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ABSTRACT

Introduccié: El deteriorament cognitiu d’origen vascular, i més concretament la
demeéncia vascular (DV), s’associa al compromis persistent del flux sanguini cerebral i
representa la segona causa més freqiient de demencia al mén, després de la malaltia
d’Alzheimer. La DV és una malaltia caracteritzada per multiples i discretes lesions
isquémiques, lesions difuses a la substancia blanca (leucoaraiosi) i hemorragies
cerebrals, entre d’altres. S’han dedicat gran quantitat d’esforcos en la recerca dels
mecanismes fisiopatologics subjacents a aquesta patologia perd encara no es coneixen
amb precisid. Les técniques de neuroimatge, com la imatge per ressonancia (MRI), van
suposar un gran aveng en el diagnostic d’aquesta patologia. Per aquest motiu, en aquest
treball de tesi doctoral s’ha proposat I'estudi longitudinal de canvis estructurals i
funcionals vasculars al llarg del temps en animals d’experimentacid, en el curs dels
simptomes de la malaltia, i sota la influéncia de diversos factors de risc, mitjancant
diferents tecniques de MRI per trobar nous biomarcadors no invasius per la DV, i per
avangar en l'estudi de la seva fisiopatologia, aixi com en el diagnostic precog i la

monitoritzacié de I'efectivitat de noves terapies.

Material i métodes: Es van utilitzar un total de 174 ratolins de dues soques, ratolins
ApoE”, que tenen predisposicié a desenvolupar aterosclerosi amb I'edat, i els ratolins
control C57BI6 de tres edats diferents, des de I'adult jove (6 mesos) fins a la vellesa (18
mesos) incloent una edat intermitja (12 mesos). Es va realitzar un seguiment longitudinal
amb técniques de MRI per estudiar diferents caracteristiques de les lesions vasculars,
gue es van correlacionar proves de comportament. La validacié de les técniques de MRI
es va realitzar mitjangant tincions d’'immunohistoquimica per MBP i la clarificacid de talls

gruixuts de cervell (2 mm) per quantificacié de la microvasculatura.

Resultats: Es van detectar alteracions relacionades amb aterosclerosi i hipoperfusié en
longitud i tortuositat de les principals arteries que irriguen el cervell mitjangant
angiografia TOF. També en relacio a lairrigacié del cervell, es van trobar canvis en el flux
sanguini cerebral mitjancant perfusid ASL, associats a les tres condicions estudiades
(envelliment, aterosclerosi i hipoperfusid). Aixi mateix, les tres condicions experimentals
van provocar alteracions en les fibres de mielina, detectades amb I’analisi dels diferents
components dels tensors de difusié (DTI). Aquests canvis es van trobar a estructures

relacionades amb les alteracions en les proves de conducta, com ara en ansietat,
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memoria de reconeixement, debilitat muscular i pertorbacions en la marxa. D’altra
banda, I'index Q va mostrar menys sensibilitat que I'analisi histopatologic per a I'estudi
de la densitat microvascular. Tot i aix0, va servir per detectar canvis en la densitat
microvascular associats a I'edat. Els canvis en el gruix de I'escorca cerebral (atrofia
cortical) mesurats per MRI va resultar ser un bon biomarcador de la mort neuronal

produida per I'envelliment i la hipoperfusio.

Conclusions: Els resultats d’aquest estudi confirmen la utilitat de la MRl com a eina per
avaluar els canvis estructurals i funcionals de la neuropatologia de I'envelliment,

I'aterosclerosi i la hipoperfusié en recerca traslacional.
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1. DEMENCIA | EL SEU IMPACTE SOCIO-SANITARI

La demencia és una sindrome de manifestacio clinica heterogenia produida per
diferents lesions cerebrals o malalties neurodegeneratives que alteren la composicié
bioquimica del cervell posant en compromis les funcions cerebrals i 'autonomia del
pacient (Elahi FM and Miller BL, 2017). Les alteracions cel-lulars i moleculars condueixen
a la mort neuronal, donant lloc a una reduccié en el nombre de sinapsis i disrupcié de
les xarxes neurals. La deméncia és una malaltia que normalment afecta persones d’edat
avancada (>65 anys). La demeéncia vascular és la segona causa de demeéncia (Figura 1), i
sovint pot presentar-se conjuntament amb la malaltia d’Alzheimer (Dening T and

Sanddilyan MB, 2015).

