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1. ANGIOPATÍA AMILOIDE CEREBRAL 

1. 1.  Epidemiología y clínica 

La angiopatía amiloide cerebral (AAC) es una enfermedad del sistema nervioso central 

que se caracteriza por el depósito anómalo de amiloide en la vasculatura cerebral y se 

clasifica en diferentes tipos dependiendo de la proteína amiloide que se deposite. 

Hasta la fecha se conocen 7 proteínas diferentes implicadas en la AAC entre las que 

se incluyen la proteína β-amiloide (ßA), cistatina-C, proteína amiloide priónica, 

transtirretina, ABri/ADan, gelsolina y proteína amiloide que proviene de 

inmunoglobulinas de cadena ligera1. La forma más común de AAC se debe al depósito 

de βA, que suele ser una enfermedad esporádica y afecta mayoritariamente a 

ancianos2. El βA insoluble se acumula en la pared de los vasos corticales y 

meníngeos, reemplazando las células del músculo liso e induciendo la degeneración 

vascular. Sin embargo, el βA también puede acumularse en los capilares cerebrales. 

Esta proteína se origina por el procesamiento anómalo secuencial de la proteína 

precursora amiloide (APP) por la β-secretasa y la ɣ-secretasa, generando 

principalmente péptidos de 40 y 42 aminoácidos. El plegamiento anormal del material 

amiloide produce una estructura secundaria de lámina plegada en β, que forma fibrillas 

amiloides altamente insolubles3. 

La prevalencia de la AAC esporádica aumenta con la edad y está presente en el 50% 

de las personas con más de 70 años, llegando al 80-90% de los pacientes con 

enfermedad de Alzheimer (EA)4. La consecuencia clínica más relevante es la 

hemorragia intracerebral (HIC) que suele ser lobar y sintomática5. Se estima que la 

proporción de hemorragias espontáneas en ancianos atribuibles a AAC es de 

alrededor del 10% al 20% en series de autopsias y del 34% en series clínicas6, 7. 

Estudios de Resonancia magnética cerebral (RM) han permitido identificar marcadores 

radiológicos característicos de la AAC como la presencia de microhemorragias 
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corticales lobares, siderosis superficial cortical, hemorragias subaracnoideas, 

hiperintensidades de la sustancia blanca, espacios perivasculares dilatados en el 

centro semioval y microinfartos corticales8. Otras consecuencias clínicas descritas en 

pacientes con AAC incluyen episodios neurológicos focales transitorios y recurrentes9. 

Además, estos pacientes suelen presentar deterioro cognitivo, menor velocidad de 

percepción y deterioro de la memoria episódica, independientemente de si tienen EA 

asociada o no7. A pesar de que la AAC es muy frecuente en pacientes con EA, la 

mayoría de los casos de AAC que desarrollan una HIC no presentan signos de 

demencia propias de la EA11 y sólo una minoría de los pacientes diagnosticados de EA 

desarrollan una HIC relacionada con la AAC12.  Cabe destacar que la AAC no se 

asocia con hipertensión arterial, arteriosclerosis ni con amiloidosis en otros órganos13. 

Existen formas familiares o hereditarias de AAC que a menudo se presentan a una 

edad más temprana con un cuadro clínico más grave, siendo formas extremadamente 

raras y relacionadas con trastornos autosómicos dominantes. En estos casos, con 

frecuencia se observa un deterioro cognitivo mientras que la HIC no es una 

característica que se dé en todos los casos13. 

1.2. Hallazgos neuropatológicos 

El depósito vascular de ßA es irregular y segmentario, y se encuentra en vasos 

corticales y leptomeníngeos del cerebro y cerebelo, principalmente en las arterias. 

Sigue un patrón de distribución que se inicia en regiones posteriores cerebrales y se 

extiende a los lóbulos parietales, frontales y temporales y, finalmente, al cerebelo, 

siendo muy escaso el depósito de βA en vasos de los ganglios basales, tálamo, tronco 

cerebral y sustancia blanca 4.  

El depósito vascular de amiloide afecta inicialmente a vasos leptomeníngeos y 

corticales superficiales, mientras que en los casos más avanzados de AAC la mayoría 

de las arterias y arteriolas muestran un depósito de amiloide prominente. Las arterias 
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leptomeníngeas de tamaño medio presentan el depósito en las regiones más 

periféricas de la capa media y adventicia mientras que las paredes vasculares de 

pequeñas arterias y arteriolas a menudo se encuentran completamente reemplazadas 

por este depósito, a excepción de las células endoteliales14.  

La AAC puede clasificarse neuropatológicamente3 en dos tipos en función del tipo de 

vaso al que afecta (Fig. 1): 

• AAC tipo I: los depósitos vasculares de βA afectan a arterias meníngeas, corticales y 

capilares cerebrales.  

• AAC tipo II: afecta a arterias meníngeas y corticales, sin afectación de capilares. 

 

Fig.1. A. Ejemplo de AAC tipo I en la que se puede ver expresión inmunohistoquímica de βA en arterias corticales y 

capilares. B. Ejemplo de un caso de AAC tipo II en la que se observa depósito de βA únicamente en arterias corticales, 

sin depósito en paredes de capilares. 100x. 

En 1991, Vonsattel et al. describieron una escala de afectación histológica de la AAC 

basada en las alteraciones morfológicas vasculares que identificó tras comparar casos 

de AAC sin y con HIC, que posteriormente en 1997 modificó junto a Greenberg et al.15, 

16 (Fig.2): 

• Grado 0: ausencia de depósito vascular de amiloide.  

• Grado 1: depósito vascular de amiloide en vasos sin alteraciones morfológicas 

destacables en la hematoxilina-eosina (H-E). 
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• Grado 2: vasos que muestran una sustitución de la capa media por depósito 

vascular de amiloide (vasos engrosados y de apariencia rígida). 

• Grado 3: depósito vascular de amiloide en vasos con separación de las capas de 

la pared, dando lugar a imágenes en “doble carril”. 

• Grado 4: depósito vascular de amiloide en vasos con necrosis fibrinoide de la 

pared, aterosis y estructuras aneurismáticas. 

Se han descrito otras escalas para gradar la severidad de la AAC definidas por 

ejemplo por la cantidad o forma del depósito de βA presente en los vasos, teniendo en 

cuenta el número de vasos afectados y si el depósito es parcheado o no17, 18. El hecho 

de que no haya un consenso respecto a la gradación neuropatológica de la gravedad 

de la AAC impide un correcto análisis de los diferentes estudios patológicos entre 

diferentes centros.  
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Fig. 2. Escala de Vonsattel modificada por Greenberg de afectación vascular por angiopatía amiloide. Grado 0: no se 

observa afectación vascular con H-E (A) ni con βA (B). Grado 1: en la H-E no se identifican alteraciones morfológicas 

(C), pero sin embargo se encuentra depósito de βA en el estudio inmunohistoquímico (D). E y F: Ejemplos de grado 2 

con engrosamiento y rígidez de los vasos en la H-E y βA positivo. G y H: Ejemplos de grado 3 con imágenes de doble 

carril en la H-E y βA positivo. I y J: Ejemplos de grado 4 con un vaso que muestra necrosis fibrinoide en la H-E. Sin 

embargo, en este mismo vaso se observa un mínimo depósito de βA debido a que la mayoría de la pared presenta una 

necrosis fibrinoide. A y B, C y D, E y F, G y H, I y J son imágenes de cortes consecutivos. 100x. 
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1.3.  Diagnóstico y tratamiento de la AAC 

Para el diagnóstico de la AAC se utilizan los criterios clínicos presentados en 200119 y 

modificados en 201020. Se conocen como los criterios diagnósticos de Boston y 

encontramos las siguientes categorías: 

- AAC definitiva: cuando tras la autopsia se demuestra que hay una hemorragia 

lobar, cortical o córtico-subcortical con demostración histológica de 

vasculopatía por AAC severa15 y ausencia de otras causas de hemorragia 

(como tratamiento anticoagulante excesivo definido como Índice Internacional 

Normalizado o INR ≥ 3.0, antecedente de traumatismo cráneo-encefálico, ictus 

cerebral con transformación hemorrágica, tumor cerebral con hemorragia, 

malformación vascular, vasculitis y discrasia sanguínea o coagulapatía (INR ≥ 

3.0 u otra anormalidad analítica no específica de una posible AAC). 

- AAC probable con datos clínicos y patológicos (biopsia cortical o hematoma 

evacuado) que lo apoyen demostrando que hay una hemorragia lobar, cortical 

o cortico-subcortical junto a vasculopatía por AAC de cualquier grado15 y 

ausencia de otras causas de hemorragia.   

- AAC probable con datos clínicos (edad ≥ 55 años) y radiológicos (RM o TAC 

cerebral) que lo apoyen evidenciando múltiples hemorragias limitadas a 

regiones lobar, cortical o córtico-subcortical en ausencia de otras causas de 

hemorragia; o bien, una hemorragia única con las características descritas 

junto con siderosis superficial cortical focal (≤3 surcos) o diseminada (≥4 

surcos) y ausencia de otras causas de hemorragia o siderosis. 

- AAC posible con datos clínicos de edad ≥ 55 años y radiológicos que 

demuestren hemorragia lobar, cortical o córtico-subcortical única en ausencia 

de otras causas de hemorragia, o bien siderosis cortical focal y diseminada en 

ausencia de otras causas. 
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Respecto al tratamiento de la AAC, éste se limita a intentar reducir las consecuencias 

clínicas de la HIC y su recurrencia. Para ello, se recomienda un control estricto de la 

presión arterial incluso a través de tratamiento con antihipertensivos21 y evitar 

tratamiento con anticoagulantes por el riesgo de recurrencia de la HIC22. En pacientes 

con antecedentes de ictus isquémico por fibrilación auricular y posible AAC, puede ser 

recomendable el uso de anticoagulantes orales de nueva generación23. El papel de las 

estatinas como tratamiento en estos pacientes es conflictivo, ya que, aunque puede 

presentar beneficios en cuanto a la prevención de la enfermedad cardiovascular, se ha 

descrito riesgo de recurrencia de HIC. Por el momento, no se recomienda evitar su 

uso en pacientes con AAC23.  

Se han realizado pocos ensayos clínicos en pacientes con AAC. Uno de ellos estudió 

el Ponezumab (PF-04360365, Pfizer), anticuerpo monoclonal dirigido al extremo C-

terminal del Aβ40 que mostró eficacia reduciendo los depósitos de AAC en un modelo 

transgénico de EA y AAC, mientras que no se observaron diferencias entre placebo y 

este fármaco en un ensayo clínico con humanos23, 24. Hasta la fecha, no hay un 

tratamiento específico para pacientes con AAC. 

 

2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

2.1.  Epidemiología y clínica  

La demencia es un síndrome que se caracteriza por un deterioro cognitivo que afecta 

la memoria, el intelecto, el comportamiento y la capacidad para realizar actividades de 

la vida diaria25. Se estima que hay más de 50 millones de personas que viven con 

demencia en todo el mundo, una cifra que se considera que alcanzará los 152 

millones en 205026. La EA es su causa más común y supone un 60-70% de los 

casos27. Menos de la mitad corresponden a EA pura mientras que la mayoría son 

demencias mixtas en las que se identifica EA acompañada de otras enfermedades 
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neurodegenerativas como la demencia vascular, la enfermedad con cuerpos de Lewy 

(demencia de cuerpos de Lewy o enfermedad de Parkinson), la demencia 

frontotemporal lobar o la esclerosis hipocampal28. Su prevalencia entre los 65-69 años 

es de aproximadamente 1 por cada 100 individuos, doblando a 2 por cada 100 

individuos a los 70 años29. La mayoría de los casos de EA son esporádicos (>95%), y 

se presentan a una edad tardía (80-90 años) 30. Sólo en un 1% de los casos se han 

encontrado mutaciones hereditarias en las que la enfermedad aparece a una edad 

más temprana. Dichas mutaciones afectan a genes implicados en el procesamiento de 

ßA como son los genes APP (proteína precursora del amiloide), PSEN1 (presenilina 1) 

o PSEN2 (presenilina 2)31. 

La EA es una enfermedad crónica con una larga fase preclínica y prodrómica de unos 

20 años, en la que el deterioro cognitivo es leve, y una fase clínica o sintomática de 

unos 8 a 10 años, en la que el paciente muestra claros signos de demencia32. El déficit 

de memoria reciente es lo más característico, mientras que la memoria a largo plazo 

se encuentra preservada. Los pacientes con EA pueden presentar problemas en el 

lenguaje relacionados con la dificultad para encontrar palabras al expresarse o incluso 

afasia, defectos espacio-visuales como perderse en lugares familiares o dificultad en 

encontrar objetos, una menor agilidad mental y dificultad en la atención y en la 

resolución de problemas33-35.  

Recientemente, el estudio de biomarcadores mediante el análisis del líquido céfalo-

raquídeo (LCR) y de imagen pueden ayudar en el diagnóstico clínico de la EA 

independientemente de la sintomatología de los pacientes. Una baja presencia de 

βA42 en el LCR o una tomografía por emisión de positrones (PET) positiva para 

amiloide se relacionan con cambios patológicos de EA36, 37. La demostración adicional 

de pTau en LCR o PET positivo para tau sería necesaria para el diagnóstico de EA, ya 

que el depósito de amiloide y de tau son los dos biomarcadores de esta entidad. Otros 

signos de daño neuronal incluirían el aumento de tau total en LCR, atrofia cerebral en 
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el estudio de RM o hipometabolismo en fluorodesoxiglucosa (FDG) que junto al PET 

pueden añadir información del estadio de gravedad de los cambios patológicos de la 

EA38-40. Por el momento, estos análisis se utilizan principalmente con fines de 

investigación y su uso clínico está reservado para cuadros clínicos atípicos que no 

permitan un diagnóstico fiable de EA36. 

Debido a que otras demencias pueden confundirse clínicamente con EA y que muchos 

de los casos de EA no son puros, el diagnóstico patológico continúa siendo el gold 

standard para su correcta clasificación. Por otro lado, se puede encontrar patología de 

tipo Alzheimer en autopsias de pacientes sin síntomas de demencia o con leve 

deterioro cognitivo que no cumplen por completo los criterios diagnósticos de EA30, 41. 

2.2.  Hallazgos neuropatológicos 

2.2.1.  Hallazgos macroscópicos 

Los cerebros de pacientes con EA muestran una atrofia cortical fronto-temporal, más 

marcada en el área límbica, con preservación del área motora y somatosensorial42. 

Como consecuencia, hay una dilatación ventricular (Fig.3), con adelgazamiento del 

cuerpo calloso, y una disminución del peso del cerebro. También es común observar 

una disminución del pigmento de neuromelanina en el locus coeruleus de la 

protuberancia41. Ninguno de estos hallazgos por separado es específico de la EA, pero 

pueden ser sugestivos cuando no se identifican signos de otras enfermedades 

neurodegenerativas31. 
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Fig. 3: Fotografías macroscópicas de un cerebro con patología de Alzheimer. A. Vista lateral de hemisferio derecho, 

tras retirar leptomeninges. Se observa una marcada atrofia cerebral con adelgazamiento de las circunvoluciones y 

surcos prominentes en región fronto-temporal. B. Cortes coronales del mismo hemisferio en los que se observa una 

marcada dilatación de los ventrículos laterales, con asta inferior dilatada y adelgazamiento del hipocampo. Imagen 

cortesía del Dr. Alberto Rábano (Fundación CIEN, Madrid). 

2.2.2. Hallazgos microscópicos 

Histológicamente la EA se caracteriza por presentar placas de βA, ovillos 

neurofibrilares y hebras de neuropilo, acompañados de otras lesiones típicas pero no 

patognomónicas como la degeneración granulovacuolar y los cuerpos de Hirano.  

Placas de βA 

Las placas de βA están formadas por la acumulación de los péptidos βA40 y βA4243-45. 

Las placas más típicas de la EA son las difusas y las neuríticas (Fig. 4). Las placas 

difusas no muestran un core denso, ni se encuentran rodeadas de microglia activada y 

astrocitos reactivos. Las placas neuríticas presentan un core denso compacto de βA 

con un halo claro rodeado de una corona compuesta por neuritas distróficas positivas 

para pTau con activación microglial en contacto con el core y astrocitos reactivos en la 

periferia de la placa45,46 (Fig. 4). La presencia de placas neuríticas se ha relacionado 

estrechamente con la pérdida neuronal y el deterioro cognitivo en la EA47,48.  
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Fig. 4: Imágenes representativas de placas neuríticas (flecha) con core denso y difusas (asterisco) sin core central 

tanto en la hematoxilina-eosina (A) como con la técnica inmunohistoquímica para βA (B). 

 

Ovillos neurofibrilares y hebras de neuropilo 

Los ovillos neurofibrilares, que se encuentran en el citoplasma de las neuronas, están 

compuestos por filamentos de proteína tau que incluyen las 6 isoformas de esta 

proteína, incluidas las que presentan tres repeticiones (3R) y cuatro repeticiones (4R), 

en el dominio de unión de los microtúbulos49. La proteína tau se encuentra 

anormalmente plegada e hiperfosforilada, esto hace que pierda su habilidad de unir y 

estabilizar los microtúbulos en el axon50.  La pérdida de función de la proteína anómala 

se suma a las propiedades que adquiere para aumentar su agregación51. Las hebras 

de neuropilo presentan los mismos filamentos de proteína tau anómala en las 

dendritas y axones procedentes de neuronas que contienen ovillos neurofibrilares. Se 

ha descrito en la EA que la mayor carga de pTau se encuentra en las hebras de 

neuropilo52-54. 

El depósito de Tau fosforilada (pTau), tanto en forma de ovillos neurofibrilares como 

de hebras de neuropilo, se ha relacionado con muerte neuronal y declive cognitivo en 

la EA. En concreto, el número y localización de éstos se correlaciona con pérdida 

neuronal y gravedad de la enfermedad 55-56. De hecho, se ha reportado que los ovillos 

neurofibrilares se asocian más al deterioro cognitivo que la presencia de placas 

neuriticas57.  
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Fig. 5: Imagen histológica del hipocampo en la que se observan ovillos neurofibrilares (flecha roja), neuritas distróficas 

(flecha verde) y hebras de neuropilo (asterisco) con la técnica inmunohistoquímica Tau-AT8. 200x. 

 

Degeneración granulovacuolar y cuerpos de Hirano 

La presencia de vacuolas intracitoplasmáticas en las neuronas piramidales del 

hipocampo define la degeneración granulovacuolar. Los cuerpos de Hirano son 

inclusiones eosinófilas en las dendritas neuronales que típicamente se encuentran en 

la región CA1 del hipocampo. La degeneración granulovacuolar y los cuerpos de 

Hirano no son específicos de EA, ya que, se pueden observar tanto en la EA como en 

otras enfermedades neurodegenerativas e incluso en personas sin patología 

neurodegenerativa. Su papel en la EA no ha sido totalmente dilucidado, aunque son 

más frecuentes en la EA que en personas sin demencia-60. 

Por lo tanto, únicamente la acumulación extracelular de βA en el núcleo de la placa 

neurítica y la acumulación intracelular de pTau en forma de ovillos neurofibrilares y 

hebras de neuropilo se consideran las dos firmas moleculares y morfológicas de la 

EA61. 

 

2.3. Concepto de taupatía 

La presencia de depósitos de pTau en el cuerpo o en los procesos de las neuronas y 

las células gliales definen una taupatía. La proteína tau presenta seis isoformas que 

difieren entre sí por la presencia o ausencia de insertos de 29 o 58 aminoácidos en la 
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porción N-terminal y por la presencia de tres o cuatro secuencias de repetición (3R o 

4R) en tándem de 31 o 32 aminoácidos. En el cerebro humano normal, se encuentran 

niveles similares de las isoformas 3R y 4R. Las taupatías se clasifican según el 

predominio de alguna de estas isoformas o si se encuentran en la misma proporción62-

63. La enfermedad de Pick (EPi) es una taupatía primaria 3R que puede mostrar una 

patología similar a la EA, con unas lesiones patognomónicas, los cuerpos de Pick 

(inclusiones neuronales intracitoplasmáticas esféricas). Además, en esta entidad se 

identifcan astrocitos ramificados en forma de espina y pequeñas inclusiones 

globulares oligodendrogliales64. La parálisis supranuclear progresiva (PSP) y la 

degeneración córticobasal (DCB) son taupatías primarias 4R que presentan diferentes 

topografías y cambios patológicos, aunque puede existir cierta superposición en la 

distribución regional. La patología de la PSP es predominante en el rombencéfalo y 

sus hallazgos característicos incluyen depósitos de pTau neuronales (ovillos globosos) 

y astrocíticas (astrocitos “en penacho”). La patología de la DCB predomina en el 

prosencéfalo y se caracteriza principalmente por la positividad de pTau astrocítica 

(placas astrocíticas). Tanto la PSP como la DCB exhiben preovillos en neuronas y 

“cuerpos espirales” en células oligodendrogliales39. Desde el punto de vista clínico, 

estas enfermedades pueden presentarse con cuadros de tipo demencia frontotemporal 

o parkinsonismo atípico65.  

En el caso de la EA, se considera que se trata de una taupatía secundaria, ya que se 

caracteriza no sólo por depósito de pTau sino también por depósito de βA. A diferencia 

del resto de las taupatías primarias, el depósito de tau se encuentra exclusivamente 

en la neurona y, además, presenta una proporción similar de las isoformas 3R y 4R64.  

2.4.  Diagnóstico y tratamiento de la EA 

Actualmente para el diagnóstico de la EA se utilizan las guías del National Institue of 

Aging and Alzheimer’s Association (NIA-AA). Una de ellas se utiliza para el diagnóstico 

clínico (NIA-AA 201166) y la otra para el diagnóstico neuropatológico (NIA-AA 201267).  
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La guía de diagnóstico clínico (NIA-AA 201166) cubre los 3 estadios de la EA: Fase 

preclínica (que se utiliza únicamente en el ámbito de investigación y se basa en la 

detección del depósito de amiloide mediante el  PET o análisis del LCR en pacientes 

asintomáticos),  deterioro cognitivo leve (en este escenario los pacientes presentan 

problemas de memoria que no les impiden llevar una vida normal y se les realizan 

estudios de RM y/o de biomarcadores en LCR y PET) y EA (en esta fase la pérdida de 

memoria se acompaña de otros problemas que impiden al paciente llevar una vida 

normal y el estudio de biomarcadores está limitado a casos en los que hay duda del 

diagnótico de la EA). 

El diagnóstico definitivo de la EA requiere el análisis del cerebro post-mortem. Para 

ello se utiliza la guía de diagnóstico neuropatológico67 que tiene en cuenta que la 

patología de tipo Alzheimer puede estar presente sin evidencia de demencia clínica y 

también considera la presencia concomitante de demencia de cuerpos de Lewy, de 

enfermedad vascular y/o esclerosis hipocampal entre otras comorbilidades. Para ello 

se grada por un lado la distribución anatómica de las placas (fases de Thal68), por otro 

la distribución del depósito de pTau (estadios de Braak69) y, finalmente, la densidad de 

placas neuríticas (critero de CERAD70). 

En la Fase 1 de Thal68, las placas de βA se encuentran únicamente en neocórtex 

frontal, parietal, temporal u occipital. En la fase 2, además se observan en la región 

entorrinal e hipocampo. En la fase 3, éstas se extienden a los ganglios de la base. En 

la fase 4, alcanzan varios núcleos del troncoencéfalo (incluido el mesencéfalo) y en la 

5, el cerebelo y el resto de estructuras del troncoencéfalo como el núcleo pontino y el 

locus coeruleus (Fig. 6). 



  Introducción 

 

 37 

 

Fig. 6: Esquema de las fases de Thal. Las flechas rojas indican la extensión de las placas de βA según cada fase. 

Imagen extraída del artículo de Thal et al. 200268. 

 

El estadiaje de Braak69 se basa en la localización de la patología neurofibrilar (PNF) 

que incluyen ovillos neurofibrilares y hebras de neuropilo. En el estadio I de Braak se 

encuentra PNF de al menos baja densidad en la corteza transentorrinal y en el II, ésta 

se extiende a la corteza entorrinal. En el estadio III, se observa una densidad al menos 

moderada de PNF en el giro occipito-temporal, adyacente a la región transentorrinal, y 

en el estadio IV, en el giro temporal medio. En el estadio V, se identifica una densidad 

al menos moderada de PNF en la región periestriada y en el VI, en la capa V del área 

estriada (Fig. 7). 
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Fig. 7: Ejemplos de los estadios de Braak. El depósito y extensión de pTau está marcado con negro y gris. Imagen 

extraída del artículo de Braak et al. 200669. 

 

El criterio del CERAD70 se realiza mediante una evaluación semicuantitativa de las 

placas neuríticas en corteza frontal, parietal y temporal en un campo de 100x de la que 

se extraen 4 categorías: Ausentes (no se detectan placas), escasas (<7 placas por 

campo), moderadas (de 7 a 20 placas por campo) y frecuentes (>20 placas por 

campo). 
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Con estos tres sistemas de gradación modificados se obtiene una puntuación ABC67 

(Amiloide, Braak, CERAD): 

A. El  A se corresponde con las fases de placas de ßA descritas por Thal68: 

• A0: ausencia de placas de ßA 

• A1: Fases de Thal 1 y 2 

• A2: Fase de Thal 3 

• A3: Fases de Thal 4 y 5 

B.  El B se obtiene de la valoración de la PNF según el estadio de Braak69: 

• B0: ausencia de PNF 

• B1: Estadío de Braak I o II 

• B2: Estadío de Braak III o IV 

• B3: Estadío de Braak V o VI 

C. El C sigue el consenso de CERAD70 que valora la densidad de placas neuríticas: 

• C0: ausencia de placas neuríticas 

• C1: Score CERAD escasas 

• C2: Score CERAD moderadas 

• C3: Score CERAD frecuentes 

Al integrar los datos se obtiene una probabilidad baja, intermedia o alta de EA67, tal 

como refleja la siguiente tabla: 

A  C B0 O B1 B2 B3 

A0 C0 NO NO NO 

A1 C0 O C1 BAJA BAJA BAJA 

A1 C2 O C3 BAJA INTERMEDIA INTERMEDIA 

A2 CUALQUIER C BAJA INTERMEDIA INTERMEDIA 

A3 C0 O C1 BAJA INTERMEDIA INTERMEDIA 

A3 C2 O C3 BAJA INTERMEDIA ALTA 
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Respecto a los tratamientos disponibles para la EA, existen fármacos inhibidores de la 

acetilcolinesterasa (Ej: Donezepilo, Galantamina) que favorecen la presencia del 

neurotransmisor acetilcolina en la hendidura sináptica71 y el fármaco Memantina, un 

antagonista no competitivo de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)72-73 que 

muestran una eficacia leve en la mejora del estado cognitivo. Por otra parte, las 

intervenciones psicosociales en los enfermos de EA también pueden tener un efecto 

beneficioso en la sintomatología de los pacientes73. No obstante, estos tratamientos 

tratarían los síntomas de la EA pero no modificarían el curso natural de la enfermedad. 

