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Resumen

El envejecimiento es un proceso degenerativo, progresivo y dependiente del tiempo que
afecta la calidad de vida de los individuos. Sin embargo, el ejercicio fisico ha demostrado
ser un estimulo que disminuye los efectos negativos de este proceso. Uno de los tejidos méas
afectados durante el envejecimiento es el tejido nervioso, en el cual ocurre un deterioro
cognitivo, una disminucién en la capacidad de aprendizaje y el almacenamiento de la
memoria, y alteraciones en la actividad locomotora, entre otros. Tanto el hipocampo como
la corteza prefrontal que participan en la memoria de reconocimiento de objetos han sido
ampliamente estudiada en animales jovenes, pero existen escasos estudios en animales
envejecidos y entrenados. El objetivo de este estudio fue evaluar si el incremento en la
fuerza y resistencia muscular inducidos por una rutina de ejercicio cronico en ratones
C57BL6/J envejecidos, permite mejorar la consolidacion de la memoria de reconocimiento.
Para lograr este objetivo se utilizaron 12 ratones C57BL6 envejecidos de 16 meses de edad,
los cuales se dividieron y estudiaron en dos condiciones fisicas. Un primer grupo sedentario
(n=6) y el segundo grupo que fue entrenado fisicamente con nado forzado (n=6). El
protocolo de ejercicios se realizd 60 min/dia, 5 dias/semana durante 8 semanas. Se registro
el peso corporal semanalmente y se realizaron pruebas neuromusculares mediante test de
resistencia y fuerza. Ademas, se realizaron evaluaciones cognitivas mediante dos test de
reconocimiento de objetos (Object location, Object-in-place), adicionalmente se evaluo la
ansiedad de los ratones por el test de Open field. ElI peso de los animales entrenados
disminuyo significativamente un 10,1 + 1,5% con respecto al grupo sedentario. La
resistencia muscular aumento6 en 115,8 £ 26,6 s/g en los animales entrenados mientras que
disminuyo 14,6 + 23,7 s/g en los animales sedentarios. También se observé un aumento de
la fuerza muscular, en los animales entrenados, alcanzando incrementos de 31,1 + 8,0 g en
el peso levantado comparado al inicio del estudio, mientras que el grupo control levantd
29,6 + 13,9 g menos que al inicio. Se encontraron diferencias significativas en los tiempos
de exploracion del test Object Location (OL) con 1 h de desfase, en el cual los animales
entrenados exploraron los objetos durante 61,0 + 4,2 s, mientras que los no entrenados
emplearon 37,5 £ 6,3 s en la exploracion; y en el test Object-in-Place (OiP) con 48 h de
desfase los animales entrenados obtuvieron un tiempo de exploracion de objetos de 147,5 +
16,1 s y los no entrenados de 78,3 + 8,2 s Por ultimo, se encontrd una correlacion positiva
entre la fuerza muscular y la memoria a corto plazo en OL, y una correlacidn positiva entre
la resistencia y fuerza muscular con la memoria a largo plazo en OiP. En este trabajo
concluimos que la rutina de ejercicios cronico de nado forzado mejoré las condiciones
musculares de los animales envejecidos aumentando su fuerza y resistencia, lo cual tuvo
una influencia positiva sobre la memoria de reconocimiento de los individuos entrenados.



Palabras claves: envejecimiento, memoria, funcién muscular, resistencia muscular, fuerza

muscular, ejercicio cronico.



Introduccion

Desde el punto de vista bioldgico, el envejecimiento es la sumatoria gradual de una gran
diversidad de dafios moleculares y celulares acumulados en la vida®. Conforme transcurre
el tiempo, estos dafios acumulados provocan la disminucion progresiva de la capacidad de
respuesta de los individuos, la capacidad de regeneracion de los tejidos, la actividad motora
y la memoria, entre otros?. El envejecimiento segln la Organizacion para la Cooperacion
del Desarrollo Econémico (OECD, segun siglas en inglés) se define como un conjunto de
cambios fisiolégicos, morfoldgicos y psicoldgicos que ocurren en los individuos de edades

avanzadas®.

1.- Incremento del envejecimiento en la poblacion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que la poblacién mayor de 60 afios
estd en constante crecimiento, y que para el afio 2050 alcanzara los 2000 millones de
personas (Figura 1A). También se reporta que la poblacion octogenaria es aquella que
presenta mayor crecimiento dentro de este grupo, pues se estima que llegara a 400 millones
de personas a nivel mundial>. Tomando como referencia el reporte de “Sintesis de
estimaciones y proyecciones de la poblacion chilena”, basado en los datos obtenidos en el
Censo del 2017 realizado por el Instituto Nacional de Estadisticas (INE) (Figura 1B), se
observé que la poblacion chilena mayor de 60 afios representa mas del 16% total del pais y
que en los proximos afos la poblacion mayor de 80 afios experimentara un importante
crecimiento respecto a los demas grupos etarios, incluso serd mayor que la poblacion
infantil a partir del 2029%. Segun el INE, en el afio 2050 la poblacion mayor de 64 afios
representard un 43% del total, evidenciando un crecimiento precipitado y sostenido del

envejecimiento en Chile?.
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Figura 1. (A) Proporcion de personas de 60 afios 0 mas, proyecciones para 2050. Tomada de: Reporte de
OMS, 20158, (B) Distribucion de la poblacion segin grupos de edad, desde 1992-2050. Tomada de: Reporte

de “Sintesis de estimaciones y proyecciones de la poblacién chilena” realizada por INE en 2019*,

2.- Relacion entre la funcion muscular y cognitiva durante el
envejecimiento.

A nivel muscular, la sarcopenia es una de las condiciones patoldgicas mas frecuentes
durante el envejecimiento, la cual estd caracterizada por la pérdida progresiva de masa y
fuerza muscular asociada a la edad®. Habitos de vida como el sedentarismo®, mala
alimentacion’ y aumento en la masa grasa del individuo mayor!® favorecen la aparicion de
sarcopenia, y a su vez estos mismos habitos estan asociados a problemas mentales como
déficit cognitivo y depresion en el adulto mayor, razon por la que actualmente se propone
que la sarcopenia mantiene una estrecha relacion con procesos degenerativos a nivel mental
en individuos envejecidos®. De hecho, algunos estudios epidemioldgicos han demostrado la

coexistencia entre ambas patologias®*°. Distintas investigaciones estan evaluando si la



aplicacion de rutinas de actividad fisica disefiadas para mejorar la fuerza muscular en

personas envejecidas puede ayudarlos a compensar la pérdida de habilidades cognitivas®.