Deméncia
frontotemporal(2-5%)

Altres (2-4%)

Demencia per
cossos de Lewy
(5-15%)

Malaltia d'Alzheimer
(60-80%)

Demencia vascular
(10-20%)

Figura 1. Percentatge dels diferents tipus de deméncia. Dades obtingudes de Dening T and Sanddilyan MB, 2015.

La demeéncia és una de les principals causes de discapacitat severa a llarg termini a
nivell mundial, reduint la qualitat de vida dels pacients i les seves families. Entre el 2010
i el 2019, va representar la setena causa de mort a nivell mundial (WHO, 2019). Moltes
de les malalties que influeixen sobre el risc de patir deméncia es troben també entre les
principals causes de mort, com l'infart de miocardi i I'ictus. Al 2010, es va estimar que
35.6 milions de persones al mén patien demeéncia. Es preveu que aquesta xifra es
dupliqui cada 20 anys, sent 65.7 milions al 2030 i 115.4 al 2050 (WHO, 2012). A nivell
mundial hi ha 7.7 milions de casos nous de deméncia a I'any, cosa que implica que
apareix un cas nou cada 4 segons. Per tot plegat, la recerca en el camp de demencia és

una prioritat.
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2. HISTORIA DE LA DEMENCIA

Demencia és un terme que ve de la paraula llatina demens, que significa trobar-se
fora d’'un mateix. Tot i que aquest terme es va encunyar al segle Xlll, ja en I'época dels
egipcis i els romans es van iniciar les seves primeres descripcions (Assal F., 2019). Fins el
segle XVIIl no es van poder realitzar els primers estudis anatomics en relacié a la
demeéncia, principalment per restriccions religioses. Les persones amb demeéncia eren
internades en psiquiatrics perque no va ser fins finals del segle XIX que es va comencgar
a entendre les bases patologiques de la malaltia. Els grans avencos en el camp de la
demeéncia van arribar al segle XX, quan els estudis d’histologia van permetre identificar
lesions caracteristiques dels diferents tipus de deméncies. A partir dels anys 60, amb el
desenvolupament de técniques bioquimiques, es va poder determinar la composicio
bioquimica de les lesions en demeéncia. Actualment, s’espera que combinant
biomarcadors per técniques de neuroimatge, tests neurologics de cribratge i proves

bioquimiques s’entendran millor els processos biologics que condueixen a demeéncia i es

podra trobar tractaments efectius per la malaltia.

En definitiva, s’"ha passat d’'un concepte fenomenologic amb conseqliencies legals a

entendre-la com una malaltia heterogenia amb multiples alteracions moleculars (Fig. 2).

HISTOLOGIA BIOQUIMICA GENETICA NEUROIMATGE

Amb el desenvolupament de les
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‘aquest fet permet trobar un tractament efecti.
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Figura 2. Evolucid historica de la demencia. Elaboracio propia.

La caracteritzacio de la demencia vascular té els seus origens en Hipocrates (460-
370 a.C), que va insinuar que els accidents cerebrovasculars podien associar-se a
demeéncia (Balcells M, 2009). Abans del segle XX, es considerava que la principal causa

de demeéncia era la rigidesa arterial produida per la péerdua d’elasticitat associada a
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I’edat (Figura 3). Amb els avengos tecnologics, es van anar afegint altres possibles
causes, des de la preséncia de multiples infarts fins a la rarefaccid de la substancia blanca
o leucoaraiosi (ladecola C, 2013). Es pensa que l'origen de la demencia vascular és
multifactorial, donat que son molts els factors que influeixen sobre la circulacio cerebral.
El terme de deteriorament cognitiu de tipus vascular (VCI) es va adoptar per descriure
el conjunt de déficits cognitius causats per factors vasculars. A partir dels anys 90, es van
descriure alteracions genetiques, com mutacions en el gen Notch 3, associades a la
malaltia CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with subcortical infarcts
and leukoencephalopathy), que es caracteritza per ser una deméncia que s’origina cap
als 30 anys amb multiples accidents cerebrovasculars que evolucionen a un quadre de
labilitat emocional i demeéncia.

