these different
data sets is difficult to realize or could go unnoticed unless
a particular hypothesis is proposed and then tested with the
appropriate tools. For example, the effects of age, post-mortem
intervals, and type of fixation may have an influence on the

quantitative determination of the number of neurons in a
particular region of the brain labeled with different techniques,
such as Nissl staining or immunocytochemistry using antibodies
against the neuromal nuclear antigen NeuMN (e.g., Werner
et al,, 2000; Montero, 2003; Gonzalez-Riano et al., 2017). This
article describes “InTool Explorer” (Interactive Tool Explorer),
a Web-based exploratory analysis tool that is freely available
software and has been designed to deal with the problems that
neuroscientists commonly face when analyzing complex data.
This tool was tailored to perform interactive exploratory analysis
on generic tabular data. In order to tackle this issue, InTool
Explorer was designed to allow a wversatile configuration of
interaction, visualization and exploration, also making it possible
to make use of filters and different views of easily configurable
cards, The following list sums up the main contributions of the
tool presented here:

- Versatile, dynamic and user guided configuration of
the visualizations and interactions. One of the major
contributions of this work is to propose a new computational
solution for improving the workflow in neuroscience
that offers end users the possibility to dynamically adapt
visualization, analysis and filtering operations to their data
and current task.

- Coordinated views. In order to display data and interact with
them, the linked-card approach gives users the opportunity to
easily select among visual widgets (“cards”), which work in a
coordinated manner (cards are co-dependent).

- Extensibility. InTool Explorer was designed in such a way
that new features can be easily included. Considering the fast
development of the acquisition techniques, it is very difficult
to predict the future needs of the field. In this sense, the
technologies and the software architecture used were carefully
designed to allow the integration of new cards, which will work
in synchronization with the previously defined cards.

- Visual interaction. InTool Explorer allows the inclusion
of raw images—such as MRI, SPECT and/or histological
microphotographs—in the interactive exploratory analysis
task. Commonly, data can be extracted from images or, the
tabular data may have images attached. Thus, InTool Explorer
gives the user the opportunity to add these images to the data
analysis process and to use them for interaction with the data.

- Collaborative and portable. Standalone software tools are
currently the ones most commonly installed in neuroscience
laboratories. InTool Explorer has been designed to satisfy
standalone users, as well as local storage of their data,
Moreover, software architecture is flexible enough and fully
portable to allow a web-based multiuser installation where
data can be stored in remote servers, which are accessible from
any system, requiring no more than a web-browser and an
internet connection.

MATERIALS AND METHODS

The input data for testing the usefulness of InTool Explorer
consist of the data analysis of clinical-pathological information
obtained from Alzheimer’s disease (AD) patients.
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FAGURE 1 | InTool Exploner interface. (&) Tabular diata and (B) Column
statistics card of the variable *Meunonal density per volume MNeuh),”

{C-E) Different filter cands for spatial, categoncal and quantitative variables:
*Regions,” “Patients” and "Neuronal density per volume [Neul),” respectively
{F) interactive parabel cocedinates plot card showing some Selected vardables
[Patients,” “Region” and “Neurcnal density per volume (MeulNYT. () Box plot
cad of selected data [Neuronal density per volume [NeuN)™ per “Pasient], All
visuslized spatial objects are dyramically selectad by users and updated
acoording b0 user's inferaction with fiters finked-cands). "DG, dentate gynus;
CA1=-CA3, hippocampal fislds; SUB, subiculum.”

Histological data from AD patients were obtained via the
detailed histological analysis of labeled neurons (normal and
pathological) and amyloid-p (Af) plaques, in different areas
of the hippocampal formation, from a cohort of AD patients
previously examined (Furcila et al., 2018). Clinical data were
collected from the same hospitals and medical centers that
provided the AD patient brain tissue. These samples were
obtained from two sources: Bane de Teixits Neurologics from
Hospital Universitari Clinic de Barcelona (Spain) and Banco
de Tejidos Fundacion CIEN (Madrid, Spain), following the
guidelines of the Helsinki Declaration and with the approval of
the local Ethical Committees.

DESCRIPTION OF InTool EXPLORER

Overall Design

The tool was drafted with the aim of providing users with tools
that facilitate the understanding of their data. In this regard, the
paradigm of visual data exploration (Shneiderman, 1996) proved
useful: “overview first, zoom and filter, then details on demand.”
Mevertheless, facilitating the visualization data does not mean
putting aside traditional procedures that could improve the
analysis. InTool Explorer has been created using a User-Centered
Design (UCD) methodology, since it is the approach that best
suits the problem of applying visualization methods to a set
of users from a specific domain which has not been exposed
to this kind of technique. The implementation was performed
using an agile development method similar to scrum because the
principles proposed in this method (Rising and Janoff, 2000) are
in line with the UCD philosophy. The final proposed design was
based on incremental prototyping. This approach reinforces the
user role in the design, implementation and testing of the system
usability in each iteration.

The proximity and accessibility to final users fitted very
well with the methodology: getting them more involved in
the design process was an additional advantage. Moreover,
the characterization and problem abstraction stages were
performed using a mixture of methods including interviews and
observations, although contextual inquiries proved to be the most
effective approach.

Software Distribution Details

Currently, two versions of InTool Explorer are available at:
http:/Jcajalbbp.es/intoolexplorer_web. Page links to the online
web-based version and to the Windows standalone version can
be found on this website.

The online version does not require a download or local
installation to start working with the tool. The system has
been fully tested with the most popular browsers, namely,
Google Chrome, Microsoft Edge and Mozilla Firefox. InTool
Explorer requires a very simple registration procedure where
users provide a login identifier and email. This registration
process allows neuroscientists to have access to their datasets
from any PC via an internet connection and makes sharing their
data possible. In addition, it allows ciphering of the data and the
communications to guarantee data protection and comply with
privacy laws.

Briefly, the application is designed to work with generic
tabular data (cvs and xls) and standard 2D image formats (png,
jpeg. tif, bmp, etc.). Tabular data have to be arranged in one
data sheet. The elements of the dataset must be sorted into
rows and ideally each column must contain all the values of
a given variable, but the system is robust enough to deal with
incomplete data.

After the login process, the first step is to load data using
the File menu. If users have already uploaded data, they can
open them from the server directly (“Open from server™), or
upload local data to the server using the order: “Import local files
to server.” The user can also append a new set to the current
one ("Add to current”), and save the current dataset in the
server (“Save on server”). In addition, variables of the dataset are
automatically categorized, which is a very helpful utility to save
time in operations that are necessary for the correct analysis of
the data, but that are generally beyond the scope of the study.
Moreover, the user can manually modify this categorization and
remove, shuffle and rename variables editing the dataset schema
{option Edit Schema). This also makes it possible to merge the
dataset coming from different sources during a working session.

Finally, the Analysis widget allows users to locally save the
state of the current exploratory analysis or load a previous saved
state (active cards, filters, etc.). This allows the user to start a
working session and finish it later working either on the same
computer or on a different one.

Linked-Card Views

One of InTeol Explorer's main contributions is to customize
visualizations, interactions and statistical analysis, and to adapt
them to the particularities of the data. In order to achieve this
goal, the tool employs a coordinated view system based on
linked-card views. The linked-card views are the main functional
units of the system, allowing interaction, visualization and
analysis operations. Users can select from different predefined
cards and arrange them freely in the main window (or interface)
of the application. Cards can be rearranged on the canvas and
resized at any time as required by users. All the selected cards
work in a coordinated manner; operations performed in a given
card propagate automatically along the other cards shown in
the main window layout. Figure 1 shows an example of the
user interface with several linked-cards. The linked cards can be
classified into four different groups:

1. Filtering cards: InTool Explorer classifies the tabular
dataset variables into three groups: categorical, ordinal and
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quantitative. The users can select any of these variables to
perform searching and filtering operations. Each new filter is
presented in a new card with interactive controls adapted to
the nature of the variable. Categorical values are selected with
checked-boxes, and quantitative and ordinal values with dual
knob range sliders.

2. Visualization cards: users can select a suitable view based
both on the task to perform, and on the data to manage.
Interaction with card filters is linked to all visualization cards,
and figures are updated when users change filter parameters.
In addition, some of the visualization tools provide selection
and/or filtering capabilities that are linked to the active cards

shown in the main window. Six popular views have been
selected to cover common tasks: parallel coordinates plot
(Inselberg and Dimsdale, 1990), parallel set (Kosara et al,
2006), radar chart (also known as radial bar chart, spider chart,
polar chart, web chart, or star plot; Chambers et al., 1983),
scatter plot (Friendly and Denis, 2005), box plot (Tukey, 1977)
and raw tabular data.

. Domain-specific data cards: accessing original raw data is

often required by users (original domain; e.g., Figures 1A,C)
while exploring the processed data (transformed domain;
e.g., Figures 1E-G). For example, in some situations, sample
preparation and the analysis process introduce errors or noise

Statistics - Neuronal density per volume (NeuN)
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FAGURE 3 | nTool Exploner interface showing several visualization cands.
{A) Paraliel sat plot showing the variables "Region,” "Bmak Scale” and
Mewonal densty per volume (NeuM,” Each hodzontal bar repeesents
possible categories associated 10 each variable, and bar width indicates the
proportional fraction of the total categorny. (B Radar chart Blustrating the
relation betwean three variables: "Age at dagnosis,” "Newonal density per
volume (Neuhy™ and “Disense progression years).” Al patients are visunlzed
on the left side of the plot. This viswalization card alows multiple compansons
in order 1o vsualize similar or extreme values. Note patient Az11 fhighlighted
in biue), expressing distinctive values. [C) Scatter plot showing the
redfationship between the variables “Age at dagnosis™ and “Neuronal denaity
per wolumee (Maul) ™ per patiant. Mote the exdreme value highlighted with
tooltip balleon (blue, This identification offers addiSonal information about the
selachad value. Braak Stages [Braak and Braax, 1991 HI neurofbrilary
tangles in entorhingl cortex and diosely related areasy; - (neuclibrillary
tangles abundant in ammygdala and hippocampus and exdending slightly nto
the assodation corfexd V-\ (newrcfibrilary tangles widely dstributed
throughout the neocore: and ulimately irvohang primany mokor and sensony
areast. CA1-CAS, hippocampal fieids; SUB, subiculum,

in the transformed domain. These problems may be translated
into different patterns in the visualization cards. The original
data cards allow the user to check the original data atany point
during the analysis. InTool Explorer provides a mechanism to
associate this data to the tabular data. In addition, these cards
can be used to create new spatial interaction cards (see Section
“Visualization Cards” for further detail).

