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Resumen
La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa mds comun en el

mundo. Se caracteriza por el deterioro de la memoria, el pensamiento, la orientacién y el
aprendizaje, afectando asi la calidad de vida de las personas que la padecen. Los dos sellos
patognomanicos son las placas neuriticas y las marafias neurofibrilares. Sin embargo, se ha
propuesto que el sistema vascular cerebral también se ve afectado e incluso agrava los
sintomas de la enfermedad. Uno de los modelos animales mds utilizados para estudiar los
mecanismos de la enfermedad, es el ratdn triple transgénico 3xTg-AD que contiene tres
mutaciones asociadas con la EA familiar (PSIM146V, APPSWE y tauP301L). Cabe enfatizar
gue hasta el momento no existe un tratamiento eficaz para la EA. Un enfoque terapéutico
no farmacolégico adyuvante para la EA es el ejercicio fisico, que es una variedad de
actividad fisica planificada, repetitiva y dosificada, sin embargo, se desconoce su efecto
sobre el sistema vascular cerebral. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto del
ejercicio fisico sobre la morfoestructura de los vasos sanguineos cerebrales en el modelo
3xTg-AD. Se utilizaron un total de 40 ratones hembra de diez meses de edad, 3xTg-AD (n=
20) y No-Tg (n= 20), divididos por igual en grupos de ejercicio y sedentarios. Se realizé una
intervencion de ejercicio fisico voluntario durante 3 meses con una frecuencia de 5 veces
por semana. Posteriormente, se evaludé la memoria y el aprendizaje mediante la prueba del
laberinto de Barnes. La morfoestructura vascular se analizé mediante ensayos histoldgicos
utilizando marcadores de membrana basal vascular (anti-Colageno 1V), pericitos (anti-
PDGFR-B) y pies astrociticos (Acuaporina 4), ademas de depdsitos de péptido BA (BAM-10)
y tincion mediante hematoxilina y eosina para evaluacion estructural. El ejercicio fisico
voluntario no ocasiond mejoria en la capacidad cognitiva, sin embargo, promovié la
recuperacién del sistema vascular, cambios anatdmicos, asi como la reduccién de los
depdsitos de amiloide tanto en forma de placas como vasculares. La intervencién con
ejercicio fisico voluntario favorece la estabilidad del sistema vascular, asi como la reduccion

de los depdsitos de péptido BA en los estadios sintomaticos de la enfermedad.

Palabras clave: Alzheimer, ejercicio, vasculatura cerebral, unidad neurovascular, 3xTgAD,

cognicidn.



Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common neurodegenerative disease in the world. It is
characterized by the deterioration of memory, thinking, orientation and learning, as well as
the quality of life of the people who suffer from it. The two pathognomonic hallmarks are
neuritic plaques and neurofibrillary tangles. However, it has been proposed that the
cerebral vascular system is also affected and even aggravates the symptoms of the disease.
One of the most widely used animal models to study disease mechanisms is the 3xTg-AD
triple transgenic mouse that contains three associated with familial AD (PS1M146V,
APPSWE and tauP301L). It should be emphasized that up to now there is no effective
treatment for AD. An adjuvant non-pharmacological therapeutic approach for AD is physical
exercise, which is a variety of planned, repetitive, and dosed physical activity, however its
effect on the cerebral vascular system is unknown. The objective of this work was to analyze
the effect of physical exercise on the morphostructure of cerebral blood vessels in the 3xTg-
AD model. A total of 40 ten-month-old female mice, 3xTg-AD (n=20) and Non-Tg (n=20),
divided equally into exercise and sedentary groups, were used. A voluntary physical exercise
intervention was carried out for 3 months with a frequency of 5 times a week. Subsequently,
memory and learning were assessed using the Barnes maze test. Vascular morphostructure
was analyzed by histological assays using vascular basement membrane markers (anti-
Collagen IV), pericytes (anti-PDGFR-B) and astrocytic feet (Aquaporin 4), other amyloid beta
deposits (BAM-10) and hematoxylin staining. and eosin for structural evaluation. Voluntary
physical exercise did not cause improvement in cognitive ability; however, it promoted the
recovery of the vascular system, anatomical changes, as well as the reduction of amyloid
beta deposits, both in the form of plaques and vascular. The intervention with voluntary
physical exercise favors the stability of the vascular system, as well as the reduction of

amyloid deposits in the symptomatic stages of the disease.

Keywords: Alzheimer's, exercise, cerebral vasculature, neurovascular unit, 3xTgAD,

cognition.



Glosario

ATP Adenosiltrifosfato

AAC Angiopatia Amiloidea Cerebral

APOE Apolipoproteina E

BA Beta amiloide

BHE Barrera Hematoencefalica

EA Enfermedad de Alzheimer

FSC Flujo sanguineo cerebral

FDA The Food and drug administration

IGF1 Factor de crecimiento similar a la insulina

GDNF Factor neurotréfico derivado de la linea celular glial

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular

MNFs Marafias neurofibrilares

3xTgAD Modelo triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer

NMDA N-metil D- aspartato

oms Organizacion mundial de la salud

eNOS Oxido nitrico sintetasa endotelial

PNs Placas neuriticas

PS Presinilina

PPA Proteina precursora amiloide

PDGFR B Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas de conformacién
beta

UNV Unidad neurovascular

MET Unidad metabdlica basal




1.Introduccion
La enfermedad neurodegenerativa de Alzheimer (EA) es actualmente la de mayor incidencia

a nivel mundial (OMS, 2019) y el tipo de demencia mas comun, caracterizada por el
deterioro de funciones cognitivas, en la cual los signos y sintomas se desarrollan de manera
lenta y progresiva, lo cual repercute en la calidad de vida de los pacientes (Alzheimer
association, 2021). La EA presenta dos sellos neuropatoldgicos caracteristicos: Las marainas
neurofibrilares (MNFs), constituidas de la proteina tau hiperfosforilada, relacionadas con la
degeneracion neuronal (Patel et al., 2019); y los agregados extracelulares del péptido beta
amiloide (BA), que se localizan en el parénquima cerebral formando placas neuriticas (PNs)
y en los vasos sanguineos constituyendo la angiopatia amiloidea cerebral (ACC) (Soto et al.,
2021). Segun la hipdtesis vascular de la EA existen factores de riesgo vascular que pueden
provocar alteraciones en los componentes vasculares e hipoxia relacionados con un
aumento en la produccién y disminucién del aclaramiento de PA, generando su
acumulacién parenquimatosa y vascular (MICHA, 2017). Los diferentes componentes de la
unidad neurovascular (UNV), tienen como principal objetivo el mantenimiento del flujo
sanguineo cerebral (FSC) y la integridad de la barrera hematoencefdlica (BHE), los cuales
permiten el aporte correcto de nutrimentos y eliminacién de sustancias de desecho del
cerebro (Huang et al., 2020). La desregulacién de estos elementos vasculares son eventos
fisiopatoldgicos criticos relacionados con la EA promoviendo una disfunciéon neuronal y
acelerando la neurodegeneracién (Soto et al., 2021). Aunque no hay cura para la EA, existen
diversos tratamientos farmacoldgicos y no farmacoldgicos, que retrasan o mejoran los
sintomas favoreciendo la calidad de vida de los pacientes (Zucchella et al., 2018). Dentro de
los tratamientos no farmacoldgicos se encuentra el ejercicio fisico, el cual es una variedad
de actividad fisica planificada, repetitiva y dosificada, realizada con el objetivo de mejorar
0 mantener uno o mas componentes de la aptitud fisica como la fuerza, resistencia,
flexibilidad, coordinacién, velocidad, entre otros (OMS, 2018). El ejercicio fisico ha
demostrado tener efectos beneficiosos a nivel cerebral, desde mantener el FSC,
disminuyendo el estrés oxidativo favoreciendo la plasticidad neuronal y la neurogénesis,

convirtiéndolo en una herramienta importante en el tratamiento de la EA (Domingos et al.,



2021). Sin embargo, los mecanismos moleculares o bioquimicos, mediante los cuales estos
eventos ocurren no estan claros (De Sousa Fernandes et al., 2020). Para conocer los
mecanismos mediante los cuales el ejercicio es beneficioso en la EA, se han utilizado
distintos modelos de la EA (Brown et al., 2019). Entre estos el ratdn triple transgénico (3xTg-
AD), el cual estd generado a partir de la insercién de genes mutados “knock-in” para tres
proteinas: la presenilina 1 (PS1M146v), la proteina precursora amiloide (APPSwe) y la tau
(tauP301L), que desarrolla los dos sellos patognomodnicos de la EA (Oddo et al., 2003). A
pesar del extenso estudio en este modelo para la EA, no se han asociado los efectos del
ejercicio fisico sobre la morfoestructura cerebral. Por lo tanto, en el presente trabajo se
evaluaran los efectos del ejercicio sobre la morfoestructura cerebral, asi mismo, sobre el

aprendizaje y memoria espacial.

2.Antecedentes

2.1 Enfermedad de Alzheimer

2.1.1 Definicion y antecedentes histdricos

La Organizacién mundial de la salud (OMS), define a la demencia como un sindrome
generalmente de naturaleza crénica o progresiva, caracterizado por el deterioro en las
funciones cognitivas, afectando a la memoria, el pensamiento, la orientacioén, la
comprension, el calculo, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el juicio (OMS, 2019). La
EA es el tipo de demencia mas comun y que representa entre un 60 a 80 % del total de los
casos. Esta caracterizada por disfuncidn cognitiva, la cual se desarrolla de manera lenta y
gue empeora con el paso del tiempo, interfiriendo asi en las actividades cotidianas de la

persona (Alzheimer association, 2021).

El 25 de noviembre de 1901 una mujer de 51 afios llamada Auguste Deter (Figura 1),
fue admitida en el asilo municipal de lunaticos y epilépticos de Frankfurt. El psiquiatra quien
ingreso a la paciente fue el Dr. Alois Alzheimer. La paciente presentaba un cuadro clinico de
5 afos de evolucion, caracterizado por delirios, pérdida de memoria rdpidamente
progresiva, alucinaciones, trastornos de conducta, desorientacidon y alteraciones en el

lenguaje, falleciendo el 8 de abril de 1906. ElI Dr. Alzheimer realizé un estudio
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histopatoldgico post mortem, encontrando atrofia cerebral, sedimentos metabdlicos en
corteza cerebral, alteraciones en la forma de células gliales y una patologia neurofibrilar
mucho mas pronunciada que en personas de edad mas avanzada (Small & Cappai, 2006). El
Dr. Emil Kraepelin director de la clinica identificd los sintomas de la enfermedad como una
entidad nosoldgica definida. El Dr. Kraepelin decidié nombrar la enfermedad en honor a su
colega Alzheimer, debido a la importancia de encontrar la base neuropatolégica de los
desérdenes psiquiatricos acufiando el término “enfermedad de Alzheimer” por primera vez

en 1910 en su libro ““Handbook of sychiatrie” (Ryan et al., 2015).

M

Figura 1. Personajes y hallazgos importantes en el descubrimiento de la EA. A) Paciente Auguste Deter. B)
Dr. Alois Alzheimer. C) Patologia neurofibrilar dibujada por el Dr. Alzheimer. D) Dr. Emil Kraepelin. Modificado
de (Ryan et al., 2015 y Small & Cappai, 2006).

2.1.2 Epidemiologia de la enfermedad de Alzheimer

La demencia afecta a mas de 50 millones de personas en el mundo y se estima que esta
cifra aumente a 80 millones en el aflo 2030 y 152 millones en el 2050 (OMS, 2019). Sin
embargo, uno de cada 3 adultos mayores muere con algun signo de EA o demencia
(Alzheimer association, 2021). Entre el ailo 2000 y 2019 la tasa de muertes por EA aumentd
enun 145 %y se estima que en el mundo cada 3 segundos una persona desarrolla demencia
(Alzheimer associaton, 2021; Koontz y Odonell, 2021). En México hay cerca de 1.5 millones
de personas con demencia, se estima una incidencia promedio de 25.55 por 1000
persona/afio en adultos mayores (Prince et al., 2012), se prevé que este nimero aumente
a cerca de 3.5 millones para el afio 2050 debido al cambio en la pirdmide poblacional
(Alvarez-cisneros et al., 2017). La demencia tiene grandes repercusiones econémicas, a nivel

mundial el costo directo fue de 818 000 millones de ddlares en 2015, en 2020 en Estados
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Unidos fue de 335 000 millones de ddlares y se estima que llegard a 1.1 billones en 2050
(Alzheimer associaton, 2021), todo esto convierte a la demencia en un problema prioritario

de salud publica a nivel mundial (OMS, 2019).