Demeéncia Demeéncia Demeéncia Dany cognitiu de
arteriosclerotica multi-infart vascular tipus vascular

t t

Factors de risc Factors
vascular genétics

Figura 3. Evolucid del concepte de deteriorament cognitiu a deteriorament cognitiu de base vascular. Extret de
ladecola C, 2013.
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3. VASCULATURA CEREBRAL

El cervell representa un 2% de la massa corporal perd requereix del 20% de la
despesa cardiaca per mantenir la seva homeostasi, ja que té una baixa capacitat
d’emmagatzemar nutrients (Nagata K et al., 2016). Com a mecanisme de prevencio front
a canvis bruscs en la irrigacié cerebral, el cervell té la capacitat de mantenir constant el

flux sanguini mitjangant un mecanisme d’autoregulacio, que depéen de la vasculatura.

El subministrament sanguini del cervell procedeix de dos sistemes vasculars, el
sistema carotidi o sistema anterior, que aporta el 80% de la sang que arriba al cervell, i
el sistema vertebral o sistema posterior, que aporta el 20% restant de la sang que arriba
al cervell. Ambdods sistemes d’irrigacié s’originen a I'aorta, a nivell del tronc braquio-
encefalic. D’aquesta regid surten les dues artéries carotides comunes i les dues artéries
vertebrals. Mentre que les artéeries carotides comunes es bifurquen donant lloc a les
arteries carotides externa (ACE) i interna (ACI), les artéries vertebrals es fusionen per
donar lloc a I'artéeria basilar (AB). Les arteries carotides internes i basilar, s’endinsen a
la base del cervell on es forma un circuit entre els dos sistemes anomenat poligon de
Willis. Del poligon de Willis surten les principals artéries cerebrals: arteria cerebral
anterior (ACA), artéria cerebral mitja (ACM) i artéria cerebral posterior (ACP). L'artéria
cerebral anterior i I'artéria cerebral mitja irriguen la part anterior i mitja dels hemisferis,
part dels ganglis basals i la capsula interna. L'artéria cerebral posterior irriga part dels
ganglis de la base, el tronc encefalic i el cerebel. Des del poligon de Willis es distribueix
de forma homogenia el flux sanguini cerebral per compensar possibles alteracions de
perfusid originades a qualsevol branca dels diferents sistemes d’irrigacié cerebral.
Aquests vasos principals donen lloc a les artéries pials, una xarxa vascular rica en
anastomosis a la superficie cerebral. Les arteries pials penetren a l'interior del

parénquima cerebral donant lloc a les arterioles.

La regulacié del flux sanguini es déna a dos grans nivells, per una banda, les arteries
pials, que es troben fora del parenquima cerebral, regulen canvis en la pressid arterial i,
per una altra banda, la microvasculatura que coordina la resposta d’hiperémia davant
d’una major demanda energética (Bagher P i Segal SS, 2011). En la regulacié del flux
sanguini, la microvasculatura s’ha de coordinar amb les arteries pials. En definitiva, la

regulacié del flux sanguini depen de la integritat i la coordinacié dels diferents
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components de la paret arterial (Figura 4), que varien al llarg del tronc arterial. En

condicions no patologiques, la paret arterial esta composada per tres capes cel-lulars.

e Capa externa o capa adventicia: composada per col-lagen, proteoglicans i la
vasa-vasorum. Tots aquests components estan separats de la seglient capa per
la lamina elastica externa.

e Capa mitja o tunica mitja: constituida principalment per cél-lules musculars llises
i fibres de col-lagen. Esta separada de la seglient capa per la lamina elastica
interna.

e Capainterna o tlnicaintima: formada per una monocapa de cel-lules endotelials

unides entre si per unions estretes (endoteli).

Cél-lules del
muscul llis

Cel-lules del
h._ muscul llis

| INTIMA | Cél-lules
dotelials

Fibrocits

Membrana MEMBRANA
besel ELASTICA INTERNA

Cél-lules del mascul llis

Lamina basal

Fibres reticulars ADVENTICIA

MEMBRANA
ELASTICA EXTERNA

Figura 4. Estructura de la paret vascular al cervell. Modificat a partir de la tesi de Goyal P, 2005; tesi doctoral no
pubicada).
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3.1.UNITAT NEUROVASCULAR

La unitat neurovascular (NVU) és un terme que s’utilitza per descriure la relacié entre
les cel-lules cerebrals i els vasos sanguinis. Les funcions principals de la NVU sén regular
el transport de substancies al parénquima cerebral i regular el flux sanguini cerebral. Per
poder dur a terme aquestes funcions correctament, es necessita la integracié dels seus
diferents components. La NVU esta constituida per neurones, astrocits, cel-lules
endotelials, cél-lules murals (cél-lules musculars llises i pericits), i components de la

matriu extracel-lular (Muoio V et al., 2014).