En el cerebro, a nivel celular el envejecimiento se caracteriza por un incremento en el estrés
oxidativo que aumenta en el dafio a proteinas, DNA vy lipidos'''?; ademas hay un declive
importante en la funcion mitocondrial alterando el metabolismo energético!**2 que influye
sobre las proteinas que intervienen en la excitabilidad neuronal, en la sinapsis y en la
plasticidad neuronal afectando procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria, asi
como en la motricidad del individuo'#¢. Ademas, afectan los sistemas de neurotransmision
monoaminérgicos, colinérgicos y sefializacion neurotrofica, los cuales estan asociados a

procesos de aprendizaje y recompensa’’.

Por otro lado, en el cerebro el aumento en la inflamacion de bajo grado asociado al
envejecimiento (Inflammaging)!® se ha observado que afecta la induccion de LTP, la
produccion de moléculas neuro-protectoras como el BDNF, la plasticidad sinaptical®?®,
favoreciendo enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y la Depresion?®-23 A su
vez el sistema inmune periférico también afecta la inflamacion neuronal a nivel central,
puesto que las citosinas pro-inflamatorias producidas por linfocitos T y monocitos
atraviesan la barrera hematoencefalica!®?*, Otro factor que favorece el dafio neuronal
durante el envejecimiento es la disminucidn en la expresion de protectores celulares como

BDNF e Irisina®®>?’.

Los cambios cognitivos méas frecuentes asociados a la edad se relacionan con la pérdida de
la memoria, de la atencién y  disminucion en la velocidad de procesamiento de la
informacion®*282°, En otras palabras, en edades avanzadas hay una menor capacidad para
aprender, para generar nueva memoria, para dominar tareas que impliquen manipulacion,
reorganizacion, integracion o una participacion activa de varios elementos de la memoria®
Sin embargo, funciones cognitivas relacionadas con el lenguaje, como el vocabulario que la
persona aprendid, la capacidad de leer y de comprender, no siempre se ven afectadas
porque tienden a mantenerse estables a lo largo de la vida® (figura 2). Algunas de las
enfermedades neurodegenerativas mas asociadas al envejecimiento son Alzheimer,

depresion y Parkinson?62’.
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Figura 2. Efecto del envejecimiento en las funciones cognitivas de personas envejecidas evaluando la
velocidad de procesamiento, memoria de trabajo, memoria a largo plazo y conocimientos sobre las palabras.
Tomado desde Glorioso y cols., 20113,

Evaluando el efecto del envejecimiento sobre la memoria, el grupo liderado por la Dra.
Cecilia Hidalgo utilizé la técnica de memoria de reconocimiento a corto (5 minutos de
desfase) y largo plazo (24 horas de desfase) en ratas Sprague Dawley envejecidas (18-24
meses), y observaron que a corto plazo los animales respondian favorablemente el test, pero
cuando el desfase es de 24 horas presentaban dificultad para responderlo®>%,
Adicionalmente, Wimmer y cols., estudiando el efecto del envejecimiento sobre la memoria
de reconocimiento de objetos a nivel hipocampal en animales jovenes (2-4 meses) y
envejecidos (18 meses), encontraron que las ratas envejecidas en la prueba de memoria
hipocampal respondian al mismo nivel que las ratas jovenes cuando el desfase es de 3
minutos, pero cuando el desfase es de 24 h las ratas envejecidas presentaban deficiencia en

la memoria, mostrando que el envejecimiento afecta la memoria a largo plazo*3.

3.- Evaluacion de la memoria en modelos animales.

Entender la neurobiologia de la memoria, los componentes que forman parte del circuito,
cdmo estos se comunican entre si y como el envejecimiento o enfermedades alteran este
circuito ha significado un reto para los investigadores que todavia no han logrado descifrar
en su totalidad®®. El aprendizaje y la memoria son funciones complejas que dependen de
diversas estructuras del sistema nervioso central encargadas de procesar y almacenar la

informacion, entre ellas esta la corteza pre-frontal y el hipocampo. Basandose en el tiempo



de almacenamiento la memoria puede ser clasificada como de corto o largo plazo: la
memoria a corto plazo ocurre en un lapso de minutos durante los cuales la informacion esta
disponible y puede ser eliminada o transferida al sistema de almacenamiento de largo plazo.
La memoria a largo plazo se refiere al almacenamiento, manejo y recuperacién de la

informacion en un periodo largo de tiempo que puede abracar desde dias hasta afios*>—’

La memoria de reconocimiento se refiere a la habilidad de recordar eventos y hechos que
ocurrieron en un determinado lugar y tiempo, y que a su vez modulan el comportamiento®,
En este sentido los modelos de estudio en animales han permitido avanzar en el area. Los
primeros intentos de estudio de memoria de reconocimiento en roedores se basaron en
tareas de recompensa (tareas coincidentes - no coincidentes); inicialmente estas tareas se
ejecutaban con varias sesiones de entrenamiento y privando al animal de alimentos, esto
ultimo afectaba su motivacion para resolver las tareas, por lo que se desarrollé una tarea de
reconocimiento espontaneo de objetos (SOR, por sus siglas en inglés) la cual se basa en la
tendencia natural de los roedores para explorar objetos novedosos con mayor frecuencia

que los objetos familiares3®4°.