4. Statistics cards: as mentioned above, InTool Explorer was
mainly designed to perform exploratory visual analysis in
order to generate mew hypotheses and models, as well
as to drive the extraction of new data In this regard,
InTool Explorer is focused on providing an extensible set of
visualizations. With the aim of enhancing the visualization
capabilities with statistical analysis functionalities, we have
integrated our system with R. Our server runs scripts in R in
order to support statistical cards, such as Correlation test and
Comparison of means.

It should be noted that the system architecture was designed
to include additional visualization cards relatively easy (see
section " Analysis of Quantitative Variables™).

Visualization Cards

As previously mentioned, most visualization cards allow
interactive operations with the data shown. Users may modify
the current view using interactive controls. For example, the
parallel coordinates plot is ideal for representing and comparing
multidimensional data. Users can define, on each parallel axis,
a filter implemented with dual knob range sliders. By defining
simultaneous filters over several parallel axes, users can combine
several selection criteria, using the parallel coordinates card. This
functionality replaces the need to add new filter cards for each
variable and partly alleviates the issue of parallel coordinates
not scaling as well as other visual representations (Nguyen
and Rosen, 2017). In the same way, the performance of the
parallel coordinates plot, while studying the correlation between
variables, has been improved by allowing the user to reorder
{shuffle) the parallel axis’ coordinates. Currently, users can also
include new axes or remove them using a tab that can be

displayed listing all the variables from the study. Moreover, when
including a new variable in the plot, the variables already shown
are highlighted in a different color. Finally. this card highlights
data elements or groups at the request of the user. Figure 2
shows a parallel coordinates plot card, for which data below the
mean (given by Statistics card in Figure 2B) were selected, and a
range filter was defined over the quantitative variable “Neuronal
density per volume (NeuN)" (Figure 2C).

Other representations also allow user interaction. For
example, parallel set plots can automatically rearrange the
data shown when users shuffle each category according to
their criteria (Figure 3). Similarly, data tables, radar charts
and parallel sets can add and remove axes interactively at
the request of the user. Scatter plots allow particular data
elements to be selected and highlighted. When these interactions
involve shared variables among different cards, the local changes
performed on one card are propagated through the other
cards. Additionally, scatter plots, radar charts and parallel sets
display tooltip balloons with additional information on the
selected variable.

Domain-Specific Data Cards

As previously explained, the original data cards provide
mechanisms to associate the original input to the data in the
transformed domain. The other cards provide several tools to
visualize tabular data. Tabular data is the most common type of
data in the transformed domain, but it is rarely available in the
original domain. Besides, in neuroscience, images are frequently
the input data from which the tabular data is computed. In
order to support data in the original domain, InTool Explorer
allows 2D images to be included within the dataset. These
images can be associated to the available tabular data and
they can be connected to a particular value of an ordinal
or a categorical variable (eg. one image can be associated
to a particular patient). In addition, images can be labeled
using arbitrary tags defined by the user. Using an ordinal or
categorical value and/or a tag, an image can be retrieved from
the database (Figure 4).

Image cards can be used for filtering and selecting. In the
simplest interaction mode, scientists can use the values of the
variable associated to an image to select or filter data. InTool
Explorer is a sophisticated tool that allows neuroscientists to
develop their own spatial filtering tools. Frequently, general
visualization techniques for tabular data fail to represent the
spatial structure of the data. In this work, we propose using
the original input images to create user defined spatial filter
cards. The original data card can be used to add categorical
data values to specific parts of the image, and the user can then
click on those areas to perform filtering operations. This spatial
filtering tool allows InTool Explorer to be adapted to a specific
dataset (Figure 5).

Analysis of Quantitative Variables

In neuroanatomy, the quantitative amnalysis of variables is
particularly relevant; for example, InTool enables the analysis
of quantitative wvariables such as “Neuronal density per
volume (MNeuN)"” which shows huge inter-individual variability.

Frontiers in Ne"lll'l:’b.'ll“':'l{'.l"""}' WA TN Darsanuomg)

Warch 2019 | Volume 13 | Aticle 28

169



Fualaet al

Data Visualzation in Neuroscence

L B

Gmow o luse i
e L * Bs
T -
| m— .

feature provides the faciity to add visual fiters of categorical vanables to the selected image (see Figure 5 for more detalls)

FIGURE 4 | Domain-spedfic cards created in InTool Explorer from histological mages of human brain samples from Alzheimer’s disease patients. (A) Uplocaded
Images can be visualized all together. (B) As images can be fikered by tags, all mages displayed comespond 10 the selected marker “NeulN." (C) The created card
shows information regarding the selected image: Sitle, variables associated 10 the image, tags and notes, as wel as “spatial association” (details in D). (D) Ths
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FIGURE 5 | Domain-spedfic cards for spatial fitering. (A) Image card of a hippocampal section immunostained for anti-NeuN from an AD patient (Patient Az1). The
vanable “Region” was added to the image card with the function “Spatial association,” as a fiter for any kind of simultaneous visualzation. On the right, a paraliel
coordnates plot was created 1o show the dynamic of the user interaction. (B) In the same image card displayed in (A). a particular region has been salected (CA1,
highlighted in biue). On the right, onlyy fikered diata appear in the parallel coordinates plot. CA1-CA3, hippocampal fields; SUB, subicuum.

Regarding this variable, the filter function in a paralldl integration of any type of dataas well as exploration of individual
coordinates plot can be applied and variable values can be values within each variable. As has been shown, InTool
associated to each patient and to certain hippocampal regions  Explorer allows users to dynamically configure visualizations and
(Figure 6), which facilitates visualization and exploration. In  interactions in a very flexible and personalized way, selecting
addition, a value selection of any quantitative variable can  the techniques that best fit their data The linked-card based
be carried out (Figure 6C), to examine a particular range of  approach lends support to this goal, by adjusting the layout of
data, which can be denoted in a different color. Moreover, the filters and views according to the particular requirements of
with InTool Explorer, it is possible to add any variable to a  the task at hand.

given plot enhancing the interaction of the user. For example,

if a user wishes to investigate patients showing a particular Statistics Cards

value, the variable “Patient” can be added to the parallel As previously mentioned, InTool Explorer was designed to
coordinates plot (Figure 6D). Particular patients and their  simplify the visual exploratory analysis task of neuroscientists.
particular characteristics can then be further explored to examine  Furthermore, the tool was intended to be extensible to face
inter-individual variability as well as possible relationships with  forthcoming challenges. Moreover, the tool needed to be flexible
the histopathological characteristics. Thus, InTool Explorer  enough to solve the peculiarities of the different problems in this
provides a quick visualization of atypical cases within a  specific research area.

dataset. Regarding qualitative variables, like clinical-pathological In this first version, we have implemented the most
data of patients, InTool Explorer may combine any of them common statistical tests performed during a preliminary
with quantitative data, producing an integrated analysis. To  exploratory analysis.

illustrate this utility, the relation between the histopathological These tests were implemented in three card types: (i) a column
variable—"Neuronal density per volume (NeuN)"—and the statistics card; (ii) a correlation test card; and (iii) a comparison
clinical features—"Disease progression” and “Braak stage”—was  of means card:

explored (Figure 7). (i) Column statistics: this card provides a brief description of data
In summary, data from AD patients are very complex and distribution, providing the mean, standard deviation, size
diverse, and multidimensional visualization greatly facilitates the (n), as well as minimum and maximum values (Figure 2B).
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TauAT8 neuronal density per volume TouPHF1 nouronal density per volume Region
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AGURE 6 | Paraliel coordinates plots from AD patents. This type of plot has some particular charactenistics, such as the selection of a certan range of data in the
@ds of any quanttative varabie (AB), as well as the highlighting of concrete refaionships between variables (C,D; see CA1 region selected) and the possibilty of
adding new variables in the same visualzation card ("Patient” was added in D). DG, dentate gyrus; CA1-CA3, hippocampa fiekds; SUB, sublculum.
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Orsease progression (years)

Disease progression (years)

6.0004

FAGURE 7 | Pamaliel coordinates plots with quantitative and categoncal variables from AD patients. (A) Relations can be made between quanttative vanables such
as “Neuronal density per volume INeuN)™ and “Disease progression (years),” and categorical variables such as “Braak Scale.” (B) Note that a range of data can be
sdected in the variable *Disease progression (years),” to examine possibie relationships. Braak Scale (Brask and Braak, 1991): Il (neurcfbrilary tangles in entorhingl
cortex and closely related areas); II-IV (neurcfibrllary tangles abundont in amygdala and hippocampus and edendng slightly into the association cortex); V-VI
{neurofbrilary tangies widely distrbuted throughout the neocortex and ultimately invohing primary motor and sensory areas).

No previous statistical knowledge is needed to use any of
the cards. All of them automatically select the test to be
performed, taking into account the nature and size of the
analyzed sample. The cards provide a detailed explanation
of the process followed, allowing users to communicate
their results.

(ii) Correlation test: this card performs a correlation analysis
of quantitative random variables. First, we check data
normality, using a Kolmogorov-Smirnov Goodness-of-Fit
test. If normality holds, two tests can be computed: Pearson's
correlation coefficient and Spearman’s rank correlation
coefficient test. If not, we only calculate the Spearman’s rank
correlation coefficient (Figure 8) Pearson’s coefficient offers
a measure of linear correlation between two variables, while
Spearman’s rank coefficient assesses if two variables can be
described by monotonic function (linear or non-linear).