A diferencia de la AAC, en la EA actualmente hay más de 100 compuestos diferentes 

en varias fases de ensayo clínico74. Algunos ejemplos son terapias dirigidas contra βA, 

como la inmunización y la inhibición de la γ- o β-secretasa aunque no han demostrado 

una mejora relevante del estado cognitivo hasta el momento. También hay ensayos 

basados en terapias dirigidas contra Tau o contra APOE e incluso terapias 

combinadas75. Todavía está por ver si alguno de estos ensayos conseguirá modificar o 

evitar la progresión de la enfermedad. Mientras tanto, la investigación clínica y básica 

de las vías patogénicas de la EA es necesaria para contribuir al desarrollo de nuevas 

estrategias terapéuticas. 

 

3. INTERACCIÓN ENTRE AAC Y EA 

Numerosos estudios sugieren que el deterioro cognitivo en el cerebro anciano 

típicamente presenta un solapamiento entre patologías neurodegenerativas y 

vasculares76. La enfermedad neurodegenerativa más frecuente sería la EA (presente 

en el 65% de los casos), y las etiologías vasculares más frecuentes serían grandes 

infartos isquémicos, AAC de moderada a grave, aterosclerosis y arterioloesclerosis, 

cada una de ellas presente en más del 30% de los casos77.  
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La disfunción cerebrovascular, que es una de las primeras anomalías observadas en 

la AAC, también se ha identificado en la patogénesis de la EA78. Además, la atrofia 

cerebral no sólo es un marcador neuroradiológico de EA sino que también es una 

característica de la enfermedad cerebrovascular, entre las que se incluye la AAC79. 

Por otro lado, el depósito de pTau no es una característica propia de la AAC como sí 

que lo es de la EA, pero se ha observado su presencia alrededor de los vasos 

cargados de βA tanto en la AAC esporádica como en la hereditaria80. La presencia 

concomitante de la EA y una AAC avanzada se asocian a un deterioro cognitivo más 

grave81 y más rapido82. 

El principal punto en común entre la AAC y la EA es el depósito de βA.  Como se ha 

descrito anteriormente, en la AAC este depósito se localiza en las paredes vasculares, 

mientras que en la EA se encuentra en el parénquima en forma de placas neuríticas. 

Las vías involucradas en el aclaramiento del βA soluble cerebral son el transporte a 

través de la barrera hematoencefálica (BHE), la fagocitosis, la degradación enzimática 

y el drenaje perivascular83. No se conoce con exactitud el papel que tienen cada una 

de estas vías en la eliminación de βA del cerebro, aunque se cree que el drenaje 

perivascular anómalo sería el factor más importante en la patogenia de la AAC y la 

EA84. Estudios con trazadores de las vías de drenaje del βA han sugerido que el fluido 

intersticial viajaría alrededor de los capilares y sería eliminado del cerebro a través del 

drenaje peri-arterial intramural (IPAD) entre la membrana basal del músculo liso de la 

túnica media de arterias y arteriolas cerebrales, coincidiendo con la localización 

predominante del depósito vascular de βA en la AAC85. La interrupción de estas vías 

causada por el depósito de βA en los vasos cerebrales podría contribuir a la reducción 

del aclaramiento y al aumento del depósito de ßA en el parénquima, por lo que, se ha 

hipotetizado que el depósito vascular de βA podría exacerbar la EA83
.  

A pesar de que el principal componente de las placas neuríticas en la EA y del 

depósito vascular en la AAC es el βA, la longitud de estos péptidos es diferente en 
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cada entidad. Los que se extienden a la terminación carboxi 42 (βA42) son los que se 

depositan principalmente en las placas neuríticas mientras que los más cortos, βA40, 

predominan en las paredes arteriales leptomeníngeas y corticales y, ocasionalmente, 

venosas en la AAC86-88. Éstos también contienen βA42 pero el ratio βA40:βA42 es más 

alto que en las placas neuríticas. Sin embargo, el ratio βA40: βA42 en los depósitos 

capilares es más bajo que en las arterias y las venas, siendo equivalente al de las 

placas neuríticas89-90. El hecho de que βA42 sea más insoluble y forme fibrillas más 

rápido que péptidos más cortos de βA, facilita el depósito parenquimatoso e iniciaría la 

nucleación de la placa91. En cambio, el βA40, más soluble, se difunde mejor por el 

espacio perivascular depositándose en las paredes vasculares92. 

Mutaciones hereditarias en APP que flanquean la región que codifica βA, 

generalmente aumentan los niveles totales de βA42 y predisponen a la formación de 

placas neuríticas y a fenotipos asociados a EA de inicio temprano93. Por el contrario, 

mutaciones en el interior o fuera de la región codificante inducen un fenotipo 

prominente de AAC94. Además, se ha observado depósito vascular prominente de βA 

en algunos pacientes con EA familiar que presentaban mutación en PSEN1 o 

PSEN295-97. Por otro lado, parece ser que mutaciones en posiciones más allá del 

codón 200 darían un fenotipo más severo de AAC que las mutaciones por delante de 

este codón98. 

Finalmente, cabe señalar que la presencia de βA en las placas neuríticas y en las 

paredes vasculares se acompaña del depósito de otras proteínas entre las que se 

incluyen proteínas del complemento, el complemento amiloide sérico P, α1-

antiquimotripsina, glicosaminoglicanos, matriz metaloproteinasa 9 (MMP9), así como 

ciertas apolipoproteínas99-110. No se conoce cómo, cuándo ni a qué concentración se 

codepositan estas proteínas con el βA, pero se ha descrito que algunas de éstas 

pueden acelerar o inhibir la formación de fibrillas de βA111-115. Tampoco se conoce si la 
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expresión o presencia de proteínas unidas al βA podría condicionar la localización de 

estos depósitos en el cerebro. 

 

4. APOLIPOPROTEÍNAS Y β-AMILOIDOSIS CEREBRAL 

Las apolipoproteínas, más allá de su papel natural en el metabolismo del colesterol, se 

ha propuesto que podrían estar involucradas en el transporte y eliminación de ßA en el 

cerebro116-117. Éstas son el componente proteico de la envoltura de las lipoproteínas, 

que transportan clásicamente el colesterol esterificado y triglicéridos de los tejidos al 

hígado. Algunas de estas proteínas, en concreto las más expresadas en el cerebro 

como la apolipoproteína E (ApoE), la apolipoproteína J (ApoJ) [también conocida 

como clusterina (CLU)] y la apolipoproteína mayoritaria en las lipoproteínas de alta 

densidad (HDL) circulantes (ApoA-I), se han relacionado con la β-amiloidosis cerebral. 

Sin embargo, hasta la fecha su presencia y función en el cerebro no están bien 

definidas. 

 

4.1. APOE  

En 1993, el gen APOE, en especial la isoforma ɛ4, se identificó como factor de alto 

riesgo para la EA y la AAC esporádicas o de inicio tardío118. Los diferentes alelos de 

APOE se han relacionado con diferentes fenotipos. Por un lado, APOEε4 se asocia 

con la cantidad de amiloide vascular y de placas neuríticas119. Por otro, APOEε2 

parece ser un factor protector frente a la EA120, pero es un factor de riesgo de 

ocurrencia de HIC en la AAC121-124. Hasta el momento, ningún otro locus relacionado 

con la EA se ha identificado en casos de AAC125. 

La proteína ApoE se produce por la glia (astrocitos y microglía), pericitos, células de 

músculo liso de los vasos y, en menor medida, por neuronas bajo ciertas condiciones 

de estrés y por las células endoteliales del cerebro. Varios estudios basados en 

técnicas inmunohistoquímicas demostraron la presencia de depósitos vasculares y 
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parenquimatosos de ApoE que colocalizaban con los de βA48, 106, 116. ApoE modula 

múltiples vías que afectan a la función cognitiva, incluyendo la homeostasis del 

colesterol y lípidos, la función sináptica, el metabolismo de la glucosa, la 

neurogénesis, la función mitocondrial, la fosforilación de tau, la atrofia neuronal, la 

neuroinflamación y el metabolismo y agregación del βA126. Además, se ha propuesto 

que ApoE podría modular la salida de βA a través de la BHE mediante el receptor 

LRP1127, mientras que otros estudios han demostrado que la interacción entre ApoE y 

βA es casi nula en condiciones fisiológicas y la única manera en la que ApoE podría 

eliminar el βA sería compitiendo por la unión a LRP1 en los astrocitos128. En modelos 

murinos de EA, la inactivación de este gen provocó una disminución de los depósitos 

de βA con ausencia completa de placas de amiloide y neuritas distróficas129, sin 

embargo, la expresión de ApoE humana en los mismos modelos, tanto deficientes o 

no de ApoE murina, retrasó de forma significativa el depósito de βA cerebral130.  Otros 

modelos experimentales han sugerido que ApoE tiene un papel en la desestabilización 

y alteración de los vasos cerebrales, hecho que favorecería el depósito de βA131-132. A 

pesar de que ApoE parece tener una influencia significativa en el depósito de βA, el 

mecanismo subyacente es complejo y sigue bajo investigación.  

 

4.2 . Otras apolipoproteínas 

ApoJ es una proteína heterodimérica multifuncional que se produce en el cerebro por 

la glía, siendo la segunda apolipoproteína más expresada en cerebro tras la ApoE. 

Una de las funciones principales de ApoJ es su rol como chaperona natural, 

uniéndose a proteínas con un plegamiento defectuoso y previniendo su agregación. 

De esta forma, se han detectado complejos ApoJ-βA en LCR y plasma111. Al igual que 

ApoE, también se ha demostrado que ApoJ codeposita con βA en lesiones 

cerebrovasculares y parenquimatosas106, 133-134. El papel de ApoJ en la β-amiloidosis 

cerebral se identificó gracias a estudios de asociación en el genoma completo (GWAS) 

en los que se encontró una asociación estadística entre un único polimorfismo de 
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nucleótidos dentro del gen CLU y el riesgo de sufrir EA6. Se ha descrito además una 

asociación entre el genotipo CLU y los depósitos de βA determinados mediante 

imágenes de PET135, y el aumento plasmático de ApoJ se ha asociado con una mayor 

prevalencia y gravedad en la EA136. Por otro lado, se ha postulado que el aumento de 

los niveles de ApoJ circulantes puede ser una respuesta protectora contra la 

acumulación aberrante de βA en el cerebro137. De hecho, la variante genética 

rs11136000C en el gen CLU, provoca una menor expresión de ApoJ y se ha 

identificado como un factor de riesgo para padecer EA, mientras que la variante 

rs11136000T genera mayor expresión de la proteína y se ha identificado como una 

variante protectora138-141.  

ApoA-I es un componente importante de las HDL en plasma y desempeña un papel 

crucial en el transporte inverso de colesterol. Se produce principalmente en el hígado y 

el intestino, encontrándose principalmente circulando en sangre, aunque también se 

ha detectado en LCR142 y en el parénquima cerebral143. Por un lado, APOA1 se ha 

descrito como factor de riesgo de EA, en concreto el polimorfismo G75A que se asocia 

también con el deterioro cognitivo144-145, y además la presencia de ApoA-I se ha 

descrito en algunos depósitos cerebrales de βA106. En enfermos de EA se han 

detectado niveles circulantes de ApoA-I en suero y plasma inferiores a los de personas 

sanas146-148 y en pacientes con deterioro cognitivo leve, se han relacionado niveles 

circulantes de ApoA-I más bajos en plasma y más altos en LCR con aumento del 

riesgo de progresión de la demencia, especialmente en pacientes portadores del alelo 

APOEɛ4149. Respecto a la AAC, los niveles circulantes de ApoA-I se han 

correlacionado con niveles plasmáticos de βA40150, sugiriendo un posible papel de 

ApoA-I en el transporte de βA circulante.  

Por otra parte, ApoA-I es capaz de unirse a βA40 formando complejos estables 

previniendo su agregación y citotoxicidad in vitro27, 151-152. Un estudio en el que se 

administró un péptido mimético de ApoA-I junto a estatinas en un modelo murino de 

EA (APP/PS1) mostró una mejoría del deterioro cognitivo y de la carga amiloide 
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cerebral, así como una bajada en los marcadores de neuroinflamación153. Además, 

ratones del modelo APP/PS1 deficientes para ApoA-I presentaron un mayor deterioro 

de la función cognitiva que no se pudo explicar por un cambio en la carga de amiloide 

cerebral, aunque sí se observó un aumento de los depósitos de amiloide a nivel 

vascular154. Por otro lado, la sobreexpresión de ApoA-I en el modelo murino APP/PS1 

se tradujo en una prevención del deterioro cognitivo, sin efecto sobre el depósito de βA 

cerebral aunque se observó una diminución del depósito de βA vascular155. Estos 

estudios sugieren que ApoA-I podría tener un papel protector en la β-amiloidosis 

cerebral, especialmente en la AAC.  

5. CD2AP Y EA 

Diferentes estudios GWAS han permitido identificar variaciones genéticas en 

numerosos loci asociados con el riesgo de EA. Estas variantes se encuentran en 

genes implicados en el transporte del colesterol (como ABCA7, APOE4 e INPP5D), 

relacionados con el aclaramiento de las proteínas por células inmunes (como TREM2 

y CLU) e involucrados en el transporte endocítico y lisosómico (como BIN1, CD2AP, 

PICALM, RIN3, SORL1, GRN y PLD3)156-160. 

La proteína asociada a CD2 (CD2AP) es una proteína multidominio de andamiaje 

implicada en múltiples procesos fisiológicos y patológicos. Inicialmente se describió 

como una proteína involucrada en la activación de las células T con efecto 

estabilizador de la interacción entre las células T y las células presentadoras de 

antígenos161. CD2AP contiene un dominio en espiral y tres dominios de homología Src 

3 (SH3) que sirven como sitios de unión para otras proteínas162 y facilitan su papel en 

la remodelación dinámica de la actina y el tráfico a través de las membranas durante 

la endocitosis y la citocinesis163. CD2AP se expresa principalmente en los podocitos 

glomerulares, que componen la barrera de filtración de proteínas del riñón. De hecho 

su importancia en la función renal se confirmó en estudios con ratones que carecían 

del gen CD2AP, y desarrollaban un síndrome nefrótico congénito162 debido al papel de 

esta proteína en la estructura conocida como diafragma de hendidura o diafragma de 
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filtración164. En este sentido, se ha relacionado la presencia de mutaciones de este 

gen en humanos (en las que el producto es una proteína CD2AP truncada), con 

síndrome nefrótico y glomeruloesclerosis focal y segmentaria en niños157, 165-166. 

Curiosamente una de estas mutaciones se identificó en un adulto joven con 

glomeruloesclerosis focal y segmentaria y demencia leve167 pero hasta el momento no 

se han descrito las consecuencias neurológicas a largo plazo de la haploinsuficiencia 

de CD2AP en adultos portadores de mutaciones en este gen. En cuanto a la 

distribución de esta proteína, se ha descrito su expresión inmunohistoquímica en 

células epiteliales y en el endotelio de diferentes órganos (incluido el sistema nervioso 

central168-169) en modelos murinos. De hecho, un estudio reciente en roedores detectó 

expresión de esta proteína en neuronas de Purkinje, otras neuronas del cerebelo y en 

neuronas corticales170. En cuanto su función cerebral, se la ha propuesto una posible 

implicación de CD2AP con la sinapsis a través de su participación en el tráfico de 

vesículas159, 171-172, el brote axonal170 o el mantenimiento de la BHE173. 

Respecto al estudio de CD2AP en pacientes con EA, la presencia de diferentes 

polimorfismos de este gen se ha asociado a riesgo de EA de inicio temprano 

(rs9473117174 and rs9381563175) y de inicio tardío (rs9349407126, 177-178, rs10948363160, 

178-179, rs9296559176, 180 and rs9349407171). En este contexto patológico, CD2AP se ha 

relacionado previamente con el metabolismo y el aclaramiento de βA. Por ejemplo, la 

disminución de la expresión de CD2AP en células de neuroblastoma disminuyó los 

niveles extracelulares de βA181. Además, estudios experimentales mostraron la 

implicación de CD2AP en el tráfico y procesamiento de APP182, y cómo su 

sobreexpresión inducía una reducción de los niveles de APP en neuronas al acelerar 

la degradación dependiente de lisosomas183. Sin embargo, a diferencia de los efectos 

de CD2AP sobre la producción y liberación de βA encontrados in vitro, la pérdida de 

función de CD2AP en un modelo de ratón de EA in vivo no resultó afectar los niveles 

totales de βA o la carga de placas de amiloide181. A pesar de todo, en pacientes con 

EA, el posible papel de CD2AP en la β-amiloidosis se ve reforzado por los datos que 
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muestran que las variantes de CD2AP rs9349407177 y rs10948363179 están asociadas 

con una mayor carga de placas neuríticas. Paralelamente otros estudios han 

propuesto que la regulación de CD2AP podría estar relacionada con la toxicidad de 

tau y la apoptosis neuronal. En este sentido, se describió cómo la pérdida del ortólogo 

de mosca de CD2AP, Cindr, exacerbó la toxicidad mediada por tau en un modelo de 

Drosophila184, destacando el posible papel de esta proteína en la homeostasis 

neuronal y la función sináptica en este modelo. En humanos, otros estudios también 

han sugerido un vínculo entre CD2AP y la patología tau, ya que CD2AP se detectó 

como un locus de susceptibilidad para los biomarcadores de tau en LCR175.  

En resumen, más allá de las asociaciones genéticas de ciertas variantes de CD2AP en 

pacientes con EA, poco se conoce sobre la distribución cerebral de la proteína CD2AP 

en el contexto neuropatológico, así como su posible implicación en el desarrollo o 

progresión de esta enfermedad neurodegenerativa. 

 
 
Fig. 8: Resumen de la expresión inmunohistoquímica, funciones y patología relacionada con CD2AP descritas64, 161-166, 

168-170, 173, 175, 177-179, 184. CPA: célula presentadora de antígeno. BHE: Barrera hemato-encefálica. Cindr: ortólogo de 

CD2AP de mosca.
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La presencia de biomarcadores o la expresión de proteínas específicas en cerebro 

podrían definir o modular la acumulación de βA en la AAC y βA y/o pTau en la EA. 

Conocer la distribución anatomopatológica y localización celular de estos candidatos 

en el cerebro humano podría abrir vías para entender el desarrollo de estas 

enfermedades neurológicas, mejorar su diagnóstico y proponer nuevas opciones 

terapéuticas. 

Esta tesis doctoral se ha centrado en buscar biomarcadores de AAC y EA llevando a 

cabo dos estrategias independientes: 

 

1) Diferentes apolipoproteínas como la ApoE, la ApoJ y la ApoA-I se han asociado 

a la agregación y aclaramiento cerebral del βA. La primera hipótesis de esta 

tesis es que la expresión y distribución de esta familia de proteínas podrían 

determinar la localización del depósito de βA cerebral en placas 

parenquimatosas o en paredes vasculares corticales o meníngeas y capilares.   

2) Se han descrito diferentes genes como loci de susceptibilidad genética para la 

EA mediante estudios de asociación del genoma completo. Entre ellos, el gen 

CD2AP, que codifica la proteína asociada a CD2 (CD2AP), de la que poco se 

conoce sobre su función en el cerebro. La segunda hipótesis de trabajo es la 

existencia de una asociación entre la expresión y distribución de CD2AP, y las 

características neuropatológicas de la EA. 
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1) ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE APOE, APOJ Y APOA-I EN LA 

AAC 

El objetivo principal es investigar la expresión inmunohistoquímica de ApoE, ApoJ y 

ApoA-I en función de la presencia y localización de los depósitos de βA en corteza 

cerebral. 

Objetivos específicos: 

1.1. Determinar la presencia y localización de depósitos de ApoE, ApoJ y ApoA-

I en tejido cerebral de pacientes con AAC tipo I, AAC tipo II,  con depósitos 

parenquimatosos sin afectación vascular y de sujetos control. 

1.2. Estudiar la asociación entre el depósito de ApoE, ApoJ y ApoA-I y los 

subtipos de AAC. 

1.3. Estudiar la asociación entre el depósito de ApoE, ApoJ y ApoA-I y la HIC. 

1.4. Estudiar la asociación entre el depósito de ApoE, ApoJ y ApoA-I y la HIC 

con el genotipo APOE en toda la cohorte. 

 

2) ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE CD2AP EN LA EA 

El objetivo principal es analizar la distribución de CD2AP en cerebros con EA y su 

potencial asociación con los depósitos de βA y pTau. 

Objetivos específicos: 

2.1. Determinar la presencia y localización de depósitos de CD2AP en tejido 

cerebral de pacientes con EA y sujetos control. 

2.2. Estudiar la asociación de los depósitos de CD2AP con la  presencia y 

localización de βA y pTau (fases de Thal, estadios de Braak y criterio 

CERAD). 

2.3. Identificar la presencia o ausencia de depósitos de CD2AP en otras 

taupatías (EPi, PSP y CBD). 
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 A) ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE APOE, APOJ Y APOA-I EN LA 

AAC 

 A.1. Selección de pacientes 

Se seleccionaron 20 pacientes cuyo estudio neuropatológico post mortem se había 

realizado en el Departamento de Anatomía Patológica del Hospital Universitari Vall 

d'Hebron (HUVH). Se obtuvo consentimiento informado por escrito de todos los 

pacientes o de sus familiares para participar en este proyecto de investigación antes 

de la donación de tejido. Para los casos control, se recibió la exención del Comité de 

Ética del HUVH para analizarlos como muestras anonimizadas en el contexto de este 

estudio. El proyecto fue aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica del 

HUVH (PR(IR)93/2013). Las características clínico-patológicas y causas de muerte de 

los pacientes se presentan en la Tabla 1. Todas las muestras se obtuvieron de 2 a 20 

horas después del fallecimiento y se fijaron en formol tamponado al 10% durante 3-4 

semanas. A continuación, se realizó un examen macroscópico del cerebro y se 

seleccionaron 27 áreas corticales y subcorticales, incluidos troncoencéfalo y cerebelo, 

para el diagnóstico histológico de rutina. Los bloques de parafina se cortaron en 

secciones de 4 μm y se tiñeron con H-E. Se realizaron técnicas inmunohistoquímicas 

con anticuerpo anti-β-Amiloide de ratón (Clon 6F/3D 1: 500 (Dako, Glostrup, 

Dinamarca) y anticuerpo anti-Tau de ratón (Clon AT8 1:20 (Thermo Scientific, 

Rockford, EE.UU) en cortes representativos de los lóbulos frontal, temporal, parietal, 

occipital e hipocampos. La clasificación en AAC tipo I y AAC tipo II se realizó de 

acuerdo con los criterios descritos por Thal et al.3.  Las lesiones de AAC se gradaron 

siguiendo los criterios descritos por Vonsattel et al.15
 y modificados por Greenberg y 

Vonsattel16. La patología de la enfermedad de Alzheimer se evaluó y se estadificó 

según el estadio de Braak69 y el criterio CERAD70.  
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Caso G Edad S APOE Braak CERAD 
Tipo 
AAC 

Grado 
AAC 

Causa de muerte 

1 A 85-90 F ɛ4/ ɛ 3 V-VI C I II HIC 

2 A 75-80 F ɛ3/ɛ3 IV C I III HIC 

3 A 75-80 F ɛ3/ ɛ3 I A I II 
Adenocarcinoma 

de colon 
metastásico 

4 A 70-75 M ɛ4/ ɛ3 II B I II HIC 

5 A 80-85 M ɛ4/ ɛ2 - - I II HIC 

6 A 75-80 M ɛ4/ ɛ3 III C I II Fallo cardíaco 

7 B 80-85 M ɛ2/ ɛ3 IV B II II HIC 

8 B 85-90 F ɛ2/ ɛ3 V-VI C II IV HIC 

9 B 65-70 M ɛ3/ ɛ3 II C  II Pericarditis 

10 B 90-95 F ɛ3/ ɛ3 III C II I 
Trombosis 

mesentérica 

11 B 75-80 M ɛ4/ ɛ3 I B II II 
Adenocarcinoma 

de próstata 
metastásico 

12 B 80-85 F ɛ2/ ɛ3 III A II II HIC 

13 B 80-85 F ɛ3/ ɛ3 - - II I 
Amiloidosis 
sistémica 

secundaria 

14 B 70-75 F ɛ3/ ɛ3 - - II I 
Carcinoma de 

mama 
metástasico 

15 C 75-80 F ɛ3/ ɛ3 I A - - Meningitis aguda 

16 C 55-60 F ɛ3/ ɛ3 II C - - Ictus isquémico 

17 C 75-80 F ɛ3/ ɛ3 I B - - Neumonía aguda 

18 D 50-55 M ɛ4/ ɛ3 - - - - 
Hipertensión 

pulmonar 

19 D 60-65 F ɛ3/ ɛ3 - - - - 
Linfoma B difuso 
de célula grande 

20 D 70-75 M ɛ4/ ɛ3 - - - - Mieloma multiple 

 

Tabla1. Características clínico-patológicas y causa de muerte de los pacientes incluidos en el estudio. G: Grupo, S: 

Sexo; F: femenino; M: masculino, Grado AAC según la escala de Vonsattel modificada por Greenberg15-16, HIC: 

hemorragia intracerebral. 

Los pacientes se dividieron en 4 grupos según la localización de los depósitos de βA 

(Fig.9): Grupo A, que incluía casos de AAC tipo I (6/20 casos); Grupo B, que contenía 



   Métodos 

 

 61 

casos de AAC tipo II (8/20casos); Grupo C, casos con depósitos parenquimatosos de 

βA, sin depósito vascular (3/20 casos), y grupo D, casos control sin depósitos de βA 

(3/20 casos). 

Fig. 9: Imágenes representativas de los distintos grupos realizados: A: Grupo A: AAC tipo I, con depósito vascular de 

βA capilar y arterial. B: Grupo B: AAC tipo II que presenta depósito de βA arterial sin evidencia de depósito capilar. C: 

Grupo C caracterizado por la presencia de depósito parenquimatoso de βA sin presencia de depósito vascular. D: 

Grupo D: casos control sin depósito de βA vascular ni parenquimatoso. Inmunohistoquímica con anticuerpo anti-ß-

Amiloide 100x.    