La barrera hemato-encefalica (BHE) és una barrera altament restrictiva que
contribueix a mantenir la homeostasi del cervell. També serveix per regular el flux
sanguini i el volum i la composicio del liquid cefaloraquidi (LCR). La barrera hemato-
encefalica és una part essencial de la NVU, composada per cél-lules endotelials,
envoltades de la lamina basal i els peus dels astrocits, pericits i microglia (Abbott NJ et
al., 2006), tal i com s’observa a la Figura 5. Les cel-lules endotelials es troben unides
entre si mitjancant unions estretes de forma que s’impedeix el pas de substancies
lliurement. L'existencia d’aquestes unions fa que el transport hagi de ser
majoritariament transcel-lular, exceptuant gasos, com I'oxigen o el dioxid de carboni i
petits agents lipofilics, com I'etanol o els barbiturics, que poden difondre lliurement. Tot
i aix0, la BHE és un sistema dinamic, ja que la seva permeabilitat i el transport a través
d’aquesta es pot modular. La resta de productes, ja siguin molecules hidrofiliques o
moléecules d’'una mida gran, requereixen de sistemes de transport especifics localitzats
a la membrana de I'’endoteli, com ara el GLUT-1, el principal transportador de glucosa al

cervell.
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Figura 5. Components de la BHE. Extret de Abbot et al., 2006.

La composicid de la paret arterial varia al llarg de I'arbre vascular (Kisler K et al
2017). A la part interna de les artéries penetrants es troba una monocapa de cél-lules
endotelials i la membrana basal, i més externament, de 1 a 3 capes de cél-lules de
musculatura llisa i la piamare (Figura 6). Mentre que la monocapa de cél-lules endotelials
es manté al llarg de I'arbre arterial, establint una barrera sostinguda a partir de les
unions estretes, els grans canvis es produeixen en la tunica mitja. Les arterioles tenen
una monocapa de cél-lules musculars llises. Aquesta capa esta recoberta pels peus
terminals dels astrocits. En canvi, als capil-lars, les cél-lules endotelials estan envoltades
de pericits i alhora pels peus dels astrocits. Les cel-lules de la NVU, a través de la seva
intima relacié anatomica i bioquimica (Drake CT i ladecola C, 2007), regulen la resposta

hemodinamica.
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Figura 6. Representacio esquematica de la composicio cel-lular de la unitat neurovascular (NVU) al llarg de I'arbre
vascular. Extret de Kisler K et al 2017.

Existeixen nombrosos mecanismes vasoreguladors que permeten controlar el
flux sanguini requerit per suplir la demanda energética del cervell. L'increment de
I'activitat cerebral provoca una resposta hemodinamica, que depén, entre d’altres
factors, de la senyalitzacié entre les cel-lules de la NVU, mediada per agents
vasodilatadors com l'Oxid nitric (NO), metabolits de I'acid araquidonic,

neurotransmissors i neuropéptid, entre d’altres (Drake CT i ladecola C, 2007).

3.2.ENDOTELI

L'endoteli recobreix internament l'arbre vascular, constituint una monocapa
cel-lular no fenestrada, sostinguda mitjancant unions estretes. Les cél-lules endotelials
son plastiques, molt sensibles a canvis patologics. Participen en nombrosos processos
homeostatics com I'eliminacié de productes toxics com el B-amiloide, i formen part de
la barrera hematoencefalica (Figura 7), regulant el pas de substancies, molécules,
cél-lules, nutrients i gasos al parenquima i interaccionen amb altres cél-lules de la unitat

neurovascular per regular el flux sanguini cerebral (CBF).

L’endoteli és essencial en I'autoregulacié de la resposta hemodinamica cerebral

(Faraci FM et al., 2004), regula el trafic de cél-lules i nutrients, manté la fluidesa de la
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sang, regula el to vasomotor, contribueix a regular la produccié de mediadors pro-

inflamatoris i anti-inflamatoris i participa en la generacié de vasos nous (Gonzalez MA i

%uron

Selwyn AP, 2003).
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Figura 7. Funcions de I’endoteli al cervell. Extret de Faraci FM et al., 2004.