(iii) Comparison of means: this card compares two or more
unpaired variable distributions (Figure 9). Depending
on the number of variables and whether normality and
homoscedasticity holds, several tests can be performed:
Student’s f-test, Welch’s f-test, Kolmogorov-Smirnov,
One-way ANOVA or Kruskal Wallis. In addition, to test
prove the utility of this card with a larger data set, as

a proof of concept, we selected data from 8,900 human
dendritic spines (Benavides-Piccione et al, 2012). In
the present study, we compared the dendritic spine
length between the apical and basal dendrites obtaining
significant differences, in agreement with the findings of
Benavides-Piccione et al. (2012).

Finally, in order to guarantee the extensibility of this module,
InTool Explorer is fully integrated with R to support statistical
analysis cards.

System Architecture and Technologies

Used
In order to make the tool portable and to facilitate cooperation
among different neuroscientists, a multi-user Web platform
was implemented. Furthermore, since InTool Explorer will be
released with a policy of it being freely available and given
that it is expected to be widely used within the neuroscience
community, a set of robust and widely tested free tools
were selected.

The tool follows a client-server model and is divided into two
layers: a backend and a frontend. Each of the components of
these two layers was developed using the appropriate technology
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FIGURE B | Correlaton test card. This card displays an example of a comelation analysis of the quantitative varables “Neuronal density per volume (Mssl™ and
“TauPHF1 neurcnal density par volume.” As normalty was not met, InTool Explomer estimates the Speaman's rank comelation coeficent and its associated p-value,

Spearman correlation

Value -0.2219B3IBTOSETTAZ
prvalue 0.2I69ES4I6TITIZ

according to its required features. The frontend and backend
exchange information through WebSockets (Wang et al,, 2012),

The backend is in charge of accessing and processing the
data and is made up of three modules (the Main Server, the
Statistical Server and the Database). To improve the system
portability, these three components run in a Docker virtual
container (Docker Inc., 2018). Docker has implementations for
MacO3, Linux and Windows making it possible to deploy the
server in any of these systems. Furthermore, the use of this virtual
container enabled the development of a standalone version of the
system, developed for those users unwilling to upload their data
to a remote server. With this goal in mind, a portable application
called WeCo (Web Container) was implemented for Linux, Mac
05 and Windows.

The Main Server is one of the centerpieces of the system.
It receives and processes the frontend requests. Among other
tasks, it is n:spunsibli: for the synrhrnrdzalinn of the other
components; data management operations; filtering operations;
and user authentication. It is implemented using a Python
Simple Hitp Server and uses MongoDB for data manipulation
{MongoDB Inc., 2018) and ZeroMQ sockets to communicate
with the Statistical Server. InTool Explorer is designed to
be used in the visual exploration of the data, prior to the
statistical analysis. This component provides support to the basic
Statistical Analysis cards included in the frontend. Although
currently the tool offers limited capabilities, this module was
implemented using R to increase the application functionality
in the near future. It should be noted that R is a powerful
environment for statistical computing that offers a wide variety
of statistical techniques.

The frontend provides different visual data representations
and data interaction tools. It was developed in a single module
and it implements the linked-card model proposed in this
article. As previously mentioned, each card contains a data
representation and/or filtering tool. User interactions in one card

are designed to affect other cards to address the need for all
the data visualizations to be coordinated. In order to accomplish
this requirement and to allow the functionality of the available
cards to be extended, a publish/subscribe pattern was followed
to send and receive events. When the user performs an action,
the card broadcasts an event of a given type. The cards that
should react to a given event must explicitly subscribe to this
event. The senders do not know which cards will receives the
event and the receivers do not need to know which card triggers
the event. Motivated by the need to also ensure that the system
is suitable for a wide range of potential future applications, the
visual representations were rendered using D3 (Bostock et al,
2011), a powerful library of interactive visualizations. React-
Bootstrap (MIT, 2018) is a library of frontend components
that was used to allow the users to configure the visualization
layout easily.

DISCUSSION

The complexity of the brain, together with the shortcomings of
the instruments and techniques available to date, still hampers
progress of the specific research carried out in the field of
neuroscience (Kandel et al, 2013 Martone and Ascoli, 2013).
Mevertheless, despite these technical difficulties, research in
neuroscience is acquiring new tools for study and analysis, as
well as improving those that already existed, with the aim of
unraveling the complexities of brain organization (DeFelipe,
2010, 2017; Hagmann et al., 2010).

Visualization has proved to be a powerful tool in exploratory
analysis (Tukey, 1977). Interactive visualization methods help
users to reach unexpected conclusions beyond the insight
provided by standard statistics software. In this regard, the
declarative languages mentioned above, such as D3 (Bostock
et al., 2011), Polaris (Stolte et al, 2002), Vega (Satyanarayan
et al., 2016), Protovis (Bostock and Heer, 2009) and ggplot2

Frontiers in N{ill’t’b.'ll“{'ﬂﬂ"‘""}' WA, TN D anL o)

12 March 2019 | Volume 13 | Adicle 28

174



Furclaet al Data Visualzaton in Neuroscence

Comparvon of means -~

Group vaues by

== . =

Py mean of sutset AD
Py mean of subset Control

NUE By pomesis (Mg by * 2
ARSRIUVe ypothesis (W) b F U ) Pivw

DOBCAPOON: Nul By DCthess Nas Doen Nyecied Bvs e NETEtive MScTss 1 Ut 3 Be J7% Contoence level
Oecimion * rus iy poTess KEJEC TED

Pvaiue: 000071

Sommary:

« Normasty of st AD 0 51349 (SNapho VI lest)

o Normaily of sutset Contol O 7988 (Shapwo- Wik lest)

+ Momoscecancly 02748 (Levese et)

o SuMts a0 NOMOK eI

o DO NNty and HOMOK OGRS OIS WE CaN 00N Suenls Lies! (A DIrametrc o)

.

A

[+ | Comparison of means - -
Compansicn smnbure’ Group vanses by

Newronsl Senay per voRsme (Nrssl) 4 Conoren v -

Py 000 Of tuet AD
Py mean of sctet Contol

NGB hypothesss (Mg = b :

ARernative bypethesis (M) 7 ir Bt Bl

Doserpuon: Null Bypothesss COuE 50! DE TRectnd Meneione Iere i MOt ENCLON EVIRNCE 12 520005t At 1he null MDCHESS 15 fae at e 95%
Jeved and 00 e made

Decinion: rul bypomess NOT REJECTED

Pvaloe: O 90014

Sommary

Normanty of wtset AD 0 81 38% (SARpEo WK tesT)

Normaity of subset Contot O 79583 (Shapwo- Wik test)

Homoscecasscly. O 2748 (Levens test)

Sutiets ane ROmORCedatC

Doth Normasty #nd HOmGIK G By Nokd We Can apph Students Liest (8 parametrc tew)
NPErOeet SaToaey

Tes! enad Shceery Liest

Nevmonal dentdy per volume (Nssl) 4 Consecn * -

Py mean of sudset AD
Py mean of subset Contsot
Nl hypothenss (M) by * b 2
Alternative Bypomesis (M) b fps Bt Bitm

O03crpaon: Nus i SOTess N3 Dees feecied Mus e Htematve M DCthess 3 Yur 3t De TN confdence levet
Oecision: * nul hypoess REJECTED

Pvalve 000100

Summary:

o Nommasty of subset AD O 51349 (Shapeo Wik test)

o Noematty of sutset Conbot O THOBS (SHapEo- Wk test)

o HOmOKecasICly 0 27488 QLevene desl)

+ Subsets are BOMON S

o DO Normalty aad HOmOSCOSIINCRY hokd W Can Bpply SIudents 0est (B DIrament weut)
* Oepencent samples

o Test ned Seoent's taest

FIGURE 9 | Contnued

Frontiers in Neurcanatomy | www.frontersinorg 13 March 2019 | Volume 13 | Atcle 28

175



Furdila et al

Data Visualzation in Neuroscence

FIGURE § | Comparison of means cand. This card shows an example of the
comparison of the qualtate vanable “Meuronal density per volume (Neuby®
grouped by the categorical varable "Condiion.” Mumber of casas, nommality
and homoscedasticity wene evaluated (o perfonm an appropriated test, in this
aarmphs, Students {85t was appbed. [A=-C) Analysis is shown in throe
different tabs corresponding to the esults of comparing whether: () the
means are-equal (k120 2% (BY one sampleis bess than the other s 1o02; and
{C) one sample |5 greater than the other ()] <p2). In this eample, p-values
reveled signiicant mean differences: means were not eaual (A) and, n
particular, the mean of AD group was smaler than the mean of the Confrol
group (9.

(Wickham, 2009) are becoming popular environments to
develop customized exploratory data applications. These
languages offer a flexible methodology for rapid prototyping,
which is essential for investigating new approaches in the context
of exploratory analysis. Unfortunately, these environments
require coding skills and prevent the final user from defining
their own visualization workflow.

Currently, there are high-level visual analysis tools that allow
the users to customize their visualizations. One very well-known
system is “Tableau,” which provides a graphical user interface
to Polaris (Stolte et al., 2002), and supports statistical analysis
with R. However, writing scripts in R is beyond the capabilities
of most final users. “Autodiscovery” is another exploratory
analysis tool that performs a predefined set of statistical tests to
find correlations (Butler Scientifics SL, Barcelona, Spain). The
results of these tests are then shown using several visualization
techniques. This system allows very little interaction and the
users have no control over the data analysis process. Dataflow
architectures are common in scientific visualization and in data
mining (Abram and Treinish, 1995). In general, they are closed
platforms that cannot be extended to include new functionalities
or specific customized options.