2.1.3 Caracteristicas neuropatoldgicas de la enfermedad de Alzheimer

La EA puede ser de origen tardio o esporadico (después de los 65 aios de edad), y de origen
temprano o precoz (antes de los 65 afos), este ultimo es poco comun representando cerca
del 5 % de los casos (Deture & Dickson, 2019). A mas de 100 afios de la descripcion de la
enfermedad por el Dr. Alzheimer, los sellos cardinales de la EA siguen siendo las PNs
conformadas por el péptido BA y las MNFs formadas por la proteina tau hiperfosforilada
(Patel et al., 2019). Los distintos cambios neuropatoldgicos de la enfermedad se pueden
clasificar en lesiones positivas (por acumulacién) que incluyen: las PNs, MNFs, neuritas
distroéficas e hilos de neurépilos; y los cambios negativos (por pérdida) como atrofia cerebral
por la pérdida de neuronas, y sinapsis. Ademas, existen otros factores relacionados a la
neurodegeneracién como el estrés oxidativo, la neuroinflamacion, y lesién de las células

colinérgicas (Breijyeh & Karaman, 2020).

2.1.3.1 Alteraciones macroscopicas en la enfermedad de Alzheimer

En el cerebro de pacientes con EA a menudo se puede observar una atrofia cortical
moderada (Figura 2), siendo pronunciada en las cortezas de asociacion multimodal y en el
I6bulo limbico. Ademas, se presentan surcos mas prominentes, y se observa también atrofia
de las circunvoluciones en las cortezas frontal y parietal (mientras que la corteza motora
primaria y somatosensorial no parecen afectadas) (Traini et al., 2020). En cuanto al area
cortical posterior, se presenta atrofia en precuneos y circunvolucién del giro posterior,
como resultado de esto se puede observar un agrandamiento de los ventriculos laterales
(Deture & Dickson, 2019). Uno de los sighos comunes en la EA es la atrofia temporal medial
que afecta a la amigdala y al hipocampo (Deture & Dickson, 2019), la atrofia del hipocampo
se da en etapas tempranas y avanza de forma progresiva, estos signos se han evaluado en
pacientes con la EA, a través de estudios de neuroimagen en donde el volumen del
hipocampo disminuye entre un 15% y 40% (Moira & Giovanni, 2016). Ninguna de estas

caracteristicas macroscopicas es especifica para el diagnéstico de la EA debido a que las
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atrofias corticales también se presentan en personas de edad avanzada (Marino et al., 2019)

(Araujo et al., 2005).

Alzheimer

>

Figura 2. Atrofia cerebral observada en encéfalos con la enfermedad de Alzheimer. Ensanchamiento de
circunvoluciones y estrechamiento de espacios surcales marcados con puntas blancas, las flechas blancas
sefialan la hipotrofia del hipocampo. Modificada de (Deture & Dickson, 2019).

2.1.3.2 Alteraciones microscdpicas en la enfermedad de Alzheimer

2.1.3.2.1 Maranas neurofibrilares

Las MNFs son filamentos anormales formados de la proteina tau hiperfosforilada. El gen
humano para proteina tau se encuentra en el cromosoma 17. En condiciones fisioldgicas la
proteina tau estabiliza los microtubulos en el citoesqueleto de las neuronas, promueve el
crecimiento de neuritas, interacciones de membrana, facilita el anclaje de las enzimas y el
transporte de los orgdnulos a las terminales nerviosas (Gao et al., 2018). La fosforilacion de
la proteina tau regula la unién y el ensamblaje de los microtubulos, la fosforilaciéon de esta
proteina en un cerebro con EA es de 3 a 4 veces mayor de lo normal. Esta hiperfosforilacién
produce la disgregacion de los microtubulos y el aumento de la proteina tau soluble que
conllevara a la formacion de las MNFs. La proteina tau también puede sufrir otras
modificaciones postraduccionales que se asocian con su agregacién como la glicosilacién,
glicacién, ubiquitinacion, nitracion y truncacién (Chong et al., 2018). Mediante la evolucidn
de la agregacion de la proteina tau se pueden distinguir tres etapas progresivas de las MNFs

(Figura 3): 1) fase previa a la formacion de la MNFs, en esta etapa, la proteina tau fosforilada
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se acumula en el compartimiento somatodendritico sin la formacion de filamentos
helicoidales emparejados. 2) MNFs maduras caracterizados por la agregacion de filamentos
de proteina tau con el desplazamiento del nucleo a la parte periférica del soma. 3) MNF

extracelulares o en etapa fantasma (Breijyeh & Karaman, 2020).

; ok S 2 A
Figura 3. Imagenes microscopicas de las MNFs A). "I'.riple inmunofluorescencia que muestra un ovillo
neurofibrilar (TG3, canal verde; T46, canal rojo; M19 canal azul). B) Inmunohistoquimica usando que
marcadorde las MNF marcadas con flechas blancas. Barras de escala de 10 (A) y 40 um (B). Tomado de Dickson
Dennis (Deture & Dickson, 2019) (Andrade-Guerrero, J. et al., 2023).

2.1.3.2.2 Placas neuriticas

Las PNs son acumulaciones extracelulares formadas por el péptido BA, el cual tiene un peso
molecular de 4 a 6 kDa, este péptido se forma a partir de la proteina precursora de amiloide
(PPA), la cual es una proteina transmembranal de 110 a 130 kDA que se codifica en los
humanos en el cromosoma 21 (Republic et al., 2013). La PPA tiene varias isoformas siendo
las mds comunes las de 695, 770y 751 aminodcidos, de éstas la primera es la que se expresa
de manera predominante en las neuronas (Liu et al., 2019). La PPA es procesada de manera
proteolitica por dos vias competitivas, la amiloidogénica y la no amiloidogénica (figura 4).
Este proceso se regula mediante la intervencidn de varias enzimas como sonlaa, B,ylay

secretasas. En la via no amiloidogénica, la PPA es proteolizada primero por la a secretasa,

lo que resulta en una segregacion soluble de PPA (PPAsa) y un fragmento de 83 aminodacidos
unidos a la membrana, este Ultimo es cortado por la Yy secretasa y produce un péptido no

patogénico llamado P3, que abandona el dominio intracelular APP unido a la membrana

(AICD). Por otro lado, la via amiloidogénica, es la via mediante la cual se va a formar el
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péptido PBA, en esta via la APP es cortada primero por la B secretasa, generando un
fragmento de 99 aminodcidos anclados a la membrana, y un fragmento soluble B de APP
(APPsP). Posteriormente, es proteolizado por la Y secretasa para formar el péptido BAy un
fragmento intracelular de APP (AICD) (Liu et al., 2019). La longitud del péptido BA puede
variar dependiendo del nivel de escisidon en el fragmento de los 99 aminoacidos, pudiendo
formar fragmentos de 37 a 42 aminoacidos, siendo las mas largas de 40 y 42 aminoacidos y
las que mas probabilidad tienen de autoagregarse y formar las fibrillas de las PNs (Jolla et
al., 2019). Este exceso de péptido BA estd relacionado con una cascada de eventos como la
disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo y neuroinflamacién que conllevan a disfunciones

y muerte neuronal (Picca et al., 2020).
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Figura 4. Procesamiento protedlico de PPAy PNs, A) Conformacion del péptido BA. Tomado de (Lépez, 2012).
B) PNs observada con microscopia confocal. Barra de escala de 10 um. Tomada de (Apdtiga et al, 2021) C)
Técnica de inmuhistoquimica con tincién de plata, la PNs marcada con flecha negra. Tomada de (Boon et al.,
2020). AICD: Dominio intracelular APP unido a la membrana, BA: beta amiloide, APP: Proteina precursora
amiloide, APPsB: fragmento soluble  de PPA.
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2.1.3.2.3 Angiopatia amiloide cerebral

El péptido BA no solo se deposita en forma de PNs en el parénquima cerebral, sino que
también se deposita en los vasos sanguineos cerebrales (Figura 5), se estima que del 85-
95% de los casos de EA tienen al menos un grado de AAC (Deture & Dickson, 2019). La AAC
es un trastorno cerebrovascular que se caracteriza por los depdsitos de BA en pequefas
arterias, arteriolas, capilares de la sustancia gris de las cortezas cerebrales y en vasos
leptomeningeos, asi como deterioro cognitivo y demencia, una de las dreas afectadas es el
I6bulo occipital, seguido de los I6bulos parietal, frontal y temporal (Steven et al., 2014). Los
depdsitos amiloideos en AAC estdn conformados de BA 40, mientras que los depdsitos en
parénquima se conforman de BA 42(Deture & Dickson, 2019). El depdsito de BA en la pared
de los vasos sanguineos se asocia con una afectacion en el grosor y el diametro interno del
vaso en que se producen (Apdtiga et al.,2021). La AAC estd asociada a trastornos
cerebrovasculares como son las hemorragias lobulares cerebrales y cerebelosas
(macrohemorragias), leucoencefalopatia y pequefios infartos y hemorragias corticales
(microhemorragias) (Yamada & Naiki, 2012). La AAC puede clasificarse en esporadica, que
se asocia mas a procesos de envejecimiento, asi como a EA y hereditaria relacionada con
mutaciones en la PPA (Gatti et al., 2020). Los cambios histopatolégicos observados en la
AAC estan estrechamente relacionados a la disfuncién de la unidad neurovascular (UNV) y
de la barrera hematoencefalica (BHE), pudiendo exacerbar la EA (Soto et al., 2021), incluso
hay evidencias que sugiere que el dafio vascular generado por la acumulacién de BA
precede a la EA, sin embargo, no son del todo claras por la complejidad de la progresion de

la enfermedad (Apatiga et al., 2021).

R ¥
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Figura 5. Angiopatia amiloidea cerebral (AAC) en cerebros de pacientes con la EA. A) Inmunohistoquimica
para AAC empleando el anticuerpo AB 40. Barra de escala 200um. B) Y C) Inmunofluorescencia para deteccién
de especies de AB (AB3 y AB11) (Yamada & Naiki, 2012) (Soto Rojas et al., 2021).
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2.2 Alteraciones neurovasculares en la enfermedad de Alzheimer

El encéfalo necesita aproximadamente el 20 % del gasto cardiaco y del oxigeno del cuerpo,
tanto el oxigeno como la glucosa se suministran a las neuronas por medio del FSC
transportados a través de la BHE. Por lo tanto, el correcto funcionamiento cerebral depende
de un suministro adecuado del FSC (Rutering et al., 2017), conocido como acoplamiento
neurovascular, en el cual los diferentes componentes como; neuronas e interneuronas,
células gliales (astrocitos y microglia), células vasculares (pericitos, células endoteliales y
células del musculo liso) conforman la UNV que tiene como principal objetivo mantener la
integridad de la BHE y el FSC (Soto et al., 2021). La integridad y correcto funcionamiento de
los elementos de la UNV y la BHE permiten un sistema eficiente del FSC, el mantenimiento
de la actividad metabdlica neural, e impiden la entrada de patdgenos y agentes téxicos
hacia el parénquima cerebral que conduce a un buen funcionamiento sindptico y al

procesamiento correcto de la informacién (Huang et al., 2020).

2.2.1 Alteraciones en los componentes celulares vasculares de la Unidad Neurovascular
en la enfermedad de Alzheimer

En la EA la integridad tanto de la BHE como del FSC se ven comprometidos, debido a
distintas alteraciones en los componentes de la UNV (Figura 6), lo que contribuye a la

exacerbacidn de la enfermedad. Entre los principales observados se encuentran:

2.2.1.1 Degeneracion del pericito: Los pericitos son células murales que se colocan en el
centro de la unidad neurovascular entre las células endoteliales, los astrocitos y las
neuronas lo cual le permite desarrollar un papel importante en la regulacién de las
funciones neurovasculares en el cerebro (Kisler et al., 2017). Se encuentran
incrustados en la membrana basal, y extienden sus procesos a lo largo de los
capilares, rodeando a las células endoteliales en la microvasculatura, participando
en la estabilizacion de los vasos sanguineos, regulacion de la permeabilidad de la
BHE, angiogénesis, eliminacién de metabolitos y la homeostasis vascular (Sagare et
al., 2013b). Son importantes en el mantenimiento de las propiedades fisicas y
funcionales de la BHE, mediante la sefializacion con las células endoteliales (Cercy,
2021). Se ha mostrado que la exposicidon prolongada a altas concentraciones de
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péptido BA conduce a la muerte y degeneracion de los pericitos, asociado con
hipoperfusidon crénica, ruptura y aumento de la permeabilidad de la BHE que
provoca la acumulacién de sustancias toxicas derivadas de la sangre y un aumento
de la acumulacién de péptido BA (Apatiga et al., 2021). La subunidad B del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B), asi como el receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas B (PDGFR B) estan estrechamente involucrados
en la sefializacion, diferenciacion, proliferacién y supervivencia de estas células; una
sefializacion defectuosa podria estar relacionada con los eventos mencionados
contribuyendo a la neurodegeneracion (Soto et al., 2021).