 

A.2. Técnicas inmunohistoquímicas 

Para evaluar la distribución de los depósitos de βA, se seleccionaron hasta 3 bloques 

de áreas corticales, incluida la corteza perihipocampal en cinco casos, para poder 

evaluar un número equivalente de vasos meníngeos y corticales (20-30 por caso). Las 

regiones del troncoencéfalo y cerebelo no se analizaron en este estudio. En aquellas 

muestras de pacientes que sufrieron una HIC, se evaluaron áreas alejadas de la lesión 

hemorrágica. 
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Se realizaron cortes consecutivos de los bloques seleccionados, y sobre éstos se 

realizaron las técnicas inmunohistoquímicas. Se desparafinaron los cortes y se 

bloquearon las peroxidasas endógenas con metanol-H2O2 y los sitios de unión no 

específicos con suero de cabra normal al 10% durante 1hora. Las secciones fueron 

teñidas con anticuerpo anti-ApoE de ratón (Clon E6D7, 1:200, Calbiochem-NE1004, 

Madrid, España), anticuerpo anti-ApoJ de ratón (Clon 5 BD Pharmingen-552886, 

1:1000, Madrid, España) y anticuerpo anti-ApoA-I (Clon EP1368Y, Abcam-ab52945, 

1:200, Cambridge, Reino Unido) durante 40 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, se incubó con anticuerpo secundario de ratón (peroxidasa de rábano 

picante, 1: 500) durante 8 minutos. Los sitios inmunorreactivos se revelaron con 

solución de DAB y las secciones en serie se tiñeron con hematoxilina.  

Se evaluaron semicuantitativamente los vasos meníngeos y corticales, las neuronas, 

los astrocitos subpiales y los depósitos parenquimatosos en las áreas corticales y 

perihipocampales. Dos neuropatólogos evaluaron los tres anticuerpos en un 

microscopio multicabezal hasta llegar a un acuerdo, ciegos a la distribución del grupo. 

A.3. Evaluación de ApoE, ApoJ y ApoA-I 

La presencia de depósitos vasculares de ApoE, ApoJ y ApoA-I en arterias corticales 

y meníngeas se clasificó según el porcentaje de arterias positivas para las diferentes 

técnicas respecto al total de arterias representadas en la laminilla: se otorgó una 

puntuación de 0 cuando no se encontraron arterias positivas, 1 cuando menos del 

30% de las arterias eran positivas, 2 cuando se encontraban del 30 al 75% de las 

arterias positivas y 3 cuando más del 75% de las arterias evaluadas eran positivas. 

La presencia de ApoE, ApoJ y ApoA-I en capilares corticales se evaluó en 10 

campos de gran aumento (CGA) y se valoró de la siguiente manera: se otorgó una 

puntuación de 0 cuando los capilares eran negativos, 1 cuando la tinción era fina, 

granular y focal (en <50% de los capilares), 2 cuando la tinción era fina, lineal y focal, 
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3 cuando la señal era fina y difusa (en >50% de los capilares) y 4 cuando se 

observaba un depósito grueso en la pared de los capilares (Fig. 10).  

 

Fig. 10: Imágenes representativas de la puntuación de la expresión capilar de las apolipoproteínas, A: Capilar sin 

evidencia de tinción de ApoA-I (puntuación 0). B: Tinción fina y granular en el endotelio del capilar con ApoA-I 

(puntuación 1 cuando la tinción es focal (en<50% de los capilares) y puntuación 3 cuando la tinción es difusa (en >50 

% de los capilares)). C: Tinción fina y lineal en el endotelio del capilar con ApoA-I (puntuación 2 cuando la tinción es 

focal y puntuación 3 cuando la tinción es difusa). D: Tinción de pared gruesa en la pared de los capilares con ApoA-I 

(puntuación 4). 400x. 

Los depósitos parenquimatosos de ApoE, ApoJ y ApoA-I se evaluaron en 10 CGA y 

se clasificaron según el número de depósitos parenquimatosos, divididos en placas de 

aspecto “neurítico” y placas de tipo “difuso”: se otorgó una puntuación de 0 cuando no 

se identificaron depósitos parenquimatosos, 1 cuando éstos eran aislados (<5/CGA), 2 

cuando la densidad de los depósitos era de 5 a 10/CGA, y 3 cuando los depósitos 

eran frecuentes (>10/CGA).  

La expresión de ApoE, ApoJ y ApoA-I en el citoplasma de los astrocitos subpiales y 

las neuronas piramidales se evaluaron semicuantitativamente de 0 a 3: 0-ausencia de 
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expresión, 1-expresión de intensidad leve, 2-expresión de intensidad moderada y 3-

expresión de intensidad alta.  

A.4. Genotipo ApoE 

Se realizó extracción de ADN genómico del tejido fijado en formol e incluido en 

parafina usando el kit EZ1 DNA Tissue (48) y Bio Robot EZ1 (Qiagen, Hilden, 

Alemania). Los genotipos APOE (rs429358 y rs7412) se determinaron por 

discriminación alélica utilizando los reactivos de genotipado SNP C-3084793 y C-

904973 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) y TaqMan_Genotyping Master 

Mix (Applied Biosystems) en un analizador Rotor Gene 6000 Real-Time PCR (Corbett 

Life Sciences, Valencia, CA, EE. UU.). 

A.5. Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el software SPSS 17.0. Las asociaciones clínicas 

o patológicas con la edad (con una distribución normal después de aplicar la prueba 

de Kolmogorov-Smirnov) se examinaron utilizando la prueba t de Student o la prueba 

ANOVA unidireccional. El resto de las variables analizadas se consideraron como 

variables categóricas y las diferencias de frecuencia se calcularon utilizando la prueba 

de Chi cuadrado (X2) o la prueba exacta de Fisher para tablas de contingencia 2 × 2. 

El análisis de regresión logística se realizó para identificar asociaciones 

independientes con la expresión de las apolipoproteínas. Una p <0.05 se consideró 

estadísticamente significativa. 

 

B) ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE CD2AP EN LA EA 

B.1. Selección de pacientes 

Se seleccionaron muestras de tejido cerebral procedentes de 81 autopsias realizadas 

en el Departamento de Anatomía Patológica del HUVH (Barcelona) (Cohorte A) y el 
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Centro de Investigación de Enfermedades Neurológicas de la Fundación CIEN 

(Madrid) (Cohorte B). En esta serie se incluyeron 45 pacientes con cambios 

neuropatológicos de EA y 21 pacientes con una taupatía distinta de la EA (7 casos de 

EPi, 9 casos de PSP y 5 casos de DCB). Se analizaron como casos control 15 

pacientes sin evidencia de depósito de pTau. Las características de los pacientes se 

presentan en la Tabla 2. Los pacientes incluidos en el estudio o sus familiares 

manifestaron su disposición a donar el tejido cerebral con fines de investigación y 

fueron donantes del Banco de Tejidos Neurológicos del HUVH o del Banco de 

Cerebros de la Fundación CIEN. El proyecto fue aprobado por el Comité Ético de 

Investigación Clínica del HUVH, Barcelona, España (PR(IR)173/2019). 

Patología Cohorte N Edad Sexo(F) 

EA 

A 17 77.8±8.3 10 (58.8%) 

B 28 79.6±12.2 18 (64.3%) 

Total 45 78.9±10.8*** 28 (62.2%) 

Controles 

A 6 59.2±12.4 2 (33.3%) 

B 9 62.9±8.6 5 (55.6%) 

Total 15 61.4±10.0 7 (46.7%) 

PSP B 9 74.2±9.1* 4 (44.4%) 

DCB B 5 72.4±8.6 2 (40.0%) 

EPi B 7 75.1±9.7* 3 (42.9%) 

p   <0.001 0.580 

 

Tabla 2: Características demográficas de la cohorte A (HUVH) y cohorte B (Fundación CIEN) y de las dos cohortes en 

conjunto (total) según los diferentes grupos de enfermedades. Los números en negrita indican diferencias 

estadísticamente significativas.  *** p<0.001 vs grupo control, * p<0.05 vs grupo control. EA: enfermedad de Alzheimer. 

PSP: Parálisis supranuclear progresiva. DCB: Degeneración córticobasal. EPi: Enfermedad de Pick. 
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B.2. Evaluación de pTau y βA en EA y casos control 

Todas las muestras de tejido cerebral se obtuvieron de 2 a 20 horas después de la 

muerte y se fijaron en formol tamponado al 10% durante 3-4 semanas. Tras realizar un 

examen macroscópico del cerebro, se seleccionaron 27 áreas corticales y 

subcorticales, incluidos el troncoencéfalo y el cerebelo para el diagnóstico histológico 

de rutina. Los bloques de parafina se cortaron en secciones de 3 µm y se tiñeron con 

H-E. De cada caso, se realizaron técnicas inmunohistoquímicas en bloques de tejido 

representativos de los lóbulos frontal, temporal, parietal y occipital; y en el hipocampo, 

amígdala, tronco cerebral y cerebelo utilizando un anticuerpo anti-β-Amiloide de ratón 

(Clon 6F/3D 1:500, Dako, Glostrup, Dinamarca) y un anticuerpo anti-Tau de ratón 

(Clon AT8 1:20, Thermo Scientific, Rockford, EE. UU.). 

Los pacientes con EA se clasificaron según el estadio de Braak69. La patología global 

de la EA, incluyendo el depósito de βA, se evaluó y clasificó de acuerdo con los 

criterios neuropatológicos de la NIA-AA67. Como consecuencia, los casos con estadios 

de Braak I o II se reclasificaron como B1, Braak III y IV como B2 y Braak V o VI como 

B3. Los depósitos de βA se evaluaron inicialmente de 0 a 5 (según las fases de Thal68) 

y se reclasificaron como A0 (Thal 0), A1 (Thal 1 o 2), A2 (Thal 3) o A3 (Thal 4 o 5). Los 

criterios de CERAD70 A a C se transformaron en C1 (CERAD A), C2 (CERAD B) o C3 

(CERAD C). La combinación de estos tres sistemas de clasificación dio una 

puntuación “ABC” que indicaba una probabilidad nula, baja, intermedia o alta de EA.   

B.3. Evaluación de pTau y Tau-3R en otras taupatías 

En el estudio se incluyeron 21 casos de taupatías que se diagnosticaron cuando se 

encontraron cambios neuropatológicos característicos64. En estos casos, la 

inmunohistoquímica de pTau se realizó como se describe en el apartado anterior (B. 

2.). Para la evaluación de Tau-3R en los casos de EPi, se tiñeron secciones de 3 µm 

procedentes de la corteza frontal y parietal con el anticuerpo anti-Tau-3R de ratón 

(Clon 8E6/C11, 1: 100 Merck Millipore, Temecula, EE. UU.). Para ello se utilizó el 
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Módulo de tinción Benchmark XT con el kit de detección universal DAB ultraView 

(Ventana Medical Systems). La desparafinización se llevó a cabo utilizando la solución 

EZ PrepTM. El anticuerpo primario se incubó durante 1 hora a una dilución 1/100 y se 

localizó mediante un anticuerpo secundario conjugado a un cóctel de anticuerpos 

marcados con HRP (HRP multimer). A continuación, se visualizó el complejo 

resultante utilizando cromógeno DAB y finalmente se contratiñó con hematoxilina y 

reactivo Bluing. La inmunorreactividad de Tau-3R en los casos de EPi (n=7) se evaluó 

como el número total de inclusiones neuronales positivas y la presencia o ausencia de 

neuritas positivas en 10 CGA. 

B.4. Inmunohistoquímica para CD2AP 

Se seleccionaron cuatro regiones cerebrales para evaluar la tinción 

inmunohistoquímica para CD2AP en casos de EA y controles: el hipocampo anterior, 

el hipocampo posterior, el lóbulo temporal y el lóbulo occipital. En los casos de EPi, 

PSP y DCB, se seleccionaron dos regiones: los lóbulos frontal y parietal. Se realizaron 

cortes de los bloques de parafina de dichas áreas en secciones de 3 µm y se tiñeron 

con el anticuerpo anti-CD2AP de ratón (Clon HPA003326, 1:200, Sigma-Aldrich, ST. 

Louis, EE. UU.), utilizando el módulo de tinción Benchmark XT con el kit de detección 

ultraView Universal DAB (Ventana Medical Systems). El desparafinado se llevó a cabo 

mediante la  solución EZ prepTM. El anticuerpo primario se incubó 40 minutos a una 

dilución 1/200 y se localizó mediante un anticuerpo secundario HRP Multimer.  A 

continuación, se visualizó el complejo resultante utilizando el cromógeno DAB y 

finalmente se realizó contratinción con hematoxilina y reactivo Bluing. 

Se evaluó la expresión de CD2AP en paredes vasculares (arterias meníngeas y 

corticales, y capilares), neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, endotelio y depósitos 

parenquimatosos en todas las muestras. 
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Para estudiar la posible asociación del depósito de CD2AP neuronal con pTau, se 

utilizó la puntuación “B” de los criterios de la NIA-AA67, 69 para clasificar los depósitos 

de CD2AP en los casos de EA y control: se asignó una calificación de CD2AP-0 a los 

casos sin depósito neuronal de CD2AP, CD2AP-1 se asignó a los casos con depósitos 

en la región transentorrinal y/o entorrinal, CD2AP-2 cuando los depósitos se extendían 

a la circunvolución óccipito-temporal y/o temporal medial, y CD2AP-3 a los casos con 

depósitos que se habían extendido a la zona peristriada, paraestriada y/o estriada 

(Fig. 11). 

 

Fig. 11. Representación esquemática de la puntuación de CD2AP establecida según la postividad en neuronas de 

diferentes regiones estudiadas para la evaluación de los estadios de Braak. 

En las taupatías primarias, no asociadas a EA, primero se realizó una evaluación 

cualitativa, y específicamente en los caos de EPi (N=7) se hizo una segunda 

evaluación cuantitativa de CD2AP tal y como se detalla al final del apartado B.3 

(similar a la realizada para Tau-3R). 
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B.5. Inmunofluorescencia para CD2AP 

La expresión de CD2AP y pTau se evalúo mediante inmunofluorescencia en secciones 

sin teñir de 3 µm de grosor procedentes de cerebros con EA. Se desparafinaron, 

hidrataron y se incubaron con tampón citrato durante 30 minutos a 95ºC para mejorar 

la exposición al antígeno. Tras el bloqueo, se incubaron las secciones durante toda la 

noche con anticuerpo anti-Tau AT8 (5µg/ml, Thermo Fisher) y anticuerpo anti-CD2AP 

(1µg/ml, Sigma-Aldrich). A continuación, las muestras se incubaron con anticuerpos 

secundarios IgG anti-ratón Alexa Fluor-568 y anticuerpos secundarios IgG anti-conejo 

Alexa Fluor-488 (Life Technologies) diluidos a 1:500 en solución de bloqueo durante 1 

hora a temperatura ambiente. Para reducir la autofluorescencia del tejido cerebral, las 

secciones del cerebro se incubaron luego con Sudan Black B al 0,3% (Sigma-Aldrich) 

durante 10 minutos. Finalmente, las muestras se deshidrataron y se montaron en 

cubreojetos utilizando Vectashield con 4’, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Vector 

Laboratories). Las imágenes de doble inmunofluoresencia se capturaron con un 

microscopio confocal Zeiss LSM980. 

B.6 Análisis estadístico  

El análisis estadístico se realizó con el software SPSS Statistics versión 21 (IBM 

Corporation). Las asociaciones de variables categóricas se analizaron mediante tablas 

de contingencia y una prueba X2 con el valor p de Pearson. La distribución de la edad 

se evaluó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Cuando los datos se 

distribuyeron normalmente, las variables se expresaron como media ± desviación 

estándar (DE) y se aplicó una prueba de ANOVA con corrección de Bonferroni para 

análisis multivariante. Cuando los datos no seguían una distribución normal, las 

variables se expresaron como mediana [rango intercuartílico] y se aplicó la prueba U 

de Mann-Whitney. También se determinaron asociaciones univariantes entre la 

puntuación de CD2AP (CD2AP-0 a CD2AP-3) y variables categóricas mediante tablas 

de contingencia y una prueba de X2. En este caso, se utilizó el valor p de Pearson para 
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el sexo, mientras que el valor p de la asociación lineal se utilizó para las fases de Thal, 

el estadio de Braak, los criterios de CERAD y el riesgo de EA. La asociación de la 

puntuación de CD2AP con la variable continua de la edad se valoró aplicando una 

prueba de Kruskal-Wallis. El análisis de regresión de los datos categóricos (CATREG) 

se realizó utilizando sólo las variables significativas tras el análisis univariante. Se 

obtuvieron los coeficientes estandarizados beta con la estimación correspondiente del 

error estándar (EE) y el valor p. Un valor p inferior a 0.05 se consideró 

estadísticamente significativo. 
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A) ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE APOE, APOJ Y APOA-I EN LA 
AAC  

 
Los niveles y la localización de ApoE, ApoJ y ApoA-I fueron evaluados en cuatro 

grupos diferentes de pacientes según la presencia o ausencia del depósito vascular o 

parenquimatoso de βA (Fig.9). Las características demográficas, clasificación y 

gradación de la AAC y la EA, y el genotipo de APOE de todos los pacientes están 

incluídos en la tabla 1. 

Los casos de AAC (grupos A [AAC tipo I] y B [AAC tipo II]) fueron significativamente 

mayores que los casos que no presentaban AAC (grupos C [depósitos 

parenquimatosos de βA sin depósito vascular] y D [controles]) (81 ± 7 frente a 66 ± 12, 

p = 0.026). La HIC fue la causa de muerte más frecuente en los pacientes con AAC en 

comparación con los casos sin AAC [50% (7/14) vs. 0% (0/6), p= 0.036]. Entre los 

pacientes con AAC tipo I y los de tipo II no se encontraron diferencias en la edad (p= 

0.983), el sexo (p= 0.774) o la causa de muerte (p= 0.298). Sin embargo, el genotipo 

APOEε4 estuvo más representado en pacientes con AAC tipo I que en aquéllos que 

carecían de afectación capilar (AAC tipo II) [67% (4/6) frente a 13% (1/8), p= 0.036]. 

Los casos de AAC tipo II tuvieron una frecuencia de alelos ε2 ligeramente más alta 

que la de AAC tipo I, aunque las diferencias no fueron significativas [38% (3/8) frente a 

17% (1/6), p= 0.393]. El genotipo APOE no se asoció estadísticamente con el sexo, la 

edad u otras características patológicas.  

La presencia de ApoE, ApoJ y ApoA-I en arterias meníngeas y corticales, capilares y 

en forma de depósitos parenquimatosos similares a las placas neuríticas y difusas fue 

analizada mediante inmunohistoquímica. Se muestran ejemplos de las técnicas 

inmunohistoquímicas para cada apolipoproteína y su localización en la figura 12. 
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Fig. 12: Ejemplos de positividad para ApoE, ApoJ y ApoA-I en arterias corticales y meníngeas, capilares, y en 

depósitos parenquimatosos de tipo “neurítico” (flecha) y “difuso” (*).  

A.1. Presencia de ApoE, ApoJ y ApoA-I en arterias cerebrales 

En los vasos meníngeos, la positividad de ApoE no fue significativamente diferente 

entre los grupos (p= 0.307): se asignó una puntuación de 3 al 67% de los casos de 

AAC tipo I (4/6), al 50% de los AAC tipo II (4/8) y al 33% de los casos control (1/3). Los 

niveles de positividad de ApoJ en los vasos meníngeos fueron más altos que los de 

ApoE, pero estuvieron representados de manera similar en todos los grupos (p= 

0.448). La puntuación más alta de presencia de ApoJ (puntuación 3) se otorgó al 83% 

de los casos de AAC tipo I (5/6), al 87% de los casos de AAC tipo II (7/8), al 67% de 

los cerebros con depósito parenquimatoso de βA sin afectación vascular (2/3) y al 67% 

de los casos control (2/3). ApoA-I mostró una menor presencia en los vasos 

meníngeos que ApoE o ApoJ, sin diferencias significativas entre grupos (p= 0.905), 

recibiendo una puntuación de 1 o 0 en la mayoría de los casos. La presencia de ApoE, 
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ApoJ y ApoA-I en las arterias meníngeas no fue significativamente diferente entre los 

casos de AAC tipo I y AAC tipo II o entre los casos de AAC y no AAC (Fig. 13A). El 

genotipo APOE no se asoció con la expresión de ApoE, ApoJ y ApoA-I en las arterias 

meníngeas. 

 

Fig. 13A: Distribución de ApoE, ApoJ y ApoA-I en arterias meníngeas. 0: sin tinción; 1: tinción en <30% de los vasos; 

2: tinción en 30-75% de los vasos; 3: tinción en >75% de los vasos. Las diferencias estadísticas se calcularon usando 

la prueba de chi-cuadrado (X2). 

Con respecto a la presencia de estas apolipoproteínas en las arterias corticales, se 

encontró una puntuación de 3 para ApoE en el 50% de los casos de AAC tipo I (3/6) y 

en el 63% de los casos de AAC tipo II (5/8). Curiosamente, ninguno de los vasos 

corticales de los cerebros con depósitos parenquimatosos de βA sin afectación 

vascular mostró positividad para ApoE (todos los casos obtuvieron una puntuación de 

0); sin embargo, las diferencias entre los 4 grupos no alcanzaron significación 

estadística (p= 0.114). La positividad cortical vascular de ApoJ fue mayor que la de 

ApoE, mostrando una puntuación de 3 en todos los casos de AAC tipo I (100%, 6/6), 

en el 63% de los AAC tipo II (2/3) y en el 33% de los cerebros con depósitos 

parenquimatosos de βA sin afectación vascular (1/3). La presencia de ApoJ en los 

vasos corticales de los controles fue menor que en aquellos casos con depósito 

cerebral de βA, llegándose a encontrar diferencias significativas evaluando los cuatro 

grupos analizados (p= 0.048). La presencia de ApoA-I fue menos frecuente en los 

vasos corticales y se distribuyó de manera similar entre los grupos (p= 0.441). La 



   Resultados 

 

 76 

expresión de ApoE, ApoJ y ApoA-I en arterias corticales no fue significativamente 

diferente entre los casos de AAC tipo I y AAC tipo II. Sin embargo, los cerebros con 

AAC presentaron un mayor porcentaje de positividad para ApoE en vasos corticales 

que los casos no AAC sin llegar a obtener diferencias estadísticas (p= 0.099), que sí 

se observaron en el caso de ApoJ (p= 0.018) (Fig. 13B). Además, se encontró una 

tendencia estadística entre la presencia de ApoE en arterias corticales y ser portador 

del genotipo APOEε2 (p= 0.058). 

 

Fig. 13B: Distribución de ApoE, ApoJ y ApoA-I en arterias corticales. 0: sin tinción; 1: tinción en <30% de los vasos; 2: 

tinción en 30-75% de los vasos; 3: tinción en >75% de los vasos. Las diferencias estadísticas se calcularon usando la 

prueba de chi-cuadrado (X2). 

 

A.2. Presencia de ApoE, ApoJ y ApoA-I en capilares corticales 

El 83% de los casos de AAC tipo I (5/6) mostró una puntuación de 4 en la valoración 

de ApoE en capilares, siendo esta positividad significativamente superior a la 

encontrada en los otros grupos del estudio (p= 0.002). De hecho, la positividad de 

ApoE en capilares cerebrales fue significativamente más abundante en los casos de 

AAC tipo I que en los casos de AAC tipo II (p= 0.004). La positividad de ApoJ en 

capilares siguió el mismo patrón que ApoE. El 100% de los casos de AAC tipo I (6/6) 

presentaron la puntuación más alta en los niveles de ApoJ (4), mientras que la 

puntuación media fue más baja en los otros grupos (p= 0.001). La expresión de ApoJ 

en los capilares cerebrales de los casos de AAC tipo I fue mayor que la de los del tipo 
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II (p= 0.002). Curiosamente, la positividad de ApoA-I en los capilares fue más 

pronunciada y más homogénea en todos los grupos del estudio, aunque los capilares 

de las muestras de AAC tipo I también presentaron una presencia de ApoA-I más 

elevada, obteniendo la puntuación más alta en el 83% de los casos (5/6), siendo la 

diferencia frente a los otros grupos estadísticamente significativa (p= 0.006). De 

hecho, los niveles de ApoA-I en los capilares cerebrales fueron significativamente más 

elevados en los casos de AAC tipo I que en los de AAC tipo II (p= 0.003) (Fig. 14). 

Además, se analizaron las posibles asociaciones entre la presencia de ApoE, ApoJ y 

ApoA-I en los capilares cerebrales y el genotipo APOE. En este sentido, sólo la 

expresión de la proteína ApoE en los capilares se relacionó con el genotipo APOEε4 

(p= 0.035), aunque la asociación no alcanzó significación estadística después del 

ajuste por edad y subtipo de AAC (odds ratio (OR) 2.32; 95% de intervalo de confianza 

(IC) [0.97–5.87], p= 0.073). 

 

Fig. 14: Distribución de ApoE, ApoJ y ApoA-I en capilares corticales. 0: sin tinción; 1: tinción de la pared granular y 

focal (<50% de los capilares); 2: tinción de la pared lineal y focal (<50% de los capilares); 3: tinción de la pared difusa 

(>50% de los capilares); 4: Tinción intensa y gruesa de la pared. Las diferencias estadísticas se calcularon usando la 

prueba de chi-cuadrado (X2). 

A.3. Depósitos intraparenquimatosos de ApoE, ApoJ y ApoA-I 

Se encontraron frecuentes placas con refuerzo central (“tipo neurítico”, ver Fig. 12) 

positivas para ApoE (con una puntuación de 3) en el 50% de los casos de AAC tipo I 

(3/6), en el 63% de los casos de AAC tipo II (5/8) y en el 67% de los casos con 

depósitos parenquimatosos de βA sin afectación vascular (2/3), sin hallar placas de 
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“tipo neurítico” positivas para ApoE en los casos control (diferencias significativamente 

estadísticas entre los 4 grupos: p= 0.002). Del mismo modo, el 33% de los casos de 

AAC tipo I (2/6) y el 63% de los casos de AAC tipo II (5/8) mostraron frecuentes placas 

de ApoJ de “tipo neurítico” (puntuación de 3), mientras que hubo puntuaciones más 

bajas en los casos con depósitos parenquimatosos de βA sin afectación vascular, sin 

placas positivas para ApoJ en los casos control (p= 0.002). Prácticamente no se 

encontraron depósitos intraparenquimatosos de ApoA-I en las muestras analizadas, y 

la distribución no fue diferente entre los grupos (p= 0.490). No se encontraron 

diferencias en el número de placas de “tipo neurítico” de ApoE, ApoJ o ApoA-I entre 

los casos de AAC tipo I y tipo II (Fig. 15A). 