There are already some exploratory data amalysis tools
available for studying genomics or proteomics (Gentleman et al.,
2004; Zecberg et al., 2005; Lawrence et al., 2006; Buske et al.,
2011), or even for exploring the brain anatomy at different levels
of detail (for example, displaying fiber tracts or dendrograms
Jianu et al., 2009 or brain atlases Sunkin et al,, 2013). Similar
techniques are being applied for the exploratory analysis of
neuronal circuit simulation data (Nowke et al, 2013). In
addition, Angulo et al. (2016) have developed BRAVIZ, which is
software for exploratory analysis implemented for MRI datasets
as well as transcranial magnetic stimulation (TMS) and clinical
data. Although BRAVIZ is a very useful tool, it does not support
a web interface which allows multiple experts from different
laboratories to share data in the way that InTool Explorer does.
In the context of neuroscience, Yeatman et al. (2018) described
a web-based visualization tool for diffusion MRI data. Although
this tool supports simple data analysis, it was not designed for
data exploration but rather for story-telling (to understand and
reproduce published findings). All of the previously mentioned
tools lack the flexibility that InTool Explorer offers. One of
the main advantages of our proposed tool is its capacity to
dynamically adapt to specific requirements of the task and/or
the dataset being studied. Moreover, these tools do not allow the

creation of new spatial filters while the tool is being used—again,
a task that is possible with InTool Explorer.

InTool Explorer provides interaction techniques with
different data representations, which make use of the power
of combining these simultaneous representations to facilitate
the task at hand. InTool Explorer has been shown to improve
the study of complex data obtained from the analysis of
multifactorial neurological conditions, such as AD, the research
of which generates a huge volume of data which are both
difficult to analyze with simple statistical tools and challenging
to interpret. Since data from multidisciplinary sources can be
visualized altogether with InTool Explorer, a more detailed
analysis can be achieved, opening up the possibility of a more
accurate definition of the neurological disease.

From the software point of view, InTool Explorers
architecture allows new functionalities to be integrated very
casily. The current filter and visualization linked-cards are just
an example of those that could be implemented. As mentioned
above, all the possibilities offered by R packages are available,
because this module is already integrated in our tool. However,
we have focused our efforts on providing more flexibility to set
up linked filters and visualizations in the interactive exploratory
analysis stage instead of developing more automatized statistical
computations. As has been described above, users are able to
create new linked-cards such as the example used in this case
study—the Regions filter. In this way, the spatial data present
in raw images (eg. of brain regions) can be linked to tabular
data (such as the clinical dataset), with no additional demands
in terms of the level of user expertise. No software dependencies
or specific hardware requirements are needed to work with
InTool Explorer. Only a web browser is required, and the user’s
work can be shared with any laboratory around the world via
the internet.

Regarding task abstraction, InTool Explorer covers all the
tasks proposed by Munzner (2014)—except Enjoy—although we
hope users will implicitly gain enjoyment from performing this
task. Below are several examples that cover all of the categories of
this taxonomy:

o Analyze:
= Consume:

* Discover: new knowledge has been gained from the use of
InTool Explorer.

* Present: figures extracted from the tool have been used
to show and explain new insights to neuroscientists in
several forums.

- Produce:

* Annotate: for example, additional user-specific images
can be included as new spatial filters.
# Hecord: screenshots or new subsets of data can be

recorded from a working session.
+ Derive: statistics can be easily extracted from populations.
= Search:

- Lookup: sometimes users know what they are looking for
and where it is.
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- Locate: sometimes they know what they are looking for
without knowing where it is.

- Browse: users often do not know what they are looking for,
but they have a specific location in mind for reviewing a
range of data.

- Explore: looking for outliers is a typical case when users are
not exactly sure how to start the study (Shneiderman, 1996).

o Query:

- Identify: specific references to single individuals can be
obtained from filtering.

- Compare: comparisons among different patients can be
achieved from several visualization methods.

- Summarize: finally, a comprehensive view of all patients
can be shown, and the statistics card can summarize some
specific variables of the population being studied.

CONCLUSIONS

InTool Explorer has proved to be very useful for its intended
purpose, providing new insights into the raw data extracted from
a variety of analyses performed in different patients and brain
areas in AD. The application provides new interactive support
(including other tools previously developed by the authors, e.g.,
Morales et al., 2011, 2012; Brito et al., 2013; Toharia et al., 2014,
2016), which improves and facilitates neuroscientists’ research.

Common tools used for analyzing raw data of the dataset
presented here are basic spreadsheets and isolated visualization
tools, which do not offer the same level of insight. InTool
Explorer allows data to be compared quickly and easily, which
was not possible with other tools. In clinical practice, a lot of
information is obtained from each patient (diverse medical tests,
cognitive-behavioral evaluations, etc.), which produces a huge
volume of data. Applying exploratory tools, such as InTool,
provides the opportunity to visualize all the information as well
as manipulate it, filter variables, and explore new hypotheses. It is
expected that further experiments with other datasets, similar to
the ones presented in this article, will allow new hypotheses about
AD and other neurological conditions to be established, thereby
leading to a better understanding of these conditions.

Another significant contribution of this tool is its
functional design, which makes it possible to easily combine
multidimensional variables and to explore their possible
relations by multiple plots. Since a large volume of data is
generated, errors often appear at late stages of the research.
InTool Explorer allows fast visualization of the data, detection
of errors, and re-evaluation to establish new hypotheses or new
lines of research. Thus, in the laboratory, this tool provides a new
opportunity to study and analyze neuroscience data prior to any
statistical analysis.

Finally, as mentioned above, the system was designed to
facilitate the integration of new tools for visualization and
analysis. According to the users’ needs, we have identified a set
of statistical tests and visualizations to be implemented:

~ Multi-factor ANOVA: the currently available test only
considers one quantitative variable to be compared by

Student’s f-test or U-Mann Whitney. Multi-factor ANOVA
compares the means of quantitative variables analyzing their
variances and allows determination of the effect of multiple
factors (qualitative variables).

- Treemaps: this visualization represents data as rectangles in a
hierarchical structure of the data, while displaying quantities
for each category via area and/or color.

- Heatmaps: in combination with the correlation test (already
implemented), these maps represent a fast tool for cross-
examining multivariate data.

- Chord diagrams: these diagrams can be used to show
relationships among categorical data.

- Force-based diagrams: allow interaction with interconnected
data items in a simple way.

We plan to include these new features in the next version
of the platform. Additionally, since the platform is publicly
available, in order to receive feedback from users, we have
implemented an e-mailbox. This option is now available under
the user's main menu as “Contact development team.” Regarding
new interactions, our main efforts will focus on improving the
usability of the tool.

DATA AVAILABILITY

The datasets generated for this study are available on request to
the corresponding author.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

All authors conceived the project. DF acquired the data,
contributed to the design of the tool and validations, and drafted
the figures. MG designed the software tool implementation,
carried out computational experiments and validations, and
drafted the article. CT and ALT contributed to software tool
implementation. JM designed and implemented a preliminary
version of the tool. AR and LP supervised the design,
development and implementation of the tool. JDF contributed
to the design of the tool and supervised validations. LA-N
contributed to the design of the tool, supervised validations
and drafted the article. All authors contributed to the
final manuscript.

FUNDING

This work was supported by grants from the following entities:
(1) the Spanish Ministry of Science, Innovation and Universities:
SAF 2015-66603-P, TIN2017-83132-C2, and the Cajal Blue
Brain Project, Spanish partner of the Blue Brain Project
initiative from EPFL (Switzerland); (2) Centro de Investigacion
en Red sobre Enfermedades Neurodegenerativas (CIBERNED,
Spain, CB06/05/0066); (3) the European Union's Horizon
2020 Research and Innovation program under specific Grant
Agreement No. 720270 (Human Brain Project SGAl) and No.
785907 (Human Brain Project SGA2); and (4) Universidad
Politécnica de Madrid (PINV-18-XEOGHQ-19-4QTEBP).

Frontiers in Neurcanatomy | www.frontersinorg

March 2019 | Volume 13 | Article 28

177



Furcila et al

Data Vieuakzation in Neuroscence

REFERENCES

Abram, G, and Treinish, L {1995). "An extended data-flow architecture for
data analysis and visualization,” in Proceedings Viswalization 95, (Atlanta, GA:
IEEE), 263-270, dai: 1001 109 visual. 1 995. 48082 1

Angulo, D A, Schneider, C., Oliver, |. H., Charpak, N, and Hemandez, |. T.
(20060, A multi- Beetted visual analytics tool for exploratory analysis of human
brain and function datasets. Fromt, Newroinforme 10:36. doi: 100338% fninf. 2016,
00036

Arkkelin, . (2014). Using SPSS to Understand Research and Data Amalysis.
Psychalogy Curricular Materials. Available online at http//scholarvalpo.sdu/
peych_oer/1

Benavides-Piccione, R, Femaud- Espina, 1, Robles, V., Yuste, R., and DeFelipe, 1.
(2012). Age-based comparison of human dendritic spine structure using
complete three-di jonal reconstructions. Cench, Cortex 23, 17981810,
doi: 10,1093/ cercorbhsl 54

Bostock, M., and Heer, 1. (2009). Protovis: a graphical soolkit for visualization,
IEEE Trams. Vis. Compud. Graph 15 1121-1128 doi: 101109TVCG.
2009.174

Bostock, M., Ogievetsky, V., and Heer, 1. (2001). D% data- driven documents. [EEE
Trans. Vis Comput. Graph. 17, 2301-2309, doic 101108/ TVCG.2011. 185

Brito, I. P, Mata, 5., Bayona, 5., Pastor, L., DeFelipe, |, and Benavides-Piccione, R.
(2003}, Newronize: a ool for building realistic neuronal cell mosphologies.
Front. Newroanat. 7:15. dok: 10,3389 fnana. 200 300015

Braak, H.. and Braak. E. (1991). Neuropathological stageing of Alshei mer-related
changes. Acta Newropathol, 82, 239-259, doi: 10.1007/BF00308809

Buske, O. |, Hoffman, M. M., Ponts, N, Roch, K. G. L, and Noble, W. .
(2011). Exploratory analysis of genomic segmentations with segtools. BMC
Bivinformatics 12:415. doi: 10.1186/1471-2105-12-415

Chambers, . M., Ceveland, W. 5, Kleiner, B, and Tukey, P. A. (1983). Graphical
Methods for Data Analysis. Bellmont, CA: Wadsworth.