2.2.1.2 Alternancia de células endoteliales y degradacion de la BHE: En cerebros post-
mortem las proteinas de uniones estrechas, ocludina, claudina-5 y proteina de unidn
estrecha (ZO-1) se redujeron de manera significativa en los capilares, ademas de
vasos fragmentados, cambios en el didmetro de los vasos, vacuolizacién,
engrosamiento y ruptura local de la membrana basal capilar asociada con la
acumulacién vascular del péptido BA (Zenaro et al.,, 2017). La pérdida de la
integridad de la BHE estd asociada con la entrada de diferentes moléculas y células
tdxicas derivadas de la sangre, produciendo una respuesta inmunitaria asociada con
la neuroinflamacién, y generando asi disfunciéon en los componentes de la UNV
(Yamazaki & Kanekiyo, 2017).

2.2.1.3 Disfuncion de pies astrociticos terminales: Los astrocitos rodean la mayoria de las
porciones de los microvasos y capilares e interactian con las células endoteliales a
través de los pies astrociticos terminales (Rosenegger et al., 2015). Estos ultimos
favorecen el flujo de liquido cefalorraquideo (LCR) hacia el parénquima, asi como la
eliminacidn de solutos a través del drenaje de liquido intersticial (Marie et al., 2020).
Por otro lado, en la progresion de la EA la morfologia de los astrocitos se ve alterada.
En la corteza temporal de pacientes con EA se localizan expresiones reducidas de
Aquaporina 4 (AQP4) y del canal de agua de los pies astrociticos (Marie et al., 2020).
Asi mismo, se ha observado una inflamacién y retraccién del pie astrocitico,

relacionados con la exacerbacion de la enfermedad.
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2.2.1.4 Alteracion de la membrana basal: La membrana basal funciona como una barrera
fisica que se encuentra rodeando la parte abluminal de las células endoteliales
(Morris et al., 2014), ademas media el anclaje y sefalizacion de los pericitos, células
endoteliales y localizacion de la proteina ocludina de las uniones estrechas
(Yamazaki & Kanekiyo, 2017). Estudios histopatoldgicos en pacientes con EA han
evidenciado el adelgazamiento y discontinuidades en la membrana basal que
podrian contribuir al dafio en la estabilidad y permeabilidad de la BHE (Yamazaki &

Kanekiyo, 2017).
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Figura 6. Representacion de los elementos de la UNV. A) Componentes neurovasculares en condiciones
fisioldgicas. B) Alteraciones en componentes Neurovasculares en condiciones patoldgicas. Modificado de
(Soto et al., 2021).

2.3 Tratamientos para la enfermedad de Alzheimer

Actualmente no existe ninguna cura para la EA, y debido al incremento de su prevalencia
gue la convierten en un problema de salud publica mundial, la busqueda de tratamientos
constituye una prioridad para los profesionales sociosanitarios. Actualmente, los
tratamientos se enfocan solo en los sintomas de la enfermedad con el objetivo de mejorar
la calidad de vida de los pacientes (De la Rosa et al., 2020). De este modo los diversos
tratamientos se pueden dividir en farmacolégicos y no farmacoldgicos (Matilla-Mora et al.,

2016).
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2.3.1 Tratamientos farmacoldgicos

En la EA se produce la muerte de las neuronas productoras de acetilcolina (Naumenko et
al., 2016). Por ello, existen dos clases de farmacos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) para tratamiento de la enfermedad, incluidos los inhibidores de la
enzima acetilcolinesterasa y los antagonistas de los receptores N-metil D-aspartato
(NMDA). Los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa actuan bloqueando las enzimas
colinesterasas y butirilcolinesterasa para que no descompongan la acetilcolina (relacionada
a la funcién cognitiva), lo que provocara su aumento en la hendidura sinaptica (Breijyeh &
Karaman, 2020). Por otra parte, la sobreactivacion de los receptores NMDA conduce a
niveles crecientes de flujo de calcio, lo que conlleva a una disfuncién sindptica y muerte
neuronal, por lo tanto, estos medicamentos actuan restableciendo el flujo normal del calcio
(Breijyeh & Karaman, 2020). A pesar de los efectos terapéuticos de estas dos clases de
medicamentos, solo son efectivos para el tratamiento de los sintomas de la enfermedad,

por lo que no tienen la cualidad de ser preventivos o curativos (Naumenko et al., 2016).
2.3.2 Tratamientos no farmacolégicos

Debido a la limitada eficacia del tratamiento farmacolégico y a las repercusiones que
generan los signos y sintomas de la enfermedad, es necesario la integracion
multidisciplinaria en pacientes con la EA. El abordaje no farmacoldgico debe de integrar a
multiples profesionales de la salud tales como terapeutas fisicos, ocupacionales, y de
leguaje, asi como los psicdlogos y otros profesionales de la salud. Se ha sugerido una
mejoraria en la funcién, independencia y calidad de vida de los pacientes con la EA, a través
de diferentes tratamientos no farmacoldgicos, como terapia ocupacional, de lenguaje,

cognitiva y el ejercicio fisico (Zucchella et al., 2018).
2.3.2.1 Ejercicio fisico

Se le conoce como actividad fisica a todo movimiento corporal producido por los misculos
gue genere un gasto de energia (OMS, 2018). El ejercicio fisico a su vez se define como una
variedad de activacién fisica planificada, dosificada, repetitiva, y realizada con objetivo de

mejorar o mantener uno o mas componentes de la aptitud fisica como la fuerza, resistencia,
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flexibilidad, coordinacion, velocidad, etc. (OMS, 2018). Todos los cambios o adaptaciones
en el organismo causadas por el ejercicio fisico ocurren en las estructuras y funciones de los
drganos y sistemas que integran el organismo, ya sea a nivel molecular, celular, tisular,
organico y sistémico (De Sousa Fernandes et al., 2020). Estos cambios estan relacionados
con multiples beneficios como: el mantenimiento y mejora del sistema osteomuscular,
mejoras en el sistema inmune, reduccién de un evento cardiovascular y una muerte
prematura, beneficios a nivel cerebral entre otros (Chicharro, 2008). Sin embargo, la
inactividad fisica a nivel mundial representa el cuarto factor de riesgo de mortalidad (OMS,
2009). En México el 57.9% de la poblacién mayor de 18 afios es inactiva, por lo que es de
suma importancia el desarrollo de politicas publicas orientadas al fomento del deporte y la

activacion fisica (INEGI, 2020).
2.3.2.1.1 Clasificacion del ejercicio fisico

El ejercicio se puede clasificar de varias formas segun la demanda del incremento de
adenosiltrifosfato (ATP) y el aumento en el metabolismo aerdbico y anaerdbico. La
resistencia aerdbica, es aquella que requiere de utilizacién de oxigeno para la produccién
de ATP mitocondrial, relacionada con el ejercicio de tipo continuo y larga duracion de una
intensidad de leve a moderada (Chicharro, 2008). La resistencia anaerdbica, es aquella que
realiza su funcidn sin requerimiento inmediato de oxigeno, relacionada con el ejercicio de
tipo intermitente de corta duracion y alta intensidad (Galdames-maliqueo & Cancino, 2018).
La intensidad de la actividad fisica se puede medir a través de la unidad de metabolismo
basal (METs), en donde 1 MET, equivale a 3.5 ml de oxigeno por kilogramo de peso por
minuto, que corresponde al consumo de oxigeno mientras una persona se encuentra en
reposo, el ejercicio se puede clasificar en intensidad leve aquel que se encuentra por debajo
de 3 METs, intensidad moderada aquel que se encuentra entre 3-6 METs y por ultimo
intensidad vigorosa aquella que se encuentra por arriba de 6 METs; la intensidad también

se puede medir mediante la frecuencia cardiaca (Riebe, 2013).
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2.4 Modelos de ejercicio usados en experimentacion con roedores

Lo modelos de ejercicio utilizados en roedores se pueden clasificar en ejercicio fisico
voluntario y ejercicio fisico inducido o forzado. Aunque ambos han demostrado tener
efectos beneficiosos, se han observado diferencias al utilizar estos tipos de modelos. En la
tabla 1 se sintetizan y comparan las principales diferencias entre estos dos modelos de

ejercicio.

Tablal. Diferencias y ventajas de los diferentes modelos de ejercicio usados en experimentacion

(Manzanares & Gandra, 2019; Ang et al., 2006; Leasure & Jones, 2008):

relacionados a
estrés

manipulacion directa del investigador.

Parametro Ejercicio fisico voluntario Ejercicio fisico forzado
Patron de El Patron de actividad similar al El patréon de actividad esta alejado
actividad comportamiento normal del ratén. del comportamiento normal del

raton
Factores Se realiza en condiciones sin estrés, ni Algunos estudios utilizan

estimulos aversivos como choque
eléctrico y se manipula al animal.

Duracion de Se pueden utilizar en estudios a largo Mas utilizado en estudios a corto
estudio plazo o incluso de por vida. plazo.

Cantidad de El investigador no tiene control sobre la | El investigador tiene control sobre
ejercicio cantidad de ejercicio realizado. la cantidad de ejercicio realizado.
Intensidad del | El investigador no tiene control sobre la | Elinvestigador puede tener control
ejercicio intensidad del ejercicio. de la intensidad dependiendo la

herramienta que se utilice.

Extrapolaridad
del estudio a
humanos

Debido a su ejecucién es mas parecido a
una actividad fisica modera-alta, pero
mas extrapolable al humano.

Por su dosificacion, es mas similar
a un entrenamiento fisico
humano, pero menos extrapolable

Existen varias herramientas utilizadas en la realizacion del ejercicio voluntario y
forzado (Figura 8), como son el nado forzado, el plato de ejercicio, la escalera ponderada,
las bandas y rueda motorizada (Manzanares & Gandra, 2019). No obstante, las mas
utilizadas son aquellas que involucran el uso de la rueda voluntaria, esta puede satisfacer
los impulsos relacionados al juego, escape o el metabolismo que consiste en un
comportamiento gratificante (Leasure & Jones, 2008). se ha observado que los ratones de
laboratorio corren de forma espontanea cuando se les da acceso a estas, ademds de
observarse este mismo comportamiento en ratones salvajes cuando se colocan ruedas en
la naturaleza, asi como un patrén de carrera mas similar comparado con otras herramientas
(Manzanares & Gandra, 2019). También hay estudios en los cuales se hace uso del ambiente

enriquecido, en estos, ademas de colocar un modelo de ejercicio, el animal se encuentra
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con estimulos visuales, auditivos y mecanicos, los cuales a lo largo del protocolo pueden ir
variando para hacer uso de la innovacién del ambiente y evitar a su vez la adecuacion a

este.
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Figura 7. Diferentes herramientas utilizadas en la aplicacion de ejercicio fisico en modelos murinos. A)
Escalera ponderada, B) Nado forzado, C) Cinta de correr hermética, D) Rueda de carrera voluntaria, E)
Ambiente enriquecido, F) Platillo de carrera voluntaria, G) Rueda de ejercicio motorizada, H) Cinta de correr
hermética de 5 carriles. Modificadas de (Google, s.f).

