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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia a nivel mundial y
se caracteriza por la acumulacidén de placas de B-amiloide y la formacion de maranas
neurofibrilares, asi como por alteraciones en la unidad neurovascular (UNV) y en la
barrera hematoencefalica (BHE). En los ultimos afios, la disfuncion de la UNV se ha
reconocido como un evento temprano en la fisiopatologia de la EA, lo que subraya la
necesidad de identificar estrategias terapéuticas dirigidas a su modulacion. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto del ejercicio fisico forzado sobre la integridad de la
unidad neurovascular y el desempefio cognitivo en el modelo murino transgénico SxFAD
de EA. Se utilizaron ratones transgénicos SXFAD y controles de tipo silvestre (WT),
hembras, los cuales fueron sometidos a un protocolo de ejercicio fisico durante tres meses.
Se evaluaron parametros conductuales mediante pruebas de campo abierto, de laberinto
en Y y de reconocimiento de objetos. Asimismo, se realizaron andlisis histologicos e
inmunofluorescencia para determinar la acumulacion de B-amiloide y la expresion de
proteinas de uniones estrechas de la BHE, incluyendo claudina-5 (cldn 5) y zonula
occludens-1 (ZO-1). Los resultados mostraron que el ejercicio fisico increment6 la
actividad locomotora, sin inducir cambios significativos en la memoria de trabajo ni en
la de reconocimiento. A nivel histoldgico, no se observaron cambios globales en la
acumulacion de B-amiloide, aunque si se identificaron efectos regionales. En cuanto a la
BHE, la expresion de claudina-5 no presento diferencias significativas, mientras que ZO-
1 mostré un aumento en los grupos con ejercicio, tanto en WT como en 5xFAD, lo que
evidencia una modulacion diferencial de los componentes de las uniones estrechas. En
conclusidn, el ejercicio fisico no revierte por completo las alteraciones cognitivas ni la
carga amiloide en el modelo 5xFAD, pero modula selectivamente componentes de la
barrera hematoencefalica, en particular ZO-1, lo que sugiere un efecto parcial sobre la
unidad neurovascular. Estos hallazgos respaldan el potencial del ejercicio como estrategia

no farmacoldgica dirigida a los procesos neurovasculares en la EA.

Palabras clave: Alzheimer, beta-amiloide, angiopatia, UNV, ejercicio



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the leading cause of dementia worldwide and is
characterized by the accumulation of B-amyloid plaques and the formation of
neurofibrillary tangles, as well as alterations in the neurovascular unit (NVU) and the
blood—brain barrier (BBB). In recent years, NVU dysfunction has been recognized as an
early event in the pathophysiology of AD, highlighting the need to identify therapeutic
strategies aimed at its modulation.

The aim of the present study was to evaluate the effect of forced physical exercise on
neurovascular unit integrity and cognitive performance in the SxXFAD transgenic murine
model of AD. Female 5xFAD transgenic mice and wild-type (WT) controls were
subjected to a physical exercise protocol for three months. Behavioral parameters were
assessed using the open field, Y-maze, and object recognition tests. Additionally,
histological and immunofluorescence analyses were performed to determine B-amyloid
accumulation and the expression of BBB tight junction proteins, including claudin-5 and
zonula occludens-1 (ZO-1).

The results showed that physical exercise increased locomotor activity without inducing
significant changes in working memory or recognition memory. At the histological level,
no global changes in B-amyloid accumulation were observed, although regional effects
were identified. Regarding the BBB, claudin-5 expression did not show significant
differences, whereas ZO-1 expression was increased in the exercise groups, both in WT
and 5xFAD mice, indicating a differential modulation of tight junction components.

In conclusion, physical exercise does not fully reverse cognitive alterations or amyloid
burden in the 5XFAD model, but it selectively modulates components of the blood—brain
barrier, particularly ZO-1, suggesting a partial effect on the neurovascular unit. These
findings support the potential of exercise as a non-pharmacological strategy targeting
neurovascular processes in AD.

Keywords: Alzheimer’s disease, beta-amyloid, angiopathy, NVU, exercise.
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ACC- Angiopatia amiloidea cerebral
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1.1 INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo y la demencia mas
comunes a nivel mundial, representando el 60-70% del total de demencias (OMS,2022).
Actualmente alrededor de 55 millones de personas padecen esta condicion a nivel
mundial. En México, de acuerdo con las cifras mas recientes de la Secretaria de Salud,
hay un millon trescientas mil personas que cursan demencia (SSA, 2021). En el 2019,
dicha patologia derivo en una repercusion economica global de 1,3 billones de dolares.
Ademas de ser la séptima causa de mortalidad en la poblacion geriatrica (OMS,2019). Se
estima un incremento de méas de 110 millones de casos en 2050 asociado a la inversion
en la piramide poblacional y a ciertas comorbilidades (Instituto Nacional de Geriatria,
2020). Con el aumento del envejecimiento demografico y de la esperanza de vida, esta

prevalencia seguird al alza (Zhang et al. 2021).

En América Latina se observa un aumento de casos de EA en comparacion con el resto
del mundo, lo que podria deberse a la presencia de factores de riesgo como un bajo nivel
educativo, diabetes, hipertension, sedentarismo y el aumento del envejecimiento
poblacional. Cabe resaltar que seglin estadisticas existe mayor poblacion geriatrica de
género femenino (Prince et al.,2013), esta una variante que podria influir ya que las
mujeres son mas propensas a desarrollar EA, por presentar una mayor longevidad y un
desequilibrio hormonal en la etapa de la transicion a la menopausia, en donde, los
estrogenos marcan un desequilibrio en el sistema bioenergético del cerebro, afectando asi

multiples dominios cognitivos (Scheyer et al. 2018).

La EA se caracteriza por presentar dos sellos patognomonicos: a) marafias neurofibrilares
(MNFs) conformadas por la proteina Tau hiperfosforilada y b) depositos extracelulares
del péptido B-amiloide (BA). La acumulacion de B-amiloide en regiones perivasculares
cerebrales se ha descrito como angiopatia amiloide cerebral (AAC) y a su vez se ha
asociado estrechamente con la disfuncion de la unidad neurovascular (UNV) y barrera
hematoencefalica (BHE), una alteracion reportada hasta en un 90% de los pacientes con
enfermedad de Alzheimer en estudios post mortem (Muoio et al. 2014). Esta disrupcion

no solo favorece la pérdida de la homeostasis cerebral, sino que también contribuye a la
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progresion de procesos neuroinflamatorios, estrés oxidativo y dafio neuronal,

consolidando su papel como un componente clave en la fisiopatologia de la EA.

Como parte de la UNV, la BHE representa una estructura altamente especializada que
regula de manera estricta el microambiente cerebral. Estd conformada por uniones
estrechas (tight junctions, TJ) y uniones adherentes (adherens junctions, AJ), las cuales
aseguran la cohesion entre las células endoteliales y limitan el paso paracelular de
sustancias. Su integridad es fundamental para el correcto funcionamiento neuronal y glial,
ya que mantiene la homeostasis entre los componentes de la circulacion sanguinea y el

tejido cerebral (Vazquez et al. 2024).

Dentro de los componentes estructurales mas relevantes de la BHE se encuentra la
claudina-5 (Cldn-5), una proteina de adhesion clave en la formacién de las uniones
estrechas, cuya interaccion homotipica genera una barrera de alta resistencia eléctrica que
confiere selectividad en la permeabilidad. Ademads, la Cldn-5 se asocia al citoesqueleto
de actina mediante proteinas adaptadoras como la zoénula ocludens-1 (ZO-1),
estableciendo una red estructural que garantiza la estabilidad y la funcionalidad de la
BHE. Alteraciones en estos componentes han sido vinculadas con el incremento de la
permeabilidad vascular cerebral observado en la enfermedad de Alzheimer, lo que
refuerza la relevancia de la unidad neurovascular como un blanco potencial en el estudio

de esta patologia (Greene et al.2019).

En la actualidad, se han planteado posibles tratamientos farmacologicos y no
farmacoldgicos, que estdn encaminados a mejorar los sintomas de los pacientes y
brindarles una mejor calidad de vida. Dentro de los tratamientos no farmacologicos se
encuentra el “Ejercicio Fisico”, que es una variedad de actividad fisica planificada,
repetitiva y dosificada, realizada con el objetivo de mejorar o mantener uno o mas
componentes de la aptitud fisica, como la fuerza, la resistencia, la flexibilidad, la

coordinacion y la velocidad, entre otros (OMS, 2018).

Hay maltiples antecedentes que reafirman la efectividad del ejercicio fisico en modelos
murinos y humanos, como el aclaramiento del péptido beta amiloide, disminuciéon del
estrés oxidativo, aumento de neurotrdficas y mecanismos relacionados a la neurogénesis
(Andrade et al.2024). En este contexto, el ejercicio fisico se ha propuesto como una

intervencion con efectos potenciales sobre distintos mecanismos asociados a la
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enfermedad. No obstante, su impacto especifico sobre la integridad de la BHE y sus
componentes estructurales aun requiere mayor esclarecimiento. Por ello, el presente
estudio evaluara el efecto del ejercicio fisico forzado sobre las funciones cognitivas, la

acumulacion de PA y la integridad de la UNV en un modelo murino 5xFAD de EA.

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1. Demencia

La demencia es un sindrome adquirido, con multiples causas posibles, segun el “Manual
diagnostico estadistico de los trastornos mentales” (DSM-5), se caracteriza por pérdida
de la memoria y afectaciones de otras funciones cognitivas como lenguaje, praxis, gnosis
y funciones ejecutivas, con un tiempo de evolucidon mayor a 6 meses (Dubois et al.2014).
Estos rubros deben ser comparados con un nivel previo de la capacidad cognitiva del
paciente y debe considerarse que es un proceso degenerativo de gravedad e intensidad
progresivas, que incapacita las funciones ejecutivas y la realizacion de las actividades de

la vida diaria (AVD) (Emmady et al.2022).

Posterior al diagndstico clinico, es imprescindible identificar su etiologia. Algunas de las
principales demencias son: la EA, demencia frontotemporal, demencia vascular y

demencia por cuerpos de Lewy (Goedert et al. 2006).

La demencia se ha considerado, segiin la OMS, una de las principales causas de
discapacidad y dependencia en adultos mayores, lo que constituye un problema de salud

creciente a nivel mundial.