 

Fig. 15A: Distribución de ApoE, ApoJ y ApoA-I en las placas de “tipo neurítico”. 0: ausentes; 1:1-4 placas/CGA; 2:5-10 

placas/CGA; 3: >10 placas/CGA. Las diferencias estadísticas se calcularon usando la prueba de chi-cuadrado (X2). 

Por otro lado, se encontraron depósitos intraparenquimatososo de “tipo difuso” 

(Fig. 12) positivos para ApoE con una puntuación de 3 (frecuentes) en el 50% de los 

casos de AAC tipo I (3/6), en el 63% de los de AAC tipo II (5/8) y en el 67% de los 

casos con depósitos de βA en parénquima sin afectación vascular (2/3). Los controles 

presentaron menos placas de “tipo difuso” de ApoE, sin embargo, las diferencias entre 

los 4 grupos no fueron estadísticamente significativas (p=0.389). La presencia de ApoJ 

en forma de placas de “tipo difuso” fue frecuente (puntuación 3) en el 33% de los 

casos de AAC tipo I (2/6) y en el 63% de los casos de AAC tipo II (5/8), en 

comparación con una detección más baja en el resto de los grupos (p= 0.017). Aunque 
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se encontraron placas de “tipo difuso” de ApoE y ApoJ en el 67% de los controles 

(2/3), los grupos C y D presentaron puntuaciones más bajas en comparación con los 

grupos A y B. Las placas de “tipo difuso” de ApoA-I fueron globalmente menos 

frecuentes que las positivas para ApoE y ApoJ, sin encontrarse diferencias 

significativas entre los grupos (p= 0.234). La presencia de ApoE, ApoJ o ApoA-I en 

placas de “tipo difuso” tampoco fue diferente entre los casos de AAC tipo I y tipo II 

(Fig. 15B). El genotipo APOE no se asoció con la presencia de ApoE, ApoJ y ApoA-I 

formando depósitos parenquimatosos  de “tipo neurítico” o de “tipo difuso” en esta 

cohorte. 

 

Fig. 15B: Distribución de ApoE, ApoJ y ApoA-I en las placas de “tipo “difuso”. 0: ausentes; 1:1-4 placas/CGA; 2:5-10 

placas/CGA; 3: >10 placas/CGA. Las diferencias estadísticas se calcularon usando la prueba de chi-cuadrado (X2). 

Se evaluó asímismo la presencia de ApoE, ApoJ y ApoA-I en células cerebrales, 

encontrando que las tres apolipoproteínas se expresaban en el citoplasma de las 

neuronas piramidales y de los astrocitos subpiales de diferentes áreas corticales y 

perihipocampales analizadas (Fig. 16). No se detectaron diferencias en el número de 

células positivas ni en la intensidad de la expresión para ApoE, ApoJ o ApoA-I entre 

los 4 grupos analizados o entre los casos de AAC tipo I y AAC tipo II. 
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Fig. 16: Imágenes representativas de las tinciones de ApoE, ApoJ y ApoA-I en astrocitos subpiales y neuronas 

piramidales. Se detectó una expresión granular citoplasmática en astrocitos subpiales y neuronas piramidales tanto 

para ApoE (A y D), ApoJ (B y E) y ApoA-I (C y F). 400x. 

 

A.4. Análisis de la asociación de la presencia de ApoE, ApoJ y ApoA-I 

vascular y la HIC 

En la cohorte de cerebros post mortem analizados, la HIC lobar fue la principal causa 

de muerte en los pacientes con AAC (N= 7, Tabla 1). No se encontró asociación entre 

la HIC y el sexo de los pacientes, a diferencia de la edad: los sujetos que sufrieron una 

HIC fueron mayores que el resto (83 ± 6 vs. 73 ± 11, p= 0.040). Se evaluó la posible 

asociación entre los niveles de ApoE, ApoJ y ApoA-I en vasos cerebrales y la 

aparición de una HIC, excluyendo la presencia de apolipoproteínas en la localización 

del hematoma agudo. En este sentido, la presencia de ApoE fue significativamente 

mayor en los capilares, en las arterias meníngeas y en las corticales en aquellos 

pacientes que sufrieron una HIC (p=0.035, p=0.048 y p=0.015, respectivamente), 

aunque la presencia de ApoE no estaba asociada con la edad. En contraste, los 

niveles de ApoE en las placas no fueron diferentes en pacientes que habían sufrido 

una HIC. La presencia de ApoA-I en las arterias meníngeas fue más elevada en 

pacientes con HIC que en el resto de sujetos (p= 0.006), mientras que la presencia de 
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ApoJ no se asoció estadísticamente con ocurrencia de HIC. Aún así, después de 

ajustar por la edad y el genotipo APOE, la presencia de ApoE en las arterias corticales 

fue el único predictor independiente de sufrir una HIC (OR, 9.40, IC 95% [1.05-84.41], 

p= 0.046) (Fig. 17). En cuanto al genotipo, APOEε2 se asoció con haber sufrido una 

HIC (p= 0.017). Curiosamente los pacientes con AAC e HIC tenían una mayor 

frecuencia de presentar el genotipo APOEε2 en comparación con los pacientes con 

AAC sin HIC [57% (4/7) vs. 0% (0/7), p= 0.018]. 

Fig. 17: Distribución de ApoE, ApoJ y ApoA-I en capilares corticales, arterias meníngeas y arterias corticales en casos 

con y sin HIC. Las gráficas representan el porcentaje de casos con las diferentes puntuaciones de inmunopositividad 

en cada grupo (con y sin HIC). La tinción de los capilares cerebrales se clasificó como 0: sin tinción; 1: tinción de la 

pared granular y focal (<50% de los capilares); 2: tinción de la pared lineal y focal (<50% de los capilares); 3: tinción de 

la pared difusa (>50% de los capilares); 4: Tinción intensa y gruesa de la pared. La tinción de las arterias se clasificó 

como 0: sin tinción; 1: tinción en <30% de los vasos; 2: tinción en 30-75% de los vasos; 3: tinción en >75% de los 

vasos. Las diferencias estadísticas se calcularon usando la prueba de chi-cuadrado (X2). 
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B) ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE CD2AP EN LA EA 

B.1. Inmunopositividad de CD2AP en EA 

Inicialmente, la distribución de la expresión de CD2AP y su posible asociación con la 

patología pTau y βA se analizaron inmunohistoquímicamente en áreas corticales de 

muestra cerebrales post mortem procedentes de la Cohorte A. En los casos de EA se 

identificaron depósitos neuronales de CD2AP que se asemejaban a ovillos 

neurofibrilares y, en menor medida, fibras tortuosas similares a hebras de neuropilo en 

las regiones en las que se observaba patología pTau (Fig. 18A y B). Sin embargo, no 

se encontraron neuritas distróficas positivas para CD2AP (Fig. 18C-D). Tampoco se 

identificaron depósitos de CD2AP en paredes vasculares ni en el parénquima cerebral 

de regiones cerebrales con depósito parenquimatoso y vascular de βA (como se 

muestra en niveles corticales consecutivos en la figura 18E-F y 18G-H). Sin embargo, 

en todos los casos se detectó una leve positividad de CD2AP endotelial granular (Fig. 

18B). 
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Fig 18: Imágenes representativas de secciones consecutivas de cerebros con EA (A-B, C-D, E-F y G-H). A, C. Se 

detectó expresión de Tau-AT8 en ovillos neurofibrilares de neuronas piramidales y hebras de neuropilo en dendritas 

(flechas rojas y blancas, respectivamente) y neuritas distróficas (asteriscos rojos). B, D. Se encontraron inclusiones 

positivas para CD2AP en neuronas piramidales (flechas rojas) y ocasionales depósitos en forma de hebras de 

neuropilo (flechas blancas). Además, se observó positividad granular en células endoteliales para CD2AP (punta de 

flecha negra). No se tiñeron neuritas distróficas descritas en las placas neuríticas con CD2AP. E, G. La inmunotinción 

de βA demostró depósitos parenquimatosos y vasculares. F, H. La inmunohistoquímica de CD2AP no mostró 

positividad parenquimatosa o vascular en esas áreas. Únicamente las células sanguíneas y endoteliales fueron 

positivas para CD2AP. C, D, G y H: barras de escala = 20 µm. A, B, E y F: barras de escala = 50 µm. 
 

Para estudiar más a fondo la asociación encontrada, se realizó una doble tinción de 

inmunofluorescencia de CD2AP y Tau-AT8 en secciones corticales de EA (Fig. 19), 

confirmando que CD2AP se colocalizaba con pTau, como lo demuestran los depósitos 
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intraneuronales citoplasmáticos en neuronas piramidales y ocasionales hebras de 

neuropilo. No se encontró expresión de CD2AP independiente de pTau (Fig. 19A). A 

un mayor aumento, se demostró que esta colocalización con pTau era incompleta y la 

expresión de CD2AP presentó un patrón granular discontinuo (Fig. 19B). 

 

 

Fig. 19: Evaluación confocal de la distribución de CD2AP y Tau-AT8 en secciones corticales del cerebro de pacientes 

con EA. Imágenes confocales representativas que muestran la colocalización de pTau (rojo) y CD2AP (verde) en el 

citoplasma neuronal y en hebras de neuropilo en un caso de estadio B3 y CD2AP-3. Las imágenes fusionadas 

muestran la colocalización de pTau y CD2AP (amarillo). Barra de escala = 10 μm. 

 

El siguiente paso fue confirmar la asociación entre pTau y la distribución de CD2AP en 

casos de EA y controles. Para ello, ampliamos la serie de pacientes añadiendo una 

segunda cohorte (cohorte B, tabla 2). Los casos de las cohortes A y B (N = 60), se 

clasificaron según el estadio de Braak (tabla 4). No se encontraron diferencias 

significativas en cuanto a edad o sexo entre cohortes. Considerando las dos cohortes 

juntas, los pacientes con EA eran significativamente mayores que los pacientes control 

(78.9 ± 10.8 vs 61.4 ± 10, p <0.001), pero no se encontraron diferencias en cuanto al 

sexo (Tabla 2). La evaluación del estadio de Braak, la fase de Thal y el criterio CERAD 
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permitieron la asignación del “ABC” que otorgó un riesgo de EA66. Las dos cohortes 

fueron neuropatológicamente equivalentes (no se encontraron diferencias 

significativas en la frecuencia de casos clasificados según la fase Thal, estadio de 

Braak o CERAD). Según los criterios del NIA-AA, el 48,4% del total de casos (29/60) 

mostraron cambios neuropatológicos de EA intermedio (16/60) o alto (13/60) (tabla 3). 

 
 

Cohorte A 
 

Cohorte B 
 

Valor p 
 

Total 

N 23 37  60 

Edad 78 [63–82] 80 [64–86.5] 0.373 78.5 [63.5–85] 

Sexo (femenino) 12 (52.2%) 23 (62.2%) 0.445 35 (58.3%) 

Fases de Thal   0.150  

A0 9 (39.1%) 12 (32.4%)  21 (35%) 

A1 2 (8.7%) 5 (13.5%)  7 (11.7%) 

A2 7 (30.4%) 4 (10.8%)  11 (18.3%) 

A3 5 (21.7%) 16 (43.2%)  21 (35.0%) 

Estadio de Braak   0.976  

B0 6 (26.1%) 9 (24.3%)  15 (25%) 

B1 6 (26.1%) 9 (24.3%)  15 (25%) 

B2 6 (26.1%) 9 (24.3%)  15 (25%) 

B3 5 (21.7%) 10 (27.0%)  15 (25%) 

Criterios de 
CERAD 

  0.131  

C0 9 (39.1%) 19 (51.4%)  28 (46.7%) 

C1 6 (26.1%) 2 (5.4%)  8 (13.3%) 

C2 3 (13.0%) 4 (10.8%)  7 (11.7%) 

C3 5 (21.7%) 12 (32.4%)  17 (28.3%) 

Riesgo de EA   0.563  

No relacionado 10 (43.5%) 12 (32.4%)  22 (36.7%) 

Bajo 3 (13.0%) 6 (16.2%)  9 (15.0%) 

Intermedio 7 (30.4%) 9 (24.3%)  16 (26.7%) 

Alto 3 (13.0%) 10 (27.0%)  13 (21.7%) 

CD2AP   0.421  

0 10 (43.5%) 15 (40.5%)  25 (41.7%) 

1 9 (39.1%) 12 (32.4%)  21 (35.0%) 

2 3 (13.0%) 3 (8.1%)  6 (10.0%) 

3 1 (4.3%) 7 (18.9%)  8 (13.3%) 
 

Tabla 3: Descripción demográfica y patológica de los casos y controles de la enfermedad de Alzheimer (EA) de la 

Cohorte A (HUVH) y la Cohorte B (Fundación CIEN). La expresión de CD2AP se clasificó de acuerdo con la puntuación 

descrita en la sección B.4 de Métodos y se representó esquemáticamente en la figura 17A. Se analizaron las 

diferencias estadísticas entre cohortes para las diferentes variables. 

 

A continuación, se evaluó la puntuación de CD2AP en los casos de EA y en casos 

control, siendo comparables los resultados obtenidos de ambas cohortes (A y B) (tabla 
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3). Como se muestra en la figura 11, los depósitos de CD2AP se clasificaron de 

manera similar al estadio de Braak. 

 

 Fig. 20: Imágenes representativas de secciones consecutivas teñidas con anti-Tau-AT8 y anti-CD2AP en diferentes 

áreas cerebrales. Barras de escala = 50µm. 

 

Tal y como se ha comentado anteriormente, la inmunodetección de CD2AP neuronal 

se asociaba a los ovillos neurofibrilares identificados con pTau. Sin embargo, la 

positividad de CD2AP bajo forma de estructuras de tipo hebras de neuropilo fue 

significativamente menor que la expresión de pTau. La intensidad de la inmunotinción 

neuronal de CD2AP fue homogénea, independiente del riesgo de EA, aunque su 

extensión seguía la distribución patológica de pTau. En la figura 20 se muestra un 

ejemplo de los estadios de Braak y la puntuación que se otorgó para la expresión de 

CD2AP. Así, el 41,7% de los casos no mostraron depósitos de CD2AP (25/60), el 35% 

de los casos se clasificaron como CD2AP-1 (21/60), el 10% de los casos se 

clasificaron como CD2AP-2 (6 / 60) y, finalmente, el 13,3% de los casos cumplían 

criterios de puntuación CD2AP-3 (8/60) (tabla 3). 

El análisis estadístico univariado reveló que la expresión de CD2AP se asociaba 

significativamente con la edad, la fase de Thal, el estadio de Braak, los criterios 

CERAD y el riesgo de EA (p <0.001) (tabla 4). No obstante, después del análisis de 

regresión incluyendo las diferentes variables independientes, únicamente la asociación 
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de la expresión de CD2AP neuronal con el estadio de Braak permaneció 

estadísticamente significativa (p <0.001) (tabla 4).  En este contexto, ninguno de los 

casos de control (B0) mostró depósito de CD2AP, mientras que el 33,33% de los 

casos B1 (5/15) fueron CD2AP-1. Todos los casos B2 y B3 presentaron positividad 

para CD2AP: el 93,33% de los casos B2 (14/15) se clasificaron como CD2AP-1 y el 

6,67% como CD2AP-2 (1/15); mientras que el 13,33% de los casos B3 se clasificaron 

como CD2AP-1 (2/15), el 33,33% se puntuaron como CD2AP-2 (5/15) y el 53,33% de 

los casos B3 (8/15) mostraron la mayor expresión de CD2AP (CD2AP-3). Esta 

progresión jerárquica de la distribución de CD2AP con respecto al estadio de Braak se 

representa en la figura 21. 

Asociación de 
CD2AP 

Análisis univariado 
Valor p 

Regresión CATREG 

Beta ± SE Valor p 

Edad < 0.001 -0.097 ± 0.081 0.237 

Sexo (Femenino) 0.680 --- --- 

Fase deThal < 0.001 0.190 ± 0.374 0.773 

Estadio de Braak < 0.001 0.495 ± 0.230 0.006 

Criterio CERAD < 0.001 0.045 ± 0.167 0.790 

Riesgo de EA < 0.001 0.334 ± 0.436 0.561 
 

Tabla 4: Asociaciones entre la puntuación de CD2AP y las características demográficas y patológicas en pacientes 

con EA y controles de ambas cohortes. La regresión CATREG se evaluó utilizando sólo las variables significativas del 

análisis univariado. Beta ± SE: coeficientes beta estandarizados con la correspondiente estimación del error estándar. 

Los números en negrita indican diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

 

Fig. 21: Diagrama de barras que representa el score de CD2AP según el estadio de pTau de Braak. 
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B.2. Inmunopositividad de CD2AP en otras taupatías 

Para analizar si la asociación entre pTau y CD2AP se daba también en otras 

tauopatías más allá de la EA, se estudió la distribución de CD2AP en 9 casos de PSP, 

5 casos de DCB y 7 casos de EPi (Tabla 2). Los pacientes con PSP y EPi eran 

significativamente mayores que los pacientes control (PSP = 74.2 años ± 9.1 y PiD = 

75.1 años ± 9.7 frente a controles = 61.4 años ± 10, p <0.001). No se encontraron 

diferencias significativas en cuanto al sexo entre grupos (Tabla 2). 

Se evaluó la presencia de CD2AP en neuronas, células gliales y oligodendrogliales en 

estos casos. Los resultados evidenciaron únicamente inclusiones neuronales esféricas 

de CD2AP similares a los cuerpos de Pick, algunas inclusiones de tipo ovillo 

neurofibrilar y de tipo hebras de neuropilo en 6/7 casos de EPi, mientras que no se 

encontraron inclusiones neuronales o gliales de CD2AP en ninguno de los casos de 

PSP o DCB (Fig. 22). En ninguno de los casos se detectó positividad granular 

neuronal de tipo preovillo para CD2AP. 
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Fig. 22: Imágenes de cortes consecutivos representativas de diferentes tauopatías: DCB (A-B), PSP (C-D) y EPi (E-F).  

A, C y E. La inmunohistoquímica de Tau AT-8 mostró inmunorreactividad citoplásmica granular difusa (preovillo, flecha 

negra) en neuronas y placas astrocíticas (flecha roja) en los casos de DCB (A), astrocitos en forma de penacho (punta 

de flecha negra) y preovillos (flecha negra) en muestras de PSP (C) y ovillos neurofibrilares (asterisco) y cuerpos de 

Pick (puntas de flecha roja) en muestras de EPi (E). B, D y F. La inmunohistoquímica de CD2AP no mostró ninguna 

positividad neuronal o glial en las muestras de DCB o PSP (B, D), mientras que en las muestras de EPi se identificaron 

inclusiones esféricas similares a cuerpos de Pick positivas para CD2AP (puntas de flecha rojas) (F). A-F: barras de 

escala = 20 µm. 

 

Dada la asociación sugestiva de la expresión de CD2AP con enfermedades asociadas 

a Tau-3R como la EA y la EPi, comparamos la inmunohistoquímica de CD2AP y Tau-

3R en secciones consecutivas en casos de EPi. Los resultados mostraron que la 

positividad neuronal de CD2AP fue significativamente mayor que la de Tau-3R (40.7 ± 

26.3 inclusiones de CD2AP/10 CGA frente a 14,4 ± 11,9 depósitos de Tau-3R/10 CGA, 

p=0.033) y únicamente con CD2AP se identificaron hebras de neuropilo, mientras que 

no se observaron con Tau-3R (Fig. 23). 
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Fig. 23: Imágenes representativas de secciones consecutivas de muestras de cerebro con EPi (A-B y C-D). A y C. 

La positividad de Tau-3R se restringió a depósitos neuronales aislados y no se identificaron hebras de neuropilo 

con esta tinción. B y D. La inmunohistoquímica de CD2AP evidenció depósitos neuronales e inclusiones en forma 

de hebras de neuropilo. Barras de escala = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 91 

 

 

DISCUSIÓN 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  



     

 Discusión 

 

 93 

El depósito anómalo de proteínas en el cerebro desencadena procesos patológicos 

que condicionan la expresión y localización de biomoléculas específicas, tanto a nivel 

cerebral como a nivel sistémico. Estas moléculas pueden tener utilidad clínica como 

biomarcadores para un mejor diagnóstico y pronóstico de las enfermedades 

implicadas, y podrían considerarse nuevas dianas terapéuticas y/o ayudar a esclarecer 

los procesos patológicos subyacentes. En este sentido, el objetivo global de esta tesis 

fue identificar proteínas implicadas en la β-amiloidosis cerebral y determinar su 

expresión y distribución en el cerebro humano. En particular, basamos este trabajo en 

el estudio de proteínas implicadas en patologías asociadas al depósito de βA, como la 

AAC y la EA.  

A) ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE APOE, APOJ Y APOA-I EN LA 
AAC  
 

Todavía no se conocen en profundidad las vías patogénicas que dan lugar al 

desarrollo de la EA, la AAC o ambas.  En lo referente al depósito de βA en el cerebro 

se han descrito múltiples mecanismos de por qué ocurre. Una de las hipótesis más 

aceptadas que intenta explicar el depósito esporádico de βA cerebrovascular se refiere 

al fallo de eliminación de proteínas del cerebro185. Los vasos cerebrales son el 

principal sistema de eliminación del βA cerebral, que se evacúa a través de las vías de 

drenaje perivascular y a través de la BHE. El depósito fibrilar y compacto de βA en las 

paredes de los vasos se ha relacionado con anormalidades en la red de los vasos 

cerebrales, que posteriormente pueden comprometer la integridad de la BHE. De 

hecho, la consecuencia patológica más relevante de la AAC es el desarrollo de una 

HIC en las áreas corticales y/o subcorticales. Además, la recurrencia de la HIC es una 

complicación común en pacientes con AAC, lo que resulta en tasas elevadas de 

mortalidad y discapacidad126. Sin embargo, los mecanismos de rotura de los vasos 

que desencadenan una HIC en los pacientes con AAC tampoco son conocidos.  
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El objetivo principal de nuestro estudio fue analizar la expresión inmunohistoquímica 

de proteínas que codepositan con βA en cerebros que muestran diferentes patrones 

de localización de este depósito. En particular, se analizaron las apolipoproteínas 

específicas, ApoE, ApoJ y ApoA-I, que pueden influir en la agregación y eliminación de 

los depósitos insolubles de amiloide124, 151, 186-187 y, por lo tanto, podrían ser relevantes 

en la distribución del βA cerebral. 

La ApoE se produce a nivel cerebral y modula múltiples vías que pueden afectar la 

cognición, como la homeostasis del colesterol y lípidos, la función sináptica, el 

metabolismo de la glucosa, la neurogénesis, la función mitocondrial, la fosforilación de 

tau, la atrofia neuronal, la neuroinflamación y el metabolismo y la agregación de βA188. 

Estudios inmunohistoquímicos previos realizados en cerebros con EA evidenciaron la 

presencia de ApoE en depósitos parenquimatosos y vasculares, que se 

correlacionaban con los de βA106, 116, 189. Los resultados de nuestro estudio confirman 

la expresión inmunohistoquímica de ApoE en paredes vasculares de pacientes con 

AAC y en depósitos parenquimatosos en pacientes con placas neuríticas. Sin 

embargo, no se encontraron diferencias significativas en el nivel de ApoE en las 

arterias meníngeas con o sin AAC, aunque se observó una mayor tendencia a la 

presencia de ApoE en los vasos corticales de cerebros con AAC que en los cerebros 

sin AAC. 

Varios artículos han demostrado que el genotipo APOE modifica la distribución 

cerebrovascular de βA en individuos con EA190, 191. En este sentido, se analizó si el 

genotipo APOE también podría influir en la expresión de las apolipoproteínas del 

estudio en casos de AAC. Aunque APOEε4 es un factor de riesgo bien conocido para 

AAC190, 192, no se pudo demostrar esta asociación en nuestro estudio, probablemente 

debido al pequeño tamaño de la muestra del grupo control (casos sin patología de βA). 

Sin embargo, entre los casos de AAC, encontramos que el genotipo APOEε4 estaba 

más representado en pacientes con AAC tipo I, mientras que los pacientes con AAC 
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tipo II presentaban una mayor frecuencia de APOEε2, de acuerdo con lo descrito en la 

literatura3, 118. No se pudo encontrar una asociación significativa entre la presencia 

inmunohistoquímica de ApoE, ApoJ o ApoA-I y el genotipo APOE, excepto por una 

tendencia estadística que apuntaba hacia un vínculo entre el genotipo APOEε2 y una 

mayor expresión de ApoE en las arterias corticales. De hecho, se ha descrito niveles 

más altos de proteína ApoE en el plasma de portadores de APOEε2 respeto al resto 

de genotipos (APOEε3 y APOEε4) en pacientes con AAC150. Por otro lado, se ha 

propuesto que la presencia de APOEε4 o APOEε2 aumenta el riesgo de ocurrencia de 

HIC lobar193. Estudios patológicos previos demostraron que APOEε2 se asociaba a la 

rotura de los vasos relacionada con AAC131, mientras que APOEε4 se asoció con la 

cantidad de amiloide vascular192. En nuestra cohorte, los pacientes con AAC e HIC 

eran más comúnmente portadores de APOEε2 en comparación con los pacientes con 

AAC sin HIC, validando los resultados descritos anteriormente132. Además de esto, la 

presencia de ApoE en los vasos corticales fue significativamente mayor en los 

pacientes que sufrieron un HIC, después de ajustar por el genotipo APOE y la edad. 

Estos datos sugieren el posible papel de esta apolipoproteína en la desestabilización y 

la alteración de los vasos cerebrales, como se propone en diferentes modelos 

experimentales194-195. 

ApoJ es una proteína heterodimérica multifuncional que actúa como una chaperona 

natural y se une al βA en el LCR y plasma111
. El aumento de ApoJ en plasma se ha 

asociado con una mayor prevalencia y gravedad de EA136. En cerebros con EA, ApoJ 

y βA codepositan en lesiones cerebrovasculares y parenquimatosas105-106, 134. Una vez 

más, los resultados de nuestro estudio concuerdan con los datos previamente 

publicados, ya que se identifican claramente niveles más altos de ApoJ en los vasos 

cerebrales de los casos de AAC y en los depósitos parenquimatosos de tipo “neurítico” 

y “difuso” en los casos que presentan placas de βA. Sin embargo, vale la pena 

mencionar que también se encontraron depósitos de tipo “difuso” de ApoJ y ApoE en 
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algunos casos control, en los que no se detectaron depósitos de βA en parénquima. 