2.5 Efectos del ejercicio en la enfermedad de Alzheimer

Estudios realizados en humanos y en modelos animales han demostrado los efectos
beneficiosos del ejercicio en la salud y en la funcidon cerebral a través de mdultiples
mecanismos celulares y moleculares que inducen cascadas de sealizacién que promueven
diferentes fendmenos fisiolégicos relacionados a la mejora de los signos y sintomas de la
EA (Figura 8) (De Sousa Fernandes et al., 2020; Liu et al., 2017; Mahalakshmi et al., 2020).
Entre estos se encuentran la estimulacion de liberacion de factores neurotroéficos,
principalmente el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Campos, 2016),
disminucion de la neuroinflamacién atenuando la liberacién de citocinas proinflamatorias
como interleucina 1 B (IL-1B), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 6 (IL-6), y el Factor de
Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a). También participa en la regulacion de procesos como
astrogliosis (Gomes et al., 2013; Tapia et al., 2016), reduccién de estrés oxidativo a través
de la activacién de una serie de mecanismos que mejoran la funcién mitocondrial y
disminuyen la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) por medio del
incremento de enzimas como superéxido dismutasa 1y 2 (SOD1 Y SOD2) y catalasa entre

otros factores, lo que permite incrementar la capacidad antioxidante del cerebro (Ozbeyli
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et al, 2017; Garcia et al.,, 2015). El ejercicio también aumenta la produccion de
neurotransmisores como dopamina, serotonina, noradrenalina, entre otros, disminuyendo
asi los sintomas neuropsiquiatricos presentes en la EA (Veronese et al., 2019; Ji et al., 2017).
Asi mismo promueve la maduracién, proliferacién, diferenciacion y supervivencia de nuevas
células, ademas de mitigar la atrofia cerebral, lo que esta altamente relacionado con la
plasticidad y cambios funcionales en el cerebro (Voss et al., 2013; Nicolis et al., 2019). Por
ultimo, existe evidencia del efecto positivo del ejercicio sobre la cognicién en pardmetros
como atencidn, aprendizaje, memoria espacial y de trabajo (Voss et al., 2020). Sin embargo,
esta evidencia se ha obtenido mayormente en utilizando modelos animales, ya que en
humanos hasta el momento se han obtenido hallazgos contradictorios al respecto, debido
probablemente a la gran variabilidad de tipos de ejercicio y programas utilizados en los
protocolos (Demurtas et al., 2020). De manera que se necesitan evidencias mas sélidas para
demostrar estos beneficios sobre las funciones cognitivas (Voss et al., 2020; Shepherd et

al., 2018; Demurtas et al., 2020).
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Figura 8. Efectos benéficos del ejercicio fisico regular en modelos de roedores con la enfermedad tipo
Alzheimer y pacientes con la patologia. Estudios comparativos a niveles: celular, molecular y fisioldgico.
Abreviaciones: BA: beta amiloide; BDNF*: factor neurotréfico derivado del cerebro; CMN: células madre
neurales; DA: dopamina; ERO: especies reactivas de oxigeno; GSH*: glutatidn; HT: hidroxitriptamina:; IGF*:
factor de crecimiento similar a insulina; IL: Interleucina; MDA: malondialdehido; NE: noradrenalina; NGF*:
factor de crecimiento nervioso; SOD: superdxido dismutasa; TNF-a*: factor de necrosis tumoral alfa; ZSV:
zona subventricular (*siglas en inglés). Fuente directa.
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En la EA, la mayoria de los estudios se han centrado en analizar los efectos del
ejercicio sobre el péptido BA y la proteina tau al ser los dos principales signos de la
enfermedad. En modelos animales existe una mayor evidencia de la atenuacién de estos
signos posterior a la intervencién de programas de ejercicio voluntario o forzado, esto a
través de tres mecanismos principales: la menor producciéon y mayor aclaramiento de
péptido BA, asi como la disminucidon de las MNF de la proteina tau, por medio de la
produccién de diferentes componentes (figura 9) (Vasconcelos-Filho et al., 2021). La
regulacion de dichos mecanismos conlleva a la mejora de los signos de la enfermedad
(Vasconcelos-Filho et al., 2021; Belarbi et al., 2011).

En estudios con pacientes la evidencia es mucho menor, esto debido a las
limitaciones de las herramientas utilizadas para la evaluacién de los signos patoldgicos. Sin
embargo, existen estudios con radiotrazadores como la tomografia por emisién de
positrones que han demostrado los efectos positivos del ejercicio para aumentar la tasa de
eliminacidn de péptido BA (Liang et al., 2010). En el caso de los efectos del ejercicio sobre

la proteina tau en pacientes la informacién es muy escasa (Liang et al., 2010).

SIRT-1 BDNF 1 3GSK3B TLRP1, T Neprisilina, T
MMP9, T IDE
L 1
TADAM 10y
ADAM 17 4 BACE
1 produccién 1 Tau T aclaramiento
BA 1-42 hiperfosforilada BA 1-42

Figura 9. Mecanismos del ejercicio fisico en los efectos neuropatolégicos de la enfermedad de Alzheimer.
Abreviaciones: ADAM* desintegrina y metaloproteinasa; BACE*: enzima critica beta secretasa; BA: beta
amiloide; BDNF*: factor neurotréfico derivado del cerebro; GSK3B*: enzima glucégeno sintetasa 3; IDE*:
enzima degradadora de insulina; LRP1*: proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja
densidad; MMP9*: metaloproteinasa de matriz-9; SIRT: sirtuina. (*Siglas en inglés). Fuente directa.

La evidencia creciente, muestra que el ejercicio es una herramienta util de
tratamiento como estrategia no farmacoldgica para la EA (De la Rosa et al., 2020). Lo

anterior debido a que su aplicacion ha demostrado ser segura, asi como beneficiosa para

los pacientes con EA. Si bien existe evidencia de la eficacia del ejercicio como parte del
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tratamiento para los pacientes con EA, actualmente no se cuentan con guias o pautas
especificas para la dosificacion del ejercicio en estos pacientes (Li et al., 2020; Nascimento
et al., 2016), por lo tanto, es necesario implementar mas estudios para la aplicaciéon en
etapas especificas y con protocolos diferentes que establezcan los tipos de ejercicio y la
dosificacién del entrenamiento que sean eficientes y que puedan contribuir en la
generaciéon de guias especificas para su tratamiento. Adicionalmente, se considera un
verdadero desafio la interpretacidon y comparacion entre los estudios del modelo animal y
los de humanos debido a las discrepancias en los protocolos del ejercicio como tratamiento,
y la gran variabilidad en parametros, muestreo y resultados, lo que al mismo tiempo se
presenta como una excelente oportunidad para futuras investigaciones en el estudio de vias

subyacentes de los efectos del ejercicio en la EA.

2.6 Modelos experimentales para la enfermedad del Alzheimer

A lo largo de los afios los modelos animales han sido utilizados para el estudio y
comprensién de procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos, tratando de reproducir una
condicidn observada en el humano, sin embargo, no en todos los casos es posible extrapolar
estos resultados (Salas-castillo et al., 2013). Distintos modelos se han utilizado para simular
algunas de las semejanzas de la EA, tales como los depésitos del péptido BA y de la proteina
tau, déficits de memoria y aprendizaje. Estos modelos se pueden clasificar en transgénicos

y no transgénicos (Jirgen Gotz & Ittner, 2008; Wong-Guerra et al., 2015).

2.6.1 Modelos animales no transgénicos para enfermedad de Alzheimer

Los modelos no transgénicos para la EA son aquellos que no han sido manipulados
genéticamente, en los cuales se realiza una lesidn previa en regiones especificas como
hipocampo y corteza prefrontal, induccién de la reduccidén de un neurotransmisor o la
inyeccién directa de un agente neurotéxico. Entre los principales modelos no transgénicos
para la EA utilizados para el estudio de caracteristicas patoldgicas y cambios conductuales
se encuentran los siguientes (Wong-Guerra et al., 2015): 1) modelo colinérgico inducido por
escopolamina; 2) modelo de resistencia cerebral a la insulina inducido por administracién
de estreptozotocina intracerebroventricular; 3) modelo de déficit cognitivo inducido por

aluminio; 4) modelo de administracién intracerebroventricular de péptido BA. Por otra
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parte, existen modelos no transgénicos que expresan sintomas de manera espontdnea, sin
ninguna intervencion (Wong-Guerra et al., 2015). Estos modelos se encuentran
relacionados principalmente con procesos seniles, tales como los modelos caninos y
primates. La ventaja de estos modelos son el desarrollo de forma natural y similar al
humano de caracteristicas neuropatoldgicas tales como las placas de péptido BA (Wong-
Guerra et al., 2015). Sin embargo, son modelos poco utilizados debido al largo tiempo
requerido para la formacién de los procesos neuropatolégicos en comparacion con los

modelos inducidos en la rata y el ratén (Briones S et al., 2010; Fainman et al., 2007).

2.6.2 Modelos animales transgénicos para la enfermedad de Alzheimer

Los modelos animales transgénicos son aquellos que han sido manipulados genéticamente
mediante la insercién (knock-in) o silenciamiento de genes (knock-out), que se han asociado
con el desarrollo de la enfermedad con el objetivo de analizar sus efectos. Estos modelos
son los mas utilizados para el estudio de la EA, siendo el mas empleado el ratén (J. Gotz et
al., 2004; Jirgen Gotz & Ittner, 2008). La principal ventaja de estos modelos es que se
pueden aislar variables especificas de la enfermedad e investigar como estas inciden sobre
la progresion de la enfermedad y su respuesta a distintos tratamientos. Los modelos
desarrollados se basan en modificar la expresidn de genes afectados en la EA y que estan
involucrados en el metabolismo de las proteinas APP, presinilina (PS), tau y apolipoproteina
(APOE), asi como en la generacion de dos, tres o cinco mutaciones especificas que conducen

al desarrollo de la enfermedad (Manzano et al., 2009).

2.6.3 Modelo triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer

La generacion del modelo de ratdn triple transgénico para la EA (3xTgAD) fue publicada en
el afio 2003 en la Universidad de California por el Dr. Oddo y colaboradores (Oddo et al.,
2003), en el se observa el desarrollo tanto de PNs como de MINF (Figura 9). Este modelo fue
desarrollado con el objetivo de investigar de forma progresiva, la interaccién entre el
péptido BA y tau y su efecto sobre la funcidn sinaptica, asi como la pérdida de disfuncién
sindptica dependiente de la edad. Para la creacién de este modelo en lugar de cruzar lineas
independientes se microinyectaron los transgenes APPSwe y tauP301L en embriones

unicelulares de homocigotos para la variante PSIM146V (Oddo et al., 2003). Este modelo
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desarrolla los primeros depdsitos extracelulares de péptido BA en el subiculo de CA1 del
hipocampo a los 6 meses de edad, los cuales se pueden ver con mayor predominio a los 12
meses de edad tanto en corteza como en hipocampo (Oddo et al., 2003). En cuanto al
aumento de tau hiperfosforilada se puede observar por primera vez a los 6 meses de edad,
en las regiones caudal y medial del hipocampo, pero no en hipocampo rostral, mostrando
un aumento significativo en hipocampo y en corteza a los 12 meses, y que progresa con la
edad (Belfiore et al., 2019). Asi mismo, presenta procesos de microgliosis a los 6 meses de
edad y astrogliosis a los 12 meses de edad, ambos procesos relacionados a su vez con el
desarrollo de neuroinflamacién (Belfiore et al., 2019). Por ultimo, las deficiencias en el
aprendizaje y memoria son significativas por primera vez a los 6 meses de edad y aumentan
a medida que los ratones envejecen (Puzzo et al., 2015). Todas estas similitudes con la
progresion de EA, hacen a este modelo uno de los mds utilizados y adecuados para el

estudio de esta enfermedad (Belfiore et al., 2019).
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Figura 10. Modelo triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD). A) Desarrollo del
modelo3xTg-AD. B) Agregados extracelulares del péptido BA. C) Agregados intracelulares de la proteina tau.
Modificada de (Oddo et al., 2003; Belfiore et al., 2019)
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3. Justificacion

La demencia de tipo Alzheimer, es la enfermedad neurodegenerativa con mayor
prevalencia en el mundo, caracterizdndose por presentar dos sellos histopatolégicos
patognomanicos: 1) las MNFs, constituidas principalmente de tau hiperfosforilada, y 2)
agregados extracelulares del péptido BA, tanto en el parénquima cerebral formando las
PNs, como en los vasos sanguineos constituyendo la ACC. Esta ultima, asocidandose con una
disfuncién de los componentes estructurales y celulares de la UNV y por tanto con una
alteracion de la dindmica neuronal. Los signos y sintomas caracteristicos conllevan a una
repercusién en las actividades de la vida diaria, afectando la calidad de vida de los pacientes
que la padecen. Se sabe que la incidencia de la enfermedad seguird aumentando con el
paso de los afios, debido a esto y a las grandes repercusiones econdmicas que se tendran,
se necesita la implementacién de tratamientos de facil aplicacion y de bajo costo, los cuales
contribuyan a preservar en mayor medida la funcionalidad, independencia y la calidad de
vida de los pacientes. El ejercicio fisico ha demostrado ser beneficioso y seguro como parte
del tratamiento para la EA, sin embargo, en la actualidad algunos de los mecanismos por
los cuales lo hace aun no se conocen bien. Por lo tanto, es de suma importancia analizar y
comprender sus alcances por medio del uso de modelos animales. El modelo 3xTg-AD
desarrolla alteraciones cognitivas, placas de péptido BA y acumulacién intracelular de la
proteina tau, por tanto, representa un modelo adecuado para comprender los mecanismos
neuropatoldgicos implicados, asi como para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. Se ha demostrado la importante relacién entre la disfuncién de los elementos
neurovasculares con la EA, sin embargo, no estan claros los efectos del ejercicio fisico sobre
estos elementos. Por ello, en el presente estudio, se evaluaran los efectos del ejercicio
sobre la morfoestructura de la vasculatura cerebral, asi mismo, sobre el aprendizaje y

memoria espacial en el ratén triple transgénico para la EA.
Pregunta de Investigacion

éCuales son los efectos del ejercicio fisico sobre el aprendizaje, memoria espacial y la
morfoestructura de la vasculatura cerebral en un modelo animal para la enfermedad de
Alzheimer?
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4. Hipétesis
La intervencién con ejercicio fisico tendra un efecto benéfico sobre el aprendizaje y la

memoria espacial, las células de la unidad neurovascular, morfoestructura vascular y
depdsitos de BA en la vasculatura cerebral en un modelo murino para la enfermedad de

Alzheimer
Hipétesis nula

La intervencién con ejercicio fisico no tendrd efecto sobre sobre el aprendizaje y la memoria
espacial, las células de la unidad neurovascular, morfoestructura vascular y depdsitos de BA

en la vasculatura cerebral en un modelo murino para la enfermedad de Alzheimer

5. Objetivo General
Analizar los efectos del ejercicio fisico en el aprendizaje, memoria espacial y la
morfoestructura vascular cerebral posterior a la intervencién de ejercicio fisico, en un

modelo para la enfermedad de Alzheimer.