DeFelipe, 1. (2010). From the connectome to the synaptome: an cpic bove story.
Science 330, 1198-1201. dol: 1001 126/schence. 1193378

DieFelipe, 1. (2017). Neurcanatomy and global nevroscience. Newron 95, 14- 18,
doi: 10.1016/).neuran 201705027

Dacker Inc. (2018). Docker. Available online at: hitps:/fwww.docker.com/

Friendly, M., and Denls, . (2005). The carly origins and development of the
scatterplot. . Hist. Behav, 5. 41, 103130, doi: 10, 1002/jhbs, 20078

Furdla, D, DeFelipe, 1. and Abnso-Nanclaes, L (2018). A audy of
amyloid and phosphotau in plaques and neurons in the hippocampus af
Alzheimer's disease patients. | Alzheimers Dis. 64, 417-435. doi: 10333]AD-
180173

Gentleman, . C., Carey, V. [, Bates, D. M., Bolstad, B., Dettling, M. MH 5.,
et al. (2004). Bioconductor: open soft devels t for comp
biology and bioinformatics. Caesome Biol. 5:HA0. doi: 10.1007/0- .’-l? -29362-
o_21

Gonzalez-Rano, C., Tapia-Gonzilez, 5., Garcia, A, Mufior, A, DeFelipe, |,
and Barbas, C. (2007). Metabolomics and neuroanatomical evaluation of
post-morten changes in the hippocampus. Brain Struck, Funct, 222, 2831-2853,
dai: 10,1007 /200429-017-1375-5

Hagmann, P, Cammoun, L., Gigandet, X., Gerhard, 5, Grant, P. E, Wedeen, V. |,
et al (2010). MR connectomics: principles and challenges. [, Neurosci. Methods
194, 34-45. dok: 10,1016/ j jreumeth. 2010.00 014

Thaka, R, and Gentleman, R (1996). R: a language for data analysis and graphics.
I Comput. Graph. Stat, 5, 299-314. doi: 10.2307/ 1390807

Irul'befg.ﬂ a'ui Dimsdale, B, llm} “Parallel conrdinates a tool for visualizing
...... | g " in Procecdings of the First IEEE Confererce
on Visualization: wMimlm w0, (San Francsco, CA: IEEE), 361-378.
iz 10,1109 visual. 1990, 146402

Tianu, R, Demiralp, C., and Laidlaw, [ (2009). Exploring 30 DTI fiber tracts with
linked 2D representations. [EEE Trans, Vis. Compud, Graph, 15, 1449=1456,
dok: 10,1109 tveg 2009, 141

Kandel, E. R, Markram, H., Matthews, P. M., Yuste, B, and Koch, C. (2013).
Neuroscience thinks big (and collaboratively). Nat. Rev. Newroscd 14, 659664,
doi: 10.1038/nrm 3578

Kosara, R., Bendix, F. and Hauser, H. (2006). Parallel sets: interactive exploration
and visual analysis of categorical data. JEEE Trans Vis Comput. Graph. 12,
558-568, dok: 10,1109 TVOG, 200676

Lawrence, M., Lee, E-K, Cook, D}, Hofmann, H, and Wurtele, E. (2006}
“exploRase exploratory data amalysis of systems biology data,” in Fourth
International Conference on Coordimated and Multiple Views in Exploratory
Visualization (CMV'08), (London, England: 1EEE), 14-20. doi: 10,110%/cmy.
20067

Martone, M. E, and Awoli G. A (2013). Connedting connectomes.
Newrodnformatics 11, 389-352 doi: 10, 1007/51 2021-013-9207-0

Mei, H., Ma, Y., Wei, Y., and Chen, W, (2018). Design space of construction
toals for information visaalization: a swrvey. | Vis. Lang Comput. 44, 120-132
doi: 10,1016/ jle 2017.10.001

MIT (2018). React bootstrap. Available online at: httpss// react- hootstrap, gi thub.io/

MongoDIB Inc. (2018). MongoDB. Asailable online at: httpe/iwww.mongodb
o

Montera, C. (2003). The antigen-antibody reaction in immunchistochemistry.
I Histochem. Cytochem. 51, 1=4.  doi:  10.1177/0022155403051
oolol

Morles, |, Alonso-Nanclares, L., Rodriguez, | B, DeFelipe, 1. Rodrigaez, A and
Merchin-Pérez, A (2011). ESPINA: a tool for the automated segmentation
and counting of synapses in lamge stacks of dectron microscopy images. From.
Newroanat. 5 18. doi: 103389 fnana, 201 10001 8

Morales, I, Benavides-Piccione, R.. Rodriguez, A, Pastor, L. Yuste, K,
and DeFelipe, 1. (2012). Three-dimensional analysis of spiny dendrites
using straightening and unrolling trandorms, Newroimformatics 10, 391 =407,
dod: 10.1007/51 2021 -012-9153-2

Murzner, T. (2014}, Visualization Analysis and Design. Boca Raton, FL: AK
Peters/ CRCPress.

Nguyen, H., and Rosen, P, (20171, DSPCP: a data scalable approach for identifying
relationships in paralle]l coordinates. IEEE Trams. Vi Comgpud. Graph. 24,
1301- 1315, doi: 1001109 TVOG 200 7. 3661 309

Nowke, C., Schmidt, M., van Albada, 5. 1. Eppler, 1. M., Bakker, R, Diesmann, M.,
et al. (2013), "VisNEST—interactive analysis of neural activity data,” in
2013 IEEE Symposisen on Biological Data Viswalization (BioVis), ( Atlanta, GA:
1EEE), 65-72. dod: 10,1109/ biovis. 2013 66648

Rising. L., and Janoff, N. 5, (2000). The scrum software deveopment process for
srall teams., IEEESﬁjhrw 17, 26-32 doi: 10,1 109/52 854065

Satyanarayan, A, Moritz, D, Wongsuphasawat, K., and Heer, . (2016). Vega-
lite: & grammar of interactive graphics. [EEE Trans. Vis. Comput. Graph. 23,
240350, doi: 10,1 1090 TVOG 20062599030

Shaciderman, B. (1996). “The cyes have i a sk by data wype taxonomy
for information visualizations” in Proceedings 1996 IEEE Symposium on
Visud Longuages, (Boulder, CO, USA: IEEE), 336-343. dok: 10,1 109/VL. 1996,
45807

Stolte, C.. and Tang, D.. and Hanrahan, P. (2002). Polaris: a system for query.

and visnalization of multidimensional relational databases. IEEE
Tras. Vis. Comp. G"aﬂl. 8, 52-65, doi: 10U1 109/ 2945 981851

Sunkin, 5, Ng L, Lau, C. Dalbeare, T., Gilbert, T. L, Thompson, C L.

et al. (2013). Allen brain atlas: an integrated spatio-temporal portal for
the central nervous system. Nucleic. Acids Res 41, 996-1008,
doi: 101093 nar/ghs 1042

TIBOD  Software Inc (2018). Tibeo statigica  Available online ar:
hitps:lcommunity. ibcocom/productsitiboo-statistica

Toharia, P.. Morales, |, de Juan, O, Femaud, L. Rodriguer, A, and DeFelipe. 1.
(2004). Musical representation of dendritic spine distributiorr a new
exploratory tool. Newrinformatic 12, 31-353. doi: 10.1007/512021-013-
91950

Toharia, P.. Robles. O. D, Fernaud. L. Makarova, 1., Galindo, 5., Rodriguez, A.
et d. (2008). Pyramidal explorer: a new interactive tool w0 explore

functional relations of pyramidal meurons. Front Newroanat 1599,
doi: 103389 fnana 201 5.0015%

Tukey, J. W. (1977). Exploratory Dt Arelysis. Boston, MA: Addison-Wesley.

Wang, V.. Salim, F. and Moskovits, P. (2012}, The Definitive Guide to
HTMLS WelSocket. Germany: Apress.

Wemer, M., Chott, A., Fabiano, A, and Battifora, H. (2000). Effect of
formalin  tisue  fixation and processing on  immunohistochemisiry.
Am. | S.I.ﬂ". Pathal, 24, 1016-1019. dot  10.1097/0000047 8- 200007 000-
004

Wickham, H. (2009). ggplot2: Elcgant Graphics for Data Analysis. Mew Yook, NY:
Springer-Verlag.

Frontiers in Neurcanatonsy | waes frontersinong

178

Warch 2019 | Valume 13 | Aticle 28



Furgila et al

Diata Vieualkzation in Neuroscience

Yeatman, |. D, Richie-Halford, A Smith, J. K. Keshavan, A, and Rokem, A.
(2008). A browser-based tool for viswalization and analysis of diffusion MRI
data. Nat. Commnimn. 9:940. doi: 10.1038/54 1467-018-03297.7

Yu, B, and Silva, C. T. (2017). Visflow: web-based visnalization framework fior
tabular data with a subset flow model. IEEE Trans. Vis. Comput. Graph. 23,
251-260. dol: 10,1109/ tve g 201 6. 2598497

anu's B. R, Qin, H., Narasimhan, 5., Sunshine, M., Cao, H., Kane, I W.,
et al. (2005). High-throughput GoMiner, an ‘industrial-strength’ integrative
gene ontology tool for interpretation of multiple-microarray experiments, with
application to studics of Commeon Variable Immune Deficiency (CVID). BMC
Bivinforratics 6c 168, dok: 10,1 186/ 1471-2105-6-168

Conflict of Interest Statement: The authors declare than the research was

conducted in the absence of any commercial or financial relationships that could
be construed as a potential conflict of interest.

Copyright © 2019 Furcila, Garcia, Toader, Morales, LaToree, Rodriguez, Pastor,
DeFelipe and Alonso-Nanclares. This is an open-access article distributed under the
terms of the Creative Convmons Attribntion License (CC BY). The use, distribution
or reproduction in other forsms is permitted, provided the original author(s) and
the copyright owner(s) are credited and that the original pullication in this journal
is cited in accordance with accepted academic practice. No wse, distribution or
reproduction is permitted which does mot comply with thete terms.