Sería necesario el uso de métodos de inmunodetección más sensibles (por ejemplo, el 

uso de anticuerpos βA que reconocen diferentes epítopos) para confirmar estos 

resultados. El aumento de los niveles de ApoJ se ha postulado como una respuesta 

protectora contra la acumulación aberrante de βA en el cerebro. Sin embargo, hay 

resultados contradictorios en la literatura sobre el papel protector de ApoJ. La 

eliminación de CLU en un modelo ratón transgénico de EA resultó en una 

exacerbación del depósito vascular de βA, mientras que el depósito parenquimatoso 

se redujo notablemente140. Sin embargo, la administración intravenosa de proteína 

ApoJ recombinante humana o de un péptido mimético de ApoJ promovió una 

reducción en el acúmulo de βA parenquimatoso y vascular en modelos experimentales 

de EA141, 196. Así, la función de ApoJ en el cerebro aún debe esclarecerse. En el 

estudio actual, en contraste con ApoE, la presencia de ApoJ en vasos leptomeningeos 

y corticales se asociaba a la AAC, aunque no se encontró asociación significativa 

entre los niveles cerebrovasculares de ApoJ y la aparición de HIC. 

Finalmente, ApoA-I, componente importante de las HDL en plasma que desempeña un 

papel crucial en el transporte inverso de colesterol, puede cruzar la BHE142, ya que se 

ha encontrado en LCR y en cerebro143. De hecho, en estudios previos en cerebros con 

EA se detectó ApoA-I en las placas neuríticas106, 116, aunque se desconoce si esta 

proteína proviene de la sangre periférica o si determinadas células cerebrales podrían 

llegar a producirla como sucede con ApoE y ApoJ197. En nuestro estudio 

inmunohistoquímico, se encontró ocasionalmente ApoA-I en forma de depósitos 

parenquimatosos cerebrales, siendo la positividad de ApoA-I  menos extensa que la 

de ApoE y ApoJ en las arterias meníngeas y corticales. No hubo asociación entre los 

niveles de ApoA-I y el depósito arterial de βA. 

Otro objetivo importante del estudio fue determinar si el depósito de estas proteínas 

era específico de patología con afectación capilar por el βA (AAC tipo I) o no (AAC tipo 
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II). De hecho, la relevancia clínica de esta clasificación neuropatológica de la AAC aún 

está en debate. Por ejemplo, Mäkelä y cols198 describieron que la AAC tipo I estaba 

relacionada con la gravedad de la AAC y con un cuadro clínico y neuropatológico de 

EA más severo, mientras Boyle y cols82 encontraron que el deterioro cognitivo no 

estaba asociado a una afectación capilar de la AAC. En este trabajo, la afectación 

capilar por AAC no se asoció con la gravedad patológica de la AAC ni la EA y el 

subtipo de AAC no se relacionó con la aparición de HIC. Por otro lado, aunque el 

patrón biológico de ambos subtipos de AAC no se ha estudiado ampliamente199, la 

expresión de estas apolipoproteínas en vasos cerebrales afectados por el depósito de 

βA ya se ha descrito con anterioridad106, 189, sin profundizar en un posible patrón de 

distribución diferencial según la clasificación patológica de la AAC. En nuestro estudio, 

se confirmó la presencia de las tres apolipoproteínas no sólo en las arterias sino 

también en los capilares de los casos de AAC. Además, los niveles de expresión 

endotelial de ApoE y ApoJ, así como los de ApoA-I, fueron mayores en los capilares 

de la AAC tipo I que en los capilares de tipo II. De hecho, la expresión endotelial 

intensa con tinción de pared gruesa y acompañada en ocasiones de depósitos 

perivasculares únicamente se observó en los capilares de la AAC tipo I, mientras que 

en la AAC tipo II sólo se encontró expresión endotelial sin aumento del grosor de la 

pared de los capilares. Curiosamente, estos resultados destacan una asociación 

específica relevante entre la presencia de ApoA-I y el βA capilar. Sería interesante 

saber si esta ApoA-I tiene un origen periférico y es atraído por el βA microvascular o si 

se trata de un mecanismo de expresión específico de las células endoteliales. 

Además, también se detectaron niveles más altos de ApoE y ApoA-I en capilares de 

pacientes que sufrieron una HIC, independientemente del subtipo de AAC, lo que 

sugiere una posible implicación de la acumulación de estas apolipoproteínas en la 

alteración de algunas propiedades asociadas a la integridad de la BHE.  
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Este estudio presenta ciertas limitaciones, como el pequeño tamaño muestral de los 

subgrupos (más evidente para los grupos sin AAC) o el análisis de diferentes áreas 

corticales, que puede haber influido en la evaluación de la inmunohistoquímica de las 

diferentes apolipoproteínas. Se necesitarán estudios más amplios para evaluar el 

impacto del codepósito de estas apolipoproteínas en patologías relacionadas con el 

βA y la aparición de HIC asociada a la AAC. 

 

B) ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE CD2AP EN LA EA 

En el segundo estudio, se evaluó la distribución y presencia de la proteína CD2AP en 

tejido cerebral de pacientes con EA y controles procedentes de dos bancos de tejidos 

neurológicos independientes. El interés incial en el estudio de CD2AP nació de su 

posible asociación con el depósito de βA cerebral descrita en modelos 

experimentales180-182, así como su posible funcionalidad a nivel de la BHE173. En este 

sentido, el objetivo original fue comprobar un posible vínculo de la expresión de esta 

proteína con el depósito βA vascular y/o a nivel de placas neuríticas propias de la EA. 

Los avances en genética humana han revelado diferentes variantes genéticas, entre 

ellas en genes como CD2AP, asociadas con el riesgo de EA. Aunque dicha asociación 

ha sido bien documentada en múltiples cohortes156-160, 176, la expresión de la proteína 

CD2AP en esta enfermedad aún no ha sido confirmada.  

CD2AP es una proteína multidominio de andamiaje implicada en múltiples procesos 

fisiológicos y patológicos. CD2AP ha sido investigada en profundidad en relación a la 

patología renal, ya que, se expresa principalmente en los podocitos glomerulares, que 

componen la barrera de filtración de proteínas del riñón. En cuanto a la función 

cerebral de CD2AP, como se ha comentado anteriormente, se ha relacionado con la 

sinapsis; CD2AP podría modular la longitud y complejidad de las neuritas, el número 

de filopodios del cono de crecimiento en las neuronas y se encontraría regulada 

positivamente durante el crecimiento del axon de las neuronas no lesionadas in 
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vitro170. Por otro lado, un estudio en ratones con ausencia de CD2AP puso de 

manifiesto una reducción de la integridad de la BHE, confirmando que esta proteína es 

necesaria para el matenimiento de la BHE200.  

En nuestro estudio, se confirmó la inmunopositividad granular para CD2AP en el 

endotelio del cerebro humano. Sin embargo, el hallazgo más interesante fue la 

presencia de inclusiones neuronales de CD2AP morfológicamente similares a ovillos 

neurofibrilares en el hipocampo y la corteza temporal y occipital de los cerebros con 

EA. A pesar de que la variantes rs9349407177 y rs10948363178 de CD2AP estén 

asociadas a mayor número de placas neuríticas y que esto se haya relacionado con el 

depósito de βA, en nuestra cohorte de EA no se detectaron depósitos de CD2AP en 

paredes vasculares positivas para βA ni en forma de placas parenquimatosas. Es 

decir, nuestros resultados no apoyaban una vinculación directa entre la expresión 

cerebral de CD2AP y el metabolismo de βA, en consonancia con estudios in vivo 

previos que demostraban que la pérdida de función de CD2AP no afectaba a los 

niveles totales de βA o la carga de placas de amiloide en un modelo transgénico de 

EA180. 

Por el contrario, en la cohorte de cerebros con EA se encontró CD2AP 

específicamente en regiones con una presencia evidente de depósitos de pTau como 

son los ovillos neurofibrilares y hebras de neuropilo. Curiosamente, tampoco se 

identificaron depósitos de CD2AP de tipo neuritas distróficas presentes en las placas 

neuríticas de los pacientes con EA. Gracias al estudio de inmunofluorescencia se pudo 

demostrar que CD2AP colocalizaba a nivel intraneuronal con la proteína pTau en el 

hipocampo del cerebro con EA. 

En base a este resultado, se analizó la expresión de CD2AP en una cohorte de 

cerebros de dos centros diferentes con representación equilibrada de las distintas 

fases de distribución de pTau (estadios de Braak58). En primer lugar, se pudo 

evidenciar la ausencia de depósitos intraneuronales de CD2AP en todos los casos 

control. En segundo lugar, en las muestras de EA, la positividad neuronal de CD2AP 
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se asoció con el estadio de Braak, independientemente de la edad y otras 

características patológicas. De hecho, aunque la expresión de CD2AP se asociaba 

significativamente con el riesgo de EA en el análisis univariante, los resultados 

corregidos por las diferentes variables asociadas confirmaron que esto podía atribuirse 

a la fuerte asociación de la expresión de CD2AP con el estadio de Braak. Estos 

hallazgos mostraban que los depósitos de CD2AP estaban relacionados con la 

patología tau siguiendo una progresión jerárquica en las áreas estudiadas (hipocampo, 

corteza temporal y corteza occipital). Cabe destacar que la extensión del depósito 

neuronal de CD2AP fue inferior o igual, pero nunca mayor que los depósitos de pTau, 

sugiriendo que la aparición de los depósitos de CD2AP seguiría una progresión 

posterior a los de pTau en la EA. 

Diferentes estudios ya han propuesto que la regulación de CD2AP podría estar 

relacionada con la toxicidad de tau y la apoptosis neuronal. Por ejemplo, se ha 

descrito que Cindr (ortólogo de mosca de CD2AP) juega un papel en la homeostasis 

neuronal y la función sináptica184
 y que la pérdida de Cindr en un modelo de 

Drosophila agrava la toxicidad mediada por tau183. Estos estudios sugieren que la 

modulación de CD2AP podría proteger contra la EA. No obstante, estos autores 

describieron una expresión ubicua de Cindr en células gliales y neuronas, con un 

enriquecimiento particular en las terminales presinápticas184. Como este patrón de 

expresión difiere claramente de la distribución que encontramos en el tejido humano, 

restringido a células endoteliales, neuritas aisladas e inclusiones neuronales similares 

a los ovillos neurofibrilares, la función de Cindr en Drosophila puede no ser 

comparable con la función de CD2AP en el cerebro humano. Por otro lado, estudios 

en humanos también han sugerido un vínculo entre CD2AP y la patología tau, ya que, 

el polimorfismo rs9381563 de CD2AP se asoció a niveles alterados de pTau en el 

LCR175. Además, la variante CD2AP rs10948363 mostró una asociación con la 

presencia histológica de ovillos neurofibrilares201. Hasta la fecha, se desconoce el 

patrón de expresión de la proteína CD2AP en pacientes portadores de estas variantes 
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genéticas. Sin embargo, los datos disponibles del Genotype-Tissue Expression 

Project, donde se describen los efectos genéticos sobre los niveles de expresión 

génica202, muestran que los alelos de riesgo de CD2AP están asociados con una 

mayor expresión génica en varios tejidos, incluido el cerebro. Estas observaciones, 

junto con nuestros resultados que muestran niveles insignificantes de expresión de 

CD2AP neuronal en casos con estadios de Braak más bajos y una mayor presencia de 

éstos en casos con un mayor riesgo neuropatológico de EA, pueden abrir la 

posibilidad de que una mayor expresión de CD2AP implique una función protectora 

frente la toxicidad asociada a la patología pTau en la EA, en contraste con la hipótesis 

anterior183-184, 203. Sin embargo, para esclarecer este punto sería interesante determinar 

los niveles totales o solubles de expresión de CD2AP por técnicas diferentes a la 

inmunohistoquímica en pacientes y controles. De hecho, un estudio anterior mostró 

que la expresión del gen CD2AP estaba disminuida en linfocitos en sangre periférica 

de casos de EA esporádica203. Cabe destacar que otras proteínas codificadas por 

genes identificados como de riesgo para la EA, así como aquellas con funciones 

celulares endocíticas, también se han asociado con la patología de tau. Este es el 

caso, por ejemplo, de PICALM (proteína de ensamblaje de clatrina que se une a 

fosfatidinilinositol), que también colocaliza con ovillos neurofibirilares y cuyos niveles 

se encontraron disminuidos en cerebros con EA204. Los autores de este estudio 

demostraron que el procesamiento anormal de PICALM estaba relacionado con un 

deterioro de la autofagia en la EA y en tauopatías sin patología Aβ, como DCB y 

EPi205. Además, en un modelo de tauopatía murina, la haploinsuficiencia de PICALM 

indujo una patología de tau exacerbada a través de la desregulación de la autofagia206. 

En general, el equilibrio entre los niveles de proteínas solubles y las inclusiones 

proteicas insolubles asociadas a tau parece ser un factor crítico que podría influir en la 

toxicidad de los ovillos neurofibrilares, donde CD2AP también podría tener un papel 

relevante que debería ser explorado en futuros estudios. De hecho, las redes 

autofágicas-endolisosomales realizan funciones importantes en la acumulación de tau, 
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incluida la eliminación de formas neurotóxicas de tau y pTau en sitios específicos a 

través del sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS). La desregulación de estos 

procesos autofágicos-endolisosomales se ha demostrado en diferentes tauopatías207. 

En este sentido, CD2AP se une a ubiquitina208 y también se ha propuesto que podría 

regular la función UPS en la transmisión sináptica184. 

Debido al vínculo observado entre la patología CD2AP y pTau, también se analizó la 

expresión de la proteína CD2AP en el cerebro de pacientes con otras tauopatías 

(CBD, PSP u EPi). Nuestros resultados mostraron que sólo la EPi presentaba 

depósitos de CD2AP que se asemejaban a los cuerpos de Pick en el citoplasma de las 

neuronas. La EPi es una demencia en la que se encuentran principalmente isoformas 

3R de pTau, mientras que en la EA se identifcan cantidades equivalentes de isoformas 

3R y 4R64-65. Dado que en las áreas estudiadas no se observó inmunorreactividad 

neuronal de CD2AP en forma de preovillos o inclusiones en penacho en los astrocitos 

de los casos de PSP ni placas astrocíticas u ovillos neurofibrilares en casos de DCB, 

se analizó únicamente si la isoforma 3R podría interactuar específicamente con 

CD2AP. En este sentido, encontramos que CD2AP se asociaba sólo parcialmente con 

la inmunorreactividad de Tau-3R, ya que, el número de depósitos neuronales de Tau-

3R era inferior al de los depósitos neuronales de CD2AP. Se encontraron además 

neuritas positivas para CD2AP en ausencia de positividad neurítica para Tau-3R, lo 

que permitió especular que diferentes modificaciones de procesamiento y a nivel 

postraduccional podrían explicar esta asociación específica entre CD2AP y pTau. 

Arakhamia y cols209 compararon filamentos de tau modificados post-traduccionalmente 

en EA y DCB, encontrando diferencias notables en los procesos de mal plegamiento y 

autoensamblaje de las fibrillas. De hecho, se han encontrado diferentes patrones de 

migración electroforética de depósitos de tau en la DCB o la PSP63 y la EPi2010, en 

comparación con los filamentos helicoidales emparejados encontrados en la EA. 

También se han analizado las características ultraestructurales de los filamentos de 

tau en estas tauopatías211, revelando diferencias en la forma, el tamaño y la 
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conformación. Las características propias de los filamentos helicoidales emparejados 

de la EA podrían explicar la asociación específica entre pTau y CD2AP. Otra 

explicación que relacionaría ambas proteínas podría ser la edad del ovillo: en la EA 

hay un predominio de 4R en el preovillo (en el que no hay formación de fibrillas e 

inmunohistoquímicamente se observa un depósito granular de pTau, previo al ovillo 

neurofibrilar) mientras que en el ovillo fantasma (depósito de pTau que persiste tras la 

muerte de la neurona, etapa final del ovillo neurofibrilar) hay un predominio de 3R. El 

ovillo neurofibrilar se encontraría en un punto medio entre ambas figuras (preovillo y 

ovillo fantasma), y podría tener un predominio variable de estas isoformas en función 

de su tiempo de evolución212. Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren 

que la presencia de inclusiones neuronales CD2AP podría estar relacionada con una 

estructura de ovillo neurofibrilar más madura o avanzada, debido a la ausencia de 

inclusiones de CD2AP en taupatías con predominio 4R (CBD y PSP). 

El estudio de CD2AP realizado en esta tesis tiene algunas limitaciones que deben 

tenerse en cuenta. Sólo se realizaron estudios de inmunohistoquímica y de 

inmunofluorescencia, mientras que el análisis bioquímico para determinar la expresión 

génica y proteica de los niveles de CD2AP en el cerebro, así como en sangre y LCR, 

habría sido extremadamente revelador. A pesar del esfuerzo de recolectar cohortes 

multicéntricas, obteniendo un tamaño muestral significativo para los casos de EA, no 

fue posible hacerlo para enfermedades poco frecuentes como la PSP, la DCB y la EPi. 

El tamaño de la muestra de estos grupos fue una limitación para el análisis estadístico, 

permitiendo resultados principalmente cualitativos y descriptivos. Además, en estos 

casos, únicamente se pudieron estudiar las áreas frontales y parietales, aunque el giro 

dentado o el troncoencéfalo hubieran sido regiones interesantes a analizar. La 

ampliación del análisis a enfermedades neurodegenerativas independientes de tau 

caracterizadas por la agregación de alfa-sinucleína (enfermedades con cuerpos de 

Lewy, atrofia multisistémica) o TDP43 (esclerosis lateral amiotrófica, FTLD-TDP43) 

podría extender el conocimiento del posible papel de CD2AP en la 
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neurodegeneración. Finalmente, dado que el genotipo APOE está ligado a la 

acumulación cerebral de βA213-214 pero también es un factor de riesgo para la 

neurodegeneración de tau independientemente de βA215-216, sería interesante analizar 

el posible efecto de APOE sobre el depósito neuronal de CD2AP en las diferentes 

tauopatías en futuros estudios. 

En conclusión, el estudio inmunohistoquímico de CD2AP mostró una asociación de 

CD2AP con las inclusiones de pTau en la EA y la EPi pero no en la DCB o la PSP. Se 

trata de un estudio descriptivo que no puede establecer una relación causal entre los 

depósitos neuronales de CD2AP y el riesgo de EA. La realización de estudios 

funcionales ayudaría a dilucidar las consecuencias del incremento en la expresión de 

CD2AP o su acumulación en neuronas en la EA. Sin embargo, determinar su papel en 

condiciones patológicas parece relevante para esclarecer los eventos moleculares 

involucrados en la formación del ovillo neurofibrilar o incluso una oportunidad para el 

diagnóstico o tratamiento de las taupatías. En este sentido, analizar 

experimentalmente el efecto del tratamiento con moduladores de CD2AP, algunos de 

ellos previamente probados para glomeruloesclerosis focal y segmentaria217-218, podría 

ser una estrategia para determinar la posible modulación de la conformación y 

toxicidad de los ovillos neurofibrilaeres en la EA y la EPi. Además, debido a que los 

biomarcadores de LCR basados en la detección de tau total y pTau han demostrado 

utilidad clínica en el diagnóstico de EA219-220, la determinación de los niveles de 

CD2AP en el LCR en combinación con estos marcadores, podría contribuir al 

diagnóstico diferencial de las taupatías. 
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1. Las apolipoproteínas ApoE, ApoJ y ApoA-I se distribuyen de manera diferencial 

en cerebros con patología βA. 

1.1 La presencia de ApoE y ApoJ se asoció tanto al depósito de βA en 

capilares como a placas neuríticas. La inmunodetectión de ApoJ también 

se asoció significativamente al depósito de βA vascular en vasos 

meníngeos y corticales, así como a placas difusas a nivel parenquimatoso. 

En cambio, ApoA-I sólo se asoció con AAC de tipo I, con afectación capilar.  

1.2 La presencia de ApoE en las arterias corticales fue un factor independiente 

para la aparición de HIC en pacientes con AAC. Sin embargo, no se 

encontró asociación entre el genotipo APOE y el depósito vascular o 

parenquimatoso de ApoE, ApoJ y ApoA-I. 

1.3 El alelo APOEε2 se encontró con mayor frecuencia en los casos de AAC 

con HIC que en los casos de AAC sin HIC. Además, el genotipo APOEε4 

estaba más representado en pacientes con AAC tipo I, mientras que los 

pacientes con AAC tipo II presentaban APOEε2 con mayor frecuencia. 

1.4 Serán necesarios futuros estudios complementarios para evaluar el impacto 

del codepósito de estas apolipoproteínas en patología βA y  en la HIC 

asociada a AAC. 

 

2. El análisis inmunohistoquímico de la proteína asociada a CD2 (CD2AP) ha 

demostrado la presencia de dicha proteína en tejido cerebral bajo forma de 

depósitos intraneuronales morfológicamente similares a ovillos neurofibrilares 

en pacientes con EA, sin evidencia de CD2AP en sujetos control a excepción 

de la expresión en células endoteliales.  

2.1 CD2AP colocaliza con pTau de manera incompleta, y su distribución sigue 

un patrón jerárquico en la misma dirección que el estadío de Braak, 

siempre sucediendo al depósito de pTau. 
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2.2 Existe una asociación significativa entre la presencia de inclusiones 

intraneuronales de CD2AP y los estadios de Braak, independientemente de 

la edad y otras variables neuropatológicas. 

2.3 No existe asociación entre el depósito de CD2AP y el de βA 

parenquimatoso o vascular (AAC).  

2.4 CD2AP se encuentra, además de en EA, en EPi (taupatía 3R), pero no en 

otras taupatías 4R estudiadas como la DCB y la PSP. 

2.5 Serán necesarios futuros estudios funcionales para entender la implicación 

de los depósitos intraneuronales de CD2AP en la EA y EPi en la 

neurodegeneración asociada a estas enfermedades. 
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Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is a common cause of lobar intracerebral hemorrhage

(ICH) in elderly individuals and it is the result of the cerebrovascular deposition

of beta-amyloid (Aβ) protein. CAA is frequently found in patients with Alzheimer’s

disease (AD), although it has an independent contribution to the cognitive deterioration

associated with age. Specific apolipoproteins (Apo) have been associated with Aβ

fibrillization and clearance from the brain. In this regard, in the present study, we

analyzed the brain levels of ApoE, ApoA-I, and ApoJ/clusterin in autopsy brains from

20 post-mortem cases with CAA type I, CAA type II, with parenchymal Aβ deposits

or without Aβ deposits. Our objective was to find a possible differential pattern of

apolipoproteins distribution in the brain depending on the CAA pathological presentation.

The protein expression levels were adjusted by the APOE genotype of the patients

included in the study. We found that ApoE and ApoJ were abundantly present in

meningeal, cortical, and capillary vessels of the brains with vascular Aβ accumulation.

ApoE and ApoJ also deposited extracellularly in the parenchyma, especially in cases

presenting Aβ diffuse and neuritic parenchymal deposits. In contrast, ApoA-I staining

was only relevant in capillary walls in CAA type I cases. On the other hand, ICH was the

principal cause of death among CAA patients in our cohort. We found that CAA patients

with ICH more commonly had APOEε2 compared with CAA patients without ICH. In

addition, patients who suffered an ICH presented higher vascular ApoE levels in brain.

However, higher ApoE presence in cortical arteries was the only independent predictor of

suffering an ICH in our cohort after adjusting by age and APOE genotype. In conclusion,

while ApoE and ApoJ appear to be involved in both vascular and parenchymal Aβ

pathology, ApoA-I seems to be mainly associated with CAA, especially in CAA type I

pathology. We consider that our study helps to molecularly characterize the distribution

subtypes of Aβ deposition within the brain.
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INTRODUCTION

Cerebral beta-amyloidosis is defined as the anomalous deposition
of β-amyloid (Aβ) protein in the brain. Aβ originates by
the sequential processing of the amyloid precursor protein
(APP), primarily generating peptides of 40 and 42 amino
acids. The abnormal folding of amyloid material produces
a β-pleated sheet secondary structure, which forms highly
insoluble amyloid fibrils. In the most common form of Cerebral
Amyloid Angiopathy (CAA), insoluble Aβ accumulates in the
wall of the cortical and meningeal vessels, replacing the smooth
muscle cells, and inducing vascular degeneration. However, Aβ

can also accumulate in brain capillaries. In this regard, CAA
can be neuropathologically classified as CAA type I, which
is characterized by Aβ deposition in cerebral capillaries, or
CAA type II, where cerebral capillaries are not involved (1).
The most relevant clinical consequence of CAA is the risk
of lobar symptomatic intracerebral hemorrhages (ICH) and
microscopic cortical infarcts (2). CAA patients also present
cognitive impairment, lower perceptual speed and episodic
memory impairment, separately from the effect of Alzheimer’s
disease (AD) pathology (3). Indeed, AD is the most frequent
neurodegenerative disease, morphologically characterized by the
presence of hyperphosphorylated tau protein in the cytoplasm
of neurons and extracellular Aβ deposits forming parenchymal
plaques. Although CAA is observed in more than 90% of
AD patients (4), only a minority of AD subjects demonstrate
hemorrhages suggestive of advanced CAA (5). In fact, the
combination of factors that determine whether Aβ accumulation
occurs in parenchyma, developing into AD, or exclusively in
blood brain vessels, triggering CAA-associated ICHs, still needs
to be elucidated. It is plausible that the transport routes of
Aβ will be crucial in this process. Evidence for that is the
presence of vascular amyloid and the occurrence of cerebral
microhemorrhages and vasogenic edema when parenchymal Aβ

is mobilized by active or passive immunization in AD (6).
Specific apolipoproteins, beyond their natural role in

cholesterol metabolism, have been proposed to be involved in Aβ

transport and clearance from the brain (7, 8). Apolipoproteins
represent the protein part of lipoproteins, which classically
transport cholesterol from tissues to the liver. However, their
presence and function in the brain are not well-described. The
main apolipoproteins present in brain are apolipoprotein E
(ApoE) and apolipoprotein J (ApoJ), both of them genetically
associated with cerebral β-amyloidosis. On one hand, ApoE
has a determining role in the progression of Aβ deposition,
since having the APOEε4 allele is the major risk factor for AD
(9), as well as for CAA (10). The role of ApoJ [also known as
clusterin, (CLU)] in Aβ pathology is highlighted by genome-wide
association studies (GWAS) that found a statistical association
between a single nucleotide polymorphism within the CLU gene
and the risk of suffering AD (11). In addition, more recently,
the association between the CLU genotype and Aβ deposition,
determined by PET imaging, has been described (12). Indeed,
both ApoE and ApoJ have been shown to influence the amyloid
fibrillogenesis process and clearance in experimental models
(13–15). In this regard, apolipoprotein A-I (ApoA-I) has also

emerged as a natural chaperone able to bind Aβ and prevent its
aggregation and toxicity in vitro (16–18).