Objetivos especificos:

e Analizar el rendimiento fisico de ratones 3xTg-AD sometidos a un protocolo de
ejercicio fisico voluntario.

e Evaluar el impacto del ejercicio fisico voluntario en el aprendizaje y la memoria
espacial.

e Evaluar el efecto del ejercicio fisico voluntario en valores de peso corporal y peso
del musculo gastrocnemio.

e Analizar los depdsitos de péptido BA y vasos sanguineos en hipocampo posterior a
la intervencidn de ejercicio fisico voluntario.

e Evaluar el efecto del ejercicio sobre la morfoestructura de los vasos sanguineos y
componentes celulares de una UNV.

e Correlacionar los hallazgos en las células vasculares, con la cognicidn y depdsitos
amiloide.
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6. Material y métodos

6.1 Tipo de estudio

Estudio experimental, prospectivo y longitudinal.

6.2 Tamaio y caracteristicas de la muestra

Para la realizacidon del protocolo se usaron un total de 40 ratones hembras, 3xTg-AD
comparado con las no transgénicas (No-Tg) en una edad de 10 meses, distribuidos en 4
grupos (Tabla 2). Se utilizaron hembras debido a que en ensayos previos realizados en
nuestro grupo encontramos mayor evidencia de AAC en estas. Todos los ratones fueron
criados en condiciones éptimas en el bioterio, almacenados en cajas de policarbonato de
12*12*25 centimetros, con una temperatura de 20 +2° C con ciclos de luz/oscuridad
invertidos de 12 horas (7:00 am a 7:00 pm), con alimento y agua ad libitum. Con la finalidad
de promover un trato humanitario a los animales de experimentaciéon y fomentar la
reduccion del uso de animales, los experimentos se apegaron a las normas internacionales
para el cuidado y uso de animales de laboratorio establecidas por el Consejo de
Investigacion Nacional de las Academias Nacionales de los Estados Unidos de América y del
Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia (INB) de la Universidad Nacional

Auténoma de México (UNAM) con numero de protocolo 117.

Tabla 2. Distribucion de grupos y tratamiento para el experimento.

Grupo Numero de Edad Condicion Intervencion Duracién del
individuos tratamiento
1 10 10 3xTg-AD Ejercicio fisico voluntario. 3 meses
meses
2 10 10 No-Tg Ejercicio fisico voluntario. 3 meses
meses
3 10 10 3xTg-AD Sedentario na
meses
4 10 10 No-Tg Sedentario na
meses

Abreviaturas: No aplica (na)

6.3 Dosificacion del ejercicio
Se utilizé el modelo de rueda de carrera voluntaria (Panlab LESO5, Barcelona, Espafia), para
ratén de la marca Panlab con un total de cinco ruedas alojando un animal por rueda. Los

componentes de este equipo estan fabricados de acero inoxidable y se utilizaron con cajas
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de policarbonato, estas estaban conectadas al multicontador LE3806 marca Panlab el cual

permite contabilizar la cantidad de vueltas realizadas por el animal en intervalos de 10

minutos y la distancia total recorrida.

Figura 11. Elementos utilizados en la aplicacion de ejercicio voluntario A) Modelo de rueda de carrera

voluntaria utilizada. B) Multicontador utilizado para el protocolo. Fuente directa.

La dosificacion del ejercicio fisico voluntario en los ratones 3xTgAD, se realizé como se

explica en la Figura 12.

Tipo

Frecuencia

Duracién

Intensidad

Dosificacion del
ejercicio en el modelo

Ejercicio fisico
voluntario

5 veces por
semana

.

2 horas de
libre acceso

.

Libre

Figura 12. Dosificacion del ejercicio a emplearse en el desarrollo del experimento.

6.4 Estrategia experimental

La ejecucion del disefio experimental se ilustra en la figura 12. Primero se inicié con el

protocolo de ejercicio voluntario en hembras de 10 meses de edad durante 3 meses,

simultdneamente se realizé una medicidn de peso corporal semanalmente. Posterior a los

tres meses de ejercicio, se llevd a cabo la evaluacién conductual en todos los grupos en una
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edad de 13 meses. Una vez realizada la prueba conductual, se realizé el sacrificio de los

animales mediante la técnica de perfusion, se realizé el pesaje del gastrocnemio, y se

llevaron a cabo las distintas técnicas histoldgicas para el posterior analisis de imagenes.
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Figura 13. Estrategia experimental empleada.

6.5 Técnicas de evaluacion
6.5.1 Evaluacion conductual

6.5.1.2 Laberinto de Barnes

La conducta en los animales fue evaluada posterior a la intervencién de tres meses de

ejercicio a la edad de 13 meses, por medio del laberinto de Barnes, este fue disefiado

originalmente por Carol Barnes en 1979 con el objetivo de evaluar el aprendizaje espacial y

la memoria en tierra firme, en donde los animales escapan de una superficie circular

expuesta e iluminada, a una caja de seguridad colocada en uno de los agujeros, superando

el estrés ocasionado por el agua. En el laberinto acuatico de Morris, el laberinto

originalmente fue disefiado para su uso en ratas y posteriormente adaptado para ratones

(Gawel et al., 2019). Desde su origen se han disefiado diferentes protocolos y adaptaciones,

para el presente trabajo se llevd a cabo mediante las siguientes caracteristicas y

procedimiento:
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e Caracteristicas del laberinto: Se utilizé el laberinto de Barnes para raton de la marca
(San Diego Instrumens, SD, EE.UU.) (Figura 14), que consiste en una plataforma de
polietileno de color gris claro con un didmetro y altura de 91.2 cm y un peso de 35
kilogramos. La plataforma contiene en su periferia 20 agujeros, en uno de ellos se
encuentra la caja refugio para el ratén. La caja en el que fue colocado el ratén para
el comienzo de las pruebas tiene unas medidas de 20 centimetros de altura y 15
centimetros de diametro.

e Caracteristicas del ambiente: La conducta se realizd en un cuarto con dimensiones
de 2x2 metros (figura 14). Se utilizaron 4 claves espaciales fuera del laberinto
(cuadro, triangulo, cruz y circulo), las cuales fueron colocadas a 1 metro de altura.
Como unico estimulo aversivo se utilizaron cuatro lamparas de luz blanca en las
esquinas superiores del cuarto acondicionado, logrando un total de 150 luxes

(medida en laberinto). El experimento fue grabado mediante una camara marca

STEREN (CCTV-205) suspendida a 1 metro por arriba del laberinto.

Figura 14. El efecto del ejercicio fue evaluado mediante el laberinto de Barnes A) Laberinto de Barnes
empleado en la evaluacién conductual. B). Ambiente utilizado en la evaluacién conductual.

e Fase de habituacion: Como primer paso de la prueba, 3 dias posteriores a la
culminacién del protocolo de ejercicio para familiarizar al animal con el laberinto y
reducir los niveles de ansiedad que pueden afectar su comportamiento, se realiz
una prueba de habituacién 1 hora antes de la fase de entrenamiento. Para ello, se

colocd al animal en su caja de bioterio sobre el laberinto y con las condiciones y
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estimulos aversivos previamente descritos, se dejo un total de 3 minutos.
Posteriormente, se sacé al ratén y se prosiguid con el siguiente animal.

e Fase de entrenamiento: una hora después de haber realizado la fase de habituacion
se inicid con la fase de entrenamiento, se colocé al ratén en el centro del laberinto
en la caja de comienzo, posterior a 15 segundos se liberd al animal, con las luces del
cuarto encendidas y se le dio 3 minutos para que pudiera encontrar la caja refugio
que fue puesta en uno de los agujeros. Cuando el ratén entraba a la caja refugio fue
retirado, en caso de no entrar a la caja refugio posterior a los 3 minutos, se colocd
al animal en la caja refugio y se dejo ahi durante 15 segundos y después fue retirado
del laberinto. Después de 15 minutos se repitié el mismo procedimiento, realizando
un total de 4 ensayos por dia durante 4 dias consecutivos. Entre cada ensayo el
laberinto fue limpiado con etanol al 70 %. Se tomé como variable la latencia de
escape de cada uno de los entrenamientos.

e Prueba de retencién: 24 horas después de la fase de entrenamiento se llevd a cabo
la prueba de retencion, para esta, la caja refugio fue retirada del laberinto y se
colocd al ratdn en el centro del laberinto en el tubo de comienzo. 15 segundos
después fue liberado y se dieron 2 minutos para que el ratdn explorara el laberinto.
Como variables se tomaron en cuenta la latencia en la que el ratén llegé al agujero
donde se encontraba la caja refugio, la latencia en el cuadrante en donde se

encontraba la caja refugio, y los errores al asomar la cabeza en otro agujero.

6.5.2 Técnica de perfusion

Todos los animales se anestesiaron mediante la administracion de una dosis letal
intraperitoneal de pentobarbital sddico y fijados por perfusién (Figura 15) con una solucién
de paraformaldehido al 4 % (PFA 4%), en solucidn salina amortiguada por fosfatos al 0.1
molar (PBS 0.1 M) con un PH de 7.4. La solucién fue introducida por medio de una bomba
peristdltica. La solucién fijadora fue introducida mediante un catéter colocado en el
ventriculo izquierdo del animal; la solucién fue distribuida al cuerpo por medio de la red
capilar. Posteriormente, se realizé una diseccion del cerebro, y fue mantenido en PFA para

Su uso posterior.
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Figura 15. Técnica de perfusion intracardiaca. Tomada de (Gage et al., 2012).

6.5.3 Genotipificacion

Todos los animales del estudio fueron genotipificados mediante la prueba de PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa), se realizé la extraccién de DNA del segmento mas caudal de la
cola (aproximadamente 0.5 cm de largo) que fueron colocados en un tubo eppedorf de 1
ml con 500 ml de NaOH de 0.05M, se incubd a 95°C por PCR para comprobar la presencia
de los genes de la PPA, y de la proteina tau, asi como del gen de la presenilina 1(PS1). El
producto de la PCR detectd PPA y tau, se observaron a 500pb y 350pb respectivamente al
ser cargados en un gel de agarosa al 1% y adicionando 3 ml de azul de bromofenol para cada
muestra, y aplicando de 90-100 V. Los geles fueron visualizados por luz UV (Figura 17).
6.5.4 Peso corporal y peso del musculo gastrocnemio

Se llevé a cabo la medicion de peso corporal de todos los ratones una vez por semana
durante el transcurso del protocolo (3 meses). Una vez realizada la técnica de perfusion se
realizé la diseccion del musculo gastrocnemio para evaluar los procesos de hipertrofia.
Tanto para la evaluacidn del peso corporal, como del peso del gastrocnemio se utilizé una
bascula marca SCIENTECH SP 500 y la unidad de medida para el peso corporal fueron los

gramos (gr), y los miligramos(mg) para el peso del gastrocnemio.
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6.5.5 Técnicas histoldgicas

6.5.5.1 Anticuerpos empleados

Se realizaron cortes cerebrales coronales a 5 um de grosor en microtomo (Leica RM 2135,
Wetzlar, Alemania) a los niveles 2.46-2.70 respecto a bregma con base en el atlas de
Paxinos. Posteriormente se realizd la técnica de inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia mediante anticuerpos especificos (tabla 3).

Tabla 3. Anticuerpos empleados en el proceso de la inmunohistoquimica.