Frontiers in Neucanatonmy | waw frontersin o 17

179

March 2019 | Volume 13 | Aticle 28






Journal of Aldheimer's Discase 69 (2009) 277-2588 77
DOL 10323 WIAD- 181263
105 Press

Phospho-Tau Changes in the Human CA1
During Alzheimer’s Disease Progression

Mamen Regalado-Reyes”, Diana Furcila®, Félix Herndndez*?, Jests Avila™,

Javier DeFelipe®™ and Gonzalo Leén-Espinosa™®*

*nstituto Cajal, CSIC, Madrid, Spain

P Laboratorio Cajal de Circuitos Certicales (CTB), Universidad Politécnica de Madrid, Madrid, Spain
“Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, CSIC-UAM, Madrid, Spain

YCIBERNED, Centro de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades Newrodegenerativas, Spain
*Departamento de Quimica v Bioquimica, Facultad de Farmacia, CEU San Pablo University -

CEU Universities, Madrid, Spain

Accepted 4 March 2019

Abstract. Despite extensive studies regarding tau phosphorylation progression in both human Alzheimer's disease cases
and animal models, the molecular and structural changes responsible for neurofibrillary angle development are still not
well understoad, Here, by using the antibodies AT100 (recognizes tan protein phosphorylated at Thr212 and Ser214 in the
proline-rich region) and pS396 (recognizes tau protein phosphorylated at serine residue 396 in the C-terminal region), we
examined phospho-tau immunostaining in neurons from the hippocampal CA 1 region of 21 human cases with tau pathology
ranging from Braak stage [ to V1. Our results indicate that the AT100/pS396 ratio decreases in CAl in accordance with the
severity of the disease, along with its colocalization. We therefore propose the AT IO/pS396 ratio as a new ool to analyze
the tau pathology progression. Our findings also suggest a conformational modification in taw protein that may cause the
disappearance of the AT100 epitope in the late stages of tau pathology, which may play a role in the toxic tangle aggregation.
Thus, this study provides new insights underlying the stages for the formation of neurofibrillary tangles in Alzheimer's
disease.

Keywords: Alzheimer's disease, hippocampus, AT100, neurofibrillary tangles, pS396, tau phosphorylation

INTRODUCTION ral lobe structures [2]. Damage to the hippocampus

causes profound impairments in long-term episodic

Neurofibrillary  tangles (NFTs), together with
amyloid-p (AR) plaques, are the major neuropatho-
logical hallmarks of Alzheimer’s disease (AD).
Symptoms in early stages of the disease include loss
of context, disorientation, and deficits in memory
functions [1]. 1t has also been proposed that the early
loss of episodic memory is closely associated with
the progressive degeneration of the medial tempo-
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Quimica v Bioquimica. Facultad de Farmacia, Universidad San
Pablo CEU, Madrid, Pozuclo de Alarcin, Madnd 28223, Spain.
E-mail: gonzalo leonespinosa @cewes.

memory [3-5]. suggesting a central role of the hip-
pocampus in learning and memory. In particular, the
CAl field has been proposed as a relevant region
for memory consolidation, since it represents a gate-
way of information between the hippocampus and
cortico/subcortical areas |6, 7). In support of this,
in AD cases, the CAl usually presents a clear atro-
phy when compared to the non-demented brains, as
well as a reduction in the number of neurons and
synapses, which comelates with cognitive decline [8—
12]. Recently, it has been proposed that features of
the CAl are key indicators of memory dysfunction
in amnestic mild cognitive impairment [13]. In this
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regard, it has been suggested that NFTs are most
closely correlated with cognitive decline, promoting
neuronal morphology impairment [ 14].

The main components of NFTs are the paired
helical filaments (PHFs), composed of aggregates
of abnormally hyperphosphorylated tau protein. In
AD, anomalous tau phosphorylation first appears
in the transentorhinal and entorhinal cortices; it
then spreads to the hippocampus and, eventually,
extends to the neocortex [15]. The monomeric form
of tau protein promotes assembly and stabiliza-
tion of microtubules [16]. playing a crucial role
in the cytoskeleton maintenance. However, once
tau is hyperphosphorylated, it decreases microtubule
binding affinity, inhibiting the assembly of micro-
tubules and changing the inmeraction with plasma
membranes. Some of the consequences of these mod-
ifications are the impairment of axonal transport, as
well as differential dendritic and post-synaptic tau
distribution, among others [ 17]. Recently, new harm-
ful roles have been associated with pathological tau,
such as targeting microglia to promote neuron phago-
cytosis [ 18] or the impairment of nucleocytoplasmic
transport, which would affect the integrity and func-
tioning of the nucleus of the neurons [19].

Tau protein contains over 80 potential tau phos-
phorylation sites that may alter the protein structure
and promote conformational changes, which in turn
may allow its aggregation [20, 21]. The microtubule
binding domain (a repeat region at the C-terminus) is
critical for PHF assembly while, in the proline-rich
region, the phosphorylation of T212/5214 residues
decreases the interaction with microtubules [22] and
prevents PHF formation [23]. These two phosphory-
lated amino acids form the epitope of the antibody
ATI100 [24].

It has been proposed that the sequential phospho-
rylation of tau protein is linked to NFT development
and the progression of AD [25]. Phosphorylation at
Ser202Thr205 (epitope recognized by the antibody
ATS8) represents an early degenerative change of the
cytoskeleton [26, 27], which plays a central role in
the successive tau phosphorylation [28] and has been
associated with early stages of the AD [29, 30]. ATS is
used to classify the neurofibrillary degeneration into
stages known as the Braak stages [31]. Conversely,
phosphorylation at site Ser396 is commonly related
to late stages, as it is mostly found in NFTs [29].
However. another study reported that tau phosphory-
lation at 5396/5404 is one of the earliest events in
AD [32], along with the truncation of the C-terminal
region [33, 34]. In addition. Luna-Mufioz et al.
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have characterized the sequential appearance of spe-
cific tau phospho-dependent epitopes, revealing that
AT100 appears after AT8 [34]. In general, although
these studies suggest that toxic tau aggregates are
formed by a cooperative and sequential tau hyper-
phosphorylation [35], further research is needed to
understand which events are crucial to promote
neurodegeneration.

In the present study, we have used the antibodies
AT 100 and pS396 which are directed against different
phospho-tau sites to examine the phospho-tau stain-
ing in neurons from the human hippocampal CA1
region. For this purpose, we have studied humanbrain
samples from individuals with tau pathology with a
neurofibrillary tangle Braak stage ranging from [ to
V1. Our findings revealed that the AT 100/pS396 ratio
decreased in CAl and that this decrease is in accor-
dance with the severity of the disease. Furthermore,
the lower ATI00/pS396 ratio was in parallel with
a decrease in the colocalization of immunostaining
using AT 100 and pS396 antibodies,

MATERIALS AND METHODS

Human bmin tissue samples were obtained
from two different sources: Banc de Teivits New-
rologics from  Hospital  Universitari Clinic  de
Barcelona (Dr. 1. Ferrer, Servicio de Anatomia
Patologica, IBIDELL-Hespital Universitario de Bel-
Ivitge, Barcelona, Spain) and the Banco de Tejidos
Fundacion CIEN (Dr. A. Ribano, Area de Neuropa-
tologia, Centro Alzheimer, Fundacion Reina Sofia,
Madrid, Spain). Clinical data and other variables
about cases were obtained from each individual
{Table 1). Samples were obtained from 4 subjects
with no evidence of cognitive impairment or demen-
ta (IF9, IF8, AB5 and ABG), and 17 cases with
AD (VK2, VK2I. BCNI11, BCN15, BCN4, BCNZ,
BCNG, BCN10, VK15, VK27, VK28, BCNI, BCN7,
BCN9, BCN12, BCNI3 and VKI16), According to
the clinical and neuropathological criteria provided
by the above-mentioned centers, the cases were clas-
sified in Table 1 from low to high Braak staging.

Tissue blocks were fixed in cold 4% paraformalde-
hyde (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 0.1
M sodium phosphate buffer (PB; Panreac, 131965,
Spain) pH 7.4 for 24-48h. After fixation, the tis-
sue was washed in PB, cryvoprotected (30% sucrose
solution for at least 24 h) and frozen at -20°C for
longer preservation. Serial 50 pm thick coronal sec-
tions from the hippocampus were obtained using a
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Table 1
Pathological and technical nformation of the 21 cases from which the brain samples were oblained. We have used an intemal code toensune
the confidentiality of each sample. LBD, Lewy body disease; HS, hippocampal sclerosis: Syn, synuclein; -, not available

Cases Ageiy)  Gemder  Postmorten  Braak  CERAD  Evidence of  Additional Neurological diagnosis

delay (hamin) stage stage cognitive
wnpairment
or dementia
1] T2 Male EHC] 1 Nonec NO Moulti-infarct encephalopathy: Argyrophilic
grain disease stage [1
VK2 87 Male E It A YES Small Vessel Disease. Signs of
ischemia-acute global anoxia, with
infarction in the left hippocampus
IF% 9 Male 2:30 m A NO Argyrophilic grain disease stage 111
neuronal ballooning
VE2I T8 Female 3:30 I MNone YES Vascular allerations
BCNI1 o4 Female 5:45 111 None YES Associated Parkinsonism
BCNI1S 64 Female 3 m MNone YES LBIY Small Vessel Disease
ABS 59 Male 4 11 None NO -
AB6 92 Female 4 m A NO Aging-related tau astrogliopathy
BCM4 87 Female 5:30 v B YES TDP43: HS
BCN2 82 Female 2 v C YES aSyn (amygdala): HS
BONG 76 Female 5 v C YES TDP43 (limbic); HS
BCNI10 80 Female 5 W C YES Meningioma
VKIS By Male 2:30 v o YES Vascular alterations; HS
WR2T 95 Female 4 v B YES LBD tamyodala)
VEIR B Female 5:30 v C YES LBD (limbic)
TDP43 (hippocampus)
BCXI 9 Male 4:30 vl C YES Microinfarctions
BCNT B Female 4:15 W1 IS YES TDP43 (amygdala)
BCN9 84 Female 5 vl C YES TDP43 {limbic);
aSyn {orbitofrontal); HS
BCNI2 74 Femuale 3:30 ¥l C YES Small Vessel Disease
BCNI13 83 Male 2:30 W1 C YES Vascular encephalopathy: LBD (amygdala)
VK16 BE Female 2 W1 C YES Vascular allerations; LBD; HS
microtome (MICROM, HM450; freeze unit, KS34, were dehydrated, cleared with xylene and cover-
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). slipped.