Este tipo de tareas tiene como principio fundamental la memoria formada por preferencia
de la novedad, lo cual se logra creando condiciones no coincidentes entre la fase de
aprendizaje y la fase de evaluacion®*“°, Mediante implementos sencillos y accesibles se han
desarrollado distintas variantes de estas tareas que tienen en cuenta los diferentes tipos de
memoria y los diferentes componentes neurobioldgicos que participan en la resolucion de
las mismas, lo cual ha ayudado a entender que la complejidad de las mismas en los modelos
animales se asemeja a la memoria de reconocimiento en humanos®’. Dos de las tareas de

reconocimiento de objetos estudiadas en este proyecto son (Figura 3):

o Reconocimiento de Localizacién de objeto (Object Location, OL): Esta tarea mide
la habilidad de detectar el desplazamiento de un objeto en una posicién familiar a un lugar
nuevo. En esta tarea los roedores son expuestos a dos objetos idénticos en una posicion
particular, y durante la fase exploratoria, uno de los objetos es removido a una posicién
nueva. Este tipo de test se usa para evaluar la participacion del hipocampo en la memoria
de reconocimiento de objetos®*3°>% ya que el cambio de ubicacion espacial en los objetos

induce mas exploracién en aquel que se encuentra en la nueva posicion respecto a la
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posicion familiar actuando directamente sobre la activacion del hipocampo en la memoria

espacial de reconocimiento®,

La memoria espacial es aquella que esté relacionada con mecanismos especializados
en codificar, almacenar y recuperar informacion acerca de mapas Yy localizaciones
espaciales; durante el envejecimiento este tipo de memoria se ve fuertemente afectada?.
En un estudio en humanos utilizando adultos jovenes (media de 21 afios) y personas sanas
envejecidas (media de 78 afios), estos ultimos demostraron tener una capacidad espacial
disminuida para localizar puntos especificos en el mapa®. Este mismo déficit en la

memoria espacial ha sido observado en ratas envejecidas mediante este test?%4,

o Reconocimiento de Objeto en el Lugar (Object-in-Place, OiP): En esta tarea los
animales deben discriminar entre objetos familiares que han sido intercambiados de
posicion. En la fase exploratoria se usan cuatro objetos diferentes ubicados en cuatro
posiciones, luego en la fase de evaluacion dos de esos objetos son intercambiados entre si
ocupando una nueva posicion. Barker y cols., demostraron que este test permite evaluar la
participacion de la corteza pre-frontal en la memoria de reconocimiento®*3 puesto que esta
corteza esta relacionada con funciones como la toma de decisiones, asociacion entre objetos
0 eventos, entre otras, y con esta tarea los ratones deben reconocer los objetos cambiados
de posicién y asociar este cambio a una nueva relacion con los objetos familiares que

mantienen su posicion original®®.

Object-location (OL)

& & *

S
Sample Test ’
Object-in-place (OiP)
& @ w A
® A O @
Sample Test

Figura 3. Tareas que permiten evaluar memoria de reconocimiento de objetos. Fuente: Morici y col., 2015
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En la memoria de reconocimiento estd descrito un circuito que comunica a la corteza pre-
frontal, la corteza perirrinal y el hipocampo3#353742_ |a corteza perirrinal es esencial en la
exploracion y conocimiento de objetos novedosos, lesiones en esta corteza afecta tareas
como el reconocimiento de objetos y la prueba Object in Place (OiP)*. EIl hipocampo
participa en la ubicacion o reubicacion espacial de los objetos, lesiones en la formacion
hipocampal afectan tareas como el Object Location, orden temporal y OiP®’. La corteza
pre-frontal es requerida para establecer relaciones en la secuencia u orden en la
presentacién de los objetos, lesiones en esta corteza afectan las pruebas de OiP y orden
temporal®’. Por su parte, la corteza perirrinal y la pre-frontal interactdan entre si en pruebas
como OiP, donde la corteza pre-frontal recibe informacion proveniente de la corteza
perirrinal respecto al “Qué” del objeto; mientras que el hipocampo provee la informacion

de “Dénde”, y conjuntamente con la corteza pre-frontal procesan el “Cuando”3>%’,

4.- El entrenamiento fisico como herramienta para mejorar la adquisicion y
consolidacion de memoria en el envejecimiento

En estudios con animales, el ejercicio fisico ha demostrado ser un factor que induce
cambios a nivel celular favoreciendo procesos como la neurogénesis*®. A nivel molecular
altera los sistemas de neurotransmision e incrementa la produccién de factores protectores
como el BDNF*** irisina®’ y disminuye niveles de componentes inflamatorios como el
inflamasoma NLRP3 en el hipocampo el cual esta aumentado en el envejecimiento y esta
asociado a enfermedades neurodegenerativas?®®. Estos cambios moleculares tienen
influencia en el sistema nervioso central modulando procesos como el aprendizaje, la
memoria, el estado de animo, densidad dendritica, entre otros®*2. A nivel del
comportamiento, se ha estudiado la influencia del ejercicio fisico sobre la memoria espacial
en animales jévenes y envejecidos mediante distintas técnicas de aprendizaje vy

memoria*?4546,

Distintos estudios sefialan el efecto positivo que tiene el ejercicio fisico sobre el aprendizaje
y la memoria tanto en personas sanas*’**° como en pacientes y modelos animales con
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer®“849, A su vez, se ha observado que
el ejercicio fisico puede ser usado como un tratamiento no invasivo en personas de la

tercera edad para evitar o disminuir la incidencia de demencia senil®®®t, Adicionalmente,
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se ha encontrado que la practica continua de ejercicio fisico promueve la proliferacion
neuronal en los hipocampos de animales envejecidos, la adquisicién cognitiva y la mejora

en los procesos de aprendizaje y memoria®?°2,

Para comprender la relacién entre el ejercicio fisico y su efecto en el cerebro, se ha
estudiado tanto el ejercicio aerdbico y anaerdbico y la mejora en el aprendizaje y la
memoria de los individuos®°. En un estudio en humanos encontraron que los individuos
que fueron sometidos a entrenamientos aerdbico tenian incrementados los marcadores de
angiogénesis y un mayor flujo sanguineo respecto a los que hacian ejercicio anaerébico®,
en estudios con animales, ésta angiogénesis ha sido relacionada con la neurogénesis
adulta®™. En modelos animales con ratones envejecidos se ha observado un incremento en la
neurogénesis adulta, plasticidad sinaptica, memoria espacial en aquellos individuos
sometidos a ejercicio en la trotadora®-°¢. Lourenco y cols., recientemente estudiaron en un
modelo de ratones transgenicos para Alzheimer el efecto de una rutina de nado forzado
sobre el reconocimiento de objetos en animales jovenes, para esto aplicaron la rutina de
nado durante seis semanas, una hora diaria, cinco dias a la semana, y mediante el test de
reconocimiento de objetos novedosos, encontraron que la rutina de ejercicios mejoro la
memoria de reconocimiento de objetos en los ratones entrenados respecto a los
sedentarios®’. Por otra parte, Zarrinkalar y cols., evaluando el impacto del tipo de ejercicio
sobre el aprendizaje y la memoria en ratas dependientes de morfina entre rutinas de
entrenamiento de resistencia, fuerza o ejercicios combinados (fuerza y resistencia) durante
10 semanas, encontraron que si bien todos los regimenes de ejercicios ayudaban a
restablecer las funciones cognitivas en los individuos dependientes de morfina, esto no
implicaba que estas rutinas tuviesen el mismo impacto sobre funciones cognitivas como
memoria y el aprendizaje, puesto que las ratas que tenian regimenes de ejercicio
combinados o aerdbicos se recuperaban en mejor medida que las ratas solo tenian rutinas de
ejercicios de fuerza®. Aun asi es relevante realizar mas investigaciones que ayuden a

dilucidar el papel del ejercicio sobre el aprendizaje y la memoria en el envejecimiento.