1.2.2. Enfermedad de Alzheimer

La EA se clasifica como una de las principales demencias, segin el World Alzheimer

Report 2025. Abarca entre el 60 y el 80 % del total de demencias a nivel mundial.

Fue descrita por primera vez en 1906 por el Dr. Alois Alzheimer, quien la denomind

“demencia presenil”. Sin embargo, fue hasta el afo 1910 que el doctor Kraepelin, en su
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libro “Texto de psiquiatria”, otorgo el término “Enfermedad de Alzheimer”, dando el
crédito por el descubrimiento del Dr. Alois (Yang et al.2016). Este descubrimiento se
baso en el caso de su paciente Auguste Deter, quien presentd una pérdida progresiva de
la memoria, desorientacion, cambios en la personalidad y alteraciones cognitivas graves.
Posterior a su muerte, el cerebro fue examinado, encontrdndose placas seniles y ovillos

neurofibrilares (Fig.1) (Soria et al. 2019). (Moller et al.1998).

Figura 1. Sello patognomonico, fotomicrografias de Ila
publicacion de 1912 en el Journal of Nervous and Mental
Disease . Método de plata de Bielschowsky, (A) muestra una
“placa senil” y (B) “ovillos neurofibrilares” (Beach, et al.2022).

En la actualidad, la EA se define como un trastorno neurodegenerativo, irreversible y
progresivo, caracterizado por hallazgos patognomonicos: placas de A y MNFs , y que

también presenta pérdida neuronal, neuroinflamacion y disfuncion vascular (DeTure et

al. 2019).

1.2.3. Clasificacion Enfermedad Alzheimer

La EA se presenta de manera esporadica en el 95 % de los casos; su etiologia atn es
desconocida, pero un factor genético asociado es la presencia de la apolipoproteina
épsilon 4 (ApoE4). La segunda clasificacion de EA es familiar o genética se presenta solo
el 1 al 5 % de los casos totales, de paricion temprana (Levin et al. 2019), existe una
evidencia de un vinculo de mutaciones encontradas en los cromosomas /4, 19y 21, los
cuales estan relacionados con la alteracion de la proteina precursora amiloide (4PP) y
presenilina 1y 2 (PSEN [ y 2) que se relacionan con la sintesis de BA (Tabla 1.) (Breijyeh
et al.2020) (Andrade et al. 2023).
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Tabla 1. Clasificacion de EA: Mutaciones genéticas y caracteristicas relacionadas a

BA (Charidimou, et al.2001)

EA Genética

EA Familiar

Mutaciones en genes APP, PSEN1y 2

Factores genéticos ApoE 4

+ Produccion de BA

- Degradacion de BA

Acumulacion de BA

1.2.4. Caracteristicas AnatoOmicas

En la EA se presentan cambios anatomicos derivados de la pérdida neuronal, existe una

disminucion del peso cerebral, donde un cerebro con EA alcanza un peso aproximado de

800 g, el cual se contrarresta con un cerebro adulto control que llega a pesar de 1300-

1700 gramos. Se observa una atrofia bilateral cortical y simétrica, donde los surcos son

mas prominentes, provocando una disminucion de la trasparencia, fibrosis de las

meninges y un aumento del tamafio de los ventriculos (Holtzman, et al. 2011) (Alvares,

et al. 2008), Las areas de afectacion son; corteza frontal, parietal y en mayor grado una

atrofia temporal medial que incluyen areas importantes de asociacion como hipocampo

(Fig. 2) (Goedert et al.2006).
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Figura 2. Cerebro humano: caracteristicas de EA. Corte coronal: se observan
caracteristicas anatomicas de EA en comparacion con el control. En la esquina inferior
derecha se encuentra el hipocampo. (Holtzman et al. 2011) Fimbria, 2) giro dentado, 3
) cuerno de Ammon del hipocampo (CA1 a CA4), 4) alveus, 5) subiculo, 6 ) corteza
entorrinal, 7) giro parahipocampal, 8) asta temporal del ventriculo lateral (Chauhan et
al. 2021). Modificada con BioRender.com

1.2.5. Sellos patognomonicos

Los principales sellos patognomonicos de la EA se relacionan con acumulacion proteica,
la disminucion de los cuerpos neuronales y lesiones en neuronas colinérgicas (Giuffrida

etal .2010).

Uno de los sellos es la MNF, conformada por la proteina Tau hiperfosforilada, que adopta
una morfologia caracteristica en forma de flama (Fig. 3). La proteina Tau es una proteina
de unién a microtubulos (MT); en condiciones no patoldgicas, estabiliza el citoesqueleto
de la célula. En la EA se observa una hiperfosforilacion de la proteina tau, lo que induce
la disociacion de los MT y la formacion de MNF. Provocando un aumento anormal de
marafas neurofibrilares, trastornos del transporte axoplasmico y degeneracion neuronal

(Zhang et al. 2021).
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Figura 3.MNFs . Inmunohistoquimia del
tejido cerebral humano. A) Acumulacién
de tau hiperfosforilada en los cuerpos
celulares neuronales (flecha grande)
(20X) (Holtzman et al. 2011).

El segundo sello es la presencia de depodsitos extracelulares del péptido BA en el
parénquima cerebral (placas neuriticas) (Fig.4). La proteina beta amiloide desencadena
los efectos citotoxicos en la EA; estas placas se producen por procesamiento de la proteina
precursora amiloide (PPA), que forma depositos fibrilares insolubles. Los péptidos mas

relacionados son BA de 40 a 42 aminoécidos (aa) (Murphy et al. 2010).

o e ' A‘,:. Taes -
r":“ﬁgﬁi‘":‘ ’\ . &+, Figura 4. Placas neuriticas agregados
o HE AR -‘ ' 3 PR A , .
(RS SRR, AT 5,35 del péptido AP (flecha grande),
. 3 s = # -‘-‘k‘ .‘-"‘

(3 V 4 m‘v angiopatia amiloide (flecha mediana)
: i S (20X). (Holtzman et al. 2011)

La AP en procesos fisiologicos sanos contribuye a la regulacion de sinapsis y plasticidad
neuronal, a la actividad inmunoldgica y a la regulacién de neurotransmisores; también
actia como reguladora de la BHE. La A no patoldgica acttia como un sello protector,
preservando la integridad de la BHE y regulando los cambios cerebrovasculares. También
se relaciona con procesos de angiogénesis; A en concentraciones nanomolares promueve
la angiogénesis mediante preservacion de las cé€lulas endoteliales y regulacion de

fibroblastos (Azargoonjahromi et al. 2024) (Jeong et al.2022).

La proteina precursora amiloide (PPA) es una proteina transmembranal que cuenta con
un dominio N-glicosilado extracelular y un extremo C citoplasmatico. Sus isoformas
varian entre 695 y 770 aa. La isoforma 695 se asocia principalmente con las neuronas.
Las rutas por las que se procesa la PPA son: la via no amiloidogénica, que genera proteina

no patologica, y la via amiloidogénica, que se relaciona con la EA. Por esta via la PPA
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por medio de escision enzimatica protedlisis de B-secretasa y y-secretasa libera péptidos
AP de distintas longitudes de 36 a 42 aminoacidos (4-6 KDa) (Wolfe et al. 2019), pero
especificamente el oligdbmero AB42 en parénquima cerebral y AB40 en vasos sanguineos
(Benilova et al. 2012) (Fig. 5). Las placas de AP en la EA se relacionan con procesos de
neurodegeneracion, ya que desencadenan: disfunciéon sinaptica, neuroinflamacion,
aumento de estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial y alteraciones de metabolismo

energético neuronal (Castellani, et al. 2014).

AB- 42 aa
AB 36-42aa |
c99 - : y \rz k-
J‘Jf > e
AB- 40 aa

B-Secretasa ><§

000000090000 000 POOORERCPOOCEGHISPOCEOTHOOREVBODORCVOOBOO®
0000000000000/ T 0000000000000 00000200 020000000008
\ ‘1
" y -secretasa Alco

Proteina

precursora

amiloidea

(APP)

Figura 5. Procesamiento de la proteina APP por la via amiloidogénica. La proteina
transmembrana precursora de amiloide (APP) sufre un primer corte proteolitico por la
enzima B-secretasa, generando un fragmento soluble denominado sAPPp, y otro que
queda embebido en la membrana, llamado C99 por su longitud de 99 aminoacidos.
Posteriormente, la enzima y-secretasa escinde C99 en dos fragmentos: por un lado, el
AICD vy, por otro lado, el péptido AP que puede presentar una longitud variable entre
36-42 aminodacidos, aunque las isoformas mayoritarias son las de 40 y 42 aminoacidos
(Benilova et al.2012). Creada con BioRender.com

1.2.6. Descripcion de diferentes acumulaciones de beta-amiloide

Los depositos se clasifican conforme a: A) su localizacion; se dividen en parénquima
cerebral (placas APB) y regiones vasculares. B) basado en el contenido: presencia de
fibrillas beta plegadas o de axones y neuritas degenerados. Las placas del péptido beta
amiloide (Tabla 2) son dinamicas en su formacion, su diversidad se relaciona con
mecanismos que involucran, transporte, depuracion y degradacion de APB. (Chen et al.

2017) (Janeiro et al. 2021).
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Tabla 2. Tipos de placas beta amiloide. Clasificacién de las placas Ap-amiloide
AAC, en funcion de sus caracteristicas morfologicas, tamafio y composicion.

Tipo de placas

Tamaiio y Forma

Contenido

Placas con nucleo

e Miden:30 a 100 pm

s
Roedt 3 . , o
R e Estas placas contienen nucleos | Beta amiloide (-40 y
h»!’{;} congofilos y pueden denominarse +42).
e "compacta", "clasica", "madura" y
"de grano grueso".
Placas difusas

e 10a> 100 ym

Estas placas
tamafios muy

tienen formas vy

laxos;  pueden
denominarse "placa algodonosa" y
"placas tipo lago”.

Beta amiloide (+40 y -
42)

e 20al100 um

Las placas neuriticas estan
compuestas por neuritas inflamadas,
formadas por axones y dendritas. Se
asocia el 80 % con placas con nicleo

y el 20 % con placas difusas.

Beta amiloide (-40 y
+42)

Macrofagos,

microglia.

e Vasos sanguineos pequefios

y medianos.

Se encuentra AP plegado en las

paredes vasculares.