Selected sections were first nnsed in 0.1 M To study tau phosphorylation colocalization, dou-
PB, pretreated in 2% H>0: for 30 min to remove ble immunostainings were performed. Sections were
endogenous peroxidase activity. and then incu- first rinsed in 0.1 M PB. pretreated in 2% H>O: for
bated for 1h at room temperature in a solution 30 min, and then incubated for 1 h at room tempera-
of 3% normal horse serum (Vector Laboratories ture in a solution of 0.25% Trton-X (Merck) with
Inc., Burlingame, CA) and 0.25% Triton-X (Merck, 3% normal goat serum (Vector Laboratories Inc.).
Darmstadt, Germany). Subsequently, sections were The sections were then incubated for 48h at 4°C
incubated for 48h at 4°C in the same solu- with the primary antibodies: mouse anti tau (phospho
tion with mouse IgG l-anti-phospho-tau, clone ATS Thr212/5er214; AT100) (1:500, MN 1060, Thermo
{1 : 2000, MN1020, Thermo Scientific), mouse anti- Scientific) and rabbit anti-Tau (PHF-Tau clone PHF1

human AR antibody (1:50, clone 6F/3D; Dako, p5396) (1:2000, 44752 G, Invitrogen Corp.. Carls-
Glostrup, Denmark) or rabbit anti phospho (409/410) bad, CA, USA). Afterwards, sections were rinsed in
TDP43 (1:500; 22309-1-AP; Proteintech, Chicago, 0.1 M PB and incubated for 2 h at room temperature
IL, USA). Sections were then processed with a sec- in different solutions containing a goat anti-rabbit
ondary biotinylated horse anti-mouse IgG antibody antibody coupled to Alexa Fluor 594 and a goat
(1: 200, Vector Laboratories), and then incubated for anti-mouse coupled to Alexa Fluor 488 (1:1000;
1 h in an avidin-biotin peroxidase complex (Vectas- Molecular Probes, Eugene, OR, USA) along with
tain ABC Elite PK6100, Vector) and, finally, with the DRAQS (1:5000; abl08410 Abcam, Cambridge,
chromogen 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochlo- UK), a far-red fluorescent DNA dye used to label the
ride (DAB: Sigma-Aldrich). Thereafter, sections cell nucleus [36]. The sections were finally washed
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and mounted with ProLong Gold Antifade Reagent
(Invitrogen Corp. ).

As fixation could affect the biochemical properties
of proteins, such thatthe antigen of interest is masked,
we performed antigen retrieval before immunostain-
ing to confirm that the epitopes were still recognizable
by our primary antibodies. For that purpose, several
sections were incubated in a 10 mM sodium citrate
buffer (pH 8.5) for 30 min at 80°C before incubation
in 2% H>0s.

Image acquisition and analysis

Immunofluorescence sections were examined with
a Zeiss LSM 710 confocal laser scanning system
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany).
They were recorded at 0.35 pm (63x objective) or
0.5 um intervals (40x objective) through separate
channels, and ZEN 2012 software (Zeiss) was then
used to construct composite images from each opti-
cal series by combining the images recorded through
the different channels (image resolution 1024 x 1024
pixels; pixel size 188 nm). Z depth in every confo-
cal stack was 40 pm. We scanned at least 6 image
stacks from the whole CA1 region from each case (at
least one section for each tissue sample). We manu-
ally quantified the number of the colocalizing neurons
(somas) by analyzing each confocal plane.

Measurements of AB plaques in CA1 area (mm?)
were performed using Neurolucida software (Micro-
BrightField, Williston. USA). We have used one
coronal section from each case. Normality and
homoscedasticity of mean values obtained were
analyzed with the Shapiro-Wilk and Levene tests,
respectively. As normality and homoscedasticity cri-
teria were satisfied, we used a paired t test to compare
between the AT 100/pS396 ratios and colocalization
percentage mean values obtained in low (I-I1T) and
high (V=VT) Braak Stage (GraphPad Prism version
5.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA, hup/fwww.graphpad.com). The results
are presented as mean = standard deviation of the
mean (SD).

RESULTS

We have performed double immunofluorescences
using the antibodies AT100 and pS396 to study the
differential staining of the two markers depending on
the severity of the disease associated with the neu-
rofibrillary pathology. Our analyses were carried out
using brain coronal sections containing the anterior
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portion of the CAl region of the hippocampus from
21 autopsies of cases presenting different degrees
of tau pathology, most of them diagnosed with AD
{see Table 1). In order to classify the neurofibrillary
pathology from the samples used in this study, we
have considered the crteria provided by the donor
Hospital or Foundation (see the Materials and Meth-
ods section ), which is based on the profiles described
by Braak et. al. (1994} using ATS labeling (Braak
staging). Figure 1 shows the differential pattern of
tau phosphorylation (AT100and pS396) from a Braak
stage I'V case.

Characterization of ATHOO and pS396 staining
and cell viability in CAI newrons

The pattern of staining of the phospho-tau neurons
was studied in detail. Figure 2A shows an exam-
ple of a neuron from a Braak stage I case stained
both with AT100 and pS396 that shows a granular
inon-fibrillar) staining. This kind of staining may
indicate an intermediate form of tau fibrils and has
been described as an early event in the develop-
ment of tau pathology [37]. Moreover, we found
that in the cells showing a granular staining. AT100
labeling was also always present, either colocaliz-
ing with p5396 (Fig. 2A; empty yellow arrow) or
alone (Fig. 2E: empty purple arrow). However, no
granular AT100 negative but pS396 positive cells
were found, supporting the notion that AT 100 epitope
appears prior to Serine 396 phosphorylation. In addi-
tion to the granular pattern of staining, we found cells
in an intermediate stage between granular and NFT
(Fig. 2C: empty yellow arrow). These cells were pre-
dominantly stained with AT100 and the majority of
them showed isolated pS396 positive fibers or small
aggregates in the process of forming (pre-tangles).
Finally, it is worth noting that we found all possi-
ble phospho-tau combinations in the NFTs analyzed:
AT 100 positive (Fig. 2D; purple arrows), pS396 pos-
itive (Fig. 2C, E: white arrows), and AT100/pS 396
positive (Fig. 2B, C; yellow arrows).

Based on the nuclear DRAQS staining, we have
alsoanalyzed the nucleus integrity of the phospho-tau
labeled neurons. When a neuron dies, the intrancu-
ronal aggregates (INFTs) of hyperphosphorylated
and misfolded tau become extracellular tangles
(eNFTs, known as “ghost” tangles) [25]. Based on
this, we found viable nuclei in all cells stained with
a granular AT100 or AT100/pS396 (Fig. 2A; empty
yellow arrows and Fig. 1E: empty purple arrows).
Conversely, ghost tangles are only found in the
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Fig. 1. Photomicrographs showing the pattern of hyperphosphorylated tau immunostaining using pS396 (A and C) and AT100 (B and D)
antibodies in two adjacent coronal sections from the hippocampus of an AD case (BCN4). Small squared zones in A and B are shown at
higher magnification in C-D (CAL ficld of the hippocampus). Scale bar shown in D indicates 1824 pm in A-B and 114 pm in C-D.

pS396 positive NFTs (Fig. 2C, E: white amrows).
Nonetheless, when analyzing cells showing either an
AT100 NFT or an AT100/pS396 NFT, we did not
find any alteration of their nuclei (Fig. 2B, C; yel-
low arrows). However, the nucleus was completely
missing if pS396 immunoreactivity is predominant
in NFTs labeled both with AT100 and pS396. Thus,
the presence or absence of the nucleus appears to
be dependent on the pS396 and AT100 immunore-
active elements, with AT100 epitope appearing to
protect cell integrity while pS396 seems to promote
cell death.

ATI100/pS396 ratio and Braak stage

After characterizing the AT100 and pS396 label-
ing, we studied the ratios and colocalization values
between these two markers, comparing early Braak
stages (I-III) and late Braak stages (IV—VI). Our
results indicate that the progression of tau pathology
inversely correlates with the AT100/pS396 ratio (see
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Table 2). Cases with lower Braak stages display a
higher ratio than cases with higher Braak stages. Fig-
ures 3A and 3B shows representative examples of the
AT 100 and pS396 immunostaining. Figure 3C shows
that the differences found are statistically significant.
In most of the analyzed cells, an intense labeling of
pS396 was normally present in the NFT, which indi-
cates a late state in the progression of PHF assembly.
This reverse correlation was also observed when the
colocalization percentage versus the Braak staging is
compared (Fig. 3C). In the IV—-VI Braak cases, the
colocalization percentage was 30,8%, whereas in the
I-11I Braak cases, the colocalization was 74.8%. As
for the AT100/pS936 ratio, the differences observed
were statistically significant.