En resumen, los antecedentes disponibles muestran los efectos negativos que tiene el

envejecimiento sobre el sistema muscular y procesos cognitivos como la memoria en
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animales y humanos. A su vez la evidencia encontrada en la literatura sugiere que el
entrenamiento aerdbico puede constituir un factor terapéutico no invasivo que mejore la
funcion neuronal permitiendo una disminucion en el deterioro de la memoria a corto o largo
plazo durante el envejecimiento®’, razon por la que en este proyecto se plantea la siguiente

hipotesis:

Hipotesis
El mejoramiento del desempefio muscular mediante una rutina de ejercicio cronico en
ratones C57BL6/J envejecidos, disminuye el deterioro de la memoria de reconocimiento

durante el envejecimiento.

Objetivo General
Evaluar si el incremento en la fuerza y resistencia muscular inducido por una rutina de

ejercicio cronico en ratones C57BL6/J de 16 meses de edad, permite mejorar la

consolidacion de la memoria de reconocimiento durante el envejecimiento.

Obijetivos Especificos

Evaluar el efecto de una rutina de entrenamiento cronico de nado forzado por 8 semanas
sobre la fuerza y resistencia muscular en ratones envejecidos.

Determinar si variaciones en la fuerza y resistencia muscular producto de la rutina de
actividad fisica en ratones C57BL6/J envejecidos se correlaciona con un cambio en el
desempefio en las pruebas de reconocimiento de objetos que evalian la memoria en estos

animales.
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Metodologia

Animales
En este estudio se utilizaron 14 ratones machos C57BL/6J de 14 meses de edad obtenidos

desde el Bioterio Central de Animales de la Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso. Los roedores fueron mantenidos en una habitacion con temperatura controlada
en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas, segun el protocolo de bioética #1065, asociado al
proyecto FONDECYT de N° 1190406 perteneciente a la Profesora Paola Llanos. Los

animales se dividieron en dos grupos.

o Grupo envejecido entrenado (entrenados). Constituido por 7 animales que
realizaron ejercicio aerdbico de nado forzado. El protocolo de nado forzado aplicado fue:
60 minutos/dia, 5 dias/semana durante ocho semanas, temperatura del agua 28 + 1°C. Las
medidas del recipiente fueron 45x15x20 cm con 15 cm de agua. Se les evaluo
semanalmente las condiciones musculares mediante pruebas de fuerza y resistencia
muscular. Al finalizar el entrenamiento de nado forzado se les aplicaron pruebas de
preferencia exploratoria de objetos.

o Grupo envejecido no entrenado (sedentarios). Constituido por 7 animales como
grupo control que no realizaron ejercicio fisico durante todo el experimento. Al igual que el
grupo experimental, se evaluaron las pruebas de fuerza y resistencia muscular como

también las pruebas de preferencia exploratoria de objetos.

Protocolo de Ejercicio
Ejercicio de nado forzado: El protocolo de nado usado fue una adaptacion del empleado

por Lourenco y cols.* (2019), los animales se entrenaron 60 minutos/dia cinco dias a la
semana durante 8 semanas®®. Una semana antes de iniciar el protocolo de entrenamiento,
los animales pasaron por un proceso de acondicionamiento o fase de adaptacion con el fin
de reducir el estrés asociado al ejercicio. Luego de esa semana de adaptacion, los animales
empezaron a nadar 15 minutos al dia, y se aumento el tiempo de nado progresivamente

hasta llegar a los 60 minutos diarios.
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Tests de evaluacion muscular:

o Evaluacion de resistencia muscular mediante agarre en malla metélica: este
ejercicio también se conoce como Kondziela's inverted screen test>, y consiste en elaborar
un cuadrado con bordes de madera donde una de sus caras esta recubierta por una malla
metalica. Todos los animales, tanto los entrenados como los sedentarios se evaluaron
mediante este test. Los animales fueron puestos en la malla y posteriormente ésta se invirtié
a una cierta altura sobre la caja del animal con el fin de que el raton se sostenga en la malla
durante el mayor tiempo posible. Se registro el tiempo que el animal durd sostenido. El
tiempo méximo de agarre se establecié en 4 minutos sin caerse. Se estimd el tiempo de

agarre del animal/peso corporal del animal.

o Ejercicio de Levantamiento de Carga Externa: también se conoce como grip
strength test>®. Consistid en utilizar eslabones de cadena metalica de distintas longitudes, la
de menor tamafio tenia dos eslabones y a las demas se les aumentd el tamafio
progresivamente hasta llegar a 11 eslabones. El ejercicio consistio en tomar la cola de los
animales hasta suspenderlos en el aire dejando solo las dos patas delanteras en contacto con
una esponja de alambre que fue adaptada a un extremo de la cadena y cuando el animal se
agarro firmemente de la esponja, este fue levantado completamente junto con la cadena.
Cuando el animal quedo suspendido junto con la cadena se contabilizo hasta tres segundos,
y si logré cargar la cadena se evalud con la siguiente que tenia mas peso. Se estimo el peso

final que levanto el animal/peso del animal.