With this background, the aim of the present study was
to immunohistochemically investigate the presence of ApoE,
ApoJ, and ApoA-I in brains classified as CAA type I, CAA
type II, brains with Aβ parenchymal deposits without vascular
deposits and controls. Our hypothesis was that the expression
and distribution of this family of apolipoproteins in the brain
was modulated by the accumulation of Aβ as insoluble plaques,
deposits in cortical/meningeal vessels or capillaries. Furthermore,
we examined whether the immunopositivity of ApoE, ApoJ,
and ApoA-I in brain vessels was associated with vascular Aβ

deposition and symptomatic ICH appearance in patients affected
by CAA.

MATERIALS AND METHODS

Selection of Patients
Twenty patients with a postmortem neuropathological study
performed at the Pathology Department of Vall d’Hebron
University Hospital were selected for the study. A written and
informed consent was obtained from all patients (presenting
Aß brain deposits), or their representatives, to participate in
this research protocol before the tissue donation. For control
cases, we received the exemption of the Ethic Committee to
analyze them as anonymized samples in the context of this study.
The project was approved by the Clinical Investigation Ethical
Committee of the Vall d’Hebron University Hospital, Barcelona,
Spain PR(IR)93/2013). Patients’ characteristics and causes of
death are presented in Table 1. All samples were obtained from
2 to 20 h after decease and post-mortem specimens were fixed in
10% buffered formalin for 3–4 weeks. Macroscopic examination
was then performed, and 27 cortical and subcortical areas,
including midbrain, and cerebellum, were selected for routine
neuropathological diagnosis. Paraffin-embedded blocks were cut
into 4µm sections and stained with hematoxylin & eosin.
Aß immunohistochemistry was performed in selected areas (as
described at the end of this section). All cases were reviewed
by two neuropathologists at a multiheaded microscope. Patients
were divided into four groups according to Aß localization in the
brain (Figure 1): CAA type I patients (group 1: 6/20 cases); CAA
type II patients (group 2: 8/20 cases); patients with parenchymal
Aß deposits without vascular involvement (group 3: 3/20 cases)
and control cases with neither vascular nor parenchymal Aß
deposits (group 4: 3/20 control cases).

CAA lesions were graded following the criteria described by
Vonsattel et al. (19) and modified by Greenberg and Vonsattel
(20). Grade 0 CAA was given when no amyloid could be found in
the vessel wall. Grade 1 CAA lesions showed amyloid deposits in
otherwise normal vessels. The thickening of the vessel wall with
a stiff appearance defined a grade 2 CAA lesion, where the media
was replaced by amyloid. Grade 3 CAA showed cracking of the
vessel wall, creating a “vessel-within-vessel” appearance affecting
at least 50% of the circumference of the vessel. In grade 4 CAA
lesions, scarring of the wall was observed, with fibrinoid necrosis
and traces of intermingled amyloid deposits. Classification into
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TABLE 1 | Cause of death and patients’ characteristics.

Case Group Age Sex APOE Genotype Braak Cerad CAA type Vonsattel Cause of death

1 1 85–90 F E4/E3 V–VI C I II Intracerebral hemorrhage

2 1 75–80 F E3/E3 IV C I III Intracerebral hemorrhage

3 1 75–80 F E3/E3 I A I II Metastatic colon adenocarcinoma

4 1 70–75 M E4/E3 II B I II Intracerebral hemorrhage

5 1 80–85 M E4/E2 – – I II Intracerebral hemorrhage

6 1 75–80 M E4/E3 III C I II Heart failure

7 2 80–85 M E2/E3 IV B II II Intracerebral hemorrhage

8 2 85–90 F E2/E3 V–VI C II IV Intracerebral hemorrhage

9 2 65–70 M E3/E3 II C II II Pericarditis

10 2 90–95 F E3/E3 III C II I Mesenteric thrombosis

11 2 75–80 M E4/E3 I B II II Metastatic prostate adenocarcinoma

12 2 80–85 F E2/E3 III A II II Intracerebral hemorrhage

13 2 80–85 F E3/E3 – – II I Secondary amyloidosis

14 2 70–75 F E3/E3 – – II I Metastatic breast carcinoma

15 3 75–80 F E3/E3 I A – – Acute meningitis

16 3 55–60 F E3/E3 II C – – Ischemic stroke

17 3 75–80 F E3/E3 I B – – Acute pneumonia

18 4 50–55 M E4/E3 – – – – Pulmonary hypertension

19 4 60–65 F E3/E3 – – – – Large B cell lymphoma

20 4 70–75 M E4/E3 – – – – Multiple Myeloma

F, female; M, male.

FIGURE 1 | Classification of cases into 4 groups according to the parenchymal and vascular Aß deposition by immunostaining. Representative images of Aß

immunohistochemistry. (A) Group 1: CAA type I, defined by the presence of capillary and arterial Aß deposits. (B) Group 2: CAA type II, defined by the presence of

arterial Aß deposits without capillary involvement. (C) Group 3, characterized by the presence of parenchymal Aß deposits without vascular involvement. (D) Group 4,

defined by the absence of Aß deposits (control cases). 100x magnification.

CAA type I and CAA type II was made according to the criteria
described by Thal et al. (presence and absence of capillary Aß
deposits in types I and II, respectively) (1). Alzheimer disease

pathology was evaluated and staged according to Braak (21)
and CERAD’s criteria (22) through immunohistochemistry using
the mouse anti-human Amyloid-ß Clone 6F/3D 1:500 (Dako,
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Glostrup, Denmark) and the mouse anti-human Tau protein
Clone AT8 1:20 (Thermo Scientific, Rockford, USA).

Immunohistochemistry
To describe a representative distribution of Aβ deposits, up to
3 blocks from cortical areas, including perihippocampal cortex
in five cases, were selected in order to evaluate an equivalent
number of meningeal and cortical vessels (20–30 per case).
Brainstem and cerebellar areas were not used in this study.
Consecutive sections of the selected blocks were performed for
the detection of ApoE, ApoJ, and ApoA-I. In those samples
from patients who suffered an ICH, the immunopositivity of the
different apolipoproteins were evaluated outside the lesion.

Paraffin was removed, endogenous peroxidases were blocked
with methanol-H2O2, and non-specific binding sites were
blocked with 10% normal goat serum for 1 h. Sections were
incubated with mouse anti-human ApoE 1:200 (Clone E6D7,
Calbiochem—NE1004, Madrid, Spain), mouse anti-human ApoJ
1:1,000 (Clone 5 BD Pharmingen −552886, Madrid, Spain) and
rabbit anti-human ApoA-I 1:200 (Clone EP1368Y, Abcam—
ab52945, Cambridge, UK) for 40min at RT. Secondary antibody
(goat anti-mouse horseradish peroxidase, 1:500) was applied for
8min. Immunoreactive sites were developed with DAB solution
and serial sections were stained with hematoxylin & eosin
(H&E) to assess morphology. Meningeal and cortical vessels,
neurons, subpial astrocytes, and parenchymal deposits in cortical
and perihippocampal areas were semi-quantitatively evaluated.
Blind to the group distribution, two neuropathologists assessed
the three antibodies under a multiheaded microscope until
agreement was reached.

ApoE, ApoJ, and ApoA-I
Immunopositivity Scores
Supplemental Table 1 summarizes the scores used for the
vascular and parenchymal immunodetection. The presence of
ApoE, ApoJ, and ApoA-I immunostaining in cortical and
meningeal arteries was graded according to the percentage of
arteries showing immunopositivity: score 0 was given when no
positive arteries could be found; score 1 indicated <30% of
positive arteries; score 2 corresponded to 30–75% of positive
arteries; and score 3 indicated immunopositivity in more than
75% of the evaluated arteries. ApoE, ApoJ, and ApoA-I presence
in cortical capillaries was evaluated in 10 high-power field (HPF)
and scored as follows: score 0 when no signal was detected
in cortical capillaries; score 1 when the signal was focal (in
fewer than 50% of the capillaries); score 2 when the signal
was focal and linear (in fewer than 50% of the capillaries);
score 3 when the signal was diffuse (in more than 50% of
capillaries); and score 4 when the signal was strong and thick in
the capillaries. ApoE, ApoJ, and ApoA-I parenchymal deposits
were evaluated in 10 HPF, after detecting the hotspot for each
block, and graded according to the number of parenchymal
deposits, divided into neuritic-like plaques (with a dense core
surrounded by a clear halo and, sometimes, a neuritic corona)
and diffuse-like plaques (without any central core): score 0
indicated absence of parenchymal deposits; score 1 indicated
sparse deposits (<5/HPF); score 2 indicated a moderate number

of deposits (5–10/ HPF); and score 3 indicated frequent deposits
(>10/ HPF). Immunodetection of ApoE, ApoJ, and ApoA-I
in the cytoplasm of subpial astrocytes and pyramidal neurons
was semi-quantitatively rated as: absence, mild, moderate, or
intense expression.

APOE Genotype
Genomic DNA was extracted from formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue using EZ1 DNA Tissue kit (48) and Bio Robot
EZ1 (Qiagen, Hilden, Germany). APOE genotypes (rs429358
and rs7412) were determined by allelic discrimination using
the SNP genotyping mixes C-3084793 and C-904973 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and the TaqMan_Genotyping
Master Mix (Applied Biosystems) in a Rotor Gene 6000 Real-
Time PCR analyzer (Corbett Life Sciences, Valencia, CA, USA).

Statistical Analysis
Statistical analysis was conducted using SPSS package 17.0.
Clinical or pathological associations with age (continuous
variable following a normal distribution after applying the
Kolmogorov–Smirnov test) were tested using the Student’s t-test
or One-way ANOVA test, as appropriate. The rest of the
variables analyzed were considered categorical variables and the
significance of frequency differences were calculated using the
Chi Square (χ2) test or the exact test of Fisher for 2 × 2
contingency tables. Logistic regression analysis were performed
to identify independent associations with the apolipoproteins
expression. A p < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

ApoE, ApoJ, and ApoA-I cerebral levels and localization were
analyzed in brains from the four different groups of patients
categorized according to the parenchymal and vascular Aß
deposition determined by immunostaining (Figure 1). Principal
demographic characteristics, AD, and CAA pathological scores
and APOE genotype of all patients included in the study can
be found in Table 1. CAA cases (encompassing groups 1 and
2) were significantly older than non-CAA cases (encompassing
groups 3 and 4) (81 ± 7 vs. 66 ± 12, p = 0.026). As expected,
ICH was the cause of death in CAA patients more often than
in non-CAA cases [50% (7/14) vs. 0% (0/6), p = 0.036]. Among
CAA patients, no differences were found in age (p = 0.983),
sex (p = 0.774), or cause of death between CAA type I (group
2) and type II (group 1) cases (p = 0.298). However, APOEε4
genotype was more represented in CAA type I patients than
in those lacking capillary CAA (type II) [67% (4/6) vs. 13%
(1/8), p = 0.036]. CAA type II cases had a slightly higher ε2
allele frequency than CAA type I, although differences were
not significant [38% (3/8) vs. 17% (1/6), p = 0.393]. APOE
genotype was not statistically associated with sex, age or other
pathological scores. However, APOE genotype was associated
with having suffered an ICH (p = 0.017). Interestingly, CAA
patients with ICH had a significantly higher APOEε2 genotype
frequency compared with CAA patients without ICH [57% (4/7)
vs. 0% (0/7), p= 0.018].
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The presence of ApoE, ApoJ, and ApoA-I in cortical
and meningeal arteries, capillaries, neuritic-like, and diffuse
parenchymal deposits was evaluated by immunohistochemistry.
Examples of immunopositivity for each case are shown in
Figure 2. Parenchymal ApoE, ApoJ, and ApoA-I presence was
also analyzed within brain cells (Supplemental Figure 1).

ApoE, ApoJ, and ApoA-I Presence in
Cerebral Arteries
In meningeal vessels, ApoE positivity was not significantly
different among groups (p = 0.307): score 3 was given to 67%
(4/6) of CAA type I, 50% (4/8) of CAA type II, and 33% (1/3) of
control cases. ApoJ levels in meningeal vessels were higher than
ApoE but was equally represented in all groups (p = 0.448). The
highest ApoJ level score (score 3) was given to 83% (5/6) of CAA
type I cases, 87% (7/8) of CAA type II cases, 67% (2/3) of brains
with parenchymal Aß deposits without Aß vascular involvement
and 67% (2/3) of control cases. ApoA-I showed a lower presence
inmeningeal vessels than ApoE or ApoJ and did not differ among
groups (p= 0.905); most of the samples received scores of 1 or 0.
Expression of ApoE, ApoJ, and ApoA-I in the meningeal arteries
was not significantly different between CAA type I and CAA
type II cases or between CAA and non-CAA cases (Figure 3A,
Supplemental Table 2). APOE genotype was not associated with
the expression of ApoE, ApoJ, and ApoA-I in meningeal arteries.

Regarding the presence of these apolipoproteins in cortical
arteries, ApoE showed a score of 3 in 50% (3/6) of CAA type I
and 63% (5/8) of CAA type II cases. Interestingly, cortical vessels
from brains with parenchymal Aß deposits without vascular Aß
involvement were not positive for ApoE (all cases scored 0),
but the differences among the 4 groups did not reach statistical
significance (p = 0.114). ApoJ vascular cortical positivity was
higher than ApoE, showing a score of 3 in all (100%, 6/6) CAA
type I cases, in 63% (2/3) of CAA type II cases and in 33%
(1/3) of brains with parenchymal Aß deposits without vascular
involvement. ApoJ expression in the cortical vessels of controls
was lower than in those cases with cerebral Aß accumulation
(p= 0.048). Presence of ApoA-I was also less frequent in cortical
vessels and was similarly distributed among groups (p = 0.441).
Expression of ApoE, ApoJ, and ApoA-I in cortical arteries was
not significantly different between CAA type I and CAA type
II cases. However, CAA brains presented a higher percentage of
ApoE-positive cortical vessels than non-CAA cases (p = 0.099),
and this was especially relevant for ApoJ (p = 0.018) (Figure 3B,
Supplemental Table 2). In addition, the presence of ApoE in
cortical arteries was nearly significantly related to the APOEε2
genotype (p= 0.058).

ApoE, ApoJ, and ApoA-I Presence in Brain
Cortical Capillaries
ApoE staining in the capillaries scored 4 in 83% (5/6) of CAA
type I cases (group 1), in which the presence was higher than
in the other groups (p = 0.002). In fact, ApoE expression
in brain capillaries was significantly more abundant in CAA
type I cases than in CAA type II cases (p = 0.004). ApoJ
positivity in the capillaries followed the same pattern as ApoE:

100% (6/6) of CAA type I cases presented the highest score
in ApoJ levels (score 4), whereas the mean score was lower in
the other groups (p = 0.001). ApoJ presence was also stronger
in microvessels affected by Aß accumulation, so levels were
higher in brain capillaries from CAA type I cases than from
CAA type II cases (p = 0.002). Interestingly, ApoA-I positivity
in the capillaries was more pronounced globally and more
homogenous between groups, although microvessels from CAA
type I samples also presented the highest score in 83% (5/6)
of the cases, which was more often than the other groups
(p = 0.006). Indeed, ApoA-I levels in brain capillaries were also
significantly higher in CAA type I cases than in CAA type II
cases (p = 0.003) (Figure 4, Supplemental Table 2). In addition,
potential associations between ApoE, ApoJ, and ApoA-I presence
in brain capillaries and APOE genotype were determined. In this
regard, only the expression of ApoE protein in capillaries was
related to APOEε4 genotype (p= 0.035), although the association
did not achieve statistical significance after the adjustment by age
and CAA subtype (odds ratio (OR) 2.32; 95% confidence interval
(CI) [0.97–5.87], p= 0.073).

ApoE, ApoJ, and ApoA-I
Parenchymal Accumulation
Frequent ApoE neuritic-like plaques (score 3) were found in
50% (3/6) of CAA type I cases, 63% (5/8) of CAA type II cases
and 67% (2/3) of cases with parenchymal Aß deposits without
vascular involvement. No ApoE neuritic-like plaques were found
in control cases (differences among the 4 groups: p = 0.002).
Similarly, 33% (2/6) of CAA type I and 63% (5/8) of CAA type
II cases showed frequent ApoJ neuritic-like plaques (score 3),
whereas there were lower scores in cases with parenchymal Aß
deposits without vascular involvement and no ApoJ neuritic-
like plaques in control cases (p = 0.002). ApoA-I deposits
were almost absent in all of the analyzed samples, and the
distribution was not different among groups (p = 0.490). No
differences were found in the number of ApoE, ApoJ, or ApoA-
I neuritic-like plaques between CAA type I and type II cases
(Figure 5A, Supplemental Table 2). APOE genotype was not
associated with the presence of ApoE, ApoJ, and ApoA-I forming
neuritic or diffuse-like parenchymal deposits

Frequent ApoE diffuse-like plaques (score 3) were found in
50% (3/6) of CAA type I cases, in 63% (5/8) of CAA type II
cases and 67% (2/3) of cases with parenchymal Aß deposits
without vascular Aß involvement. Brain samples from controls
presented fewer ApoE diffuse-like plaques, although differences
among the 4 groups were not statistically significant (p = 0.389).
The presence of ApoJ forming diffuse-like plaques was frequent
(score 3) in 33% (2/6) of CAA type I and 63% (5/8) of CAA
type II cases, in comparison with a lower detection in the rest
of the groups (p = 0.017). Although ApoE and ApoJ diffuse-
like plaques were found in 67% (2/3) of controls, groups 3 and
4 presented lower scores compared with CAA groups 1 and
2 in both cases. ApoA-I diffuse-like plaques were globally less
frequent than ApoE and ApoJ, without significant differences
among groups (p = 0.234). Presence of ApoE, ApoJ, or ApoA-
I in diffuse-like plaques was also not different between CAA
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FIGURE 2 | Representative images of brain ApoE, ApoJ, and ApoA-I immunopositivity. Serial sections were stained with anti-ApoE (A,D,G,J), anti-ApoJ (B,E,H,K),

and anti-ApoA-1 antibodies (C,F,I,L). Detection of these proteins were found in meningeal vessels (A–C), cortical vessels (D–F), cortical capillaries (G–I), and

diffuse-like (asterisks) and neuritic-like plaques (arrows) (J–L). Meningeal and cortical vessels: 100x magnification. Neuritic plaques and capillaries: 400x magnification.

type I and type II cases (Figure 5B, Supplemental Table 2).
APOE genotype was not associated with the presence of ApoE,
ApoJ, and ApoA-I forming neuritic or diffuse-like parenchymal
deposits in our cohort.

ApoE, ApoJ, and ApoA-I were expressed in the cytoplasm
of pyramidal neurons and subpial astrocytes from different
cortical and perihippocampal areas analyzed. No differences in
the number of positive cells nor in the intensity of the expression
were detected for ApoE, ApoJ, or ApoA-I among the 4 groups
analyzed or between CAA type I and CAA type II cases. ApoE,
ApoJ, and ApoA-I immunopositivity in pyramidal neurons and
subpial astrocytes are presented in Supplemental Figure 1.

Vascular ApoE, ApoJ, and ApoA-I Levels
Associated With ICH
In the cohort of analyzed postmortem brains, lobar ICH was the
principal cause of death among CAA patients (N = 7, Table 1).
Sex was not associated with ICH presence, but subjects who
suffered an ICH were older than the others (83 ± 6 vs. 73 ±

11, p = 0.040). We evaluated the possible association between
the levels of ApoE, ApoJ, and ApoA-I in brain vessels and the
occurrence of a parenchymal bleeding, although apolipoprotein

presence was evaluated far from the acute hematoma in ICH
cases. In this regard, ApoE was significantly higher in capillaries
and in meningeal and cortical arteries in those patients who
suffered an ICH (p = 0.035, p = 0.048, and p = 0.015,
respectively) (Figure 6), although ApoE immunodetection was
not associated with age. In contrast, ApoE levels in diffuse or
neuritic-like plaques were not different in patients who suffered
an ICH. ApoA-I levels in meningeal arteries were higher in ICH
patients than in the other subjects (p = 0.006). Finally, ApoJ
parenchymal presence was not statistically associated with ICH
in this cohort (Figure 6). Nevertheless, after adjusting for age and
APOE genotype, higher ApoE presence in cortical arteries was
the only independent predictor of suffering an ICH (OR, 9.40,
95% CI [1.05–84.41], p= 0.046).

DISCUSSION

It is still not completely clear why Aβ accumulates in the brain
in certain neuropathological conditions, such as AD and CAA.
Although certain inherited forms of CAA presenting cerebral
hemorrhage are associated with autosomal dominant mutations
in APP and other genes [including the cystatin C (CST3), integral
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FIGURE 3 | Distributions of ApoE, ApoJ and ApoA-I in meningeal (A) and cortical (B) arteries. 0: No staining; 1: staining in <30% of the vessels; 2: staining in

30–75% of the vessels; 3: staining in >75% of the vessels. Statistical differences were calculated using the Chi Square (χ2) test.

FIGURE 4 | Distributions of ApoE, ApoJ, and ApoA-I in cortical capillaries. 0: No staining; 1: focal and granular wall staining (<50% of the capillaries); 2: focal and

linear wall staining (<50% of the capillaries); 3: diffuse wall staining (>50% of the capillaries); 4: strong staining. Statistical differences were calculated using the Chi

Square (χ2) test.

transmembrane protein 2B (ITM2B), transthyretin and gelsolin
genes] in most cases, sporadic CAA does not clearly associate
with any genetic risk factor other than the association described
for APOEε4 (10, 23). One of the most accepted hypotheses

that tries to explain the sporadic cerebrovascular Aβ deposition
refers to “protein elimination failure” due to a deficit in protein
aggregate clearance mechanisms (24). The cerebrovasculature is
the main system responsible for the clearance of cerebral Aβ,
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FIGURE 5 | Distribution of ApoE, ApoJ and ApoA-I in neuritic plaques (A) or diffuse parenchymal deposits (B). 0: No staining; 1: 1-5/HPF; 2: 5-10/HPF; 3: >10/HPF.

Statistical differences were calculated using the Chi Square (χ2) test.

which is evacuated through perivascular drainage routes and
excluded through the blood-brain barrier (BBB). The fibrillar and
compact Aβ deposition in the brain vessel walls has been related
to abnormalities in the vasculature, which can subsequently
compromise the integrity of the BBB. Indeed, the most relevant
pathological consequence of CAA is the development of ICHs
affecting cortical and subcortical areas. Furthermore, recurrence
is a common complication in CAA patients, which results
in elevated mortality and disability rates (25). Nevertheless,
the mechanisms of vessel rupture triggering ICH due to Aβ

deposition have not been clarified either. In this regard, our
aim was to study the presence of factors that codeposit with
Aβ in brains showing different Aβ localization patterns. In
particular, we analyzed specific apolipoproteins, ApoE, ApoJ, and
ApoA-I, which may influence the insoluble deposit aggregation
and clearance (13–16) and therefore can be relevant in the
distribution of Aβ in the brain.

Brain ApoE is produced by glia (astrocytes and microglia),
pericytes, smooth muscle cells, and, to a much lesser extent,
by neurons under certain stress conditions and, potentially, in
brain endothelial cells. ApoE modulates multiple mechanistic
pathways that affect cognition, including cholesterol/lipid
homeostasis, synaptic function, glucose metabolism,

neurogenesis, mitochondrial function, tau phosphorylation,
neuronal atrophy, neuroinflammation, and the metabolism and
aggregation of Aβ (26). Previous immunohistochemical studies
in AD brains revealed the presence of ApoE in parenchymal
deposits and in the wall of brain vessels, where the ApoE level
correlated with Aβ deposits (8, 27, 28). Our results confirm some
of these previous findings, as we detected higher parenchymal
ApoE levels in brains where a previous presence of Aβ, forming
neuritic plaques, was confirmed. However, no significant
differences were found in the ApoE level in meningeal arteries
affected or not by CAA, although a tendency toward a higher
ApoE presence was observed in cortical vessels from CAA brains
than those from non-CAA brains.

Several evidences have demonstrated that APOE genotype
modifies the distribution of cerebrovascular Aβ in AD individuals
(23, 29). In this regard, we studied whether the APOE genotype
could also influence the expression of ApoE, ApoJ, and ApoA-I
in CAA cases. Although APOEε4 is a well-known risk factor for
CAA (10, 23), we could not show this association in our study,
probably because of the small sample size of the control group
(cases without Aβ pathology). However, among CAA cases, we
found that APOEε4 genotype was more represented in CAA
type I patients, whereas CAA type II patients seemed to present
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FIGURE 6 | Distribution of ApoE, ApoJ, and ApoA-I in capillaries and meningeal and cortical arteries in brains from subjects who had an intracerebral hemorrhage

(ICH) or not. Graphs represent the percentage of samples in each group (presenting ICH or not). The presence in brain capillaries was classified as 0: no staining; 1:

focal and granular wall staining (<50% of the capillaries); 2: focal and linear wall staining (<50% of the capillaries); 3: diffuse wall staining (>50% of the capillaries); 4:

strong staining. The presence in brain arteries was classified as 0: no staining; 1: staining in <30% of the vessels; 2: staining in 30–75% of the vessels; 3: staining in

>75% of the vessels. Statistical differences were calculated using the Chi Square (χ2) test.

higher APOEε2 frequency, in accordance with previous studies
(1, 30). No significant association could be found between the
immunodetection of ApoE, ApoJ, or ApoA-I and the APOE
genotype, except for a statistical trend pointing toward a link

between APOE ε2 genotype and higher presence of ApoE in
cortical arteries. In fact, in CAA-associated ICH patients, our
group previously showed higher plasma ApoE protein levels in
APOEε2 carriers (31). On the other hand, the presence of either
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APOEε4 or APOEε2 have been described to increase the risk of
lobar ICH (32). Previous pathological studies demonstrated that
APOEε2 may promote the CAA-related vessel breakdown (33),
whereas APOEε4 was associated with the amount of vascular
amyloid (10). Interestingly, in our cohort, CAA patients with
ICHmore commonly were APOEε2 carriers compared with CAA
patients without ICH, validating the results described previously
(34). In addition to this, the presence of ApoE in cortical vessels
was significantly higher in patients who suffered an ICH, after
adjusting for APOE genotype and age. This data suggests the
possible role of this apolipoprotein in the destabilization and
disruption of brain vessels, as proposed in different experimental
models (35, 36).