Donada la rellevancia de la funcid endotelial al cervell, s’ha associat la seva
disfuncié a dany cerebral i, com a conseqliéncia, a deméncia (Zlokovic BV, 2008). La
disfuncié endotelial és una de les alteracions que es donen en les fases més inicials de
I'alteracié de la funcié cerebral (Park Let al., 2013). A la malaltia d’Alzheimer, les plaques
d’amiloide alteren la funcié neurovascular de manera que es produeix una reduccié de
la perfusié cerebral, donant lloc a dany isquémic cerebral (Zlokovic BV, 2008). Una
possible causa de les hiperintensitats a la substancia blanca, caracteristiques de la
demeéncia vascular, és la hipoperfusié provocada pel dany endotelial (Ter Telgte A et al.,

2018).

3.3.PERICITS

Els pericits son cel-lules murals que envolten les cél-lules endotelials a nivell de
vasos de petit calibre. Els pericits tenen capacitat contractil de manera que regulen el
diametre dels capil-lars (ladecola C, 2004), participen en laformacid i en el manteniment

de la BHE i regulacié del sistema neurovascular (estabilitat vascular, formacio de vasos
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nous iregulacio del CBF). L’ablacio dels pericits en ratolins per modificacions genetiques
provoca trencament de la BHE (Nikolakopoulou AM et al., 2019). Els pericits participen
en I'acoblament neurovascular que permet incrementar el flux sanguini cerebral davant
de canvis en |'activitat neuronal (Peppiatt CM et al., 2006). La disfuncié dels pericits
contribueix a una gran varietat de malalties que donen lloc a deteriorament cognitiu
com la malaltia d’Alzheimer o la demeéncia vascular. En la malaltia d’Alzheimer, la
reduccido del nombre de pericits produeix alteracions microvasculars associades a
alteracions en I'eliminacié del B-amiloide. Les alteracions vasculars produides per la
degeneracio dels pericits en demeéncia vascular s’associa a desmielinitzacié (Montagne

A et al., 2018).

3.4.CEL-LULES GLIALS

La regulacié de flux sanguini cerebral durant |'activitat cerebral depén de la
interaccid coordinada entre neurones, cel-lules vasculars i cél-lules glials. La glia es
classifica, segons el seu origen embriologic, en macroglia (astrocits i oligodendrocits) i
microglia. Les cel-lules glials son essencials per la supervivencia i homeostasi neuronal i
participen en la funcié cerebral (Bolafios JP 2016; Fernandez-Fernandez S et al., 2012;

Kubik LL i Philbert MA, 2015).

Les projeccions dels oligodendrocits formen la beina de mielina que actua com
aillant de I'axd front a substancies toxiques i li déna suport trofic a la neurona. El cervell
funciona com una xarxa on la comunicacié es realitza mitjancant la propagacié de
I'impuls nervids. Si es perd la comunicacio cerebral, s’afecten les funcions cognitives. La
beina de mielina permet conservar I'impuls nervids. Els precursors dels oligodendrocits
participen en la renovacio i el manteniment de la mielina (Harris JJ i Attwell D, 2012). La
seva capacitat de regeneracié es veu compromesa amb I'envelliment, incrementant el
risc d’interrupcio de la propagacié de I'impuls nervids. Les lesions a la substancia blanca
subjacents a molts tipus de demeéncies, independentment del seu origen, explicarien les

alteracions cognitives en demeéncia.

Els astrocits sén cel-lules petites que es troben recobrint la part externa del vasos
de manera que participen en la regulacié del flux sanguini, la transmissié sinapticai la

reparacio tissular, entre d’altres (Gordon GR et al., 2007; Halassa MM et al., 2007;
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Sofroniew MV, 2009). La disfuncié dels astrocits s’associa a hipoperfusié cerebral i

deteriorament cognitiu (Johnson NA et al., 2005; Ruitenberg A et al., 2005).

La microglia son els macrofags residents al sistema nerviés central (SNC). Es
troben amplament distribuides pel SNC de forma homogenia i s’activen davant estimuls
estressants que poden ser nocius pel teixit. Sén cel-lules amb funcié
immunomoduladora i immunoreguladora i, per tant, un dels principals elements
d’activacid de la resposta neuroinflamatoria. Per aquesta rad, es creu que la microglia
pot contribuir a neurodegeneracio i a la pérdua de memoria en I'envelliment (Hanisch

UK, 2013).

Tots els components de la NVU sén importants i I'alteracié de qualsevol
, e . L
d’aquests trenca I'equilibri cerebrovascular donant lloc a patologies com la demeéncia,

gue és I'objecte d’estudi d’aquest treball.