Pruebas de Comportamiento:
Se utilizé una caja rectangular de color blanco, con medidas de 65 x 50 x 50 cm con una

camara de video que registrd la actividad del animal para su posterior analisis. Los
animales fueron habituados a la caja sin recibir ningln estimulo durante 5 minutos antes de

iniciar las pruebas de comportamiento.

o Test de reconocimiento de objetos por localizacion (Object Location): Los
animales se familiarizaron en 1 sesion de 5 minutos y durante este tiempo fueron puestos en
el centro de la caja en presencia de dos objetos diferentes. EI comportamiento de

exploracion fue evaluado como cantidad de tiempo que tarda en explorar cada objeto.
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Posteriormente, los animales son devueltos a sus cajas y reinsertados nuevamente en el
aparato para una evaluacion de una hora (corto plazo) y cuarenta y ocho horas (largo plazo)
después de la familiarizacién, pero en esta oportunidad uno de los objetos se cambi6 de
posicion. Se midio la cantidad de tiempo que el animal emple6 en explorar el objeto en la
posicion familiar y el objeto en la nueva posicidn. Los resultados fueron expresados como
indice de discriminacion entre el porcentaje de tiempo que explora el objeto en la nueva

posicion respecto al tiempo total de exploracion®+3,

o Test de reconocimiento de objetos por ubicacion (object in place): Se us6 el
aparato conductual para familiarizar a los animales con cuatro objetos distintos ubicados en
las cuatro esquinas del aparato en una sesibn de 5 minutos. EI comportamiento de
exploracion fue evaluado como cantidad de tiempo que tardo el animal en explorar cada
objeto. Posteriormente, los animales fueron devueltos a sus cajas y reinsertados
nuevamente en el aparato para una evaluacion de una hora (corto plazo) y cuarenta y ocho
horas (largo plazo) después de la familiarizacion, pero en esta oportunidad dos de los
objetos se intercambiaron de posicion. Se midié la cantidad de tiempo que el animal
empleod en explorar los objetos en la posicion familiar y los objetos en la nueva posicion.
Los resultados fueron expresados como indice de discriminacion entre el porcentaje de
tiempo que explora los objetos en la nueva posicion respecto al tiempo total de

exploracion3+3°,

Evaluacion del estrés causado por el protocolo de ejercicio

o Oasis Maze: consistio de un circulo con didmetro de 1.4 m con paredes de 20 cm de
alto, y ubicado a una altura del suelo de 50 cm®. El animal fue colocado en el centro del
circulo, y con una camara que estaba ubicada en el parte superior del oasis maze, se registro
la distancia total recorrida y el tiempo de exploracién en el centro como medidas de

actividad locomotora durante 5 minutos en una sesidén de campo abierto.

Analisis Estadistico
Los resultados de los experimentos fueron expresados como valor promedio + error

estandar de la media (SEM). Se usaron los tests de D’Agostino & Pearson y Shapiro-Wilk
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para comprobar normalidad. Se uso el test de Mann-Whitney con datos no pareados. Para
todos los test se consider6 un valor de p < 0,05 para indicar diferencias significativas.

RESULTADOS

1.- El ejercicio fisico disminuye el peso corporal en los ratones entrenados y la masa
grasa asociada al epididimo.

Ha sido ampliamente reportado que el ejercicio aero6bico promueve la pérdida de peso
corporal en los individuos ademas de favorecer la reduccién de grasa abdominal y
visceral®6¥%3 Con la finalidad de evaluar el entrenamiento fisico de nado forzado
medimos los parametros morfométricos como el peso corporal y la grasa epididimal. Como
se observa en la Figura 4, los animales entrenados (n=6) disminuyeron su peso en 10,1% =+
1,5 mientras que el peso en el grupo sedentario (n=6) vari6 un 0,8 + 0,8% (figura 4A). La
disminucion de peso fue significativamente menor en los animales entrenados con respecto

a los no entrenados.

Dado que el envejecimiento favorece la pérdida de masa muscular®4® fue necesario
determinar si el cambio de peso corporal observado en los animales entrenados se debia a la
disminucién en la masa grasa del animal, o por el contrario, se debia a pérdida de masa
muscular. La relacion peso graso/peso corporal para el grupo ejercitado fue (n = 6) de 0,03
+ 0,0015 g mientras que para el grupo sedentario (n = 6) alcanzé valores de 0,04 + 0,004 ¢
(figura 4B). Estos resultados sugieren que la disminucion del peso corporal observada en
los animales entrenados se debe principalmente a la pérdida de tejido graso. En la tabla |
del anexo se muestran los resultados obtenidos de la bateria de pruebas realizadas a los

grupos de estudio.
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Figura 4. Evaluacion del peso corporal de los animales C57BL/6 envejecidos sedentarios y entrenados
mediante ejercicio aerébico de nado forzado. A) Variacion del peso corporal. B) Relacion entre el peso de la
grasa epididimal y el peso corporal. Los resultados se representan como el promedio + error estandar de la
media. n=6 por grupo. * p<0.05.

2.- Una rutina cronica de ejercicio mejora las capacidades fisicas de resistencia y fuerza
muscular en los animales envejecidos.

Los cambios plasticos del musculo esquelético son relativamente conservados hasta entrada
la vejez, sin embargo, en edades avanzadas el nimero de fibras musculares disponibles
disminuyen significativamente por lo que la funcion de este tejido se ve afectada®®. En
este sentido se decidié aplicar las pruebas musculares Kondziela’s inverted screen y
Levantamiento de carga externa (Grip Test) para evaluar el efecto que el ejercicio de nado
tuvo sobre la funcion muscular. Como se muestra en la figura 5, tanto en la prueba de
resistencia (figura 5A) como la prueba de levantamiento de carga externa (figura 5B) los
animales entrenados tuvieron un mejor rendimiento en comparacion con aquellos animales

sedentarios.

El ejercicio aumentd la fuerza y la resistencia muscular en el grupo ejercitado (n= 6),
quienes al finalizar el protocolo de nado sostenian hasta 115,8 + 26,62 s/g de peso corporal
mas que al inicio del experimento, mientras que el grupo sedentario (n=6) desmejord su
condicién muscular puesto que el tiempo sosteniéndose disminuy6 en 14,6 + 23,7 s/g de

peso corporal respecto al inicio (figura 5A).

Adicionalmente la fuerza muscular de los animales entrenados (n=6) respecto a los
sedentarios (n= 6) aumento significativamente. El grupo experimental levant6 hasta 31,1 +

8,00 g/g mas carga que al inicio del estudio, mientras que el grupo control levanté 29,6 +
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13,88 g/g menos que al inicio del experimento (figura 5B). Ambas pruebas
neuromusculares demuestran que el ejercicio de nado forzado ejercié una influencia
positiva sobre el tejido muscular de los animales entrenados, esto evidenciado por el

aumento reflejado en su fuerza y resistencia.
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Figura 5. (A) Evaluacion de Resistencia Muscular mediante el Test Kondziela’s inverted screen en ratones
C57BL6/J envejecidos entrenados y sedentarios. El cero representa el valor en la semana inicial (B)
Evaluacion de Prueba de Levantamiento de Carga Externa en animales C57BL6/J envejecidos entrenados y
sedentarios. El cero representa el valor en la semana inicial, los demés resultados van respecto a este ultimo.
**p<0.05. Test de Mann-Whitney.

3.- La rutina de ejercicio cronico no indujo ansiedad en los animales entrenados
Para evaluar si la ansiedad causada por el ejercicio de nado forzado pudiese influir en los

resultados de las pruebas cognitivas se aplicd una prueba de campo abierto (Open Field)% y

se estimo la distancia recorrida y el tiempo en el centro del oasis.

En la figura 6A se observa que los dos grupos tienden a explorar durante el mismo tiempo
el centro del maze sugiriendo que ejercicio de nado forzado no indujo un nivel de ansiedad
que pudiera afectar en el desarrollo y conduccion de las pruebas cognitivas. Por otra parte,
se tomo un ejemplar por grupo y se evaluo la trayectoria recorrida en el maze por cada uno
de ellos (Figuras 6B y 6C), en los graficos se observa que hubo mas recorrido en la

periferia que en el centro del maze.
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Figura 6. (A) Tiempo de exploracion en el oasis maze de los ratones C57BL6/J envejecidos sedentarios y
entrenados por nado forzado, (B). Recorrido de animal control en el oasis maze (C) Trayectoria recorrida por
un ratén entrenado. EI Open Field se realiz6 en el oasis maze grabando durante 5 minutos el recorrido de
cada ratdén por separado. Las barras estdn acompafiadas por el error estdndar. n=6 por grupo.

4.- La rutina cronica de nado forzado mejord la memoria a corto plazo en la prueba OL y
la memoria a largo plazo en la prueba OiP en ratones envejecidos

Las pruebas se escogieron teniendo en cuenta el paradigma de crear un ambiente no
coincidente entre la fase de aprendizaje (fase inicial) y la fase de consolidacién de la
memoria (fase final). Con este tipo de reconocimiento el animal muestra la memoria
adquirida durante la fase inicial mediante la preferencia por explorar los estimulos

novedosos frente a los estimulos conocidos®®4°,

La prueba Object location (OL) se realiz6 familiarizando a cada roedor con dos objetos
idénticos durante cinco minutos en un espacio delimitado. El test fue evaluado a1y a 48 h
después de su respectiva familiarizacion, y en esta oportunidad uno de los objetos fue
cambiado a una nueva ubicacién (Figura 7A). El tiempo de exploracion de la prueba de OL
con una hora de desfase para el grupo control fue de 37,5 + 6,3 s mientras que para el grupo

entrenado fue de 61,0 + 4,2 s, siendo significativa esta diferencia (p<0.05 Mann Whitney
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Test) (Figura 7C). Respecto a la evaluacion de la memoria a largo plazo evaluada a las 48 h
segun el test de Mann Whitney no hubo diferencias significativas en el tiempo de
exploracion entre ambos grupos, puesto que el grupo control exploré los objetos durante
45,5 + 7,4 s y para los entrenados fue de 58,0 + 7,9 s (Figura 7E). Estos resultados sugieren
que el ejercicio de nado forzado tiene un impacto positivo sobre la memoria a corto plazo
en la prueba OL permitiendo que los animales entrenados exploren por méas tiempo los

objetos presentados.

Por otra parte, la prueba de OiP se realiz6 familiarizando a cada animal con cuatro objetos
distintos y posteriormente el test fue evaluado a 1 h y 48 h invirtiendo dos objetos de lugar
(Figura 7B). Para el analisis se tomé en cuenta el tiempo que los animales usaron en
explorar los objetos. Con 1 h de desfase no se encontraron diferencias significativas en el
tiempo de exploracion entre el grupo control y el grupo entrenado, 146,2 + 10,3 sy 147,2 +
11,8 s respectivamente (Figura 7D). Respecto a la evaluacion con 48 h de desfase se obtuvo
que habia diferencias entre los tiempos de exploracion de ambos grupos siendo para el
grupo no entrenado de 78,3 + 8,2 sy para los entrenados de 147,5 = 16,1 s (Figura 7F).

En conjunto, estos resultados sugieren que los ratones C57BL6/J sedentarios de 16 meses
de edad tienen dificultad para consolidar la memoria de reconocimiento de objetos a corto y
largo plazo en la prueba OL y en la OiP. Adicionalmente, observando los resultados del
grupo entrenado muestran que el ejercicio fisico es capaz de prevenir el efecto causado por
el envejecimiento sobre la memoria a corto plazo en la prueba OL y a largo plazo en la
prueba OiP.

22



A Prueba Object Location B Prueba Object-in-Place

Familiarizacion Evaluacién Familiarizacién Evaluacién
0 B @] O O e
O A o A
¢ . D
50 200+
T D
—_ = - [ ]
L £ 1804
50 . = : o .
= O 1601 hd
o u® —— ¥
S 40 S
2 G 140- . 1
© g []
no.. L ] o
< 201 ° o 120- ° g
> >
L L L4
0 : 1 100 T T
No entrenados Entrenados No entrenados Entrenados
E F
100+ 250- *%
0 0
- A
§ 80+ = S 2004 »
a3 604 . N
sl % T 5 o
O pr— n c
G 40 2 1004 ° u.
g soo - 8 —
5o ~
2 201 3 501 °
i =
0 Ll T lu o
No entrenados Entrenados No entr'enados Entre;'nados

Figura 7. Pruebas conductuales de reconocimiento de objetos en ratones C57BL6/J entrenados con nado
forzado y ratones sedentarios de 16 meses de edad. Representacion esquemética de la prueba de
comportamiento segun la ubicacion del objeto (OL) (A) y segun la relacion del objeto con su entorno (OiP)
(B). El tiempo de exploracién durante la evaluacién de la memoria a corto (C) y largo (E) plazo en la prueba
OL medido en segundos. El tiempo de exploracion en segundos durante la evaluacion de la memoria a corto
(D) y largo (F) plazo en la prueba OiP. EIl tiempo de exploracion fue de 5 minutos para ambas fases. La
muestra fue de n=6 para cada grupo. *p<0.05. Test de Mann Whitney

5.- Correlacion entre las variables musculares y variables cognitivas
Dado que en algunos estudios han observado una relacidn positiva entre el ejercicio fisico y

la memoria en animales y humanos®®°167:88 nara finalizar se hizo un estudio de correlacion
entre la variables musculares y el tiempo que los animales exploraron en cada prueba, ya
que es de nuestro interés evaluar cual variable fisica estd mas relacionada con procesos

cognitivos como la memoria.
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En la figura 8, se observan los resultados obtenidos al evaluar el tiempo de exploracién en
cada prueba en relacion con la resistencia muscular normalizada por el peso de cada
animal. En cuanto a la prueba OL, con p= 0,22 para la evaluacién a memoria a corto plazo
y un p= 0,45 para la evaluacion a memoria a largo plazo no hubo una correlacion positiva
entre un mejor desempefio asociado a la resistencia muscular y la memoria espacial. En
cuanto a la prueba OIiP, en la evaluacion de la memoria a corto plazo se obtuvo que no
habia relacién entre las variables (p=0,49); mientras que en la evaluacion de la memoria a
largo plazo se observo (con un p=0,0002) que a mayor resistencia muscular los animales

exploraban mas tiempo los objetos que se relacionaban de una manera novedosa con su

entorno.
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Figura 8. Estudio de correlacion entre el tiempo de exploracion y la resistencia muscular normalizada por el
peso en las pruebas de comportamiento OL (A, B) y OiP (C, D) a corto y largo plazo en ratones C57BL6/J de
16 meses de edad. n=12.

En la figura 9 se observa los resultados obtenidos al evaluar el tiempo de exploracién en
cada prueba en relacion con la fuerza normalizada por el peso de cada animal. En cuanto a

la prueba OL en la evaluacion de la memoria a corto plazo se encontrd una correlacion
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positiva (p=0,0328) entre el aumento de la fuerza inducido por el ejercicio y el tiempo de

exploracion en los ratones de 16 meses, sin embargo, a las 48 h de evaluado el test de OL

no se encontrd (p=0,979) relacién entre ambos. En cuanto a la prueba OiP la evaluacion de

la memoria a corto plazo se obtuvo que no se encontrd relacion entre las variables

(p=0,209), mientras que a largo plazo se observo que a mayor fuerza muscular mas tiempo

empleaban los animales en la exploracion de los objetos (p=0,038).

Por otra parte, cuando se observa las figuras A y D se aprecia que los resultados

estadisticos indican un R? bajo pero un p valor significativo; segin estudios estadisticos

esto indica que aun cuando la dispersién sea alta en los resultados (lo cual se aprecia por el

valor de R), estos son aceptables puesto que el p-valor determina la significancia de los

mismos®.
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Figura 9. Estudio de correlacion entre el tiempo de exploracion y la fuerza normalizada por el peso en las
pruebas de comportamiento OL (A, B) y OiP (C, D) a corto y largo plazo en ratones C57BL6/J de 16 meses
de edad. n=12.
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Discusién

El envejecimiento sumado a un estilo de vida sedentario esté relacionado a un deterioro
celular debido entre otros factores al aumento en los niveles de las especies reactivas del
oxigeno, dafio mitocondrial, disminucion de la autofagia, aumento en la inflamacion
mediante la activacion del inflamasoma NLRP3, el cual esta relacionado con
enfermedades como sarcopenia®, depresion®®, Alzheimer?®, entre otras. Los resultados
obtenidos en este trabajo muestran el deterioro muscular y cognitivo causados por el
envejecimiento y el sedentarismo. Nosotros encontramos que los ratones envejecidos
sedentarios, presentaron menos resistencia y fuerza muscular que al inicio del experimento
y la relacion entre su peso corporal y peso graso aument6 conforme el tiempo transcurria. A
su vez en la evaluacion de la memoria a corto y largo plazo en las pruebas de OL y OiP los
animales sedentarios presentaron menor desempefio que los entrenados. En nuestros
experimentos, el grupo de ratones sedentarios tanto a corto como a largo plazo presentaron
dificultad para discriminar entre los estimulos nuevos y familiares, sugiriendo que los
cambios en la memoria inducidos por el envejecimiento pueden estudiarse desde los 16
meses de edad en lo ratones C57BL6/J. Diversos estudios han sugerido que la practica
constante de actividad fisica puede mitigar los efectos negativos del sedentarismo dado que
aumenta los niveles de enzimas anti-oxidantes’, mejora el proceso de autofagia’, tiene
efectos anti-inflamatorios’, promueve mayor consumo de oxigeno y demanda mas gasto
energético’® y reduce la grasa abdominal lo que con lleva a la pérdida del peso corporal’®,
aumentando la longevidad y mejorando la capacidad mental®. Ademas, también se ha
sugerido que el ejercicio preserva la fuerza muscular y las funciones cognitivas, reduce la
ansiedad y la depresion; previene y reduce el riesgo de cardiopatia coronaria, diabetes,

enfermedades cardiovascular, reduce los sintomas de la sarcopenia®’* entre otros’® ™,

Realizar una rutina de ejercicio fisico con una frecuencia de al menos 3 veces por semana
durante 6 meses en humanos, ha demostrado que promueve cambios en el patron molecular
del masculo esquelético aumentando la expresion de mioquinas como BDNF e irisina, las
cuales estan implicadas en la regulacién del metabolismo energético, en la respuesta
neurobioldgica y en la adaptacion del musculo esquelético al ejercicio®. Lourenco y col.,
en un estudio sobre Alzheimer demostraron que el ejercicio de nado incrementaba la

produccién de irisina y mejoraba las funciones cognitivas como aprendizaje y memoria en
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animales jovenes de dos meses?’. A su vez, en animales de 13 meses de edad se encontrd
que el ejercicio de la trotadora mejoraba la memoria asociada al aumento de BDNF en el
hipocampo’®. Estos resultados evidencian que el ejercicio fisico por medio de factores

tréficos ejerce una influencia positiva sobre el cerebro.

En nuestros resultados los animales entrenados al final de la rutina lograron levantar mayor
peso, sostenerse durante mas tiempo, disminuir su peso graso. En la evaluacion de la
memoria a corto plazo en la prueba OL y en la memoria a largo plazo del aprueba OiP
aumento el tiempo de exploracién de los objetos respecto a los sedentarios. En cuanto a los
resultados de la prueba OL en investigaciones previas se ha observado que los roedores
envejecidos de 18 meses de edad, interactian y pueden discriminar entre los objetos
usados en el test cuando el desfase esta en un rango de 3-5 minutos®2*2 En nuestro trabajo
con ratones C57BL/6 envejecidos de 16 meses de edad ejercitados mediante nado forzado,
obtuvimos una respuesta significativa con 1 hora de desfase entre las fases del test.
Respecto a la prueba OiP nosotros obtuvimos que aquellos ratones que fueron entrenados
durante las ocho semana con nado forzado fueron capaces de consolidar la memoria con 48
h de desfase, mientras que Wimmer y cols., estudiando la consolidacion de la memoria en
ratones C57BL/6 envejecidos de 18 meses a nivel de corteza cerebral solo obtuvieron
resultados significativos a las 24 horas®. Estos resultados demuestran del nado forzado
puede ser usado como terapia no invasiva para contrarrestar los efectos del envejecimiento

sobre el cerebro.

Evaluando cual capacidad fisica entre la resistencia muscular y la fuerza contribuye mas a
potenciar las funciones cognitivas como la memoria de reconocimiento, encontramos que
ambas variables fisicas favorecen este proceso. Nagamatsu y cols. (2012), evaluando en
mujeres de 70-80 afios con demencia senil cual tipo de rutina de ejercicios entre fuerza o
resistencia tenia mejor efecto sobre la memoria asociativa, habilidad para resolver
problemas, plasticidad neuronal y desempefio fisico de las mismas; los investigadores
encontraron que si bien todas las participantes que entrenaron mejoraron respecto al grupo
control, aquellas que tenian rutinas de fuerza dos veces por semana tuvieron mejora en la
memoria asociativa, en la resolucion de problemas, y las que tuvieron rutinas aerdbicas solo

mejoraron sus condiciones fisicas aunque asumen que esto pudo deberse a la baja
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intensidad de los ejercicios®. Por su parte, Busse y cols., estudiando el efecto de una rutina
de mejora en la fuerza muscular sobre las funciones cognitivas en personas sedentarias de
60 afios, obtuvieron una mejora significativa entre los test de memoria y el incremento en la
fuerza muscular al cabo de 9 meses de entrenamiento®. Adicionalmente, diversos
investigadores han encontrado que las rutinas de resistencia muscular ayudan a incrementar
la memoria a corto y largo plazo en personas de 79 afios®. En ratas que recibian infusiones
intracerebro-ventricular de agregados AP han observado que los ejercicios de resistencia

muscular ayudaban a mejorar la memoria de reconocimiento de los animales®’.

Para finalizar, las Figura 8 y 9 muestran resultados que sugieren que aun cuando la fuerza
muscular haya sido mejorada por el ejercicio de nado forzado e influye de manera
significativa sobre la memoria a corto plazo en la prueba OL y la memoria a largo plazo en
la prueba OIiP, la relacion entre esta variable fisica y las pruebas cognitivas realizadas es
maés deébil que la obtenida entre la variable de resistencia muscular y la prueba cognitiva
OiP. Esto dltimo es deducido por los bajos valores R? en la correlacion de medicion de

fuerza vs test cognitivo.

Conclusion

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el entrenamiento de nado forzado en
ratones C57BL6/J envejecidos de 16 meses de edad induce adaptaciones a nivel muscular
mejorando la resistencia y fuerza, a su vez induce adaptaciones diferenciales a nivel
cognitivo que favorecen la memoria a corto plazo en la prueba OL y la memoria largo plazo
en la prueba QOIiP, dichas adaptaciones musculares y cognitivas que son producto del
ejercicio pueden estar relacionadas a mecanismos moleculares asociados a la produccion de
BDNF e Irisina que no fueron estudiados en este proyecto pero que abren un abanico de

posibilidades para estudios posteriores.
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Anexo

Tabla I. Anélisis estadistico de las variables evaluadas. Los resultados estan expresados con
la media y su error estandar, indica el test estadistico usado en cada prueba, el p-valor
obtenido y en las pruebas de correlacion el R?,

Parémetros Entrenados No entrenados Test p-valor RA2
(LtSEM) (ntSEM) estadistico (p<0,05)
Variaciondel |16 74 1517 | -0,7867+0,8696 Mann- 0,0022 -
Peso corporal Whitney
Peso
0,02580 0,04082 Mann-
grasa/Peso 0,001455 0,003460 Whitney 0,0043
corporal
Resistencia Mann-
Muscular/Peso 115,8 + 26,62 14,6+ 23,7 . 0,0022 -
Whitney
corporal (s/g)
Fuerza
Mann-
Muscular/Peso 31,1+ 8,00 29,6+13,88 . 0,0022 -
Whitney
corporal (g/g)
Tiempo
exploracién 1 h 61,0+ 4,2 37,5+6,3 Mann 0,0152 -
Whitney
en OL (s)
Tiempo
exploracién 48 58,0+ 7,9 45,5+ 7,4 Wl\ﬂ?trr]wz 0,29 -
h en OL (s) y
Tiempo
exploracién 1h | 147,2+11,8 146,2 + 10,3 Mann 0,0372 -
. Whitney
en OiP (s)
Tiempo
exploracién 48 | 147,5+ 16,1 78,3+ 8,2 Wl\ﬂ?trrzg 0,0022 -
h en QiP (s) y
Correlacion
Resistencia
Muscular vs - . Pearsont | 022 | 0,1438
Tiempo
exploraciéon 1 h
en OL
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Correlacion
Resistencia
Muscular vs
Tiempo
exploraciéon 48
henOL

Pearsonr

0,4546

0,057

Correlacion
Resistencia
Muscular vs
Tiempo
exploracion 1 h
en OiP

Pearsonr

0,4966

0,04741

Correlacion
Resistencia
Muscular vs
Tiempo
exploracion 48
h en OiP

Pearsonr

0,0002

0,7763

Correlacion
Fuerza
Muscular vs
Tiempo
exploraciéon 1 h
en OL

Pearsonr

0,0328

0,3836

Correlacion
Fuerza
Muscular vs
Tiempo
exploracién 48
henOL

Pearsonr

0,979

6,861*10(-
5)

Correlacion
Fuerza
Muscular vs
Tiempo
exploraciéon 1 h
en OiP

Pearsonr

0,209

0,1527

Correlacion
Fuerza
Muscular vs
Tiempo
exploracién 48
h en QiP

Pearsonr

0,038

0,3615
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