ApoJ is a multifunctional heterodimeric protein that acts as
a natural chaperone. ApoJ binds to Aβ in CSF and plasma
(37), and increased plasma ApoJ has been associated with a
higher prevalence and severity of AD (38). In AD brains,
ApoJ codeposits with Aβ in cerebrovascular and parenchymal
lesions (27, 39, 40). Once again, the results from our study
are in accordance with the published data, since we clearly
confirmed higher ApoJ levels in brain vessels from CAA cases
and in parenchymal neuritic-like and diffuse-like deposits in
cases presenting Aβ plaques. However, it is worth mentioning
that ApoJ and ApoE diffuse-like deposits were also found in
some control cases, where no deposits of Aβ were detected
in parenchyma. The use of more sensitive immunodetection
methods (for example, using Aβ antibodies that recognize
different epitopes) would be required to confirm these results.
The increased levels of ApoJ has been postulated as a protective
response against the aberrant accumulation of Aβ in the brain.
However, there are conflicting results in the literature regarding
the protective role of ApoJ. Knocking out CLU in a transgenic
mouse model of AD resulted in an exacerbation of vascular Aβ

deposition, whereas parenchymal Aβ deposition was remarkably
reduced (41). In another study, intraventricular administration of
an ApoJ-mimetic peptide promoted a reduction in parenchymal
and vascular Aβ accumulation and improved cognitive function
in an experimental AD model (42). Thus, the impact of the
alteration of the ApoJ level in the brain still needs to be clarified.
In our study, in contrast to ApoE, no significant association was
found between ApoJ cerebrovascular levels and the occurrence
of ICH.

Finally, ApoA-I is a major constituent of high-density
lipoprotein (HDL) in plasma and plays a crucial role in reverse
cholesterol transport. It is produced mainly in the liver and
intestine, but ApoA-I is considered to be able to cross the BBB
(43) because it has been found in CSF and throughout the brain
(44), although the mechanisms behind this trafficking are not
well-described. In fact, in AD brains, ApoA-I has been associated
with senile plaques (8, 27), although it is not clear whether
this plaque-associated ApoA-I comes from the periphery or
whether it is expressed by specific brain cells, such as endothelial
capillary cells (45). In the present study, ApoA-I was also found
in occasional brain parenchymal deposits. However, ApoA-I
positivity was less diffuse than ApoE and ApoJ in meningeal and
cortical arteries, and there was no association between ApoA-I
levels and Aβ arterial deposition.

Another important aim of our study was to determine whether
these codeposition factors were present when cases were classified
according to Aβ capillary involvement. Indeed, the clinical
relevance of the CAA neuropathological classification is under
investigation. For instance, one study found that CAA type
I seems to be associated with the severity of CAA, dementia
and severe AD-type neuropathology (46), while another study
reported that the associations of CAA with cognitive outcomes
were not driven by the presence of capillary involvement (47).
In our study, CAA capillary involvement was not associated
with the CAA or AD pathological severity. CAA subtype was
not related to ICH occurrence either. On the other hand,
the biological pattern of both CAA entities has not been
studied extensively (48). In this context, the expression of these
apolipoproteins in cerebral vessels affected by Aβ deposition was
previously described (27, 28), although no specific reports have
described a possible differential distribution pattern depending
on the CAA pathological classification. Therefore, we determined
the levels and localizations of ApoE, ApoJ, and ApoA-I in
brains classified as CAA type I or type II. We found that the
presence of the three apolipoproteins in capillaries from CAA
cases was more evident than in those from non-CAA cases.
Furthermore, the endothelial expression levels of ApoE and
ApoJ, as well as those of ApoA-I, were higher in the CAA
type I capillaries than in the CAA type II capillaries. In fact,
endothelial expression with strong and thick wall staining and,
sometimes, perivascular deposits was found in CAA type I
capillaries, while only endothelial expression without significant
wall staining was found in CAA type II capillaries. Interestingly,
our results highlight the relevant specific association between
ApoA-I presence and capillary Aβ, although whether this ApoA-
I has a peripheral origin and is attracted by the microvascular
Aβ or this is a specific expression mechanism in endothelial
cells needs to be elucidated. Furthermore, higher levels of ApoE
and ApoA-I were also detected in capillaries from patients who
suffered an ICH, independently of the CAA subtype, suggesting
the possible involvement of the accumulation of these two
apolipoproteins in the alteration of some properties associated to
the BBB integrity.

In summary, ApoE and ApoJ appear to be involved in both
vascular and parenchymal Aβ pathology, while ApoA-I seems
to be mainly associated with CAA, especially in CAA type I.
In addition, ApoE presence in cortical arteries appears as an
independent factor for the occurrence of ICH in CAA. Our study
presents important limitations, such as the small sample size of
the subgroups (principally evident for the non-CAA groups) or
the analysis of different cortical areas, which may have influenced
the apolipoprotein immunodetection rating. Further studies are
needed to evaluate the impact of the co-deposition of these
apolipoproteins in Aβ-related pathologies and in the occurrence
of CAA-associated ICH.
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Supplemental Material 

 

 

 

Supplemental Table 1. ApoE, ApoJ and ApoA-I immunopositivity scores 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Cortical capillaries Meningeal and cortical vessels 
 

Parenchymal deposits 

0 No staining No staining 

 

No staining 

1 Focal and granular wall staining 

(<50% of the capillaries) 

 

Staining of <30% of the vessels 

evaluated 

Sparse deposits  

(<5/ high-power field) 

2 Focal and linear wall staining    

(<50% of the capillaries) 

Staining 30-75% of the  vessels 

evaluated 

Moderate number of deposits  

(5-10/ high-power field) 

 
3 Diffuse wall staining                              

(> 50% of capillaries) 

 

Staining >75% of the  vessels 

evaluated 

Frequent deposits  

(>10/ high-power field) 

4 Strong and thick staining in the 

capillaries  

  



2 

 

 
 
 
Supplemental Figure 1. Representative images of ApoE, ApoJ and ApoA-I 

immunopositivity in subpial astrocytes and pyramidal neurons. Detection of ApoE (A, 

D), ApoJ (B,E) and ApoA-I (C,F) were found in subpial astrocytes cytoplasm (A-C) and 

pyramidal neurons cytoplasm (D-F). 400x magnification. 
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Supplemental Table 2. ApoE, ApoJ and ApoA-I immunodetection in the different 

subgroups. Statistical differences were calculated using the Chi Square (χ2) test. 
 

 ApoE ApoJ ApoA-I 
 CAA 

Type I 
CAA 

Type II 
No CAA/ 
Aβ dep. 

controls 
CAA 

Type I 
CAA 

Type II 
No CAA/ 
Aβ dep. 

control
s 

CAA 
Type I 

CAA 
Type II 

No CAA/ 
Aβ dep. 

controls 

 
Capillary 
staining 

0 0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

0/3 
(0%) 

0/3 
(0%) 

0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

0/3 (0%) 
0/3 

(0%) 
1/6 

(17%) 
0/8 

(0%) 
0/3 

(0%) 
0/3 (0%) 

1 0/6 
(0%) 

5/8 
(63%) 

0/3 
(0%) 

1/3 
(33%) 

0/6 
(0%) 

5/8 
(63%) 

3/3 
(100%) 

2/3 
(67%) 

0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

0/3 
(0%) 

1/3 
(33%) 

2 1/6 
(17%) 

3/8 
(37%) 

3/3 
(100%) 

2/3 
(67%) 

0/6 
(0%) 

3/8 
(37%) 

0/3 (0%) 
0/3 

(0%) 
0/6 

(0%) 
1/8 

(13%) 
1/3 

(33%) 
1/3 

(33%) 

3 0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

0/3 
(0%) 

0/3 
(0%) 

0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

0/3 (0%) 
1/3 

(33%) 
0/6 

(0%) 
7/8 

(87%) 
2/3 

(67%) 
1/3 

(33%) 

4 5/6 
(83%) 

0/8 
(0%) 

0/3 
(0%) 

0/3 
(0%) 

6/6 
(100%) 

0/8 
(0%) 

0/3 (0%) 
0/3 

(0%) 
5/6 

(83%) 
0/8 

(0%) 
0/3 

(0%) 
0/3 (0%) 

p value  
between groups 0.002 0.001 0.006 

p value CAA I vs 
CAAII 0.004 0.002 0.003 

p value CAA yes/no 0.066 0.033 0.145 

 
Meningeal 
arteries 

0 0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

1/3 
(33%) 

0/3 
(0%) 

0/6 
(0%) 

0/8(0%) 0/3 (0%) 
0/3 

(0%) 
2/6 

(33%) 
2/8 

(25%) 
2/3 

(67%) 
1/3 

(33%) 

1 1/6 
(17%) 

2/8 
(25%) 

1/3 
(33%) 

2/3 
(67%) 

0/6 
(0%) 

0/8(0%) 
1/3 

(33%) 
1/3 

(33%) 
2/6 

(33%) 
3/8 

(37%) 
1/3 

(33%) 
2/3 

(67%) 

2 1/6 
(17%) 

2/8 
(25%) 

1/3 
(33%) 

0/3 
(0%) 

1/6 
(17%) 

1/8 
(12%) 

0/3 (0%) 
0/3 

(0%) 
1/6 

(17%) 
2/8 

(25%) 
0/3 

(0%) 
0/3 (0%) 

3 4/6 
(67%) 

4/8 
(50%) 

0/3 
(0%) 

1/3 
(33%) 

5/6 
(83%) 

7/8 
(87%) 

2/3 
(67%) 

2/3 
(67%) 

1/6 
(17%) 

1/8 
(13%) 

0/3 
(0%) 

0/3 (0%) 

p value  
between groups 0.307 0.448 0.905 

p value CAA I vs 
CAAII 0.823 0.825 0.969 

p value CAA yes/no 0.168 0.057 0.406 

 
Cortical 
arteries 

0 1/6 
(17%) 

2/8 
(25%) 

3/3 
(100%) 

1/3 
(33%) 

0/6 
(0%) 

2/8 
(25%) 

0/3 (0%) 
1/3 

(33%) 
3/6 

(50%) 
4/8 

(50%) 
1/3 

(33%) 
1/3 

(33%) 

1 0/6 
(0%) 

1/8 
(13%) 

0/3 
(0%) 

1/3 
(33%) 

0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

1/3 
(33%) 

2/3 
(67%) 

0/6 
(0%) 

1/8 
(13%) 

0/3 
(0%) 

1/3 
(33%) 

2 2/6 
(33%) 

0/8 
(0%) 

0/3 
(0%) 

1/3 
(33%) 

0/6 
(0%) 

1/8 
(13%) 

1/3 
(33%) 

0/3 
(0%) 

3/6 
(50%) 

3/8 
(37%) 

1/3 
(33%) 

0/3 (0%) 

3 3/6 
(50%) 

5/8 
(63%) 

0/3 
(0%) 

0/3 
(0%) 

6/6 
(100%) 

5/8 
(63%) 

1/3 
(33%) 

0/3 
(0%) 

0/6 
(0%) 

0/8(0%) 
1/3 

(33%) 
1/3 

(33%) 

p value  
between groups 0.114 0.048 0.441 

p value CAA I vs 
CAAII 0.305 0.239 0.646 

p value CAA yes/no 0.099 0.018 0.105 

 
Neuritic 
plaques 

0 0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

0/3 
(0%) 

3/3 
(100%) 

0/6 
(0%) 

0/8 
(0%) 

0/3 (0%) 
3/3 

(100%) 
4/6 

(67%) 
4/8 

(50%) 
2/3 

(67%) 
3/3 

(100%) 

1 3/6 
(50%) 

3/8 
(37%) 

1/3 
(33%) 

0/3 
(0%) 

3/6 
(50%) 

3/8 
(38%) 

2/3 
(67%) 
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Abstract 

Genome-wide association studies have described several genes as genetic 

susceptibility loci for Alzheimer’s disease (AD). Among them, CD2AP encodes 

CD2-associated protein, a scaffold protein implicated in dynamic actin 

remodeling and membrane trafficking during endocytosis and cytokinesis. 

Although a clear link between CD2AP defects and glomerular pathology has been 

described, little is known about the function of CD2AP in the brain. The aim of 

this study was to analyze the distribution of CD2AP in the AD brain and its 

potential associations with tau aggregation and β-amyloid (Aβ) deposition. First, 

we performed immunohistochemical analysis of CD2AP expression in brain 

tissue from AD patients and controls (N=60). Our results showed granular CD2AP 

immunoreactivity in the human brain endothelium in all samples. In AD cases, no 

CD2AP was found to be associated with Aβ deposits in vessels or parenchymal 

plaques. CD2AP neuronal inclusions similar to neurofibrillary tangles (NFT) and 

neuropil thread-like deposits were found only in AD samples. Moreover, 

immunofluorescence analysis revealed that CD2AP colocalized with pTau. 

Regarding CD2AP neuronal distribution, a hierarchical progression from the 

entorhinal to the temporal and occipital cortex was detected. We found that 

CD2AP immunodetection in neurons was strongly and positively associated with 

Braak stage, independent of age and other pathological hallmarks. To further 

investigate the association between pTau and CD2AP, we included samples from 

cases of primary tauopathies (corticobasal degeneration (CBD), progressive 

supranuclear palsy (PSP) and Pick’s disease (PiD)) in our study. Among these 

cases, CD2AP positivity was only found in PiD samples as neurofibrillary tangle-

like and Pick body-like deposits, whereas no neuronal CD2AP deposits were 

detected in PSP or CBD samples. No glial CD2AP deposits were observed in any 

group. In conclusion, our findings open a new road to investigate the complex 

cellular mechanism underlying the tangle conformation and tau pathology in the 

brain.  
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Introduction 

More than 50 million people live with dementia worldwide, and it is estimated that 

this figure will reach 152 million by 205070. Alzheimer’s disease (AD) is the most 

common cause of dementia and is characterized by impairment of learning and 

memory. Neuropathologically, the intracellular accumulation of 

hyperphosphorylated tau protein (pTau) as neurofibrillary tangles (NFT) and 

neuropil threads, together with the extracellular accumulation of amyloid-β (Aβ) 

in the core of the neuritic plaque, are considered the molecular and morphological 

signatures of AD5,26
. Currently, the NIA-AA criteria, which include the Thal phase, 

Braak stage and CERAD criteria, are used for the neuropathological diagnosis of 

AD26. While the Thal phase60 and CERAD criteria40 apply to the presence and 

distribution of Aβ deposits, the Braak stage11 refers to the hierarchical 

progression of neurofibrillary tau pathology (NFP). 

AD belongs to the group of tauopathies, which are diseases characterized by 

abnormal aggregation of the microtubule-associated protein tau (MAPT) in 

neurons and/or glial cells56. In neurons, tau plays an essential role in stabilizing 

microtubules, but it is also implicated in other cellular functions, such as signal 

transduction, interaction with the actin cytoskeleton, neuronal activity and 

synaptic plasticity68. Tauopathies are classified according to the predominant tau 

isoform pattern. There are six known isoforms of tau protein expressed in the 

adult human brain. There are equal amounts of tau isoforms with three or four 

repetitive (3R or 4R) domains in the normal brain, while the ratio is altered in 

neurodegeneration31, 56. For example, AD belongs to Class I (tau lesions contain 

equal amounts of 3R and 4R isoforms), progressive supranuclear palsy (PSP) 

and corticobasal degeneration (CBD) belong to Class II (tau lesions mainly 

composed of 4R isoforms) and, finally, Pick’s Disease (PiD) belongs to Class III 

(tau lesions mainly composed of 3R isoforms)56. While AD only shows pTau 

inclusions in neurons10,
 
31, other tauopathies, such as PiD, PSP and CBD, display 

both neuronal and extensive glial pTau inclusions31. From a clinical point of view, 

these diseases can present as frontotemporal dementias or parkinsonisms56. 

Although still under debate, different evidences support the idea that Aβ 

deposition is a major event in AD pathogenesis, inducing or intensifying the 

generation of NFT, neuronal loss, vascular damage and neuroinflammation49. 
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The Aβ peptide is the product of the processing of the amyloid precursor protein 

(APP) by β- and γ-secretases, which gives rise mainly to the Aβ40 and Aβ42 

peptides. Some of the evidence supporting the “amyloid cascade hypothesis” is 

the early occurrence of pathology in individuals carrying autosomal-dominant 

mutations in genes encoding APP or the γ-secretase complex proteins presenilin 

1/2 (PSEN1/2) and a high AD prevalence in individuals with Down syndrome, an 

event attributed to the triplication and overexpression of the APP gene located 

on chromosome 2149. However, Aβ aggregation and accumulation correlate 

poorly with cognitive symptoms and neurodegeneration7,
 

29, 37, 42. The 

assessment of amyloid and tau by PET imaging suggests that the rate of amyloid 

deposition predicts the onset of tau accumulation, while the degree of tau 

deposition is related to cognitive impairment8, 23. Indeed, different studies have 

shown that cognitive decline in AD starts when tau spreads from the entorhinal 

cortex into the neocortex46, 47, and the stage of tau pathology strongly correlates 

with the progression of cognitive impairment37, 42, 69. Taken together, these 

findings suggest that neurodegeneration and cognitive impairment in AD might 

be driven by the onset and spread of tau pathology. 

Through genome-wide association studies (GWAS), different susceptibility loci 

have been identified for AD, including variants in the CD2AP gene14, 22, 25, 32, 33, 67, 

which encodes the CD2-associated protein (CD2AP). CD2AP is a scaffold protein 

that controls actin dynamics and is expressed in neurons24 and endothelial cells 

of blood-brain vessels34, 35, 66. A link between defects in CD2AP and glomerular 

pathology has been described20; however, little is known about the function of 

CD2AP in the brain. In particular, beyond the association of several CD2AP 

polymorphisms with AD risk in both early-onset (rs947311771 and rs938156358) 

and late-onset AD (rs934940725, 41, 54, rs109483639, 13, 33, rs929655925, 59 and 

rs934940712) the precise role of the CD2AP protein in this disease is still 

undiscovered. In this regard, the main goal of the present study was to analyze 

CD2AP distribution in the AD brain and the potential association of CD2AP with 

tau aggregation, Aβ deposition and localization in AD as well as in other 

tauopathies. 

 

Material and Methods 
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Selection of patients 

Brain tissue samples were obtained from 81 autopsies carried out at the 

Pathology Department of Vall d'Hebron University Hospital (HUVH, Barcelona) 

(Cohort A) and the Center for Research in Neurological Diseases (CIEN 

Foundation, Madrid) (Cohort B). This series of patients included 45 with 

Alzheimer’s neuropathological changes (≥B1) and 21 with a tauopathy other than 

AD (7 cases of PiD, 9 cases of PSP and 5 cases of CBD); 15 cases without pTau 

deposition were included as control cases. All patient characteristics are 

presented in table 1. Patients included in this study, or their relatives, expressed 

their willingness to donate brain tissue for research purposes and were donors to 

the Neurological Tissue Bank of the HUVH or to the CIEN Foundation Brain Bank. 

The project was approved by the Clinical Research Ethics Committee of the Vall 

d'Hebron University Hospital, Barcelona, Spain (PR (IR) 173/2019). 

 

pTau and Aβ assessment in AD cases and controls 

All samples were obtained 2 to 20 hours after death and fixed in 10% buffered 

formalin for 3-4 weeks. Macroscopic examination of the brain was then 

performed, and 27 cortical and subcortical areas, including the brainstem and 

cerebellum, were selected for routine histological diagnosis. The paraffin blocks 

were cut into 3 µm sections and stained with hematoxylin and eosin. From each 

case, sections from the frontal, temporal, parietal, and occipital lobes and the 

hippocampus, amygdala, brain stem and cerebellum were analyzed by 

immunohistochemistry using a mouse anti-Amyloid-β antibody (Clone 6F/3D 1: 

500, Dako, Glostrup, Denmark) and a mouse anti-Tau antibody (Clone AT8 1:20, 

Thermo Scientific, Rockford, USA). 

For the AD patients, when NFP was restricted to the transentorhinal area or 

extended into hippocampal and entorhinal regions, Braak stages I or II were 

assigned, respectively. Braak stage III was assigned when NFP was observed in 

temporal neocortical areas (occipitotemporal gyrus), and Braak stage IV was 

assigned when NFP extended to the middle temporal gyrus. Involvement of the 

superior temporal gyrus and the peristriate occipital region is characteristic of 

Braak stage V, and finally, the parastriate and striate areas are affected in Braak 

stage VI11. Global AD pathology, including Aβ deposition, was evaluated and 
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staged according to the NIA-AA criteria26. Accordingly, cases with Braak I or II 

stages were reclassified as B1, Braak III or IV as B2 and Braak V or VI as B3. Aβ 

deposits initially scored from 0 to 5 (Thal phases60 were reclassified as A0 (Thal 

0), A1 (Thal 1 or 2), A2 (Thal 3) or A3 (Thal 4 or 5). CERAD criteria A to C were 

transformed into C1 (CERAD A), C2 (CERAD B) or C3 (CERAD C)40. The 

combination of these three grading systems gives an “ABC score” that indicates 

a low, intermediate or high probability that dementia was caused by AD changes 

or that there were no AD-related changes26. 

pTau and Tau-3R assessment in other tauopathies 

Twenty-one cases of sporadic tauopathies other than AD were included in the 

study: 7 cases of PiD, 9 of PSP and 5 cases of CBD. PiD, PSP and CBD cases 

were diagnosed when characteristic pathological changes were found. PiD is a 

3R tauopathy that can show AD-like pathology but spherical intracytoplasmic 

neuronal inclusions known as Pick bodies are its pathognomonic lesions. Thorn-

shaped and ramified astrocytes and small globular oligodendroglial inclusions 

may be found. PSP and CBD are 4R tauopathies with different topographies and 

pathological changes, although some overlap in regional distribution may exist. 

PSP pathology is predominant in the hindbrain, and its characteristic findings 

include neuronal (globose tangles) and astrocytic pTau inclusions (tufted 

astrocytes). CBD pathology predominates in the forebrain and is characterized 

mainly by astrocytic pTau positivity (astrocytic plaques). PSP and CBD both 

exhibit pretangles in neurons and coiled bodies in oligodendroglial cells31. 

In these cases, pTau immunohistochemistry was performed as described above 

(2.2). For the 3R-Tau assessment of PiD cases, 3 µm sections from paraffin 

blocks of frontal and parietal cortex were stained with the mouse anti-3R-Tau 

antibody (Clone 8E6/C11, 1:100 Merck Millipore, Temecula, USA) using the 

Benchmark XT staining module with the ultraView Universal DAB Detection Kit 

(Ventana Medical Systems). Deparaffinization was carried out using the EZ 

PrepTM solution. The primary antibody was incubated for 1 hour at a 1/100 

dilution and localized by a secondary antibody HRP Multimer containing a 

cocktail of HRP-labeled antibodies (mouse and rabbit antibodies to IgG and IgM). 

The resulting complex was then visualized using DAB Chromogen and finally 

counterstained with hematoxylin and Bluing Reagent. 3R-Tau immunoreactivity 
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was evaluated as the total number of positive neuronal inclusions and the 

presence or absence of positive neurites in 10 high-power fields in PiD cases 

(n=7). 

2.4 CD2AP Immunohistochemistry 

Four brain regions were selected to evaluate CD2AP immunostaining in AD and 

control cases: the anterior hippocampus, posterior hippocampus, temporal lobe 

and occipital lobe. In PiD, PSP and CBD cases, two brain regions were selected: 

the frontal and parietal lobes. Paraffin blocks of the selected areas were cut into 

3 µm sections and stained with the mouse anti-CD2AP antibody (Clone 

HPA003326, 1:200, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) using the Benchmark XT 

staining module with the ultraView Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical 

Systems). Deparaffinization was carried out using EZ PrepTM solution. The 

primary antibody was incubated for 40 minutes at a 1/200 dilution and localized 

by a secondary antibody HRP Multimer containing a cocktail of HRP-labeled 

antibodies (mouse and rabbit antibodies to IgG and IgM). The resulting complex 

was then visualized using DAB Chromogen and finally counterstained with 

Hematoxylin and Bluing Reagent. CD2AP expression was evaluated in vascular 

walls (meningeal and cortical arteries and capillaries), neurons, astrocytes, 

oligodendrocytes, endothelium and parenchymal deposits in all samples. 

To study the possible association of neuronal CD2AP deposition with pTau 

protein, the ‘B’ score of the NIA-AA guidelines11, 26 was used to grade CD2AP 

deposits in AD and control cases. Thus, the score CD2AP-0 was given to cases 

without any CD2AP deposits, CD2AP-1 was given to cases with Braak Stage I-

like (NFP of at least low density in the transentorhinal region) or Braak Stage II-

like (NFP of at least moderate density in the outer layers of the entorhinal region 

and at least low density in the inner layers of the entorhinal region) CD2AP 

distribution, CD2AP-2 was given to cases with Braak Stage III-like (NFP of at 

least moderate density in the superficial and deep layers of the occipitotemporal 

gyrus, even in a small region of the occipitotemporal gyrus adjoining the 

transentorhinal region) or Braak Stage IV-like (NFP of at least moderate density 

in the superficial and/or deep layers of the middle temporal gyrus) CD2AP 

distribution, and finally CD2AP-3 was given to cases with Braak Stage V-like 

(NFP of at least moderate density in the superficial and deep layers of the 
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peristriate and often also the parastriate area) or Braak Stage VI-like (NFP of at 

least moderate density in layer V of the striate area) CD2AP distribution. In non-

AD tauopathies, a qualitative evaluation was first performed, and specifically in 

PiD cases (n=7), a second quantitative assessment was performed. The number 

of positive neuronal inclusions and the presence or absence of positive neurites 

were determined in 10 high-power fields (hpf). 

2.5 Immunofluorescence 

 

The presence of CD2AP and pTau was evaluated by immunofluorescence in 3 

µm-thick paraffin-embedded human brain slides. Brain sections were 

deparaffinized, hydrated and incubated with citrate buffer for 30 minutes at 95°C 

to improve antigen exposure. The sections were blocked for 1 hour at RT and 

incubated overnight with anti-Tau AT8 antibody (5 μg/ml, Thermo Fisher) and 

anti-CD2AP antibody (1 μg/ml, Sigma-Aldrich). After rinsing, the samples were 

incubated with Alexa Fluor-568 anti-mouse IgG and Alexa Fluor-488 anti-rabbit 

IgG secondary antibodies (Life Technologies) diluted 1:500 in blocking solution 

for 1 hour at room temperature. To reduce brain tissue autofluorescence, brain 

sections were then incubated with 0.3% Sudan Black B (Sigma-Aldrich) for 10 

minutes. Finally, samples were dehydrated and mounted on coverslips using 

Vectashield with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Vector Laboratories). 

Double immunofluorescence images were captured with a Zeiss LSM980 

confocal microscope. 