3.5.MICROVASCULATURA, ENVELLIMENT | DEMENCIA

La microvasculatura és un sistema de vasos de petit calibre que inclou arterioles,
capil-larsivenules i que s’encarrega de subministrar els diferents components essencials
(nutrients i oxigen) procedents del flux sanguini al parenquima cerebral. L'intercanvi de
gasos i de nutrients es produeix fonamentalment a nivell capil-lar. Aquest procés és
possible gracies als canvis en la composicié i I'estructura de la paret dels petits vasos de
forma que es produeix un contacte més intim entre circulacid i les cel-lules del

parénquima estretament regulat per la BHE.

La circulacié cerebral no només permet mantenir un flux sanguini cerebral constant,
sind que permet incrementar el flux sanguini davant una major demanda energeética.
Aguest mecanisme s’anomena hiperemia funcional i depen de la integritat i Ila

coordinacid de les cel-lules de la NVU, tal i com es mostra a la Figura 8.
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Figura 8. Mediadors vasoactius alliberats per neurones i cel-lules glials que regulen la resposta hemodinamica. Extret
de ladecola C, 2004.

Les cél-lules de la NVU garanteixen el subministrament de gasos i nutrients i el
manteniment de la homeostasi del microambient de les cél-lules cerebrals. Qualsevol
alteracio en la senyalitzacié de les cel-lules de la NVU, produeix una desregulacié dels
mecanismes de control cerebrovascular. Les alteracions en aquests mecanismes de
control s’associen a trastorns neurodegeneratius com I’'envelliment, la hipoperfusié o la

demencia (ladecola C, 2004).

L'envelliment produeix desacoblament de la NVU per I'alteracié de diferents
mecanismes cel-lulars (inflamacio, senescéncia, estres oxidatiu i deficieéncia de IGF-1,
entre d’altres). Els mecanismes a través dels quals I'envelliment produeix

desacoblament neurovascular sén multifactorials, com s’observa a la Figura 9.
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Figura 9. Mecanismes cel-lulars associats a I'envelliment que produeixen desacoblament neurovascular. Extret de
Tarantini S et al., 2017.

La major part de les alteracions cerebrovasculars que es donen amb I’envelliment
s’explicarien amb la disfuncié de I'endoteli microvascular i la disfuncid astrocitaria. En
condicions normals, 'alliberament de glutamat produeix onades de Ca?* en els astrocits
de forma que permeten la produccid d’ATP. L'ATP té com a objectiu estimular la
produccié de factors vasodilatadors com el NO, les prostaglandines o els acids
epoxieicosatrienoics en les cel-lules endotelials. Durant I'envelliment s’altera aquest
mecanisme, afectant a la produccié de substancies vasodilatadores (Chen BR et al.,
2014; Zonta M et al., 2003). L'envelliment cel-lular es caracteritza per produir estres
oxidatiu que causaria la disfuncié endotelial de la microvasculatura (Park L et al., 2007;
Toth P et al., 2014). Les alteracions en l'acoblament neurovascular promouen el

deteriorament cognitiu en persones d’edat avangada.

La hipoperfusié cerebral és una condicié d’insuficiencia circulatoria causada per
un trastorn del control circulatori o manca de liquid circulant. Com que el cervell no té
la capacitat d’emmagatzemar energia, la hipoperfusié pot produir danys neurologics
devastadors. La susceptibilitat de les diferents regions cerebrals a la hipoperfusié és
variable. La substancia blanca és especialment vulnerable als canvis. La menor densitat

cel-lular — principalment oligodendrocits, beines de mielina i altres cel-lules glials — fa
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gue tingui una menor despesa energética, i com a conseqliéncia rep una tercera part del

subministrament sanguini respecte la resta del cervell (Harris JJ i Attwell AD, 2012).

La reduccio del flux sanguini cerebral provoca hipoxia, que explicaria la formacio
d’infarts isquémics i alteracions en la substancia blanca (Figura 10). També produeix una
reduccid del metabolisme de la glucosa, donant lloc a una reduccié de la funcié
mitocondrial. Les alteracions vasculars produides per la reduccié del CBF sén disfuncié
endotelial, estrés oxidatiu, remodelacié vascular, increment de la pressié arterial,
reduccio de reactivitat cerebrovascular i augment de la tortuositat vascular, entre
d’altres. En conjunt, tots aquests fenomens poden desencadenar neuroinflamacio,
alteracions en la permeabilitat de la barrera hematoencefalica i mort cel-lular que donen

lloc a la neurodegeneracié que condueix a deméncia (Raz L et al., 2016).
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Figura 10. