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Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (eA) es el tipo de demencia mas comun y la mayor
pandemia de nuestros tiempos, y afecta en una proporcion 2:1 a las mujeres. A
nivel clinico implica un deterioro severo en las funciones cognitivas y ejecutivas.
A nivel neuropatoldgico, se caracteriza por el depésito del péptido B-amiloide en
placas extracelulares, la formacion de ovillos neurofibrilares intraneuronales,
neuroinflamacion exacerbada, exceso de estrés oxidativo, muerte neuronal y
pérdida de sinapsis, entre otras. La investigacion de las ultimas décadas ha
ampliado el punto de mira a la hora de abordar la enfermedad situando a la
neuroinflamacién como uno de los componentes mas importantes, tanto en el
comienzo como en la progresion de la ea. En este estudio se analizo la relacion
existente entre la microglia y los ovillos neurofibrilares en un modelo murino de
EA. La principal novedad aportada es que presentamos un estudio en ratones
hembra y un seguimiento de las asociaciones microglia y depdsitos asociados
con la edad.

Se usaron un total de 18 hembras, divididas en controles y 3xtgap (n=9 cada
grupo) y en tres rangos de edad (9, 12 y 15 meses). Se analizaron las regiones
cal y ca3 (ventral y dorsal) del hipocampo tefiidas inmunohistoquimicamente
con marcadores para microglia y ovillos neurofibrilares.

Los resultados muestran que el aumento del numero de células es dependiente
de la edad, mientras que la formacion de ovillos intracelulares lo es de la evolu-
cion de la enfermedad. Estos datos apoyan la idea de que la patologia tau en el
hipocampo esta relacionada con la neuroinflamacion. En este sentido, alteracio-
nes en la funcion de vigilancia microglial pueden ser tan o mas importantes que
una ganancia de su funcion toxica en la fisiopatologia de la enfermedad.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, microglia, neuroinflamacion, ovillos
neurofibrilares, 3xTgap.
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most common type of dementia and the greatest
pandemic of our times, affecting women in a 2:1 ratio. At the clinical level, it in-
volves severe impairment of cognitive and executive functions. At the neuropa-
thological level, it is characterized by the deposition of B-amyloid peptide in ex-
tracellular plaques, the formation of intraneuronal neurofibrillary tangles,
exacerbated neuroinflammation, excess oxidative stress, neuronal death, and
synapse loss, among others. Research in recent decades has broadened the
focus in addressing the disease to include neuroinflammation as one of the most
important components in both the onset and progression of ab. In this study we
analyzed the relationship between microglia and neurofibrillary tangles in a mu-
rine model of Ap. The main novelty provided is that we present a study in female
mice and a follow-up of the associations between microglia and age-associated
deposits.

A total of 18 females were used, divided into controls and 3xtgap (n=9 each
group) and in three age ranges (9, 12 and 15 months). Immunohistochemically
stained ca1 and ca3 regions (ventral and dorsal) of the hippocampus were analy-
zed with markers for microglia and neurofibrillary tangles.

The results show that the increase in cell number is age-dependent, whereas the
formation of intracellular tangles is dependent on disease progression. Our data
support the idea that tau pathology in the hippocampus is related to neuroinfla-
mmation. In this sense, alterations in microglial surveillance function may be as
or more important than a gain of its toxic function in the pathophysiology of the
disease.

Key Words: Alzheimer’s Disease, Microglia, Neuroinflammation, Neurofibrillary
Tangles, 3xTgAD.

Introduccién
1. El concepto de microglia

Las células de microglia, una poblacién especializada de células similares a los
macroéfagos, estan consideradas los centinelas inmunitarios del sistema nervioso cen-
tral (snc) y juegan un papel clave en la respuesta inflamatoria posterior a lesiones en el
cerebro (Cho y Choi 2017). Morfolégicamente, son células muy heterogéneas y se han
clasificado, a grandes rasgos, como ameboide y ramificada. La microglia ramificada
vigila constantemente su microambiente extendiendo y retrayendo sus prolongaciones
y, tras una lesion, se activan rapidamente y cambian su morfologia a ameboide (Lara-
Urefa 2020). Sus estados de activacion han sido clasificados, al igual que el resto de
los macrofagos, en «clasica» o m1 con fenotipo proinflamatorio, y «alternativa» o m2,
con fenotipo antiinflamatorio y que facilita la cicatrizacion (Martinez y Gordon 2014),
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aunque la investigacion de los ultimos afos ha descrito otros tipos de fenotipos que di-
ferencian a estas células del resto de los macrofagos (probablemente debido a que su
procedencia en el desarrollo es distinta) (Ginhoux et al. 2013). Microlesiones inducidas
por laser hacen que dirijan sus ramificaciones hacia el sitio dafiado para formar estruc-
turas capaces de fagocitar el tejido (Davalos et al. 2005). Dafios mayores o estimulos
inflamatorios inducen cambios morfoldgicos, pasando de tener forma ramificada a tener
morfologia ameboide, donde el cuerpo celular se agranda y las ramificaciones se acor-
tan, cubriendo areas mas limitadas (Colonna y Butovsky 2017).

2. Enfermedad de Alzheimer y Neuroinflamacion

La Enfermedad de Alzheimer (Ea) implica un deterioro severo en las funciones
cognitivas y ejecutivas y representa un 60-70% del total de los casos de demencia
(Cherbuin et al. 2022). A nivel neuropatoldgico, esta enfermedad se caracteriza, entre
otras, por la presencia de depdsitos de péptido B-amiloide en placas neuriticas extra-
celulares (AB) y la formacion de ovillos neurofibrilares intraneuronales de proteina tau
(Hardy y Higgins 1992), una neuroinflamacién exacerbada (Song 2018), pérdida de
sinapsis (Hickman et al. 2018), exceso de estrés oxidativo y muerte neuronal selectiva
(Hashemiaghdam y Mroczek 2020). En efecto, la activaciéon de las células microgliales
es un elemento clave en el proceso neurodegenerativo cuando estas son expuestas
por periodos prolongados a senales de dafno, como las placas seniles o los ovillos neu-
rofibrilares, el estrés oxidativo o las infecciones recurrentes, lo que desencadenarian
una respuesta proinflamatoria persistente que conduce a la cascada neurodegenerati-
va (Leng y Edison 2021).

La activacion microglial por AB, los oligdmeros de tau y las secreciones posterio-
res atraen a las células microgliales vecinas para acelerar la eliminacion activa de los
depdsitos de proteinas mal plegadas y cuerpos neuronales degenerados (Ghosh et al.
2021). Este proceso que promueve el aumento de la activacion microglial, crea un bu-
cle de retroalimentacién que desempefia un papel fundamental en el desarrollo de la Ea
(Cho y Choi 2017). La relacion entre AB y neuroinflamacion ha sido uno de los campos
mas explorados, y se ha descrito cdmo la microglia forma una barrera fisica para con-
tener las placas seniles y proteger a las neuronas de la neurodegeneracién (Condello et
al. 2015). Paralelamente, la microglia parece responder a la patologia de tau a través de
distintos mecanismos (como la activacion y secrecion de citoquinas o la propagacion
de los depdsitos de tau) (Hopp et al. 2018; Ghosh et al. 2021). Por otro lado, también
se ha propuesto que la respuesta microglial es independiente de la progresion de la
patologia tau (Zhu et al. 2020), o incluso que la microglia no es capaz de responder a
la elevada toxicidad de tau soluble (Sanchez-Mejias et al. 2016).

Se necesitan nuevos enfoques y explicaciones concretas que exploren las vias
que conectan la inflamacion y la neurodegeneracion en la ea para desarrollar nuevas
estrategias para su tratamiento, puesto que las que van dirigidas solo a las patologias
amiloide y tau siguen siendo insuficientes. Ademas, el aumento de las evidencias que
apoyan no solo el papel promotor sino también el causal de los eventos neuroinfla-
matorios en la enfermedad, enfatizan la necesidad de explorar nuevos enfoques de
tratamiento centrados en la prevencion o la desaceleracion de la inflamacién del snc
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(Webers, Heneka y Gleeson 2020). Un mayor conocimiento y comprensién de las res-
puestas inflamatorias e inmunitarias en el snc son cruciales para las terapias destinadas
a la reparacion del tejido nervioso. Por todo esto, el objetivo principal de este trabajo es
conocer cual es la respuesta de las células de microglia ante la aparicion de los ovillos
patologicos que ayuden a desarrollar estrategias de tratamiento mas eficaces. Este
planteamiento lo abordaremos desde dos perspectivas: i) el uso exclusivo de animales
hembra, dada la mayor prevalencia de esta enfermedad en este sexo y ii) un estudio
asociado con la edad, analizando los animales en tres marcos temporales distintos.

Método
1. Animales

Se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, a 23°C y 60% de hume-
dad, con comida y agua disponibles ad libitum. Su cuidado y mantenimiento se realizd
segun directrices establecidas por la legislacion espafiola (Ro 53/2013) y el reglamento de
la Unién Europea (2010/63/ue). Los procedimientos siguieron la directiva 86/609/eec
de la Comunidad Europea sobre la proteccion de animales utilizados para experimenta-
cién y otros fines cientificos. Los experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica
de la Universitat Jaume | (humero de aprobacion 2015 / vsc / PEA/00213).

Se utilizaron un total de 18 hembras, divididas en controles de la cepa C57bl6 y
3x71gap (n=9 cada grupo), y, dentro de cada grupo, contamos con 3 animales de cada
rango de edad (9, 12 y 15 meses). Se eligieron hembras porque son mas susceptibles
a una patologia tipo Alzheimer y mas longevas que los machos (para mas informacién
sobre el modelo, Oddo et al. 2003).

2. Obtencion de las muestras de tejido

Los animales se anestesiaron mediante la administracién intraperitoneal de pen-
tobarbital soédico (Dolethal, 200 mg/kg i.p; Vetoquinol S.A., Madrid, Spain) y se per-
fundieron transcardiacamente con una solucién de suero salino al 0,9% (50 ml) y
posteriormente se fijaron con paraformaldehido (4% en p8 0,1 m, ph=7,4) durante 12
minutos (=60 ml). Finalmente, se extrajeron los cerebros que fueron almacenados a
4°c en la misma solucion fijadora durante toda la noche. Los cerebros fueron criopro-
tegidos con soluciones crecientes de sacarosa hasta alcanzar la solucion final al 30%
en pBs 0,1 m (durante 48 horas a 4°c). Finalmente fueron almacenados en solucion
crioprotectora a -20°c hasta su procesamiento final.

Se obtuvieron secciones en el plano coronal (40 um) empleando un micrétomo
de congelaciéon (Leica SM2000R, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). De cada
cerebro se hicieron 6 series que fueron conservadas en solucién crioprotectora a -20°c
hasta el dia que se llevd a cabo la inmunohistoquimica.
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3. Inmunohistoquimica

Se seleccionaron cortes hipocampales que incluyeran dos niveles anatdmicos
ventral y dorsal (Bregma -2,06 y -2,92 mm, respectivamente). Se realiz6 una doble
tincion para marcar Iba1, especifica de macréfagos y microglia, y los depdsitos de tau.
Brevemente, los cortes se lavaron con pes 0,1m (3x10minutos) y se introdujeron en una
solucién de bloqueo (Ncs 10% y ps 0,1m+0,3% Tritdn) durante 1 hora. Las secciones se
incubaron con el anticuerpo primario Rabbit Anti-lba1 (1:1000, Wako Chemicals, United
States) y Mouse Anti-Phosphotau (1:500, Fisher Scientific SL, Rockford, United States)
diluido en pBs 0,1 m+0,3% Tritdn durante toda la noche. Al dia siguiente, se volvieron a
lavar en pes 0,1 m (3x10 minutos) y se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo se-
cundario Alexa 488 goat antirabbit (1:500, Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pa,
United States) y Cy3 goat antimouse (1:200, Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA, United States) también diluidos en pes 0,1m+0.3% Tritdn. Se volvieron a lavar con
pes 0,1m (2x10minutos) y, posteriormente, los nucleos se marcaron mediante la incuba-
cién con pApi (1:1000 en dH20) durante 1 minuto. Finalmente, se lavaron con ps 0,1M,
se montaron sobre portas y se cubrieron con el medio de montaje Fluorsave (Merck
Millipore).

4. Obtencion y analisis de las imagenes

Las secciones se analizaron con un microscopio de fluorescencia Olympus Bx-4cB
(oLymPus CORPORATION) acoplado a una camara Leica prc 550 (Leica Microsystems). Se
capturaron las imagenes con el aumento de 20x utilizando el software Leica (V 2.61)
para cubrir las zonas ca1y ca3. Todas las imagenes fueron analizadas de manera cuan-
titativa usando el programa Image-J:

» Cuantificacion de las células de microglia: Se contabilizaron las células iBa1+ si
podia identificarse la célula completa (soma y prolongaciones). Se conté el total
de células, sin hacer distincion a su morfologia o fase de activacion.

» Cuantificacién de los ovillos de tau: Apoyandonos en el canal «pAPi», se cuanti-
ficaron las células phosphotau+ cuando existia un nucleo concordante.

5. Analisis estadistico

Los datos se expresan como media +semy se analizaron con el programa GraphPad
Prism 9.1.1 (GraphPad Software, San Diego, ca, Ee. uu.). La normalidad de los datos se
evalud con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

La influencia de las variables grupo (control o 3xTgap) y edad (9,12 y 15 meses)
sobre el numero de células microgliales o pHF+, se analizé mediante un anova de dos
vias con analisis post hoc de Tukey. La relacién entre grupos se determiné mediante un
analisis independiente de prueba t.

Para establecer la relacion entre el numero de células Iba1+ y las neuronas Tau+,
se realiz6 una regresion lineal simple y un analisis de correlacion xy, en el que la variable
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independiente fueron las células pHF+ y la variable dependiente el numero de células de
microglia en ambos grupos.

Resultados

El aumento del numero de células de microglia es dependiente de la edad, mien-
tras que la formacion de ovillos intracelulares depende de la enfermedad. Uno de los
objetivos de nuestro grupo es determinar si la presencia de mutaciones en los genes
APP, presenilina y tau conduce a una neuroinflamacion y a la formacion de depdsitos y
placas en el hipocampo, y si su presencia se correlaciona con alteraciones emocionales,
sociales y cognitivas. Se estudio la presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares
en cada espacio temporal, y se observé presencia de ambas a los 9 meses (Figura 1).
Por este motivo, quisimos estudiar cual es la relacion a partir de esta edad.

Figura 1
Presencia de ovillos neurofibrilares y placas seniles en ratones 3xtgap de 9 meses. Se determino
la presencia de placas de beta-amiloide y ovillos de tau con los anticuerpos anti-AB1-42 y anti-pHF,
respectivamente. Escala=20 uym
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Como se expuso en el anterior apartado (inmunohistoquimica), la cuantificacidon
se determind en los dos niveles anatémicos (ventral y dorsal, Bregma -2,06 y -2,92
mm, respectivamente). Primero se determind el numero de células microgliales de los
animales de 9 meses, y observamos un aumento significativo del niumero de células en
todas las regiones, excepto en la regidon vca3 (Figura 2). Sin embargo, a los 12 y a los
15 meses, no se encontraron grandes diferencias significativas (p>0,05) entre animales
control y 3xTgap, y sélo en la region ventral de ca1 el grupo 3xTgap mostré un aumento
significativo (p=0,01 en el grupo de 12 meses y p=0,02 en el grupo de 15 meses) (no
se muestran las imagenes). Aunque el grupo 3xTgap muestra un aumento del numero
de células microgliales asociado a la edad, es muy similar al del grupo control, debido
a que, en estadios tardios de la enfermedad, la influencia de la neurodegeneracion es
compensada por la edad.

Ademas de determinar si habia variaciones en el numero de células microgliales
en cada una de las diferentes etapas, también quisimos determinar si el numero de
células asociado a la edad variaba dentro de cada grupo (Figura 3).

vCAl dCA1l vCA3 dCA3

Figura 2
Cuantificacion de las células de microglia. Imagenes representativas de células Iba-1+ cuantificadas
en el hipocampo ventral y dorsal de las zonas ca1 y cA3 del grupo de animales de 9 meses. Se encontraron
diferencias significativas en vca1, dca1 y dca3 (p= 0,04, 0,002 y 0,04, respectivamente). Escala=100um

Controls
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Figura 3

Efecto de las variables «edad» y «grupo» en el numero de células de microglia. Se analiz6 el efecto del «grupo»
(control o 3xTgap) y la «edad» (9,12 y 15 meses) sobre el numero de células de microglia en las areas descritas a
través de un anova de dos vias con un andlisis de Tukey post hoc. Se muestran las diferencias intergrupo
(*p<0,05, **p<0,01 y ***p< 0,001) e intragroup (&p<0,05, &&p<0,01 y &&&p< 0,001)

Como podemos observar en el grafico, independientemente del «grupo», la edad
induce un aumento significativo del numero de células microgliales, que es mas signifi-
cativo entre los 9 y los 12 meses en el caso de los ratones control en todas las areas, y
en la region ca3 en el caso del grupo 3xTgAD.

Ademas, mediante un ANova de dos vias analizamos qué variable |) grupo, Il) edad,
[Il) ambas o 1V) sujeto, determinaba las variaciones encontradas (Tabla 7). A nivel de
vcal, la mayoria de las variaciones se debieron a las variables individuales «grupo» y
«edad» (35% y 50%, respectivamente). Estos resultados difieren de lo que encontra-
mos a nivel dorsal donde, con un porcentaje proximo al 70%, la variable predominante
fue la «edad». Se observaron resultados similares en ambos niveles de ca3, donde la
variable «edad» fue responsable de los cambios observados en porcentajes que supe-
raron el 85% en ambos casos.

Grupo x Edad Grupo Edad Sujeto
vCA1 n.s. “"p=0,002 “p=0,008 n.s.
dCA1 'p=0,003 n.s. “p=0,0012 n.s.
vCA3 n.s. n.s. ""p<0,0001 n.s.
dCA3 n.s. n.s. ""p<0,0001 n.s.

vCA1: ventral CA1; dCA1: dorsal CA1; vCA3

Tabla 1
Fuente de variacion.

: ventral CA3; dCA3: dorsal CA3; n.s: no significativo
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La otra variable que medir fue la acumulacién de proteina tau, evidenciada por la
presencia de células pHF+. Como era de esperar, se obtuvieron diferencias significativas
(p<0,05) en todos los grupos en casi todas las areas estudiadas. Tanto a los 9 como
a los 12 meses, el grupo 3xTgAap mostré un aumento significativo de los depdsitos de
tau en todas las regiones menos en la parte dorsal de ca3 (para el grupo de 9 meses:
p=0,007 en vcal, p=0,02 en dca1y 0,006 en vca3; para el grupo de 12 meses: p=0,03
en vcal, p=0,03 en dca3 y p=0,0497 en vca3) (no se muestran las imagenes). En cam-
bio, a los 15 meses, el grupo 3xTgap mostré un aumento significativo de los depdsitos
de tau fosforilado en todas las areas, siendo especialmente significativo en la region
ca3 (Figura 4).

vCAl dCAl vCA3 dCA3

Controls

Figura 4
Cuantificacion de las células pHF+. Imagenes representativas de células pHF+ cuantificadas en el hipocampo
ventral y dorsal de las zonas ca1 y ca3 de animales 15 meses. Se encontraron diferencias significativas en vcat,
dca1, vca3 y dca3 (p= 0,046, 0,02, 0,0001 y 0,004, respectivamente). Escala=100um

De igual manera que con el estudio de las células de microglia, también determi-
namos si, en cada una de las areas, habia influencia de la edad sobre el nimero de
células pHF+ (Figura 5).
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Efecto de las variables «edad» y «grupo» en el numero de células de pHF+. Se analizo el efecto del «grupo»
(control o 3xTgaD) y la «edad» (9,12 y 15 meses) sobre el nimero de células phosphotau+ (AT8) en las areas
descritas a través de un anova de dos vias con un analisis de Tukey post hoc. Se muestran las diferencias
intergrupo (*¥p<0.05, **p<0,01 and ***p< 0,001) e intragroup (&p<0,05, &&p<0,01 y &&&p< 0,001)

Como podemos ver, independientemente del «grupo», la edad induce un aumento
significativo del numero de células pHF+, que fue mas significativo, en el caso de los
controles, entre los 9 y los 12 meses en todas las zonas, pero sobre todo en ca3. Por
otro lado, el grupo 3xTgAD presentd un aumento significativo durante las tres etapas
analizadas en el area ca3, mientras que el aumento de células positivas para pPHF solo
se encontro entre los 12 y 15 meses de edad.

Ademas, utilizando un anova de dos vias, también analizamos qué variable deter-
minaba las variaciones encontradas (Tabla 2). En vca1, la mayor parte de las variacio-
nes se debieron al efecto de la edad (casi el 70%), de forma similar a lo ocurrido en el
nivel dorsal. Lo mismo ocurrié en los dos niveles de ca3, donde la variable edad fue sig-
nificativamente responsable de los cambios observados en porcentajes que superaron
el 80% en todos los casos. Por otro lado, en contraste con el analisis de la microglia,
individualmente la variante «grupo» (enfermedad) jug6 un papel decisivo en los cam-
bios observados en el nivel ca1. Esta variable también produjo cambios en ca3, tanto
de forma individual como asociada a la edad.

Grupo x Edad Grupo Edad Sujeto
vCA1 n.s. “p=0,002 “p=0,0015 n.s.
dCA1 n.s. “p=0,008 “"p<0,0001 n.s.
vCA3 “p<0,0001 “p<0,0001 “p<0,0001 n.s.
dCA3 "p=0,003 'p=0,02 "p<0,0001 n.s.

vCA1: ventral CA1; dCA1: dorsal CA1; vCA3: ventral CA3; dCA3: dorsal CA3; n.s: no significativo

Tabla 2. Fuente de variacion
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Finalmente, a través de un analisis de regresion lineal, nuestros datos muestran
una clara relacion entre el aumento del numero de células de microglia y el aumento
de ovillos NTF, marcados por las células pHF+, en todos los grupos y en todas las areas
estudiadas. Esta relacion fue mas fuerte en los animales del grupo de control que en
los de 3xtgap (0,95 frente a 0,40 en la parte ventral de ca1; 0,76 frente a 0,24 en la
parte dorsal de ca1; 0,56 frente a 0,24 en la parte ventral de ca3; 0,45 frente a 0,24 en
la parte dorsal de ca3) (datos no mostrados).

Discusion

En el presente trabajo, quisimos estudiar de qué manera estan relacionadas la
neuroinflamacion presente en la ea con los agregados patologicos de proteina tau ca-
racteristicos en distintas etapas de su desarrollo, ya que se ha estudiado principalmen-
te en relacion con la patologia B-amiloide (por ejemplo, en ratones transgénicos ApP 0
APP/Ps1, que presentan una activacion microglial clara y fuerte) y en areas de cerebros
con EA con un contenido de B-amiloide relativamente alto (cortex frontal, por ejemplo)
(Hayes et al. 2002; Sanchez-Mejias et al. 2016; Serrano-Pozo et al. 2016). Sin embar-
go, de regiones cerebrales de especial relevancia en el desarrollo de la enfermedad,
como el hipocampo, que presentan baja acumulacion de -amiloide y un elevado nume-
ro de neuronas con alteraciones de tau, poco se sabe sobre los procesos inflamatorios
asociados a dicha patologia (Romero-Molina et al. 2018).

Ademas, el progreso de la ea no puede ser completamente explicado sélo con la
teoria de la «cascada amiloide», y una de las variables que ha ganado mucha importan-
cia en los ultimos afnos ha sido el incremento en la actividad inflamatoria, por lo que se
han propuesto terapias dirigidas a frenarla (Calsolaro y Edison 2016). Pero para ello, se
deberian definir con mas exactitud los distintos perfiles de las células de glia y conocer
al detalle cuales son las vias de interaccion con los agregados patologicos para desa-
rrollar estrategias terapéuticas mas eficientes y seguras.

Nuestros resultados muestran una fuerte relacion entre el aumento del numero de
células de microglia y la patologia tau en el hipocampo, tanto en grupo control como en
el 3xTgap, subrayando la importancia de la variable «edad» a la hora de reclutar a estos
centinelas inmunitarios y reforzando también la teoria de que la pérdida en la funcion de
vigilancia microglial que se produce con la edad puede ser igual de relevante que una
ganancia en su funcién toéxica para la fisiopatologia de la enfermedad. Por ejemplo, en
estudios con modelos animales de Ea, la activacion de las células de microglia produce
acumulacion de tau y promueve su hiperfosforilacién (Yoshiyama et al. 2007; Maphis et
al. 2015). En esta linea, se sabe que los animales 3xTgab presentan déficits en memoria
social que son evidentes a partir de los 9 meses (Oddo et al. 2003; De Castro Salazar
2021). Esto correlacionaria con nuestros datos, que muestran que los depdsitos de tau
fosforilada aumentaron significativamente en todas las areas estudiadas entre los 9 y
los 15 meses, siendo la zona menos afectada la parte dorsal de ca3, que, en compara-
cion con los controles, comienza a acumular un mayor numero de ovillos a partir de los
15 meses. Paradéjicamente, el numero de células microgliales en los animales 3xTgap
solo aumenté significativamente en comparacion con los controles en el area ventral de
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cal, que se ha propuesto como el area donde se codifica la memoria social (Okuyama
et al. 2018).

Teniendo en cuenta las multiples limitaciones de este trabajo (destacando el re-
ducido «n» o el analisis cuantitativo en vez de cualitativo de las células de microglia),
quisimos resaltar el papel de la variable «edad», que en muchas ocasiones pasa des-
apercibido en el estudio de este tipo de patologias, y que deberia ser una de las im-
prescindibles. De esta manera, es necesario aclarar cual es el papel de la microglia (y
cuales son sus diferentes fenotipos) en la progresion de la Ea, sin descartar ninguna
variable, porque probablemente dependa de todo su ambiente.
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