Statistical analysis 

All statistical analyses were conducted using SPSS Statistics version 21 (IBM 

Corporation). The association of categorical variables was analyzed using contingency 

tables and a chi-squared test with the Pearson p-value. The distribution of age was tested 

using the Kolmogorov-Smirnov test. When the data were normally distributed, variables 

were expressed as the mean ± standard deviation (SD), and an ANOVA test with a 

Bonferroni correction for multivariate analysis was applied. When the data were not 

normally distributed, variables were expressed as the median [interquartile range], and a 

Mann-Whitney U test was applied. Univariate associations of the CD2AP score with 

categorical variables were also determined using contingency tables and a chi-squared 

test. In this case, the Pearson p-value was used for sex, whereas the Linear-by-Linear 

Association p-value was used for Thal phase, Braak stage, CERAD criteria and AD risk. 
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The association of the CD2AP score with the continuous variable age was tested by 

applying a Kruskal-Wallis test. Regression analysis of categorical data (CATREG) was 

performed using only the significant variables of the univariate analysis. The standardized 

coefficients beta with the corresponding estimate of standard error (SE) and p-value were 

obtained and displayed. A p-value below 0.05 was considered statistically significant. 

 

Results 

CD2AP immunopositivity in AD cases 

The distribution of CD2AP immunoreactivity and its potential association with 

pTau and Aβ pathology were analyzed in cortical areas of postmortem AD brain 

samples from Cohort A. CD2AP neuronal deposits resembling neurofibrillary 

tangles and occasional tortuous fibers resembling neuropil threads were found in 

cases with AD pathology in regions showing pTau pathology, as depicted in 

consecutive sections of the entorhinal region in figure 1A and 1B. However, no 

CD2AP-positive dystrophic neurites were found (figure 1C-D). No vascular wall 

or parenchymal CD2AP deposits were identified in areas with parenchymal and 

vascular Aβ deposition (as shown in consecutive cortical levels in figure 1E-F and 

1G-H). However, in all cases, mild granular endothelial CD2AP positivity was 

detected (figure 1B). To further study the association found, immunofluorescence 

double staining of CD2AP and Tau-AT8 was performed in AD cortical sections 

(figure 2). The results confirmed that CD2AP colocalized with pTau, as shown by 

cytoplasmic intraneuronal deposits in pyramidal neurons and occasional neuropil 

thread-like structures. No CD2AP immunoreactivity was found independent of 

pTau (figure 2A). At a higher magnification, this colocalization with pTau was 

shown to be incomplete, and CD2AP expression displayed a discontinuous 

granular pattern (figure 2B). 

The next step was to confirm the association between pTau and CD2AP 

distribution in AD cases and controls. For this purpose, we enlarged the series of 

patients by adding a second cohort of AD and non-AD patients (cohort B, table 

1). Cohorts A and B, including all cases (N=60), were selected according to Braak 

stage (table 2). No significant differences regarding age or sex were found 

between cohorts. Considering the two cohorts together, AD patients were 

significantly older than control patients (78.9 ± 10.8 vs 61.4 ±10, p<0.001), but no 
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differences were found regarding sex. Braak stage evaluation with Thal phase 

and CERAD criteria allowed the assignment of “ABC scores” and an AD risk 

evaluation26. The two cohorts were neuropathologically equivalent (no significant 

differences were found in the frequency of cases classified according to Thal 

phase, Braak stage or CERAD criteria). Based on these evaluations, 48.4% of 

total cases (29/60) fulfilled the criteria for intermediate (16/60) or high (13/60) 

levels of AD neuropathological changes (table 2). 

Next, the CD2AP score was evaluated in AD and control cases. The results 

obtained from both cohorts (A and B) were comparable (table 2). As shown in 

figure 3A, CD2AP deposits were rated similarly to Braak stages: a score of 

CD2AP-0 was assigned to cases with no deposits, CD2AP-1 was assigned to 

cases with deposits in the transentorhinal and/or entorhinal region, CD2AP-2 was 

assigned when deposits extended to the occipitotemporal and/or medial temporal 

gyrus, and CD2AP-3 was assigned to cases with deposits that had spread to the 

peristriate, parastriate and/or striate area. As described before, neuronal CD2AP 

positivity closely resembled the neurofibrillary tangles identified with pTau. 

Interestingly, neuropil thread-like CD2AP positivity was significantly lower than 

pTau expression. The intensity of CD2AP neuronal immunostaining was 

homogenous, independent of AD risk, although when it expanded, it followed the 

pathological distribution of pTau. An example of Braak stages and CD2AP score 

is shown in figure 3B. After assessment, 41.7% of the cases did not show CD2AP 

deposits (25/60), 35% of the cases were graded as CD2AP-1 (21/60), 10% of the 

cases were rated as CD2AP-2 (6/60) and finally, 13.3% of the cases fulfilled 

criteria for CD2AP-3 score (8/60) (table 2). 

Statistical univariate analyses revealed that CD2AP expression was significantly 

associated with age, Thal phase, Braak stage, CERAD criteria and AD risk 

(p<0.001) (table 3). However, after regression analysis of the categorical data, 

only the association of CD2AP expression with Braak stage remained statistically 

significant (p<0.001) (table 3). In this context, none of the control cases (B0) 

showed CD2AP deposition, whereas 33.33% of the B1 cases (5/15) were 

CD2AP-1 and 66.67% did not show any CD2AP immunoreactivity (10/15). All B2 

and B3 cases presented CD2AP positivity: 93.33% of B2 cases (14/15) were 

graded as CD2AP-1, and 6.67% were graded as CD2AP-2 (1/15); and 13,33% 

of B3 cases were graded as CD2AP-1 (2/15), 33.33% were scored CD2AP-2 
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(5/15) and 53.33% of B3 cases (8/15) showed the highest expansion of CD2AP 

(CD2AP-3). This hierarchical progression of CD2AP distribution regarding Braak 

stage is represented in figure 4. 

CD2AP immunopositivity in other tauopathies 

To analyze whether the association between pTau and CD2AP occurs in other 

tauopathies beyond AD, CD2AP distribution was studied in 9 cases of PSP, 5 

cases of CBD and 7 cases of PiD (table 1). The PSP and PiD patients were also 

significantly older than the control patients (PSP= 74.2 years ± 9.1 and PiD= 75.1 

years ± 9.7 vs Controls= 61.4 years ± 10, p<0.001). No significant differences 

were found regarding sex (table 1). 

The presence of CD2AP was evaluated in neurons and glial and oligodendroglial 

cells. Our results evidenced only some spherical neuronal CD2AP inclusions 

resembling Pick bodies and some NFT-like and neuropil thread-like inclusions in 

6/7 PiD cases, while no CD2AP neuronal or glial inclusions were found in any 

PSP or CBD cases (figure 5). Remarkably, no pretangle-like neuronal granular 

positivity was detected. Given this suggestive association with Tau-3R-

associated diseases, we then compared CD2AP and 3R-Tau expression in 

consecutive sections from PiD cases. The results showed that CD2AP neuronal 

positivity was significantly higher than that of 3R-Tau (40.7 ± 26.3 CD2AP 

inclusions/10 hpf vs. 14.4 ± 11.9/10 hpf 3R-Tau deposits, p=0.033), with only 

CD2AP and not 3R-Tau detected in neurites (figure 6). 

 

Discussion 

Advances in human genetics have revealed different genetic variants involved in 

different neurological diseases. In particular, GWAS have identified common 

genetic variations at numerous loci associated with AD risk. Some of these are 

variants in genes involved in cholesterol transport (ABCA7, APOE4 and 

INPP5D), others are linked to the clearance of nonnative proteins by immune 

cells (TREM2 and CLU), and others are related to endocytic and lysosomal 

transport (BIN1, CD2AP, PICALM, RIN3, SORL1, GRN and PLD3)14, 20, 32, 33, 67. 

Although the association of different CD2AP genetic variants with AD risk has 

been well documented in multiple cohorts14, 20, 25, 32, 33, 67, the role of the 
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expression of the CD2AP protein in this pathogenesis is still unclear. To 

determine how CD2AP contributes to AD, we studied its distribution in brain 

tissue from AD patients and controls in a multicenter study with the participation 

of two Spanish biobank centers. 

CD2AP is a multidomain scaffolding protein implicated in multiple physiological 

and disease processes. It was first described as a protein involved in T-cell 

activation that stabilizes the interaction between T cells and antigen-presenting 

cells17. CD2AP contains a coiled coil domain and three Src homology 3 (SH3) 

domains that serve as attachment sites for other proteins52 and facilitate its role 

in dynamic actin remodeling and membrane trafficking during endocytosis and 

cytokinesis15. CD2AP is primarily expressed in glomerular podocytes, which 

compose the protein filtration barrier of the kidney. Its critical role in renal function 

was confirmed, as mice lacking CD2AP developed congenital nephrotic 

syndrome52 due to its role in a specialized junction known as a slit diaphragm53. 

Moreover, human CD2AP mutations in which the product is a truncated CD2AP 

protein have been linked to nephrotic syndrome and focal segmental 

glomerulosclerosis in children18, 20, 38. Although one of these mutations was 

identified in a young adult with focal segmental glomerulosclerosis and mild 

dementia63, the long-term neurological consequences of CD2AP 

haploinsufficiency in adults carrying CD2AP mutations have not been described 

thus far. CD2AP immunostaining studies in mice showed the expression of this 

protein mostly in epithelial cells but also in the endothelium of different organs, 

including the central nervous system34, 35. Indeed, in the brain, a more recent 

study in rodents also detected CD2AP protein in Purkinje cells of cerebellum and 

in cortical neurons24. Thus, CD2AP in the brain has been linked to synapse 

function through its involvement in vesicle trafficking12, 30, 33, axonal sprouting24 

and maintenance of the blood-brain barrier43. 

In our study, we confirmed granular immunopositivity for CD2AP in the human 

brain endothelium. However, our most interesting finding was the presence of 

CD2AP-immunoreactive neuronal inclusions similar to neurofibrillary tangles in 

the hippocampus and temporal and occipital cortex of AD brains. In this 

pathological context, CD2AP has previously been linked with Aβ metabolism and 

clearance. Downregulation of CD2AP in neuroblastoma cells decreased 

extracellular Aβ levels36. Additionally, CD2AP was implicated in APP trafficking 



            Anexos 

 

 174 

and processing64, and its overexpression induced decreased levels of APP in 

neurons by accelerating the lysosome-dependent degradation of APP19. In 

contrast to the in vitro effects of CD2AP on Aβ production and release, CD2AP 

loss of function did not affect total Aβ levels or amyloid plaque burden in an AD 

mouse model in vivo36. In AD patients, the possible role of CD2AP in β-

amyloidosis is reinforced by data showing that the CD2AP variants rs934940754 

and rs109483639 are associated with a greater load of neuritic plaques. However, 

in our AD cohort, brain CD2AP immunodetection was not associated with 

vascular or parenchymal Aβ deposits. In contrast, the protein was specifically 

present in regions with an evident presence of NFT. Indeed, we confirmed by 

immunofluorescence that CD2AP colocalized at an intraneuronal level with pTau 

protein in the AD brain. 

Based on this result, we next analyzed the expression of CD2AP in a cohort of 

brains from two different centers that were selected according to Braak stage11. 

First, we found that none of the control samples showed intraneuronal CD2AP 

deposits. In contrast, in the AD samples, immunodetection of CD2AP in neurons 

was strongly and positively associated with Braak stage, independent of age and 

other pathological hallmarks. In fact, although CD2AP expression was 

significantly linked with AD risk in the univariate analysis, the results from the 

logistic regression confirmed that this association was attributable to the strong 

association of CD2AP expression with Braak stage. Our observations suggest 

that the alteration in CD2AP accumulation is directly linked to tau pathology 

following a hierarchical progression in the studied areas (hippocampus, temporal 

cortex and occipital cortex). Remarkably, CD2AP positivity was never found 

beyond pTau deposition, suggesting that the appearance of CD2AP neuronal 

deposits would follow a slower progression than pTau in AD. 

Different studies have already proposed that CD2AP regulation might be related 

to tau toxicity and neuronal apoptosis. For example, the loss of the fly ortholog of 

CD2AP, Cindr, exacerbated tau-mediated toxicity in a Drosophila model55 and 

was required for neuronal homeostasis and synaptic function in this model44. 

These studies suggest that enhanced expression of CD2AP may be protective 

against AD. Nonetheless, the authors of the latter study described ubiquitous 

expression of Cindr in glial cells and neurons, with a particular enrichment at 

presynaptic terminals44. As this expression pattern clearly differs from the 
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distribution that we found in human tissue, which was restricted to endothelial 

cells, isolated neurites and NFT-like neuronal inclusions, the function of Cindr in 

Drosophila may not be exactly comparable to the function of the protein in the 

pathological human brain. Indeed, in humans, previous reports have also 

suggested a link between CD2AP and tau pathology, as CD2AP was detected as 

a susceptibility locus for cerebrospinal fluid (CSF) tau biomarkers48, and the 

CD2AP rs9381563 variant was associated with altered pTau levels in the CSF58. 

Moreover, CD2AP rs10948363 showed a suggestive association with NFT13. To 

our knowledge, the association between CD2AP protein expression load in 

patients carrying these CD2AP genetic variants has not been specifically 

determined. However, the results from available datasets from the Genotype-

Tissue Expression Project, which describes genetic effects on gene expression 

levels22 show that CD2AP risk alleles are associated with increased gene 

expression in various tissues, including the brain. These observations, together 

with our results showing negligible levels of neuronal CD2AP expression in cases 

with lower Braak stages and higher presence of CD2AP neuronal accumulation 

in cases with a higher Braak stage and AD score risk, may open the possibility 

that increased CD2AP expression enhances the toxicity of pTau pathology in AD, 

in contrast to the previous hypothesis44, 55, 59. However, the total or soluble levels 

of CD2AP expression have not been extensively analyzed or previously 

described. A prior report showed that CD2AP gene expression was decreased in 

peripheral blood lymphocytes from sporadic AD cases59, although expression in 

postmortem human tissue samples should be determined through different 

analytical techniques to underscore the implication of CD2AP in tau pathology 

progression. Other proteins encoded by genes identified as presenting variants 

associated with AD as well as those with endocytic cellular functions have also 

been associated with tau pathology. This is the case, for instance, for PICALM, 

whose levels were decreased in AD brains and colocalized with NFT1. The 

authors of these studies showed that abnormal PICALM processing was linked 

to an impairment of autophagy in AD and in tauopathies without Aβ pathology, 

such as CBD and PiD2. Furthermore, in postmortem brains of familial cases of 

frontotemporal lobar degeneration with tau-immunoreactive inclusions (FTLD-

tau), soluble PICALM protein levels were reduced compared to nondemented 

control brains, while PICALM detected in the insoluble brain fraction was 
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significantly increased3. Interestingly, in a murine tauopathy model, PICALM 

haploinsufficiency induced exacerbated tau pathology via autophagy 

deregulation3. Overall, the balance between soluble protein levels and 

insoluble/protein inclusions of tau-associated proteins seems to be a critical 

factor influencing the toxicity of NFT and should also be considered in the case 

of CD2AP in future studies. Indeed, autophagic-endolysosomal networks perform 

important functions in tau accumulation, including the clearance of neurotoxic 

forms of tau and pTau at specific sites through the ubiquitin-proteasome system 

(UPS). Dysregulation of these autophagic-endolysosomal processes has been 

shown in different tauopathies28. In this regard, CD2AP binds ubiquitin45 and is 

also proposed to regulate UPS function in synaptic transmission44. 

Because of the observed link between CD2AP and pTau pathology, the 

expression of the CD2AP protein in the brain of patients with other tauopathies 

was also analyzed. Our results showed that only PiD presented CD2AP deposits 

resembling Pick bodies in the cytoplasm of neurons. To date, there are no reports 

linking PiD to CD2AP or to other tauopathies. PiD is a dementia in which tau 

lesions are mainly composed of the 3R isoforms, while pTau lesions in AD are 

composed of equal amounts of 3R and 4R isoforms31,56. Since CD2AP neuronal 

immunoreactivity was not observed in coiled bodies, tufted astrocytes of PSP 

cases, astrocytic plaques or in NFTs of CBD cases, we next analyzed whether a 

3R-Tau isoform might specifically interact with CD2AP. However, CD2AP was 

not only associated with 3R-Tau immunoreactivity, as 3R-Tau neuronal deposits 

were outnumbered by CD2AP neuronal deposits, and CD2AP-positive neurites 

were found in the absence of neuritic 3R-Tau deposits. Different processing and 

posttranslational modifications could explain this disease-specific association 

between CD2AP and pTau. Arakhamia et al.4 compared posttranslationally 

modified tau filaments in AD and CBD and found striking differences in the 

processes of misfolding and self-assembly into fibrils. In fact, different 

electrophoretic migration patterns of tau deposits have been found in CBD or 

PSP51 and PiD16 compared to the paired helical filaments found in AD. The 

ultrastructural characteristics of tau filaments in these tauopathies were also 

studied6, revealing differences in shape, size and conformation. The traits of the 

AD paired helical filaments may be at the origin of this specific association 

between pTau and CD2AP. Another explanation for this disease-specific 
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association could be the age of the tangle, as in AD, there is a shift from 4R in 

the pretangle to 3R in the ghost tangle65. Our results suggest that the presence 

of CD2AP neuronal inclusions could be related to a more mature or advanced 

NFT structure. 

Our study has some limitations that should be considered. Only 

immunohistochemical and immunofluorescence studies were performed, 

whereas biochemical analysis to determine the total gene and protein expression 

of CD2AP levels in the brain, as well as in blood and CSF, would have been 

extremely insightful. Despite the effort of collecting multicenter cohorts, obtaining 

a significant sample size for AD cases, it was not possible to do so for some 

infrequent diseases (PSP, CDB and PiD). The small sample size of these groups 

was a limitation for statistical analysis, allowing mainly qualitative and descriptive 

results. Furthermore, in those cases, only frontal and parietal areas could be 

collected, although the dentate gyrus would have been an interesting region to 

study. Extending the analysis to tau-independent neurodegenerative diseases 

characterized by aggregation of alpha-synuclein (Lewy body diseases, 

multisystem atrophy) or TDP43 (amyotrophic lateral sclerosis, FTLD-TDP43) 

could expand the possible role of CD2AP in neurodegeneration. Finally, because 

the APOE genotype is linked to Aβ brain accumulation50, 62 but is also a risk factor 

for tau neurodegeneration independent of Aβ61,73, future studies analyzing the 

effect of APOE on CD2AP neuronal deposition in tauopathies are required. 

In conclusion, our immunohistochemical study showed an association of CD2AP 

with pTau inclusions in AD and PiD but not in CDB or PSP. This descriptive 

analysis cannot establish a causative relationship between CD2AP neuronal 

deposits and AD risk. More functional studies are needed to elucidate the 

implication of the increase in CD2AP expression or its accumulation in neurons 

in AD. Nevertheless, determining its role in pathological conditions seems 

relevant to elucidate the molecular events involved in the formation of NFT. We 

are facing an opportunity to offer future perspectives for the diagnosis or 

treatment of tauopathies. In this regard, analyzing experimentally the outcome of 

treatment with CD2AP modulators, some of them previously tested for focal 

segmental glomerulosclerosis57, 63, appears to be a promising strategy to 

determine the potential modulation of NFT conformation and toxicity in AD and 

PiD. In addition, because CSF biomarkers based on the detection of total tau and 
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pTau have demonstrated clinical utility in AD diagnosis27, 39; our hypothesis is that 

the combination of these established markers with CD2AP levels in CSF might 

be tested as markers for AD risk and contribute to the differential diagnosis of 

tauopathies. 

 

Tables 

 
Table 1: Demographic characteristics of Cohort A (Vall d’Hebron University Hospital), 

Cohort B (CIEN Foundation) and the compilation of the two cohorts (total cohort). 

Statistical differences were analyzed among total cohorts between disease groups. Bold 

numbers indicate statistically significant differences. *** p<0.001 vs. the control group, * 

p<0.05 vs. the control group 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Alzheimer’s Disease Control PSP CBD PiD p 

Cohort 
 

A B Total A B Total B B B  

N 
 

17 28 45 6 9 15 9 5 7  

Age 
77.8 ± 

8.3 
79.6 ± 
12.2 

78.9 ± 
10.8 *** 

59.2 ± 
12.4 

62.9 ± 
8.6 

61.4 ± 
10.0 

74.2 ± 
9.1 * 

72.4 ± 
8.6 

75.1 ± 
9.7 * 

< 0.001 

Sex 
(females) 

10 
(58.8%) 

18 
(64.3%) 

28 
(62.2%) 

2 
(33.3%) 

5 
(55.6%) 

7 
(46.7%) 

4 
(44.4%) 

2 
(40.0%) 

3 
(42.9%) 

0.580 
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Cohort A 

 
Cohort B 

 
p-value 

 
Total 

 

N 23 37  60 

Age 78 [63–82] 80 [64–86.5] 0.373 78.5 [63.5–85] 

Sex (females) 12 (52.2%) 23 (62.2%) 0.445 35 (58.3%) 

Thal phase   0.150  
     A0 9 (39.1%) 12 (32.4%)  21 (35%) 
     A1 2 (8.7%) 5 (13.5%)  7 (11.7%) 
     A2 7 (30.4%) 4 (10.8%)  11 (18.3%) 
     A3 5 (21.7%) 16 (43.2%)  21 (35.0%) 

Braak stage   0.976  
     B0 6 (26.1%) 9 (24.3%)  15 (25%) 
     B1 6 (26.1%) 9 (24.3%)  15 (25%) 
     B2 6 (26.1%) 9 (24.3%)  15 (25%) 
     B3 5 (21.7%) 10 (27.0%)  15 (25%) 

CERAD criteria   0.131  
     C0 9 (39.1%) 19 (51.4%)  28 (46.7%) 
     C1 6 (26.1%) 2 (5.4%)  8 (13.3%) 
     C2 3 (13.0%) 4 (10.8%)  7 (11.7%) 
     C3 5 (21.7%) 12 (32.4%)  17 (28.3%) 

AD risk   0.563  
     Nonrelated 10 (43.5%) 12 (32.4%)  22 (36.7%) 
     Low 3 (13.0%) 6 (16.2%)  9 (15.0%) 
     Moderate 7 (30.4%) 9 (24.3%)  16 (26.7%) 
     High 3 (13.0%) 10 (27.0%)  13 (21.7%) 

CD2AP   0.421  
     0 10 (43.5%) 15 (40.5%)  25 (41.7%) 
     1 9 (39.1%) 12 (32.4%)  21 (35.0%) 
     2 3 (13.0%) 3 (8.1%)  6 (10.0%) 
     3 1 (4.3%) 7 (18.9%)  8 (13.3%) 

 

Table 2. Demographic and pathological description of Alzheimer’s disease (AD) 

cases and controls from Cohort A (Vall d’Hebron University Hospital) and Cohort B (CIEN 

Foundation). The expression of CD2AP was classified according to the score described 

in section 2.4 of the Materials and Methods and schematically represented in figure 3A. 

Statistical differences were analyzed among cohorts for the different variables. 

 

CD2AP ASSOCIATION 
Univariate analysis 

p-value 

CATREG Regression 

Beta ± SE p-value 

Age < 0.001 -0.097 ± 0.081 0.237 

Sex (Female) 0.680 --- --- 

Thal Phase < 0.001 0.190 ± 0.374 0.773 

Braak Stage < 0.001 0.495 ± 0.230 0.006 

CERAD Criteria < 0.001 0.045 ± 0.167 0.790 

AD Risk < 0.001 0.334 ± 0.436 0.561 

 

Table 3. CD2AP score associations with demographic and pathological characteristics in 

AD patients and controls of both cohorts. Categorical regression (CATREG) was assessed 

using only the significant variables of the univariate analysis. Beta ± SE: standardized 

coefficients beta with the corresponding estimate of standard error. Bold numbers indicate 

statistically significant differences. 

Figures 
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Figure 1. Representative images of consecutive sections from AD brains (A-B, 

C-D, E-F and G-H). A, C. Tau-AT8 was detected in neurofibrillary tangles in 

pyramidal neurons and neuropil threads in dendrites (red and white arrows, 

respectively) and dystrophic neurites (asterisks). B, D. CD2AP-positive inclusions 

were present in pyramidal neurons (red arrows) and occasional neuropil thread-

like deposits (white arrows), and granular CD2AP positivity was detected in 

endothelial cells (arrowhead). No dystrophic neurites of neuritic plaques were 

stained with CD2AP. E, G. Aβ immunostaining demonstrated parenchymal and 

vascular deposits. F, H. CD2AP immunohistochemistry showed no parenchymal 

or vascular positivity in those areas. Only blood and endothelial cells were 
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positive for CD2AP. C, D, G and H: Scale bars = 20 µm. A, B, E and F: Scale 

bars = 50 µm. 

 

Figure 2: Confocal evaluation of CD2AP and Tau-AT8 distribution in cortical 

brain sections from AD patients. Representative confocal images showing the 

colocalization of pTau (red) and CD2AP (green) in the neuronal cytoplasm and 

neuropil threads in the case of the B3 and CD2AP-3 scores. Merged images show 

the colocalization of pTau and CD2AP (yellow). Scale bar = 10 μm. 
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Figure 3. A. Schematic representation of the CD2AP score established 

according to the positivity of CD2AP in neurons at different areas studied for the 

Braak stage assessment. B. Representative images of consecutive sections 

stained with anti-Tau-AT8 and anti-CD2AP in different brain areas. Scale bars = 

50 µm. 
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Figure 4. Bar diagram depicting the CD2AP score according to pTau Braak 

stage. 

 

Figure 5. Representative images of consecutive sections from different 

tauopathies: CBD (A-B), PSP (C-D) and PiD (E-F). A, C and E. Tau AT-8 

immunostaining showed diffuse granular cytoplasmic immunoreactivity 

(pretangle, black arrow) and spherical inclusions (red arrow) in neurons in the 

CBD (A), tufted astrocytes (black arrowhead) and pretangles (black arrow) in 

PSP samples (C) and neurofibrillary tangles (asterisk) and Pick bodies (red 

arrowheads) in PiD samples (E). B, D and F. CD2AP immunohistochemistry 

failed to show any neuronal or glial positivity in CBD or PSP samples (B, D), 

whereas CD2AP-positive Pick body-like spherical inclusions (red arrowheads) 

were observed in PiD samples (F). A-F: Scale bars = 20 µm. 
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Figure 6: Representative images of consecutive sections from PiD brain samples 

(A-B and C-D). A, C. Tau-3R positivity was restricted to isolated neuronal 

deposits, with no neuropil thread immunoreactivity. B, D. CD2AP immunostaining 

showed neuronal inclusions and neuropil thread-like inclusions. Scale bars = 50 

µm. 
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