Furthermore, since TDP-43 accumulation is asso-
ciated with cognitive impairment and dementia, we
have determined the relationship between TDP43 and
the progression of AD (see Supplementary Fig. 6 and
Table 2). Our results are in accordance with previous
reports which indicate that, in advanced AD cases,
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Fig. 2. Photomicrographs belonging to cases with Braak stage 1(A), I (B), and VI(C, D, and E) illustrating the different patterns of AT100
(green), pS396 (red), and DRAQS (grey) labeling found. Empty arrows indicate neurons with a granular staining—either AT100 positive

(empty purple arows) or both AT100 and pS396 positive (empty yellow arrows). Filled arrows indicate NFTs: AT100 positive (purple
amrows), pS396 positive (white arrows), or AT 100 and pS396 positive (yellow arrows). Higher magnification of panels in Supplementary

Figs. 1-5. All scale bars: 40 um
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Table 2
Table shemving the number of AT 100 and pS396 ir-cells in each case, along as the volume snalyzed, the ratio ATHVpS396 and the percentage
of colocalization. In addition, the table shows the number of plagues permm? and if TDP43 cytoplasm inclusions were present. =, not available

Cases  Brask CERAD Numberof Numberof Total volume Ratio Percentage of  Number of TDP43
AT100 Po 396 analyzed ATIOVpS396  colocalization AP plaques/  eytoplasm
ir-cells ir-cells {mm") mm* inclusions

I I None 3 4 0.054 0.75 15 0 NO

VK2 1 A 2 il 0.136 093 935 - NO

13 I A 12 16 0,067 0.75 64.7 0 NO

VE2I i} A 36 57 0.119 063 63l 1.0l NO

BCNII 1 Mone 20 25 0.102 .80 80 0 -

BCNIS 1 None 3l I8 (153 1.10 843 0 N0

ABS i None 13 13 0.067 1 85.7 0 NO

ABGO 1 A 10 1% 0071 0.53 516 203 NO

BCN4 v B 81 231 0.119 0.35 7.3 4.61 NO

BCN2 v C 43 76 0.054 .56 52.5 .59 -

BCNG ¥ C 27 124 019 0.22 19.8 384 YES

BCNID W C i3 96 0,102 0.34 30.3 23.11 YES

VEI13 ¥ C 3% A0 0.102 0495 695 - -

VE2T Al B 30 16 0119 0.26 14 22.96 NO

VE2R v C 67 156 0.119 0.43 429 56.47 YES

BCNI vl C 41 T4 0.102 055 40.2 19.53 YES

BONT vl C 27 140 0.102 017 12.3 618 -

BONG Vi C 4 k7 0102 0.12 12.5 9,35 -

BCNI2 ¥l C ird 169 0119 013 9.1 40.37 YES

BCNIZ VI C 65 9 0.085 0.65 56.2 1.7 YES

VEI6 Vi C kY M6 0.102 0.15 13.6 10.49 YES

TDP43 positive cytoplasmic inclusions are found in reported that AD affects about 80% of individuals

around 75% of the cases [38]. Finally, we have mea- over 65 years, but dementia only occurs in a small
sured the number of AR plagues in CAl region for percentage of individuals at this age (the prevalence
each case which, as expected, correlates with the of dementia in AD increases o 25% in 80-year-old
severity of the disease (see Supplementary Fig. 6 and individuals). Consequently, it is possible that cases
Table 2). IF8, AB5 and ABG represent a pre-dementia stage of

AD (prodromal AD) [40].
The profiles of several phosphorylation sites have

DISCUSSION been recently analyzed by western blot to character-
ize the temporal and spatial phosphorylation patterns
The main findings in the present study are: 1) the in AD tau pathology [41]. However, western blot
AT 100/pS396 ratio decreases in line with the increase studies with AD samples provide an average signal
in the tau pathology of the samples analyzed and 2) of mixed iNFTs and eNFTs, making interpretation
the majority of the neurons in the CA1 area of human of the results difficult. Therefore, we have used an
samples with a Braak stage of IV—=VI do not show immunocytochemical approach to study the possible
colocalization between the ATI00 and pS396 tau tau pathology progression in single neurons,
antibodies (73%). We also demonstrated that, in the In a native unfolded state, tau protein adopts
late Braak Stages, pS396 phosphorylation is predom- a  “paperclip”  conformation  [42].  Pseudo-
inant in most of the hippocampal neurons analyzed. phosphorylation experiments, targeting epitopes that
Similar results have been reported when analyzing are recognized by PHF-1 antibody (S396/5404),
ATS and pS$396 tau immunostaining [39]. Therefore, showed that the paperclip conformation is opened
the use of phospho-tau antibodies in immunohisto- up [43]. The NFTs evolve in a sequential manner
chemistry may show an underrepresented population depending on the tau conformation adopted. Garcia-
of positive phospho-tau cells, especially in advanced Sierra et al. demonstrated that Alz50 conformation,
AD cases. Regarding the cases that were considered which has the N- and C-terminus intact, precedes the
control but that after histopathological analysis of tau 66 conformation, characterized by truncations
the brain samples showed NFTs with or without AR in the N- and C-terminus [44]. Thus, the order in
plaques in the hippocampal formation, it has been which tau protein is phosphorylated may affect the
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Fig. 3. Representative photomicrographs showing the pattern of both AT100 and pS396 immunostaining in cases with low (I-1II) (A) or high
(V=VI) (B) Braak Stages. White arrows mark examples of neurons presenting no colocalization, whereas yellow arrows mark double-labeled
neurons. (C) Histograms show the AT100/pS396 labeling ratio (left) or the colocalization percentage (right) in all the cases examined in
this study grouped by low or high Braak Stage. A paired t test found significant differences in the compansons between low and high Braak
stages for both AT100VS396 ratio and colocalization (mean £ SD). *** p <0.0005. Scale bar: 60 pm

tridimensional structure of tau. If this is the case,
our results strongly suggest that the transition from
T212/S214 to S396 phosphorylation promotes tau
protein misfolding—a change that could be respon-
sible for hiding the recognition sites for AT100
antibody. Further studies are needed to determine if
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this event is capable of triggering a conformational
change that promotes transition to a toxic NFT.
However, there are other possibilities that could
explain the results obtained here: 1) serine at position
396 is mostly phosphorylated by GSK3 (via insulin
receptor signaling), whereas AT100 recognition
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sites are phosphorylated by other kinases such as
Dyrkl., PKA, JNK., or PKB/AKT (NMDA and
calcium signaling) (21, 45-47]. Therefore, we could
hypothesize thata specific neuron-dependent activity
of one or more phosphatase/kinase is affecting the
tau phosphorylation pattern in the progression of
the disease. 2) Another possibility is that, after
generation of truncated tau subproducts [44]. the
C-terminal aggregated region is not accessible to
proteases but the proteolytic cleavage is feasible in
the proline-rich region.

The anmalysis of the abnormal posttranslational
modifications of tau may be dependent on the AR
aggregates or other pathological hallmarks such as
TDP43 cytoplasmic inclusions. Here, we have shown
that the number of AR plaques or the TDP43 cyto-
plasm accumulation comelate, as expected, with the
severity of the disease. Further studies are needed to
study their possible role in the activation of signaling
pathways involved in tau phosphorylation. Another
issue to take into account is the influence of the
postmortem delay on tau and other proteins” struc-
ture/degradation [48, 49]. The postmortem delay in
human brain samples usually ranges from around 2
hours to several days—a fact that should be taken
into consideration when establishing relationships
regarding tau phosphorylation and its impact on the
development of AD. Our results come from the anal-
ysis of samples with very low postmortem intervals,
minimizing the possible effects of tau degradation
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(see Table 1) thereby avoiding biased antibody recog-
nition results.

Although PHF assembly is phospho-tau depen-
dent, this tau modification does not necessarily have
to be harmful. For example, it has been described
that tau phosphorylation occurs naturally in hiber-
nating mammals and is a non-pathological, reversible
event [50]. The sequence recognized by AT100 and
pS 396 antibodies is conserved in human and in Syrian
hamster—a small mammal with the capacity to hiber-
nate under adverse conditions [51], which suggests
that these phosphorylations could also be reversed in
AD cases. In others studies, it has been described that
phosphorylation of tau on threonine 205 may have a
protective role by preventing Ap-induced excitotoxi-
city [52] and that sernine 305 phosphorylation inhibits
tau aggregation [53]. In addition, in vitre experi-
ments revealed that phosphorylation of threonine 212
may inhibit the toxic aggregation of tau [23]. Finally,
it has been shown that tau phosphorylation at sites
202/205 alone is not sufficient to promote dendritic
spine degeneration in human pyramidal neurons from
AD cases [54].

The development of neuronal cytopathology in
AD reveals an interesting relationship: tau phos-
phorylation seems to sequentially advance from the
N-terminal to the C-terminal domain, as illustrated
in Fig. 4. We also highlight that tau phosphoryla-
tion, inthe N-terminal or proline-rich regions, inhibits
PHF formation and prevails during the early stages,

Microtubule-binding
domain
AT100 Serits
Thr212 Sar214 I
CDES
I CKE12
CaMKll CalMKl GSK3
CDKS CDKS MAPY
CK12 CE1R2
DYRK DYRE
GSK3 GSK3
WAAFH PHA
PHA PEB
PKB PKC
PHN
MN-terminus Progression of hyperphosphorylation C-terminus

Fig. 4. Direction of the progression of tau protein hy perphosphorylation. The proline-rich domain contains the epitope which is recognized by
the AT100 antibody, whereas pS 396 antibody recognizes the C-terminal region. Specific kinases phosphorylating each residue are illustrated.
A blue arrow highlights the sequential tau hyperphos phorylation from the N-ierminal to the C-erminal.
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whereas phosphorylation in the C-terminal is associ-
ated with PHF assembly and is the dominating feature
during the late stages of the disease.

Conclusions

Our work represents a step forward in the under-
standing of NFT development and the progression of
AD. We have characterized, using double immunoflu-
orescence techniques, the staining of a proline
rich region directed phospho-tau antibody (epi-
tope AT100) and a C-terminal directed phospho-tau
antibody (pS396). Our findings revealed that the
AT100/pS396 ratio and the colocalization between
these two phospho-tau markers decreases along with
the severity of the disease in CAl, a hippocampal
region linked to memory consolidation. This result
may indicate that a conformational change in the tau
protein hides the recognition site for the AT100 epi-
tope during the late stages of the disease. As tau
phosphorylation in the N-terminal or proline-rich
regions inhibits PHF formation, this possible struc-
tural change could favor the aggregation of toxic tau
and cell death,

In view of our results, the analysis of the CAl
region using double immunostaining with AT 100 and
anti-pS396 antibodies could provide more clues to
correlate the tau phosphorylation pattern with the
progression of AD.
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