Beta amiloide (39 y
40)
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1.2.7. Angiopatia Amiloide

La AAC es un trastorno cerebrovascular, donde se acumulan péptidos AP en areas
leptomeningeas y capilares pequeios y medianos (Werner et al. 2018), que mantienen un
calibre por debajo de 400 um (Zedde et al. 2023). Su padecimiento desencadena
hemorragias intracraneales debido a la alteracion de las paredes vasculares y, con ello,
episodios de isquemia. Se relaciona con hemosiderosis y leucoencefalopatia inflamatoria.
La AAC desencadena déficits cognitivos y eventos neurologicos focales transitorios. Se

presentan en el 80-90% de los casos de EA (Kort et al. 2023) (Gatti et al. 2020).

La AAC se clasifica en leve, moderada y grave; estos valores son determinados por la
cantidad de beta-amiloide depositada en vasos, pérdida de pericitos, fragmentacion

vascular y hemorragias (Rensink et al. 2003) (Vinters et al. 2000).

Aun no se han establecido por completo los mecanismos de agregacion de AP (39-40) en
paredes de las arterias. Se relaciona con una alteracion en la acumulacion y depuracion
de dicho péptido. Las areas mas afectadas son: 16bulos occipitales y en menor medida

hipocampo, ganglios basales y cerebelo (Keable, et al. 2016).

El mecanismo de acumulacion comienza a partir de PPA por via amiloidogénica (Fig.6),
que es segregada por las enzimas beta  y gama y secretasa, produciendo agregados de
BA de 39-40 aa. Se transporta a través de la BHE; aqui se ven afectados el transporte y la
depuracion en el torrente sanguineo por medio de la alteracion de receptores y
transportadores de membrana: LRP-1, RAGE y BCRP. También influyen mecanismos de
degradacion de BA por medio de metaloproteasas (MMP) y Apolipoproteina épsilon
(APOE). Generando, asi, agregados de AP en arterias pequefias y medianas. Los
mecanismos fisiopatologicos antes descritos en la AAC podrian desencadenar una

disfuncion de la UNV en los pacientes con EA (Muoio et al. 2014).
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secretasa

Figura 6. AAC. Esquema del procesamiento de la proteina precursora de amiloide
(PPA) por las -y y-secretasas, que generan los péptidos B-amiloides (AfB) 39—40. Estos
péptidos pueden ser transportados a través de la barrera hematoencefalica mediante
transportadores como LRP-1, RAGE y BCRP. La interaccion con Apolipoproteina E
(ApoE) y la degradacion mediada por metaloproteinasas de matriz (MMP) influyen en
su eliminacion. La alteracion de estos mecanismos favorece la acumulacion de A en
arterias cerebrales pequefias y medianas, contribuyendo al desarrollo de AAC (fuente
directa). Creada con BioRender.com

1.2.8. Arbol vascular y unidad neurovascular

El sistema nervioso central se encuentra irrigado por el poligono de Willis, que mantiene
el suministro sanguineo por medio de arterias: comunicantes anterior y posterior,
cerebrales anteriores y posteriores, cardtidas internas y arteria basilar. Derivando en un
arbol vascular que se clasifica en: arterias piales, arterias penetrantes, arterias

intraparenquimales y de forma mas profunda, capilares (Fig.7) (Muoio et al. 2014).
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Figura 7. Diferentes niveles del arbol vascular. Organizacion vascular cerebral y
componentes de UNV. Arterias pilaes, penetrantes, intraparenquimatosas y capilares.
(Fuente directa) (Soto et al. 2022)

Una de las principales caracteristicas de la vasculatura del sistema nervioso, es que cuenta
con una unidad neurovascular y barrera hematoencefélica. Que tiene como principal
caracteristica  mantener la hiperemia cerebral, es decir, regula el flujo sanguineo
mediante vasomocion, al igual que suministrar niveles adecuados de oxigeno y
metabolitos necesarios para la actividad metabolica neuronal. Los componentes de la
UNYV varian segun la region del arbol vascular cerebral, dependiendo de la profundidad
y region anatdmica donde se encuentren (Tabla 3) (Sweeney et al. 2018, Soto et al.

2022).

Tabla 3. Componentes de la UNV. Variabilidad de componentes alrededor de arbol
vascular cerebral en diversos niveles, localizacion y funcionalidad. (Soto et al. 2021)
(McConnell et al..2016) (Gong et al. 2025)

Arbol Vascular Componentes Localizacion Asociadas

Arterias Piales e Multiples capas de | Se encuentran en | Flujo
células musculares | la capa externa de | sanguineo

lisas. la corteza, cerebral y
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Lamina elastica

rodeados por el

homeostasis

Endotelio liquido neuronal
Inervadas por fibras | cefalorraquideo.
nerviosas
sensoriales y
periféricas

Arteriolas Penetrantes Multiples capas de | Estructuras Depuracion  de
células musculares | profundas de desechos
lisas que se funden | parénquima metabdlicos
en una sola capa. cerebral, ganglios | mediante
Lamina elastica basales, talamo y sistema
menso prominente | €l tronco glinfatico
Espacio encefalico
perivascular

("espacio de
Virchow-Robin”)
Pies terminales
astrociticos

Células endoteliales
Membrana basal
Inervadas por fibras
nerviosas
sensoriales y

periféricas
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Arterias e Glia limitante Atraviesas Hiperemia

Interparenquimatosas e Membrana basal sustancias blancas | funcional
vascular dirigidas hacia (rapida
e (Células musculares | estructuras suministracion
lisas cerebrales de flujo
e Pies terminales profundas sanguineo)
astrociticos estructuras.

e (Células endoteliales

e Carece de

inervaciones
Capilares e Pericitos Desde el tercio Regulacion de
e Membrana basal- medio de la microambiente
matriz extracelular | corteza hacia cerebral
e Pies terminales estructuras mediante BHE
astrociticos profundas,

e Células endoteliales | exceptuando

Especificando la conformacion de la UNV en la fase de capilares se encuentran:

Membrana basal: esta estructura se encuentra rodeando las células endoteliales, brinda
soporte a pericitos, al igual que forma parte importante de la sefializacion en procesos
relacionados con la regulacion de BHE, conformada principalmente por colageno V,

laminas conformadas por glicoproteinas y proteoglicanos (Page et al. 2025).

Pericitos: son células murales que se encuentran en la pared de la membrana basal; estan
relacionadas con células endoteliales y glia (BHE). Algunas de sus funciones son:
angiogénesis, regulacion del flujo sanguineo, modulacion de la estabilidad y
permeabilidad de BHE, ya que se ha demostrado que los pericitos secretan factores como
angiopoietinas, PDFGR-B y TGF-B que ayudan a la formacion de uniones estrechas

manteniendo la integridad de BHE (Andrade et al. 2022).
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Astrocitos: sus pies perivasculares se encuentran rodeando la superficie capilar; su
funcion es brindar un soporte metabdlico mediante la reserva energética de glucdgeno y
la modulacion de neurotransmisores y iones; se ven involucrados también en la
vasomocion y ayudan al flujo de liquido cefalorraquideo, contribuyendo a la depuracion

mediante el sistema glinfatico (Won et al.2025).

Células endoteliales (CE): forman parte del recubrimiento de los vasos sanguineos y
brindan soporte a diversas funciones fisiologicas, como el equilibrio homeostatico,
mediante transportadores especificos, como Glut-1, relacionado con el transporte de
nutrientes. Se ven involucradas en la regulacion del tono vasomotor y de la permeabilidad
(Salmina et al. 2010). En condiciones fisiologicas, las células endoteliales mantienen la

integridad de la barrera hematoencefalica (Kalucka et al. 2020).

1.2.9. Barrera hematoencefalica y disfuncion en EA

LaBHE es caracteristica de los capilares cerebrales, una de sus principales funciones es
restringir el paso de macromoléculas a la circulacién sanguinea cerebral, manteniendo

una homeostasis del sistema nervioso central, se divide en (Daneman et al. 2015)

(Gawdi et al . 2023):

Uniones adherentes (AJ): que unen las membranas de las células endoteliales y estan
constituidas por: a) VE-cadherina, que interacta entre si para formar uniones
hidrofilicas; a su vez, estas estan ancladas al citoesqueleto por medio de cateninas (
Mirotti et al. 2022). Este complejo brinda estabilidad estructural al endotelio y, por ende,
ayuda a preservar la permeabilidad paracelular (Van et al. 2020). Se ha demostrado que
en la EA se ve afectada la expresion de VE-cadherina, lo que provoca aumento de la
permeabilidad vascular y, con ello, acimulo de AP y aumento de sefiales inflamatorias y
estrés oxidativo (Rius et al. 2015). b) Moléculas de adhesion celular endoteliales
(PECAM-CD31) se encargan de la integridad endotelial y son consideradas un sensor en
flujos sanguineos; en la EA, la degradacion de estas moléculas se relaciona con
neuroinflamacion cronica. ¢) Las uniones de hendidura son canales que conectan dos

células, ayudando a la comunicacidn eléctrica y quimica entre ellas (Zenaro et al. 2017).
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Uniones estrechas (TJ); parte esencial de las uniones estrechas es que forman un sellado
del espacio intercelular entre las células endoteliales (CE) (Vazquez et al. 2024).
Teniendo asi una permeabilidad selectiva aproximada de 1000 dalton o menor a 1kdalton
que es clave en procesos fisioldgicos. Sus componentes son: a) Ocludinas, que se
consideran proteinas reguladoras de la permeabilidad de la BHE; en la EA, las ocludinas
son sumamente sensibles a la hiperfosforilacion inducida por estrés oxidativo y por
depositos de AP. b) Molécula de adhesion de uniones y selectiva de endotelio (JAM-
ESAM) controla las células inmunes a través de BHE, ESAM se relaciona con procesos
de angiogénesis, en EA, la pérdida de estas moléculas se asocia a neuroinflamacion y
degeneracion vascular. c¢) :Las uniones tricelulares (LSR) se encargan de sellar el
espacio intercelular. d) Claudinas contribuyen a la estrechez paracelular entre CE, las
claudinas que se expresa en TJ son claudinas 1, 3,5y 12, pero una de las que se considera
de mayor importancia es la Claudina 5 (Cldn 5) ya que es dominante en nimero en
comparacion con las demads, es una proteina de cuatro dominios transmembranales de 23
kDa. La funcion de sellado de Cldn 5 consiste en la interaccion de una claudina 5 con su
homologa, uniéndose en “punta de beso” y formando un canal eléctrico con una alta
resistencia de 1500-2000 Q-cm?, lo que la hace altamente selectiva; por sus propiedades,
es considerada una diana terapéutica. Algunos estudios en humanos se han sugerido que
Cldn 5 puede ser potencialmente un marcador bioquimico, ya que se ha demostrado una
disminucion de su presencia en sangre en pacientes con EA, relacionada con el dafio
provocado a BHE por EA (Tachibana et al 2024) (Greene et al. 2019). En modelos
murinos se ha replicado los hallazgos, ademas, se ha observado una disminucién de Cldn-
5 perivascular cerca de placas de AP (Yao Ling et al . 2024). e) Zénula occludens (ZO)
son quinasas de guanylate que se encargan del anclaje, unen claudinas y ocludinas a
citoesqueleto mediante filamentos de actina, contribuyendo a la estabilidad estructural de
BHE. La clasificacion de ZO son, 1, 2 y 3. ZO-1 es de las mas estudiadas, en EA se ha
demostrado que hay una disminucion de esta, considerandose indicador sensible de dafio

estructural vascular (Zenaro et al.2017).