Nombre Epitopo Especie de origen Concentracion

BAM-10 Oligdmeros de péptido Ratén 1:500
BA de longitud 1-40.

Anti PDGFR B Receptor beta del factor Conejo 1:200
de crecimiento derivado
de plaquetas de los
pericitos.

Colageno IV Colageno tipo IV de las Ratdn 1:200
membranas basales.

Aguaporina 4 Pies de astrocitos Ratdn 1:500

6.5.5.4 Ensayo de inmunohistoquimica para beta amiloide y pies astrociticos

Los tejidos se desparafinaron a 60° C, se hidrataron, y se incubaron con peréxido de
hidrégeno al 1%. Se realizé el desenmascaramiento del epitope en buffer de citrato durante
10 minutos en microondas y posteriormente se incubaron con una solucién bloqueadora
de albumina sérica bovina al 0.2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) durante 1 hora.
Posteriormente, los respectivos anticuerpos primarios anti-raton AR (BAM-10, 1:500,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y ratén IgG monoclonal AQP4 (1:30; Santa Cruz
Biotechnology; Dallas, TX, EE.UU.) se incubaron en cdmara humeda a 4 °C durante la noche.
Al dia siguiente, los tejidos se incubaron con los correspondientes anticuerpos biotinilados
secundarios (1:500, Invitrogen Molecular Probes; Eugene, EE.UU.) durante 2 horas a
temperatura ambiente y se revelaron con el kit ABC/diaminobencidina. Finalmente, los
tejidos fueron contratefiidos con una combinacién de colores de anilina Hematoxilina-
eosina (para marcar toda la célula, tanto nucleo como citoplasma), y posteriormente fueron

montados en portaobjetos utilizando resina Entellan (Merck, KGaA; Darmstadt, Alemania).
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Las imagenes digitales se capturaron usando un microscopio optico (Eclipse Ci-Li;
Nikon, Japdn) con una lente de aire Nikon Plan 20x/0.40. Se analizo el porcentaje de area
de inmunorreactividad (um/cm?2) de los depédsitos de AQ-4 y AR tanto en el subiculo (placas)
como en la fisura del hipocampo (vasos sanguineos). Ademads, evaluamos la morfologia
vascular a través de los siguientes parametros: (1) drea y perimetro del vaso, (2) didametro
de Feret (la circularidad de los vasos sanguineos), (3) espacio perivascular y (4) proporcién
de vasos (vasos con espacio perivascular). dividida por vasos sin este espacio). Tanto la
inmunorreactividad como la morfologia vascular se evaluaron en tres fotomicrografias
aleatorias en cuatro-cinco niveles anatémicos por animal, utilizando el software image j

(National Institutes of Health, EE. UU.).

6.5.5.2 Doble Inmunofluorescencia para pericitos y colageno IV

Para los ensayos de inmunofluorescencia doble, seguimos los mismos pasos que los ensayos
de inmunohistoquimica, solo agregando un pretratamiento con una solucién de proteinasa
K al 0.4% durante 10 minutos. Posteriormente, las muestras se incubaron a 4 °C durante la
noche con el siguiente par de anticuerpos primarios: anti-conejo-PDGFR B para detectar
pericitos (1:250 Abcam, Cambridge, Reino Unido) y anti-ratdn-Coldgeno IV para la
membrana basal (1:300, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Después de la incubacién,
los tejidos se lavaron y se incubaron con un céctel adecuado de anticuerpos secundarios
durante 1 hora a temperatura ambiente: Alexa Fluor 488 cabra anti-conejo H+L I1gG (1:300;
Invitrogen Molecular Probes; Eugene, OR, EE. UU.), y Alexa Fluor 594 donkey anti-mouse
H+L 1gG (1:300; Invitrogen Molecular Probes; Eugene, OR, EE. UU.). Los nucleos se
contrastaron con DAPI 1 uM (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.) y los cortes se montaron
en portaobjetos de vidrio usando VECTASHIELD (Vector Laboratories; Burlingame, CA, EE.
UU.). Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron con un microscopio Zeiss, Axio Vert y
microscopio Al FL (Zeiss; Berlin, Alemania) a través de filtros de 385 nm (UV), 555 nm
(fluorescencia verde) y 630 nm (fluorescencia roja) utilizando un objetivo de 63x. Las
imagenes se digitalizaron con una camara a color Axiocam 208, posteriormente se
exportaron al software Image J (National Institutes of Health, EE.UU.), después se midio el

area de inmunofluorescencia de los vasos sanguineos como se describe en el inciso anterior.
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6.5.5.3 Procesamiento de muestras de tejido musculoesquelético

Una vez realizada la diseccion y pesaje del musculo gastrocnemio se fijé en
paraformaldehido al 4x. Posteriormente se incluyd en parafina y se realizaron cortes en
microtomo de un grosor de 5 micras, se llevé a cabo el proceso de desparafinado, para
posteriormente tefir las muestras con hematoxilina-eosina. El tren de tincidn consistio en
colocar el tejido en hematoxilina de Harris durante 3 minutos, alcohol acido durante 20
segundos, agua amoniacal durante un minuto, eosina durante 30 segundos, alcoholes al 70,
80, 96 % y absoluto un minuto por cada uno. Se deshidrato el tejido y se montaron con
medio de montaje Entellan (Merck, KGaA; Darmstadt, Alemania). Por ultimo, se realizé el
analisis cualitativo de las imagenes.

6.5.6 Analisis estadistico

Una vez realizada las valoraciones correspondientes, los resultados fueron capturados en
Microsoft Excel 2016, posteriormente esta base de datos fue analizada mediante el
software Graphpad Prism versién 8 y Rstudio 3.6.3. Para el andlisis de los videos de pruebas
conductuales se utilizé el software Smart, considerando las variables experimentales antes
descritas. Posteriormente, los resultados fueron analizados en el software Graphpad Prism
versidn 8. Los datos se sometieron al analisis de prueba de normalidad con la prueba de
Shapiro-Wilk y la prueba de homocedasticidad con la prueba de Levene para después
realizar el andlisis de varianza via ANOVA de dos vias, asi como la prueba post hoc de Tukey.
Los resultados se consideraron significativos cuando la p<0.05 para todas las pruebas
realizadas. Para el andlisis de correlacidén solo se evaluaron los grupos sedentarios y de
ejercicio de los ratones 3xTg-AD, y se determind el coeficiente de correlacidén de Pearson y

la regresion lineal posterior. La diferencia estadistica se consideré en p < 0.05.
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Para los datos mostrados a continuacion se tomaron en cuenta los siguientes nimeros de

sujetos por grupos para los diferentes resultados:

*‘/ n= 40 hembras

10 meses.

n=20 n=20
- 3xTg-AD W NoTs
,—I

n=10

‘,7 =~ Sedentario

)| n=10

Ejercicio fisico

n=5
* Rendimiento
* Valores * Técnicas
antropométricos histolégicas
+ Conducta * n=5porgrupo

* n=10 por grupo

Figura 16. Distribucion de grupos y nimero de sujetos tomados en cuenta para cada una de las variables

evaluadas.
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7. Resultados

7.1 Genotipificacion

Primeramente, verificamos que los ratones expresaran los genes APP y Tau. En la figura 17
se muestran los resultados de genotipificacion obtenidos de la PCR en la que se empled
DNA proveniente de la cola de los ratones. Se muestran la expresién del gen APP y Tau de

peso molecular 500pb y 350pb respectivamente.

3xTgAD-Sed
3xTgAD-Sed
3xTgAD-Sed
3xTgAD-Sed
3xTgAD-Sed
3xTgAD-Exe

-

Figura 17. Genotipificacion de los grupos utilizados. Se muestra las diferentes condiciones y genes en las
bandas.

7.2 Rendimiento fisico evaluado en rueda de carrera voluntaria

7.2.2 El rendimiento fisico del ratén 3xTg-AD es menor al del No-tg

Se encontré un menor rendimiento fisico evaluado en la prueba tal y tal en el grupo 3xTg-
AD en comparacién con el grupo No-tg durante 12 semanas de entrenamiento (Figura 18)

(p < 0.05), y no se encontraron diferencias en el tiempo entre los sujetos del mismo grupo.
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Figura 18. El rendimiento fisico del raton 3xTg-AD es menor al No-Tg. Se muestra la media y el error estandar
al paso del tiempo durante las 12 semanas en a) Distancia en kildmetros y b) Nimeros de vueltas.
Estadisticamente existe una diferencia significativa entre ambos grupos (ANOVA medidas repetidas, post hoc
de Tukey n=10 por grupo *p<0.05).

41



7.3 Efectos del ejercicio fisico en valores antropométricos

7.3.1 El ejercicio no provocé cambios en el peso corporal

No se observaron diferencias significativas (p > 0.05) en el peso corporal entre los grupos
3xTg-AD y No-Tg tratados con ejercicio fisico voluntario y el sedentario desde el inicio hasta
el final del estudio (12 semanas) (Figural9). Curiosamente, observamos que el grupo de
ejercicio 3xTg-AD tiene una masa corporal mas baja que el grupo de ejercicio No-Tg (p

<0.05) solo en las semanas cinco (-7%), seis (-5%) y once (-7). %).

327 —e— 3xTg-AD Ejercicio
"g —#— No Tg Ejercicio
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|
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- -
N -
w—
h—

Semanas

Figura 19. El ejercicio fisico no provoc6 cambios en el peso corporal. Se muestra la media y el error estandar
al paso del tiempo durante las 12 semanas. Estadisticamente no se encuentra diferencias significativas entre
los grupos (ANOVA medidas repetidas, post hoc tukey, n=10 por grupo, *p<0.05). Creo es mejor poner la
palabra ejercicio y sedentario completas porque no son muy largas y en la siguiente figura las usas completas

7.3.2 El ejercicio no provoco cambios en el peso del musculo gastrocnemio

Para determinar el efecto del ejercicio en la hipertrofia muscular, evaluamos el peso del
gastrocnemio, detectamos una disminucion significativa (p <0.05) entre animales No-Tg y
3xTg-AD, tanto en el grupo sedentario (-7%) como en el de ejercicio (-4%). Sin embargo,
observamos un ligero aumento (+4%) cuando se compararon los grupos de ejercicio 3xTg-
AD versus 3xTg-AD sedentario (Figura 20), por lo que es claro la disminucién de la masa
muscular entre los grupos 3Xtg-AD y No-Tg, sin embargo, los efectos del ejercicio fueron

modestos al medirse mediante el peso.
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Figura 20. Efectos del ejercicio fisico sobre la morfologia y el peso del musculo gastrocnemio. A) Imagenes
que del musculo gastrocnemio tefiido con hematoxilina-eosina en las diferentes condiciones, se observan los
cambios cualitativos (aumento de en la masa muscular) en los grupos tratados con ejercicio B) Se muestra la
media, el error estandar y la distribucion individual de los valores del peso del gastrocnemio por grupo.
Estadisticamente se muestra una diferencia significativa entre el grupo 3xTg-AD sedentario y No-Tg ejercicio
(ANOVA de dos vias, post hoc Tukey, n=10 por grupo, *p<0.05). Nétese los cambios cualitativos observados
en las imagenes.

7.4 Efectos del ejercicio fisico el aprendizaje y memoria espacial

7.3.1 El ejercicio fisico provocé mejoria en el aprendizaje y memoria espacial

El aprendizaje y la memoria a largo plazo fueron evaluados con el Laberinto de Barnes
(Figura 21). En la fase de entrenamiento no se encontraron diferencias estadisticas (p >
0.05) entre los diferentes grupos durante cuatro dias (Figura 21a). En la fase de evaluacion,
observamos un aumento significativo (+202%; p < 0.05) en el tiempo de retencién de
latencia en el grupo sedentario 3xTg-AD en comparacién con el grupo No-Tg (Figura 21b).
No obstante, el ejercicio fisico voluntario disminuyd ligeramente este parametro (p > 0.05;
-36%) en el grupo 3xTg-AD, y no se encontraron diferencias estadisticas (p > 0.05) entre los
grupos No Tgy 3xTg-AD (Figura 21b). Asimismo, se observo una disminucidn significativa en
el tiempo de latencia del cuadrante en los grupos 3xTg-AD sedentarios (-51 %; p < 0.05) y
ejercicio (-17 %; p < 0.05) en comparacién con el grupo No Tg (Figura 21c). Ademas, hubo
un aumento no significativo en este parametro (+68 %; p > 0.05) en el grupo 3xTg-AD

después de la intervencién de ejercicio (Figura 2c). Finalmente, observamos un mayor
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numero de errores en el sedentario 3xTg-AD en comparacion con el grupo No-Tg (+262%; p
< 0.05), pero no después del ejercicio fisico voluntario (p > 0.05; Figura 2d).
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Figura 21. Efectos del ejercicio fisico sobre el aprendizaje y la memoria a largo plazo en el Laberinto de
Barnes. (a) Fase de latencia de entrenamiento durante 4 dias. ANOVA Medidas repetidas, Tukey post hoc, los
valores son medias * SEM (n = 8 por grupo), * p < 0.05. (b) El grafico muestra el tiempo de retencion evaluado
después de la fase de entrenamiento. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey, los valores son medias + SEM (n
=8 por grupo), * p < 0.05. El tiempo en el cuadrante (c) y el nimero de errores (d) se muestran en los graficos
y esquemas representativos. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey, los valores son medias + SEM (n = 8 por
grupo), * p <0.05.
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7.5 Efectos del ejercicio fisico en los depdsitos de péptido beta amiloide
7.4.1 El ejercicio fisico disminuyo la carga amiloide en el hipocampo

Como esperabamos, se observé una disminucion significativa (p < 0.05; -56%) en los
depdsitos de péptido BA en el subiculum del hipocampo del grupo 3xTg-AD ejercitado en
comparacion con el grupo sedentario. Estos depdsitos de péptido BA evaluados con el

anticuerpo BAM-10 no se observaron en el grupo No Tg (Figura 22).
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Figura 22. Efecto del ejercicio fisico voluntario sobre los depdsitos de péptido BA en el hipocampo de los
ratones. (a) Microfotografias representativas de depdsitos de péptido BA en el subiculo. Se ilustran diferentes
aumentos: barra de escala = 500 um para un aumento de 4x; 100 um para 10x; y 50 um para 20x. (b) El grafico
muestra el efecto del ejercicio fisico voluntario sobre los depdsitos de péptido BA en el hipocampo. T Student,
los valores son medias + SEM (n=5 por grupo), * p < 0.05.

7.5 Efectos del ejercicio sobre la morfoestructura vascular y depésitos de péptido beta
amiloide en vasos sanguineos

El ejercicio provoco diferentes cambios estructurales vasculares cerebrales (Figura 23). En
la fisura del hipocampo observamos un aumento significativo del area de vasos sanguineos
(p< 0.05; +91%) y perimetro (p< 0.05; +44%), asi como de la circularidad (p< 0.05; +56%) en
el grupo 3xTg-AD sedentario en comparacion con el grupo No-Tg ademds de una
disminucion después del tratamiento con ejercicio fisico voluntario (p< 0.05; -19% para el
area; -2% para el perimetro; -13% para | circularidad Figura 23 a-g). Curiosamente,

observamos un aumento del espacio perivascular del grupo sedentario 3xTg-AD (p< 0.05;
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+78%) y del grupo de ejercicio (p< 0.05; +8%), en comparacién con el grupo sedentario No-
Tg. Después de la intervencién del ejercicio, este espacio perivascular disminuyd (-39%) en
el grupo 3xTg-AD con ejercicio fisico voluntario en comparacién con el grupo sedentario
3xTg-AD (Figura 4e). Ademas, identificamos un aumento en la relacién del nimero de vasos
con y sin espacio perivascular, en el grupo sedentario 3xTg-AD en comparacién con el No-
Tg (p<0.05; +126%), que disminuyd en el grupo 3xTg-AD grupo ejercitado (p< 0.05; +29%;
Figura 4f). Finalmente, encontramos depdsitos de péptido beta amiloide vascular en los

ratones 3xTg-AD, que disminuyeron significativamente después de la terapia de ejercicio (p

< 0.05; -35%; Figura 23 by h). () *
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Figura 23 Efectos del ejercicio sobre la vasculatura cerebral en la fisura hipocampal de ratones 3xTg-AD. (a)
Microfotografias representativas de vasos sanguineos de la fisura hipocampal tefiidos con hematoxilina-
eosina en diferentes condiciones. Las lineas punteadas muestran la diferente morfologia vascular entre grupos
y las puntas de flecha negras apuntan al espacio perivascular. Barra de escala = 20 pm comun a todas las
micrografias. (b) Microfotografias representativas de los depdsitos de péptido BA vascular. Barra de escala =
20 um comun a todas las micrografias. Los graficos muestran (c) el area, (d) el perimetro, (e) La circularidad,
(f) el espacio perivascular, (g) y la proporcion de vasos con edema (ANOVA de dos vias, media post hoc de
Tukey + SEM medida en cuatro niveles anatémicos (n=4 por grupo), * p < 0.05. (h) El grafico muestra la
medicién de los depdsitos vasculares de depdsitos de péptido BA. T de Student, los valores son medias + SEM
calculados a partir de cuatro niveles anatédmicos (n =5 por grupo) * p < 0.05.
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7.7 Efectos del ejercicio sobre los componentes de la UNV

7.7.1 El ejercicio tuvo efectos sobre los pies astrociticos en el hipocampo

Uno de los componentes celulares de la UNV son los pies astrociticos, que fueron evaluados con el
anticuerpo AQ4. En la fisura del hipocampo observamos un drea significativamente mayor de
inmunotincion de AQ4 (p < 0.05; +137%) en el grupo 3xTg-AD en comparacion con el grupo No-tg
en condiciones sedentarias. Ademas, detectamos una modesta disminucidn tras la intervencion de

ejercicio fisico voluntario en el grupo 3xTg-AD (p> 0.05; -47%,; Figura 25).
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Figura 25. Efecto del ejercicio fisico voluntario sobre los pies terminales de los astrocitos. (a)
Microfotografias representativas de pies astrociticos usando anticuerpo acuaporina 4 en vasos sanguineos de
la fisura hipocampal. Se observa en las imagenes de la fila izquierda la inmunohistoquimica para pericitos
tefiidos con hematoxilina, y en la fila derecha a separacion del canal con diaminobencidina. Barra de escala =
20 um comun a todas las micrografias (b) Los graficos muestran el area de los pies de los astrocitos. ANOVA
de dos vias, Tukey post hoc, media + SEM medido en cuatro niveles anatémicos (n= 4 por grupo), * p < 0.05.
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7.7.2 El ejercicio tuvo efectos en la recuperaciéon de la membrana basal y los pericitos en
el hipocampo
Otro componente celular de la UNV son los pericitos, que fueron detectados con el

anticuerpo para PDGFR-B (Nombre completo) marcador de este tipo celular. Encontramos
que el ejercicio provocé un aumento significativo (p<0.05; +33%) en los pericitos del grupo
3xTg-AD. Ademas, observamos una disminucion del -22% en la cobertura del pericito en el
3xTg-AD en comparacién con el Non-Tg, ambos en condicién sedentaria (Figura 26 a y b).
Por otro lado, la membrana basal es una estructura clave de UNV, y aqui fue evaluada con
el anticuerpo de colageno IV. Encontramos una disminucion significativa en el grupo
sedentario 3xTg-AD en comparacién con el grupo No-Tg (p<0.05; -42%). De manera
interesante, la intervencion de ejercicio indujo un aumento significativo (p<0.05; -17%) en
la expresién de coldgeno IV en el grupo 3xTg-AD con ejercicio en comparacion con la

condicién sedentaria (Figura 26 a y c).
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Figura 26. Efecto del ejercicio fisico voluntario sobre los pericitos y la membrana basal. (a) Microfotografias
de inmunofluorescencia doble para marcaje de pericito (PDGFR-B; canal verde) y membrana basal (colageno
IV; canal rojo) en vasos sanguineos de la fisura del hipocampo. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI (canal
azul). Barra de escala = 20 um comun a todas las micrografias. Los graficos muestran (b) el drea del pericito y
(c) la membrana basal. ANOVA de dos vias, Tukey post hoc, media + SEM medido en cuatro niveles anatémicos
(n=4-5 por grupo), * p < 0.05.
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7.8 Los depositos de péptido BA se correlacionan con la alteracion de la unidad
neurovascular y los déficits cognitivos en 3xTgAD y con la mejora con la intervencion del
ejercicio.

Los depdsitos vasculares de péptido BA se correlacionan con la alteracién de los
componentes de la NVU (Figura 27): membrana basal (R2= 0.5823, p= 0.0168), pericitos
(R2= 0.5068, p= 0.0476) y pies astrociticos (R2= 0.6351, p= 0.0179). Ademas, el déficit
cognitivo se correlaciona tanto con los agregados vasculares de péptido BA amiloide (R2=
0.6147, p=0.0073), como con las placas de péptido BA (R2= 0.6103, p=0.0129).
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Figura 27. Correlacion entre depdsitos de péptido BA, unidad neurovascular y alteracion cognitiva en
3xTgAD y con la mejora por la intervencion de ejercicio fisico voluntario. Los graficos muestran (a) la
correlacion entre los depdsitos de péptido BA vasculary el area de colageno 1V, (b) el drea de pericitos, (c) los
pies astrociticos y (d) el comportamiento cognitivo, (e) asi como entre las placas de péptido BA y
comportamiento cognitivo en la fisura del hipocampo. El coeficiente de correlacién de Pearson y la regresion
lineal que aparecen en la parte superior de cada gréfico p < 0.05 se consideraron como diferencia
estadisticamente significativa.
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8. Discusién

Los estudios muestran efectos y mecanismos beneficiosos del ejercicio fisico en la EA, por
medio de distintos protocolos de entrenamiento en el modelo murino, asi como en
pacientes en sus diferentes etapas de desarrollo de la patologia a nivel morfolégico,
conductual, molecular y fisiolégico. En el presente estudio se evalud el efecto del ejercicio
sobre la morfoestructura de los vasos sanguineos cerebrales, para ello se emplearon
ratones hembra de 10 meses que fueron expuestas a 3 meses de ejercicio voluntario con
una duracion de dos horas por dia y una frecuencia de cinco dias a la semana. El objetivo
principal fue evaluar los efectos del ejercicio sobre la morfologia de los vasos sanguineos
cerebrales, asi como las diferencias en el rendimiento fisico, los valores antropométricos
por medio del peso corporal y peso de gastrocnemio, los efectos sobre el aprendizaje y

memoria espacial, asi como los efectos sobre los depdsitos de péptido BA.

Uno de los puntos criticos mencionados en la literatura, es la falta de dosificacién
especifica de ejercicio para la EA, pues hasta la fecha hay una gran variedad de programas
utilizados en los pacientes y han sido aplicados en diferentes etapas de la enfermedad, lo
cual ha complicado la generacién de guias especificas, la mayoria de aplicaciones se centran
en una intervencién con de 30 a 60 minutos por sesion y una frecuencia de 1 a 7 veces por
semana, con una duracién promedio de 3 a 6 meses de los diferentes protocolos, utilizando
principalmente una intensidad moderada y el ejercicio aerdbico como principal
herramienta, lo que hace dificil llegar a una dosificacién optima de entrenamiento (Li et al.,
2020; De la Rosa et al., 2020). Por lo tanto, es necesario implementar mas estudios con un
control riguroso para su aplicacidn en etapas especificas y con protocolos diferentes que
establezcan los tipos de ejercicio y la dosificacion del entrenamiento que sean eficientes, y
gue puedan contribuir en la generacién de guias y pautas determinadas para su tratamiento
(Nascimento et al., 2016). Con respecto a los estudios en modelos animales también existe
una gran variabilidad en los programas utilizando paradigmas voluntarios y forzados, asi
como diferentes tiempos y dosificaciones de ejercicio. Sin embargo, los efectos benéficos
sobre la salud no son claros, y muchos efectos benéficos encontrados se superponen sin

importar el paradigma utilizado; hasta la fecha no hay estudios concluyentes que permitan
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optar por un mejor paradigma (Manzanares & Gandra, 2019) (Arida et al., 2011). En el
presente estudio se utilizd un tipo de ejercicio con caracteristicas aerdbicas debido a que
hasta la fecha es el tipo de ejercicio donde mas beneficios se han encontrado en la
enfermedad, ademds de ser este el tipo de ejercicio que impacta de mayor forma al sistema
cardiovascular (Sofi et al., 2011) (Valenzuela et al., 2020). Por ello, en el presente proyecto,
se utilizé un paradigma voluntario que permitiera la baja manipulaciéon del animal y la
mayor extrapolaridad con el paciente con EA, ya que consideramos que el paradigma
voluntario en muy similar a la forma de realizar actividad fisica (de forma intermitente) de
los pacientes con EA. Ademas, los pacientes con EA tienen una menor capacidad fisica la
cual se ha correlacionado con la disminucién de los volimenes cerebrales y declive
cognitivo, debido a una baja actividad fisica; se ha reportado una disminucién de hasta el
30% con respecto a sujetos de la misma edad en condiciones fisioldgicas (J. M. Burns et al.,
2008) (Jeffrey M. Burns et al., 2010). Sin embargo, en humanos esta disminucién pudiera
estar relacionada no solo directamente con la enfermedad sino también con aspectos
sociofamiliares como la restriccion de realizar actividades de la vida diaria. En este estudio,
la medicién del rendimiento fisico mostré una disminucion en el grupo 3xTg-AD con
respecto al grupo control, por lo que, la disminucidn de la capacidad fisica de la enfermedad
esta relacionada con los signos y sintomas de la enfermedad presentes en esta etapa.
Ademas, creemos que pudiera estar relacionada a una falta de motivacién vinculada a su
vez a los sintomas depresivos que presenta el modelo en la etapa estudiada (Kosel et al,
2020). En un estudio donde se midi6 el rendimiento en este mismo modelo de EA a los 3
meses de edad se observaron resultados contrarios al aqui reportado, puesto que se no se
encontré diferencia significativa respecto al grupo control (Revilla et al.,, 2014). Sin
embargo, esto pudiera ser debido a que en esa edad aun no se encuentran presentes los
signos neuropatoldgicos de la enfermedad. Lo anterior reforzaria que los resultados
encontrados en el presente trabajo estarian relacionados a etapas mas avanzadas de la
enfermedad. Hasta la fecha no hay estudios que evaluen el rendimiento fisico a lo largo de
las diferentes etapas de la enfermedad, por lo cual se desconocen las etapas criticas en la

disminucion del rendimiento fisico.
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Con respecto a los valores antropométricos evaluados, no se observaron cambios
significativos posteriores a la intervencién con ejercicio fisico en el peso corporal, asi como
en el peso del gastrocnemio. Diversos estudios coinciden en no encontrar efectos en el peso
corporal cuando se utiliza al ejercicio como Unico tratamiento o cuando no se realizan
cambios en la dieta del animal (Kim et al., 2017) (Bareiss et al., 2022). Esto pudiera deberse
a que el ejercicio no induce un gasto calérico alto o produzca un mayor consumo de
alimento, lo cual provocd que no hubiera cambios respecto al peso corporal. Se han
reportado alteraciones musculares en el modelo 3xTg-AD, donde se ha observado una
disminucion significativa de la masa muscular, y alteraciones a nivel de las uniones
neuromusculares, asi como presencia de péptido BA (Cardoso et al., 2015). En los pacientes
también se ha encontrado atrofia muscular e incluso se ha correlacionado con una
disminucion en el volumen cerebral, por lo que es un aspecto importante a tomarse en
cuenta, ya que pudiera estar relacionado a una limitacién de la funcionalidad (Jeffrey M.
Burns et al., 2010). Estudios anteriores en modelos animales no han reportado cambios en
el peso de los musculos posterior a la realizacién de ejercicio fisico aerébico o de resistencia
(Pena et al., 2020), sin embargo, esta medida podria ser un poco inespecifica. Hasta la fecha
no hay estudios que evalien los cambios producidos en la estructura o patologia muscular
a nivel microscépico.

En cuanto a la funcién cognitiva se encontré una mejoria en la memoria vy
aprendizaje posterior a la intervencién con ejercicio fisico medida en el laberinto de Barnes,
la evidencia del efecto benéfico del ejercicio sobre la funcién cognitiva en modelos animales
es mayor, y no se encuentran estudios en los cuales los resultados sean negativos (Michelle
W Voss et al., 2020). Estudios que utilizaron al modelo 3xTg-AD han reportado mejoria en
memoriay aprendizaje al cabo de las 12 semanas medidas en el laberinto acuatico de Morris
(Garcia-Mesa et al., 2015). Sin embargo, hay autores que observaron un mayor efecto del
ejercicio sobre las funciones cognitivas cuando se utiliza el laberinto acuatico de Morris en
comparacion a paradigmas terrestres, por lo cual, este efecto observado pudiera estar
sesgado debido al entrenamiento fisico llevado a cabo (Shepherd et al., 2018); sin embargo,
hasta la fecha no existen estudios que comprueben esto. Asi mismo, en otro estudio en el

que utilizaron el modelo TgCRND8 de la EA y midieron la cognicidn mediante el laberinto de
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Barnes posterior 4 meses de ejercicio, tampoco encontraron efectos sobre la cognicién
(Ritcher et al, 2008) (Walker et al., 2015). Algunos de estos distintos efectos encontrados,
podrian deberse a la heterogeneidad de los programas llevados a cabo, los diferentes
tiempos de intervencién, asi como la diferente progresion de los signos de la enfermedad
en los modelos (Michelle W Voss et al., 2020) (Shepherd et al., 2018). En pacientes, hasta
ahora los hallazgos son variados y no se podrian concluir un efecto preciso del ejercicio
sobre la cognicién, sin embargo, no se descarta al ejercicio con una intervencidén no
farmacoldgica para la promocion de la funcién cognitiva (Chow et al., 2022) (Dermutas et

al., 2020).

Nuestros resultados benéficos de los efectos del ejercicio sobre los depdsitos de péptido BA
del hipocampo coinciden con la mayoria de trabajos previamente realizados, esta
disminucion se ha encontrado en diferentes modelos animales con multiples protocolos
utilizados de ejercicio voluntario y forzado, por lo que es claro el beneficio de la realizacién
del ejercicio en la atenuacion de este signo neuropatoldgico de la enfermedad
(Vasconcelos-Filho et al., 2021). Existe un menor nimero de estudios en humanos, sin
embargo, se ha encontrado el mismo efecto en la evaluacién posterior a la realizacién de
ejercicio en su mayoria en la mayoria de estos estudios se utilizan protocolos de ejercicio
aerdbico, esto pudiera estar relacionado con la mejora en la calidad de vida observada,
estos datos respaldan la utilizacién de ejercicio fisico como parte del tratamiento no
farmacoldgico para disminuir la patologia amiloidea (Liang et al, 2010). En cuanto a los
depdsitos de péptido BA a nivel de los vasos sanguineos, el presente estudio encontrd
diferencias significativas en la disminucién de los depédsitos de péptido BA en vasos
sanguineos en el grupo que realizé ejercicio respecto al grupo sedentario, por lo que el
ejercicio podria atenuar los signos relacionados con la AAC. En otro estudio en el cual se
utilizé un modelo Tg-SwDI y que presenta signos mas agravados de ACC, no se encontraron
efectos al cabo de ocho meses de tratamiento (Robison et al., 2019). Probablemente, el
modelo o el tiempo de la patologia el origen de esta discrepancia, por lo que seria relevante
analizar el efecto del ejercicio sobre este signo bajo diferentes dosificaciones y modelos

para la EA. Este aumento de la eliminacion del péptido BA a nivel vascular podria deberse a
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un aumento o mejora de la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LRP1), la neprisilina, la metaloproteinasa de matriz-9 (MMP9), la enzima
degradadora de insulina (IDE), y las proteinas transportadoras de glucosa 3y 4 (GLUT 3 Y
GLUT 4), efectos que se han encontrado en estudios previos tras el ejercicio fisico (Evans et
al., 2019) (Vasconcelos-Filho et al., 2021), y que podrian estar relacionados con la mejora
de las células NVU observada en el presente trabajo, y que se correlacionaron con un menor

depdsito de péptido BA a nivel vascular.

La disfuncién de los diferentes elementos de la UNV ha tomado una gran relevancia en la
patogénesis de la EA asociandose con procesos de disminucién del FSC, hipoxia,
neuroinflamacion, y estrés oxidativo que conllevan a la degeneracién neuronal (Soto et al.,
2021). A pesar de todas estas alteraciones, hasta la fecha no hay investigaciones que
evaluen en conjunto los efectos del ejercicio sobre los diferentes componentes de la unidad
neurovascular y la morfologia de los vasos sanguineos. En el presente estudio se
encontraron diferencias en la degeneracidn de los diferentes componentes evaluados de la
UNV (pericitos, colageno IV y pies astrociticos) en los ratones 3xTg-AD con respecto a los
grupos no transgénicos, mismos que no se encontraron previamente descritos en este
modelo. Hasta la fecha hay estudios tanto en modelos animales como en humanos que
describen estas alteraciones haciendo mayor énfasis en el pericito, algunos autores han
encontrado disfuncion de esta célula relacionados a los signos neuropatolégicos de la
enfermedad en modelos animales y en humanos (Sagare et al., 2013)(Kisler et al.,
2017)(Montagne et al., 2018)(Sweeney et al., 2017). Sin embargo, otros autores solo han
encontrado degeneracion relacionada con la edad y no con la condicién, siendo la etapa de
la enfermedad una variable muy importe por lo que se necesitan mas estudios que ayuden
a confirmar la relevancia del pericito sobre la enfermedad (Ding et al, 2021). En el presente
estudio se encontré ademads que el ejercicio tiene efectos benéficos sobres los distintos
componentes, estos cambios pudieran ayudar a mantener la estabilidad de la BHE, mejorar
el flujo sanguineo a nivel cerebral, mantener un buen metabolismo de las neuronas, asi
como evitar el paso de patégenos debido a una menor permeabilidad de la BHE. Todos estos

cambios a nivel de la UNV pudieran impactar a su vez a la mejora de los diferentes signos
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de la enfermedad. En cuanto a los cambios morfoldgicos evaluados se realizd un analisis de
la morfoestructura, en la que se pudo observar un aumento del espacio perivascular en el
grupo transgénico en comparacion al no transgénico correspondiente a edema
perivascular. Posterior a la realizacion del ejercicio, se pudieron observar cambios
significativos en el area, perimetro, circularidad, asi como en la disminucién del nimero de
vasos con edema, por lo que el ejercicio generd cambios a nivel estructural, estos cambios
pudieran sumarse a los efectos encontrados en la UNV y contribuir a disminuir las
alteraciones a nivel vascular. En este modelo se encontraron previamente alteraciones
vasculares desde etapas muy tempranas de la enfermedad (Quintana et al., 2021).En otro
estudio en el que se aplicé tres meses de ejercicio voluntario en el modelo TgCRND8
también se encontraron efectos benéficos del ejercicio sobre la morfologia vascular
(Maliszewska-Cyna et al., 2020), estos resultados coinciden con resultados previamente
vistos, sin embargo hasta la fecha no se encontraron estudios que evaluaran en conjunto
los efectos del ejercicio sobre la UNV y la morfologia vascular por lo que estos hallazgos
contribuyen a resaltar la importancia del ejercicio fisico en la EA, haciendo énfasis en el
tratamiento de las alteraciones vasculares donde hasta la fecha no existe ningun
tratamiento especifico aprobado dirigido a disminuir las alteraciones vasculares y de la

UNV.
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9. Conclusiones

Después de 12 semanas de intervencién con ejercicio fisico se pudo observar que el
rendimiento fisico del grupo 3xTg-AD respecto al No-Tg fue menor, por lo que los signos de
la enfermedad pudieran estar relacionados a una menor capacidad fisica, las 12 semanas
de ejercicio fisico voluntario generaron cambios a nivel del aprendizaje y memoria espacial
medidas en el laberinto de Barnes, por lo cual el ejercicio fisico indujo mejoras a nivel
cognitivo. El ejercicio no provocd cambios en los valores antropomeétricos de pesos corporal
y el peso de gastrocnemio. Sin embargo, de manera interesante, el tratamiento con
ejercicio fisico disminuyd los depdsitos de péptido BA extracelurar y en los vasos
sanguineos. Por ultimo, el ejercicio fisico promovié cambios benéficos sobre la morfologia
de los vasos sanguineos, asi como sobre los diferentes componentes de la UNV. Por lo tanto,
el ejercicio fisico podria proponerse como la estrategia clave del tratamiento no
farmacoldégico y mitigar las alteraciones neurovasculares en la etapa sintomdtica de la

enfermedad.

10. Perspectivas de estudio

- Evaluar el rendimiento fisico a lo largo de las diferentes etapas de la enfermedad que
permitan identificar ventanas de tiempo importantes de tratamiento.

- Determinar el efecto del ejercicio fisico sobre la atrofia muscular de manera microscdpica,
asi como los efectos de este sobre los signos neuropatolédgicos de la enfermedad presentes
en el tejido muscular.

-Evaluar el efecto del ejercicio fisico en la permeabilidad de la BHE.

-Examinar el dimorfismo sexual de los efectos cognitivos, y en los diferentes componentes
de la unidad neurovascular.

- Evaluar la diferencia en los resultados que tienen en la cognicion las pruebas terrestres o
acuaticas utilizadas para evaluar el impacto del ejercicio fisico sobre esta.

-Evaluar el efecto del ejercicio sobre la vasculatura y componentes de la UNV en distintos

modelos para la EA.
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