La EA se ha relacionado con disfuncion de la UNV, favoreciendo el incremento de los
depositos amiloides y promoviendo el ambiente neuroinflamatorio (Garcia et al. 2023).

La ruptura de la BHE también es caracteristica de la patologia, la cual se deriva de una
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disfuncion y reduccion de proteinas de uniones estrechas y adherentes, al igual que una
desorganizacion de células endoteliales microvasculares (Bei et al. 2023). También se
relaciona la pérdida de integridad vascular provocada por AAC (Ting et al. 2023). La
disfuncion endotelial se ha observado en el 90% de los casos de EA en estado post mortem

(Tarawneh et al. 2022).
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Figura 8: Disrupciéon de BHE, a) En condiciones normales, la UNV mantiene la
integridad de la BHE, regulando el transporte molecular y la homeostasis cerebral.
Ademas, la proteina tau estabiliza los microtiibulos neuronales. (b) Disfuncion vascular
provocada por la permeabilidad de la BHE, lo que favorece microhemorragias,
infiltracion de células inmunes periféricas y liberacion de moléculas proinflamatorias.
A nivel neuronal se observan hiperfosforilacion y truncamiento de tau,
desestabilizacién de los microtibulos y degeneracion neuronal, contribuyendo a la
progresion de la enfermedad (Soto Et al., 2021)(fuente directa).

El tratamiento de la EA es complejo, en la actualidad no hay una cura especifica. Se
sugiere que el implementar varias intervenciones terapéuticas pueda tener mayor eficacia
al mejorar o estabilizar temporalmente los sintomas que presenta el paciente en etapas

leves y moderadas, brindando asi una mejor calidad de vida.
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Estas intervenciones se clasifican como farmacoldgicas, que son medicamentos regulados

por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA).

(Khan et al. 2020) (Qin et al. 2024) Y no farmacologicas se basan en entrenamientos

cognitivos y fisicos que han demostrado tener un impacto en la disminucion de sintomas

sin efectos secundarios. (De la Rosa et al. 2020)

Tabla 4.

Tratamientos farmacologicos aprobados por la FDA. Actualmente

existen tres clasificaciones de medicamentos aprobados para la EA. (Dorman et al.
2022) (Gonzélez et al. 2025)

Tratamientos farmacolégicos
Nombre Funcién Limitaciones
Inhibidores de la | Resguardan la presencia de Conforme evoluciona la
acetilcolinesterasa | acetilcolina en la hendidura enfermedad, varia su efectividad
sinaptica, mejorando asi las segun el estadio; puede verse
funciones cognitivas. relacionada con la disminucion de
El principal medicamento es la acetilcolina en EA.
donepezilo.
Antagonista del | Previene la excitotoxicidad Margen terapéutico relacionado a
receptor NMDA | producida por calcio, regula el dosis efectiva del medicamento.
glutamato y evita la afeccion
neuronal.
Medicamento sugerido es
memantina
Inmunoterapias Inmunoterapias anti-Ap mediante | Diana terapéutica, este caso AP,
inmunidad activa o pasiva. tiene roles benéficos en el SNC, los
Actualmente no existe ninguna cuales pueden entorpecerse con
inmunoterapia aprobada por la esta intervencion, a la par, no hay
FDA dirigida a TAU. un tratamiento para TAU
hiperfosforilada, la cual puede
continuar con efectos aberrantes en
EA.
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1.2.10 .Ejercicio fisico como un tratamiento no farmacologico

Los tratamientos no farmacologicos surgieron como opcién debido a la ineficiencia y

efectos secundarios de los tratamientos farmacoldgicos. Uno de los tratamientos con

mayor evidencia cientifica ha sido el ejercicio fisico. Segun las directrices de la OMS de

2020, el ejercicio fisico se clasifica como factor de proteccion para la prevencion y el

tratamiento de enfermedades no transmisibles.

1.2.11. Ejercicio Fisico

El ejercicio fisico es una subclasificacion de la actividad fisica (tabla 5).

Tabla 5. Diferencias entre actividad y ejercicio fisicos. Definicion y pardmetros de
gasto energético. (Directrices de la OMS sobre actividad fisica y comportamientos

sedentarios.) 2020).

Actividad Fisica

Ejercicio Fisico

Definiciéon: todo movimiento corporal que genere

gasto energético.

Gasto energético: 1.5 — 3 METs (equivalentes

metabdlicos)

Definicién: se clasifica como una actividad fisica
planificada, repetitiva y estructurada, que busca
mantener o mejorar la forma fisica.

Gasto Energético: + 6 METs (Equivalentes
Metabolicos)

Algunos efectos fisiologicos inducidos por el ejercicio son:

aumenta la capacidad

cardiaca y pulmonar, mejora el sistema inmune, favorece la recomposicion corporal y

acelera el metabolismo, mejora el sistema musculoesquelético y genera beneficios a nivel

cerebral.

1.2.12. Beneficios del ejercicio en EA
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El ejercicio fisico ayuda a contrarrestar los efectos del deterioro cognitivo; el que cuenta
con mayor numero de estudios es el aclaramiento o disminucion del péptido beta-
amiloide, estudiado mediante diversas mediciones en humanos (Batista et al. 2018)
(Hernandez et al. 2010). En modelos murinos, a su vez, se aprecia una disminucion de
tau hiperfosforilada. Hay un aumento de neurotréfinas, principalmente BNDF, una
disminucion del estrés oxidativo e inflamacion, aumento de neurotransmisores, asi como
conservacion de estructuras y funcionalidad de BHE. Contrarrestando asi las alteraciones
producidas por EA y manteniendo la funcion cerebral. (Andrade et al. 2022) (Vasconcelos

etal. 2021) (Agiiera et al. 2020)

Algunos mecanismos desencadenados por el ejercicio fisico en EA se han estudiado en

modelos murinos y en humanos (Tabla 6).

Tabla 6. Modificaciones producidas por el ejercicio a nivel cerebral. Comparacion
de efectos obtenidos en general por diversos protocolos de ejercicio en modelos
murinos y humanos. (Andrade et al. 2022) (De la Rosa et al. 2020) (Agtiera et al. 2020)

Mecanismo Murinos Humanos
- Produccion AP
Seiios -Tau fosforilada +Aclaramiento Ap
patognomonicas +Aclaramiento Ap
+BNDF (factor neurotréfico +BNDF (factor neurotréfico
Neurotroéfinas derivado del cerebro) derivado del cerebro)

+NGF (Factor de crecimiento
nervioso) +IGF (factor de crecimiento similar a
+IGF (factor de crecimiento la insulina)

similar a la insulina)

-Interleucinas: 10, 16 y 1p - Interleucinas: 10y 1
Neuroinflamacion -TNF-oa. (factor de necrosis tumoral | -TNF-o (factor de necrosis tumoral

alfa) alfa)

- Astrogliosis

+ Astrocitos

Neurotransmisores + Serotonina +Dopamina
+Noradrenalina +Noradrenalina

+Receptores de dopamina
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Neurogénicos

+Arborizacion y densidad de
espinas

+Nuevas Células

+ Volumen cerebral

Estrés Oxidativo

+ Mitocondrias

+Superoxido dismutasa (1y 2)

-Actividad de catalasa

+Glutation
-Malondialdehido
Efectos en BHE + Zo-1 +Ocludina
+Claudina 5 +VCAM-1
+PDFGRB +VEGF-A
+Colégeno IV +Densidad de microvasculatura
+Ocludina
-MMP 9

1.2.13. Ejercicio fisico en murinos

En diversos modelos murinos relacionados con EA se han implementado diversos
protocolos de ejercicio con el fin de comprobar los beneficios antes mencionados, algunos
de los métodos utilizados son: natacion, escalar, ambiente enriquecido, rueda de ejercicio

voluntario, cintas sin fin programadas.

Este tipo de ejercicio se puede clasificar en voluntario, en el que el sujeto realiza el
ejercicio ad libitum, y en el ejercicio forzado, que es una actividad programada, con
tiempo determinado y un gasto cardiaco y energético significativo. Este ultimo se ha
clasificado como eficaz para reducir la concentracion de placas amiloide y mejorar la
cognicion de los pacientes con EA (Vasconcelos et al.2021). El ejercicio forzado debe
cumplir con un tiempo especifico; debe ser una actividad planeada, con un gasto
energético considerable, y se mide por medio de Vo2max, que es el consumo de oxigeno
maximo alcanzado en una actividad intensa, y este ayuda a definir los limites

cardiorrespiratorios del individuo (Hawkins et al.2021).
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1.2.14 .Modelos animales para estudio de EA

En la actualidad hay varios modelos murinos para el estudio de la EA, existen modelos
especificos relacionados con la patologia de EA familiar o de aparicion temprana. Uno
de ellos es el modelo quintuple transgénico para Alzheimer familiar , por su abreviatura
5x FAD, que expresa genes humanos relacionados con la proteina APP y PSII, y las
siguientes mutaciones: suecas (K670N/M671L), Florida (I716V) y London (V7171) en
APP, y las mutaciones M146L y L286V en PSENI, en un fondo genético del modelo
murino C57BL6. Este modelo presenta la patologia de EA en forma exacerbada, carece
de la presencia de tau fosforilada. Cronoldgicamente, las manifestaciones de la
enfermedad comienzan a los dos meses con la acumulacioén interneuronal del péptido
AB42, que posteriormente forma placas amiloides en zonas como el hipocampo y la capa
V de la corteza. Se ha registrado una acumulacion de AP en regiones perivasculares a los
4 meses de edad, asi como una disfuncion sinéptica, activacion de microglia y gliosis
reactiva. A los 6 meses se presenta una importante disrupcion de la BHE.
Desencadenando asi cambios conductuales y fisicos en este modelo (Oakley et al.
2006).(Eimer et al. 2023). El modelo 5 x FAD es un excelente material de estudio por la

aparicion temprana de los sellos patoldgicos de la EA y la replicacion de AAC.
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2. JUSTIFICACION

La EA representa un problema creciente de salud publica debido al envejecimiento
poblacional y al incremento sostenido de su prevalencia, lo que genera un alto impacto
social, economico y sanitario. A pesar de los avances en la comprension de su
fisiopatologia, las estrategias terapéuticas actuales son limitadas y se centran
principalmente en el control sintomatico, por lo que existe una necesidad urgente de
explorar intervenciones seguras, accesibles y con potencial para modificar la enfermedad.

En este contexto, el ejercicio fisico se ha propuesto como una estrategia no farmacoldgica
con efectos benéficos sobre la funcion cerebral, que incluye la modulacion del flujo
sanguineo, la reduccion de procesos inflamatorios y el impacto en mecanismos asociados
a la neurodegeneracion. Sin embargo, la mayoria de los estudios se han centrado en
variables cognitivas o en la carga amiloide, mientras que su efecto sobre la UNV y, en
particular, sobre la BHE, sigue siendo insuficientemente caracterizado.

La disfuncion de la BHE y de la UNV se reconoce actualmente como un evento temprano
en la EA, asociado a la acumulacioén de B-amiloide, a la alteracion del microambiente
cerebral y a la progresion del dafio neurodegenerativo. No obstante, alin existe un vacio
de conocimiento respecto a como las intervenciones, como el ejercicio fisico, pueden
modular de manera especifica los componentes estructurales de la BHE, incluyendo
proteinas de uniones estrechas como claudina-5 y ZO-1, particularmente en modelos de
la EA de tipo familiar.

En este sentido, el presente estudio es relevante y novedoso, ya que evalua de manera
integral el efecto del ejercicio fisico sobre la UNV en el modelo murino transgénico
5xFAD, ampliamente utilizado para el estudio de la EA familiar. A diferencia de
aproximaciones previas, este trabajo integra analisis conductuales, histologicos y
moleculares, lo que permite explorar no solo la carga amiloide, sino también la respuesta
de los componentes clave de la BHE.

Los resultados de este estudio contribuirdn a ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos neurovasculares implicados en la EA y permitiran valorar el potencial del
ejercicio fisico como intervencion no farmacoldgica para la modulacion de la UNV. Esto
podria sentar bases para el desarrollo de estrategias terapéuticas complementarias
enfocadas en etapas tempranas de la enfermedad y con mayor potencial de traslacion
clinica.
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2.1. HIPOTESIS

El ejercicio fisico forzado contribuird a preservar la integridad de la UNV y a mantener
las funciones cognitivas, ademas de disminuir la acumulacion de B-amiloide, en un
modelo murino transgénico SxFAD de la EA.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto del ejercicio fisico forzado sobre la integridad de la UNV, las funciones
cognitivas y la acumulacion de B-amiloide en un modelo murino transgénico SxFAD de

EA

2.2.1 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del ejercicio fisico forzado en las funciones motoras, cognitivas de

memoria de trabajo y espacial en ratones transgénicos 5x FAD para la EA.

2. Determinar el efecto del ejercicio fisico forzado sobre la acumulacion de péptidos AP

en el hipocampo y en las regiones perivasculares.

3. Evaluar el efecto del ejercicio fisico forzado sobre las uniones estrechas de la BHE.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1. Modelo experimental

Se empled el modelo murino quintuple transgénico para la EA familiar 5xFAD que
expresa genes humanos relacionados con la PPA y PSI I y presenta las siguientes
mutaciones: suecas (K670N/M671L), Florida (I716V) y London (V7171) en APP, y las
mutaciones MI146L y L286V en PSENI, en un fondo genético del modelo murino
C57BL/6.

Se empled un tamafio de muestra de 10 ratones hembra por grupo para realizar los analisis
estadisticos respectivos, cubriendo asi las necesidades de sujetos sugeridas para muestras
de histologia y conducta. Los ratones fueron obtenidos del Bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autéonoma de México (UNAM), Campus
Juriquilla. Para la identificacion de los ratones Tg, se realizaron pruebas de
genotipificacion ~ mediante = PCR  para  corroborar  sus  caracteristicas
(Tg(APPSWFILon,PSEN1*M146L*L286V)6799Vas) de acuerdo con Oakley H, et
al.2006.

Los sujetos experimentales fueron criados en condiciones Optimas de bioterio,
establecidas por el Consejo de Investigacion Nacional de las Academias Nacionales de
los Estados Unidos de América y por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia
(INB) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Los ratones se
alojaron en cajas de policarbonato (12x12x25 cm), bajo ciclos de luz-oscuridad invertidos
de 12 horas, a una temperatura de 22 °C, con alimento (Chow 5001, Lab Diet) y agua ad

libitum.
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3.2. Bioseguridad

La manipulacion de los animales se llevo a cabo de acuerdo con los lineamientos de la
Comisiéon de Etica de la FESI (CE/FESI/072022/1532) de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), acorde con la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural para la Pesca y Alimentacion NOM-062-
Z00-1999. El presente estudio forma parte del proyecto “INTERVENCIONES
FARMACOLOGICAS Y CON EJERCICIO FiSICO EN EL MODELO DE RATON
QUINTUPLO-TRANSGENICO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
FAMILIAR (5X FAD)", cuyo responsable es la DRA. SOFIA YOLANDA DiAZ
MIRANDA, la cual fue avalada por la Comisiéon mencionada, con niimero de registro 150

A.

4 METODOLOGIA

4.1. Disefio experimental

Se formaron los siguientes grupos de estudio: 1- WT Sedentario, 2- WT Ejercicio, 3- Tg

Sedentario y 4- Tg Ejercicio (Tabla 7).

Los grupos 2 y 4 de ejercicio recibieron el siguiente tratamiento no farmacolédgico a los 3
meses de edad. Los ratones iniciaron sesiones de ejercicio en bandas caminadoras que se
movian a una velocidad aproximada de 10 m/min durante 30 min, se brindaron 5 sesiones
por semana durante un periodo de 3 meses. El protocolo de ejercicio se estandarizé segun
los pardmetros descritos por lang et al. (2023) (Fig. 9). Los ratones de los grupos 1 y 3

no recibieron tratamiento.

Fin de
ejercicio
3 meses S meses
® ® ®
4 meses 6 meses
Inicio de N Velocidad: 10m / min

ejercicio

B 5 Dias de la semana
(-L_) 30 Minutos al dia

Figura 9: Protocolo de ejercicio. Bandas de ejercicio, linea de tiempo de
suministracion de ejercicio, velocidad, periodicidad y tiempo de ejercicio

empleado. Creada con BioRender.com 36



Tabla 7. Grupos experimentales. El experimento consta de 4 grupos experimentales,
divididos en WT y Tg sedentarios, WT y Tg en ejercicio, con N = 10 por grupo y

utilizando hembras para la realizacion del proyecto.

Grupos Cantidad y Tg - WT | Clasificacion Inicio (I)
Género Fin de intervencion
(FI)

1 N=10 9 C57/B16 Sedentario FI- 6 meses
[-3meses

2 N=10 9 C57/B16 Ejercicio FI- 6 meses

3 N=10 9 5xFAD Sedentario FI — 6 meses
N=10 ¢ I-3 meses

4 5x FAD Ejercicio FI— 6 meses

Concluido el periodo de ejercicio, los ratones de todos los grupos experimentales contaran

con 6 meses de edad y se comenzo con la evaluacidon cognitiva por medio de las pruebas

de conducta y los analisis histologicos relacionados a presencia de péptido beta amiloide

y compontes de la UNV Cldn- 5y ZO-1.
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Figura 10: Esquema de experimento. Se clasifican los grupos de estudio, se inicia
el tiempo de ejercicio desde 3 a 6 meses de edad, posteriormente los cuatro grupos
realizan las pruebas de conductas, campo abierto, reconocimiento de objetos y
laberinto en Y. al término se realiza las pruebas de inmunotincion. Creada con
BioRender.com

Esta prueba evalua rasgos motores, principalmente la deambulacion. Los cambios en la
locomocion pueden relacionarse con alteraciones en procesos neuroldgicos. También se
evaluian parametros emocionales como ansiedad, aunque se ha concluido que el aspecto
emocional puede ser multifactorial. Se clasifica como tigmotaxis la aficion del raton por
permanecer cerca de las paredes, que puede interpretarse como un comportamiento
similar a la ansiedad. Los ratones con menor ansiedad pasan mayor tiempo al centro

(Kraeuter, Et al.,2019).

Inicialmente se coloca al raton en una superficie cuadrada de 33 cm x 33 cm,
posteriormente se graba el trayecto realizado por un lapso de 10 minutos, para al final
analizar la conducta de recorrido total en cm, dada por el programa Smart 3.7

(Seibenhener, et al.,2015).
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Figura 11: Prueba campo abierto. Se mide el recorrido total en la caja de,33x 33,
en un tiempo de 10 minutos medidos en centimetros. Creada con BioRender.com

4.2.2. Prueba reconocimiento de objetos

Se realiz6 la prueba conductual de reconocimiento de objetos, basada en la tendencia
natural de los ratones a explorar nuevos objetos y ambientes. Evaluando funciones de
regiones cerebrales especificas implicadas en la memoria. Los objetos utilizados fueron
similares en textura, color y tamafio, pero de formas geométricas distintas, clasificadas

como sefales ambientales apropiadas (Denninger et al. 2018).

La prueba de conducta consta de 3 dias en los cuales se llevan a cabo: la habituacion, el
ensayo y la prueba. En el dia de habituacion: el raton es colocado por 10 minutos en una
caja de acrilico de 33x 33 cm (arena de prueba de campo abierto), con una base de aserrin
e iluminacion. Al siguiente dia (ensayo): Después de 24 horas, inicia la fase de
entrenamiento, donde se introducen 2 objetos idénticos (objetos A), los ratones
permanecen explorando 10 minutos. Dia 3 Prueba; Al dia posterior a la fase de ensayo se
realiza la prueba de reconocimiento de objeto novedoso, se reemplaza el objeto A por uno

nuevo (objeto B).
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Dia 1 Dia 2 Dia 3

Habituacion Ensayo Prueba

Figura 12: Prueba reconocimiento de objetos: dia 1 prueba, dia 2 ensayo y dia 3
prueba. Creada con BioRender.com

El andlisis de la conducta se realiza de manera: visualmente se evalia el tiempo de
exploracion (segundos). En el video se registra como exploracion: el acercamiento al
objeto (el acercamiento del raton al objeto en una periferia menor a 2 cm, donde el sujeto

lleva la nariz hacia el objeto). Las formulas utilizadas para el tiempo de exploracion

fueron:
. Tiempo en objeto novedoso
Tiempo total de _ P )
nvestigacion (Tiempo en objeto novedoso + Tiempo en el objeto familiar ) *100
;o Tiempo en objeto novedoso - Tiempo en el objeto familiar
Indice de = P ; P :
discriminacion Tiempo en objeto novedoso + Tiempo en el objeto familiar
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4.2.3. Prueba laberintoen Y

La tarea de laberinto en Y se utiliza para evaluar la memoria a corto plazo, evaluando la
alternancia espontanea por medio de la conducta innata que presentan los roedores al
interesarse por superficies novedosas; con esto se evalia la memoria de trabajo. De la

cual se ve involucradas areas cerebrales como hipocampo (Kraeuter et al. 2019)

La tarea se realiza en una superficie de tres brazos en forma de Y. Con un tiempo de

exploracion de 8 min, al final, analizar la conducta en el programa Smart 3.7.

Figura 13: Laberinto en Y. Tiempo de 8 minutos, se mide indice de alternancia
mediante software Smar 3.7. Creada con BioRender.com

Se evalu¢ el indice de alternancia en el cual se determina el nimero total de veces que se

ha explorado el brazo entre las triadas realizadas en A, By C.

4.3. Anestesia y punto final

Posteriormente, se procedio con el fin humanitario mediante decapitacion, suministrando
previamente una inyeccion letal de pentobarbital (50 mg/kg). Posterior a la decapitacion,
se llevo a cabo la disposicion final de productos bioldgicos acorde con la Norma Oficial
Mexicana de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural para la Pesca y
Alimentaciéon NOM-062-Z00-1999, en su clausula 10.6, los cadaveres seran depositados
en bolsas de residuos de RPBI, para residuos de peligrosos bioldgicos e infecciosos. Los

cuales fueron depositados en un refrigerador a —20 °C, especializado para estos residuos,
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para posteriormente ser incinerados. Esto es debido a que esto es imprescindible para

disminuir riesgos de salud.

4.4. Obtencion de muestras biologicas

Se disecod el cerebro de los ratones, dividiéndolo en hemisferios, los cuales fueron
conservados en dos condiciones experimentales: (A) en hielo seco y, posteriormente, en
congelacion (—80 °C), para después realizar cortes en el plano coronal de 40 micras de
espesor, usando un criostato deslizante. (B) Se conservd el segundo hemisferio en
paraformaldehido al 4 M por un periodo de una semana; posteriormente, fue crioprotegido
con sacarosa al 20%; se realiz6 un proceso de deshidratacion y parafinizacion, para

posteriormente ser cortado en vibratomico a 5 micras.

4.5. Inmunotincion
Se realizaron cortes sagitales. Se utilizaron n = 3 sujetos por grupo y, a su vez, se

analizaron 3 tejidos cerebrales por sujeto, evaluando las siguientes variables (tabla 8):

Tabla 8: Anticuerpos. Se describen la localizacion anatdmica de la region de estudio
y las variables que se cuantifican en tejido cerebral, concentraciones, especificaciones.

Anticuerpo Localizacion Variables
e Bam 10- Mouse ® Hipocampo (Cal, | e Densidad 6ptica
e Concentracién: 1:1500 Ca3 y subiculo) e Numero de
e Diana: Beta amiloide ® Vasos sanguineos placas presentes
i - fisura
longitud aa 1-40 ( e Numero de
i hipocampal
e Anticuerpo p pal) vasos + a beta
secundario: anti- e (Corteza motora amiloide
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mouse biotinilado e (Corteza prefrontal e Tipo de placas

(1:1000)

e Claudina 5- Rabbit

e Vasos sanguineos e Densidad optica
e Concentracion: 1:200
(fisura
e Diana: Claudina 5 en )
hipocampal)
uniones estrechas
endoteliales.
e Anticuerpo
secundario: Alexa
Fluor 555 anti-Rabbit
(1:1000)
e Zonula 1-Rabbit ) )
onuia abbt e Vasos sanguineos e Densidad optica
e Concentracion 1:200
(fisura
e Diana: Zénula 1 en )
hipocampal

uniones estrechas
endoteliales.

e Anticuerpo
secundario: Alexa
Fluor 450 anti-Rabbit
(1:1000)

4.5.1. Inmunohistoquimica
La deteccion de beta amiloide, se llevo a cabo mediante la técnica de inmunohistoquimica

indirecta empleando el método de amplificacion avidina-biotina (ABC). El procedimiento

se realizo en un periodo de dos dias conforme al siguiente protocolo:
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Dia 1: Se utilizo tejido (B) que fue parafinado y posteriormente cortado en vibratomo a 5
micras. Antes de la intervencion, fue desparafinado y sometido a buffer de citratos (pH
6) por media hora. Posteriormente, fue lavado con solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS 0.1 M, pH 7.4) durante 15 minutos para su rehidrataciéon. Con el fin de inhibir la
actividad de la peroxidasa endogena y reducir el ruido de fondo, los tejidos se incubaron
en una solucion de metanol al 10% y peréxido de hidrégeno (H202) al 10% durante 30
minutos. Se realizd una etapa de permeabilizacion y bloqueo de sitios inespecificos
mediante la incubacion en PBS suplementado con Triton X-100 (PBS-T) y glicina 10 mM
por 30 minutos. Finalmente, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario (Bam

10-Mouse 1:1500) a 4°C durante 24 horas.

Dia 2: Tras eliminar el exceso de anticuerpo primario mediante lavados con PBS, las
secciones se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado (anti-mouse 1:100)
durante 90 minutos. De manera simultanea, se preparo el complejo AB (reagentes A y B)
para estabilizarlo antes de su uso. El tejido se incub6 en la solucion AB durante 90
minutos, lo que permitié la formacion de complejos de alta afinidad avidina-biotina. Se
hizo el revelado mediante (DAB), monitoreando la aparicion del precipitado café bajo el
microscopio, posteriormente se hizo una tincion de hematoxilina y eosina por 5 minutos,

las muestras fueron lavadas, montadas y analizadas mediante microscopia de campo

claro.
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Figura 14:Inmunohistoquimica. Descripcion dias 1 y 2 del proceso PBS: solucion
salina tamponada con fosfatos; H20:: peréxido de hidrogeno; TX-100: Triton X-100;
Ac 1°: anticuerpo primario; Ac 2°: anticuerpo secundario; A-B: complejo avidina-

biotina; DAB: 3.3’-diaminobencidina. Creada con BioRender.com
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4.5.2 Inmunofluorescencia

Para el analisis de los componentes estructurales de la BHE en el modelo SxFAD, se
evaluaron mediante inmunodeteccion las proteinas Cldn-5 (anti-rabbit) y ZO-1; (anti-
rabbit).

Dia 1: se utilizaron secciones de tejido (A) previamente fijado con metanol frio a -20° C,
por 20 minutos. Se rehidrataron en soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS 0.1 M, pH
7.4). Para eliminar la actividad de peroxidasas enddgenas, los tejidos se incubaron en una
solucion de metanol al 10% y perdxido de hidrogeno (H20.) al 10%. Tras tres lavados
con PBS, se procedi6 al bloqueo de sitios de unidn inespecificos mediante la incubacion
durante 60 minutos en una solucién de PBS suplementada con Triton X-100 (PBS-T) y
suero de cabra al 20%. Finalmente, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario

antes mencionado a 4°C durante 24 horas.

Dia 2: Posterior a los lavados con PBS para eliminar el anticuerpo excedente, se aplico
el anticuerpo secundario conjugado a un fluor6éforo (Alexa Fluor 450 para ambos tejidos)
durante dos horas en oscuridad. Tras la incubacién secundaria y los lavados
correspondientes, se aplico DAPI 1:1000 durante un minuto; posteriormente, se realizod
un tratamiento con Sudan Negro B (preparado en etanol al 70%). Este paso se incluy6
especificamente para extinguir auto fluorescencia . Finalmente, las secciones fueron

lavadas para su analisis mediante microscopia de fluorescencia.
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Figura 15: Inmunofluorescencia. Dias 1 y 2 del proceso. PBS: solucion salina
tamponada con fosfatos; H20:: perdxido de hidrogeno; PBS-T: PBS con Tween; Ac 1°:
anticuerpo primario; Ac 2°: anticuerpo secundario. Creada con BioRender.com

4.5.3. Captura de imagenes

Para la toma de imagen de campo claro en las regiones de interés: CA1, CA3, subiculo,
corteza motora y prefrontal, se realizaron tomas con microscopio Nikon modelo Cil con
un aumento de 20x. En la fisura hipocampal se utilizé6 un aumento de 40X para la toma

de vasos sanguineos, recuperando las fotos en formato TIFF.

Para la toma de imdgenes de inmunofluorescencia en la fisura hipocampal se utilizé un
microscopio Thorlabs (Cerna) , con un aumento de 40X, realizando un stack en Z con
pasos de 0.5 micras. Se realizaron 20 tomas por marcador y 20 tomas por DAPI en zona

de fisura hipocampal, se utilizd formato TIFF para almacenar las imagenes.
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4.6. ANALISIS.

4.6.1 Analisis morfométrico de vasos y cuantificacion de placas positivas a beta
amiloide.

Se utiliz6 el programa Imagen Jv.54 1fiji , comenzando con la calibracién con
herramienta, Set scale con una longitud conocida equiparando a pixeles.

La cuantificacion de la carga de beta-amiloide en vasos se realizdé mediante las imagenes
de microscopio de campo claro, en formato TIFF, que fueron convertidas a escala de
grises de 8 bits, RGB multicanal, utilizando el color rojo. El valor de “threshold” se
determino inicialmente en un grupo de control positivo (150) y se mantuvo constante para
todas las imagenes del estudio, utilizando la herramienta “analyze particles” se tomo en
cuenta vasos con tamafio Unicamente con un area superior del50 a 1250 pm, con una
circularidad de 0.00 a 0.35 micras con la herramienta “Measure” se obtuvo el numero de
vasos sanguineos de la imagen, posteriormente se realizd una clasificacion manual donde
se incluian vasos con presencia de marcador Bam 10 mediante seleccion manual.,
evaluando las imagenes por niimero de vasos positivos .

De igual manera para medir densidad Optica de beta amiloide se realizaron los pasos
anteriores, imagen de 8§ bits, RGB multicanal utilizando color rojo y posteriormente “Dark
background”, con un “threshold” de 100 y usando la herramienta de ‘“Measure” para
obtener el % area de marca comparado con el total de la imagen.

Para la cuantificacion de placas de Core denso o Core difuso se utilizo la herramienta de
“seleccion manual “y cuantificacion del registro del numero de placas por imagen,

clasificando las placas en:

e Placas con Core denso: son lesiones esferoidales compactas, que cuentan con uno
o multiples nucleos pequenos.

e Placas con Core difuso: Las placas difusas de AP en forma de algodoncillo,
carecen de nucleo, posiblemente representando este tltimo una etapa preamiloide

de agregacion de AB. (Walker et al. 2020).
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4.6.2. Analisis de inmunofluorescencia

Se exportaron grupos de imagenes formando un stack, donde se acumulan las 20 fotos
que fueron tomadas. Posteriormente, se basaron en 8 bits, con un RGB multicanal
utilizando el color rojo, y se utilizd6 “threshold” a 1500 para todas las fotos.
Posteriormente, se utilizé la herramienta de “Measure” para determinar la intensidad de
fluorescencia de ambos marcadores.

4.6.3. Analisis estadistico

Se realiz6 la prueba de normalidad de las variables de estudio mediante la prueba de
Shapiro-Wilk. Para determinar las posibles diferencias en los datos obtenidos de las
pruebas de conducta y los analisis de inmunohistoquimica se aplicé la prueba de ANOVA
de una via, acoplada a una prueba post-hoc Tukey. Para determinar las diferencias de las
placas de beta-amiloide de los grupos experimentales se realizo la prueba T de Student.

Los analisis estadisticos se realizaron en el software Graphpad Prisma 10 (Dotmatics)
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6. RESULTADOS

6.1.1 El ejercicio fisico incrementa la actividad locomotora sin modificar la conducta
tipo ansiedad en la prueba de campo abierto

Se observo un aumento del trayecto recorrido en los grupos de ejercicio en comparacion
con los grupos sedentarios; es decir, el ejercicio fisico mejord la marcha y la movilidad
en los grupos Tg y WT con entrenamiento. Por el contrario, no se observaron diferencias
significativas en el tiempo que los roedores permanecen en la periferia, lo cual al verse
aumentado este parametro se relaciona con una conducta similar a “estrés”, es decir, la
implementacion de ejercicio fisico forzado no represent6 una tarea estresante o invasiva

para los grupos que fueron sometidos a dicha actividad.
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Figura 16. El ejercicio fisico mejora la locomocion sin afectar la conducta ansiosa
en el campo abierto. En el tiempo que transcurria entre el centro y la periferia hubo
cambios significativos en el tiempo de la periferia (%) (Prueba de normalidad,

ANOVA de una via y prueba de Tukey, n = 10 por grupo; *p < 0.05).
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6.1.2 El modelo 5xFAD presenta déficit en memoria de reconocimiento, sin mejoria tras
el ejercicio fisico

En la prueba de reconocimiento de objetos, no se observo una diferencia entre los grupos
de ejercicio y los grupos sedentarios en cuanto al indice de discriminacidn. Se presentod
una diferencia significativa entre el grupo control y el grupo transgénico, evidenciando la
disminucion de la memoria de trabajo en el modelo Tg y evidenciando asi la disminucion

de la capacidad cognitiva en este modelo, especificamente en esta prueba.
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Figura 17: Ausencia de efecto del ejercicio fisico sobre el indice de discriminacion
en la prueba de reconocimiento de objetos. Se evidencia una diferencia significativa
en el indice de discriminacion entre tg ejercicio y su control WT, lo que valida el
declive cognitivo del modelo en esta prueba . (Prueba normalidad, ANOVA una viay
prueba Tukey n= 10 por grupo) * p < 0.05).
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6.1.3 Ausencia de cambios en la memoria espacial en la prueba de laberinto en Y tras el
ejercicio fisico

En la prueba de laberinto Y ,los resultados no muestran cambios en la alternancia entre
los grupos WT y Tg que realizaron el protocolo de ejercicio. A su vez, no se mostraron
diferencias en los grupos control, es decir, la comparacion de Tg sedentario contra WT
sedentario, no presentd una diferencia significativa en esta tarea, evidenciando una

posible deficiencia del modelo en esta prueba.
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Figura 18: El ejercicio fisico no modifica la alternancia espontanea en el laberinto
en Y en WT y 5xFAD. En la esquina superior derecha se muestra el trayecto que
realizaron los grupos trazado mediante el software Smart 3.7. (Prueba normalidad,
ANOVA una via y prueba Tukey n= 10 por grupo) * p < 0,05).
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6.1.4 El ejercicio fisico no modifica la carga de B-amiloide en regiones hipocampales
del modelo 5xFAD

En la evaluacion de los agregados de B-amiloide mediante andlisis de densidad optica, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en las regiones hipocampales
analizadas: CAl, CA3 y subiculo. Entre el grupo transgénico sedentario y el grupo

transgénico sometido a ejercicio.
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Figura 19: El ejercicio fisico no provoca cambios en la acumulacion de agregados de
Beta amiloide en las areas del hipocampo Cal, Ca3 y subiculo. (Prueba normalidad,
T studen t n=4 por grupo} * p < 0,05).

6.1.5 El ejercicio fisico disminuy¢ el nimero de placas amiloides en CA1, CA3 y
corteza motora.

En la cuantificacion de las placas beta amiloide de Core denso y Core difuso, se encontrd
una disminucion en CAl de las placas de Core denso, comparando los grupos Tg
sedentario y Tg ejercicio, de igual manera hubo una disminucion de estas placas Core
denso en las areas de CA3 y en corteza motora, por otro lado no se encontrd una diferencia
significativa en las areas de subiculo y corteza prefrontal de dichas placas. En cuanto a la
presencia de placas difusas, no se encontr6 diferencia significativa entre los grupos Tg'y

ejercicio en ninguna de las dreas mencionadas anteriormente.
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Figura 20: El ejercicio fisico provocé una disminucion en la acumulacion de las
placas de beta-amiloide de Core denso en las areas de CA1l, CA3 y corteza
motora. (Prueba normalidad, ANOVA una via y prueba Tukey n= 3 por grupo * p <
0,05).
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6.1.6 El ejercicio fisico disminuy6 la angiopatia amiloide cerebral en fisura hipocampal.

Se encontr6 una disminucion de la presencia de beta-amiloide en vasos de la fisura
hipocampal en sujetos que realizaron 3 meses de ejercicio, en comparacion con los

sedentarios, derivando asi en una disminucion de la amiloidosis vascular.
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Figura 21: El ejercicio fisico provoca disminucion en la acumulacion de
beta-amiloide en regiones perivasculares de la fisura hipocampal. (Prueba
normalidad, T student n= 3 por grupo * p < 0,05).
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6.1.7 El ejercicio fisico no provoco cambios en la inmunosupresion de Claudina 5 en
fisura hipocampal

Como resultados de los componentes de uniones estrechas, se encontrd que claudina 5 no
presenta diferencias significativas en los grupos Tg ejercicio y su control Tg sedentarios,
de igual manera no hay diferencia significativa en los grupos WT sedentarios y ejercicio
y cabe recalcar que tampoco se mostrd una diferencia entre el grupo Tgy WT sedentarios,
es decir no se muestra un cambio significativo de esta componente de BHE ,entre el grupo

control y el grupo que presenta la patologia.

Figura 22: Claudina 5
Hipocampo Raton 5x FAD
6 meses, corte sagital.
Marcador Cldn-5,
anticuerpo secundario
fluorescente 450, corte 40
micras. a) WT sedentario,
b) Tg sedentario, ¢) WT
ejercicio y d) Tg ejercicio.
Imagenes 40x, (Rojo Cldn-
5, Azul DAPI).
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Figura 23. El ejercicio fisico no provocé cambios en la inmunorreactividad de
Claudina 5, entre grupos sedentarios y con ejercicio, transgénicos y WT. (Prueba
normalidad, ANOVA una via y prueba Tukey n= 3 por grupo) * p <0,05).
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6.1.8 El ejercicio fisico provocd un aumento en la inmunorreactividad de ZO-1 en fisura
hipocampal

En los siguientes resultados, se evidencid un aumento de la expresion de Zo-1 en los
grupos WT y Tg que realizaron ejercicio durante tres meses, en comparacion con sus
controles. De igual manera, podemos observar una diferencia en la presencia de este
marcador al comparar el grupo WT sedentario con el grupo Tg sedentario. Es decir, hay

una disminucion de este marcador entre el grupo control y el que expresa la patologia.

Figura 24: Zoénula-1
Hipocampo Ratén 5x FAD 6
meses, corte sagital.
Marcador ZO 1, anticuerpo
secundario fluorescente 450,
corte 40 micras . a) WT
sedentario, b) Tg sedentario,
¢) WT egjercicio y d) Tg
ejercicio.  Imdgenes 40x,
(verde ZO-1, Azul DAPI).

. —

B 2x108-

(]

=

S

71.,5%10% - T

—

é o WT Sed
1x108 =

3 o I WT Eje

= 2

N —

E 5x107 = = D = Sed

é

3 B TeEe

RS 0 , ,

Figura 25. El ejercicio fisico provoco cambios en la inmunorreactividad de Zonula
1, entre grupos sedentarios y con ejercicio, transgénicos y WT. (Prueba normalidad,
ANOVA una via y prueba Tukey n= 3 por grupo) * p < 0,05).
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7. DISCUSION

El presente estudio, sugiere que la intervencién con ejercicio indujo una diferencia
significativa de la disminucion de péptido beta amiloide en areas de hipocampo y en
regiones perivasculares del mismo. Estos hallazgos concuerdan con la literatura, donde
se evidencia que el ejercicio fisico forzado provoca un aclaramiento del péptido BA, en
especial con el ejercicio fisico realizado de forma forzada (Liang et al. 2022) (Svensson

et al.2020) (Belaya et al.2021).

Los mecanismos que pueden favorecer este fendmeno son multifactoriales, se modula el
procesamiento de PPA por la activacidon de la via no amiloidogénica mediante BACE,
disminuyendo la produccion de BA (Koo, J. et al. 2016) (Zhang et al. 2019), asi mismo
se aumentan factores neurotroficos como BNDF, promoviendo procesos de neurogénesis
y plasticidad, también favorecen la disminucion de interleucinas proinflamatorias y
metaloproteasas, también produce un aumento de neurotransmisores. Generando asi un

ambiente Optimo para la homeostasia cerebral (Pahlavani et al. 2023).

Enfocados en la sinergia que existe entre la preservacion de la UNV y depuracion del
péptido BA, se sugiere que los mecanismos de reparacion y depuracion que podrian estar
implicados por las modificaciones inducidas por los ejercicios son: aumento de LRPI que
ayuda a la eliminacién de BA por medio de transcitosis y eliminando mediante torrente
sanguineo, (Holmes et al.2017), También existe una regulacion de procesos inflamatorio
mediante el ejercicio fisico que regula la via relacionada con RAGE, es clave n la
depuracion del péptido PBA en la BHE, ya que produce mecanismos que exacerban la
inflamacion en su interaccion con BA , produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS),
volviendo a aumentar la expresion de RAGE y acumulacion de péptido BA, el ejercicio
fisico modula dicho siclo de retroalimentacion favoreciendo la preservacion de la UNV
(Caietal. 2016) (Barry etal. 2018). Otros mecanismos de reparacion que pudieran mediar
en el ejercicio fisico son inducir mecanismos de angiogénesis y reparacion vascular,
modulando neurotréficas que favorecen la formaciéon de nuevos vasos y la

reestructuracion de los ya existentes (Zhao et al. 2025).
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En cuanto a UNV se tiene una regulacion coordinada, entre algunos componentes de
como pericitos, astrocitos y las uniones estrechas que preservan la homeostasis cerebral ,
Se establece que si se afecta la integridad de las uniones estrechas, activa las células
gliales y facilita el reclutamiento de leucocitos en el cerebro, esto puede deberse a la
presencia de dos inmunoglobulinas ICAM-1 y PECAM-1 que favorece la presencia
prolongada de factores inflamatorios , provocando perdida de uniones estrechas por
desprendimiento. Se piensa que el ejercicio fisico puede modular la expresion de
PECAM-1, favoreciendo la preservacion de la UNV (Matkiewicz et al. 2019). De igual
manera, otro mecanismo que puede intervenir en la reparacion y que es potenciado por
el ejercicio es mediante Irisina, que mejora la integridad vascular. Por su lado otro
mecanismo que se atribuye al ejercicio es mediante VEGFR2 que favorece la reparacion
estructural vascular interactuando mediante Wnt y Notch pueden restablecer uniones

estrechas (Zhao et al. 2025).

Especificando marcadores de interés en UNV, en el caso de ZO-1 se ha demostrado que
el ejercicio fisico, no solo preserva la expresion de proteinas de uniones estrechas por
mecanismos antes descritos , sino que también puede mejorar su redistribucion y anclaje
al citoesqueleto endotelial, fortaleciendo la integridad estructural de la BHE. Este efecto
podria estar mediado por la interaccion de ZO-1 con otras proteinas como claudinas y
ocludinas, asi como por la activacion de las vias de sefializacion previamente (Lee et al.,

2025).

En el caso de Cldn-5 difiere en los hallazgos reportados en la patologia en modelos
murinos en su interaccion con protocolos de ejercicio, se establece que los métodos
utilizados de cuantificacion compilan distintas variables de cuantificacién al trabajo
actual (Lian et al. 2023) (Malkiewicz et al. 2019)(Zhao et al. 2025), en este estudio la
medicion utilizada se basé en presencia de la proteina evaluando intensidad de
fluorescencia , sin embargo se desconoce otros aspectos como, distribucion de Claudina

5 en vasos sanguineos por mediciones de densidad, area y perimetro de este marcador .

En cuanto a pruebas de memoria de trabajo y asociacion, se sugiere que las deficiencias
encontradas pueden deberse a: 1) El modelo 5xFAd presenta alteraciones conductuales

progresivas que reflejan el deterioro cognitivo caracteristico de la EA, diversos estudios
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han demostrado déficits significativos en memoria espacial y memoria de trabajo,
evidenciados por un menor desempefio en pruebas como laberinto en Y ( Devi et al. 2016)
y 2). Es importante considerar que las pruebas conductuales empleadas, no constituyen
evaluaciones especificas de memoria, ya que su desempefio depende de multiples factores
adicionales como la actividad locomotora, la ansiedad, la motivacion , incluso vista y
audicion. En el modelo 5xFAD y su WT (C57BI6), se han reportado alteraciones en estos
dominios, incluyendo hiperactividad y cambios en el comportamiento exploratorio, lo
que puede influir significativamente en los resultados de dichas pruebas. En este sentido,
un bajo rendimiento no necesariamente refleja un déficit en la evaluacion de la memoria;
esto puede condicionarse por variables conductuales no cognitivas. Por lo tanto, la
interpretacion de estas pruebas debe realizarse con cautela, considerando su limitada
especificidad para evaluar memoria de manera aislada (Soare et al. 2024) ( Savannah et

al. 2025) .

Las limitaciones del estudio deben considerarse al interpretar los resultados y al
extrapolar sus implicaciones. En primer lugar, el uso del modelo murino 5xFAD, si bien
reproduce de manera robusta la acumulacion temprana de BA, no recapitula plenamente
la complejidad de la EA esporadica en humanos. Este modelo se caracteriza por una
progresion acelerada de la patologia amiloide, con una representacion limitada de otros
procesos clave, como la patologia tau, lo que puede influir en la respuesta al ejercicio

fisico y en la dindmica de la BHE.

En segundo lugar, la evaluacion de la integridad de la BHE se centr6 en la cuantificacion
de proteinas de uniones estrechas como ZO-1 y claudina-5, lo cual, aunque relevante, no
permite una caracterizacion funcional completa de la barrera. La evidencia actual sugiere
que la disfuncion de la BHE puede ocurrir en ausencia de cambios significativos en la
expresion total de estas proteinas, debido a fendémenos como redistribucion, fosforilacion
o alteraciones en su organizacion estructural. Por lo tanto, la ausencia de diferencias

significativas no excluye la presencia de disfuncién a nivel funcional.

Asimismo, no se evaluaron otros componentes clave de la UNV, como pericitos,
astrocitos o transportadores implicados en la depuracion de PBA, lo que limita la
comprension integral de los mecanismos mediante los cuales el ejercicio podria estar

ejerciendo efectos neuroprotectores.
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Otra limitacion importante radica en las pruebas conductuales empleadas. Tanto el
laberinto en Y como la prueba de reconocimiento de objetos novedosos son evaluaciones
multifactoriales que, ademds de la memoria, dependen de variables como la actividad
locomotora, la ansiedad y la motivacion. En el modelo 5xFAD, se han descrito
alteraciones en estos dominios, lo que puede interferir con la interpretacion de los
resultados y limitar la especificidad de dichas pruebas para evaluar la memoria de manera

aislada.

Adicionalmente, el periodo de intervencion con ejercicio y el momento de evaluacion
pueden haber influido en la capacidad de detectar cambios significativos en la carga de
BA. Es posible que los efectos del ejercicio se manifiesten inicialmente a nivel funcional
o vascular, antes de observar modificaciones estructurales detectables en los depdsitos

amiloides, particularmente en modelos con progresion rapida de la enfermedad.

Como perspectivas futuras se sugiere el evaluar algunos toros componentes de la UNV y
la permeabilidad de la misma, por otra parte en la cuantificacion de placas fAse sugiere
enfocarse en evaluacion de distintos tamafios de oligobmeros y sus mecanismos de
depuraciéon, En el dmbito conductual, seria recomendable incluir pruebas con mayor
especificidad para memoria dependiente del hipocampo, como el Morris Water Maze, se
sugiere también la aplicacion de un ejercicio fisico con variables mas robustas y
medicaciones metabolicas que nos puedan afirmar que se han cumplido requerimientos
especificos como niveles de oxigenacidén, gasto cardiaco, lactato, respiracion

mitocondrial, etc en sangre que corroboren la eficacia del ejercicio fisico aerdbico

8. CONCLUSIONES

Con base en los resultados del estudio, se demuestra que el ejercicio fisico forzado
produce efectos moduladores sobre componentes de la UNV en el modelo murino 5xFAD
para la EA. Aunque no se observa una mejora significativa en las funciones cognitivas,
se evidencian cambios en la capacidad motora y se detecta una disminucion de la beta-
amiloide en las regiones hipocampales.
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Enfocandonos en la modulacion de ZO-1 producida por el ejercicio, en contraste con la
estabilidad de Cldn-5, se sugiere que los componentes de uniones estrechas pueden actuar
de manera diferente a estimulos fisioldgicos, reiterando asi la complejidad de la
permeabilidad de la BHE. De igual manera, se observéd que las placas de beta amiloide
en diferentes regiones del hipocampo no se presentan de manera uniforme en el proceso
patolégico de la enfermedad de EA especificamente en este modelo SxFAD.

Estos hallazgos concluyen que el ejercicio fisico no revierte por completo las alteraciones
fisioloégicas y anatdmicas del modelo de estudio, pero puede modular componentes
relacionados con la integridad de la UNV y su relacion con la patologia de EA. Es decir,
el ejercicio fisico puede postularse como una terapia no farmacoldgica complementaria,
teniendo en cuenta la importancia de la integridad de la UNV en etapas tempranas de la
enfermedad.

9. PERSPECTIVAS DE ESTUDIO

Como perspectivas futuras se sugiere:

e Estudios complementarios sobre cuantificacion y descripcion exacta de las placas
de BA clasificando por tamafos y composicion,

e La cuantificacion de ACC en vasos de manera longitudinal, evaluando asi su
formacion en la luz de vaso, mejorando la precision de la cuantificacion.

e Se propone realizar cuantificaciones de componentes de BHE de manera mas
rigurosa y con imagenes a un mayor acercamiento, al igual que complementar con
la evaluacion de otros componentes de la UNV.

e Realizar pruebas de conducta y aptitudes fisicas que tengan un mayor grado de

sensibilidad.
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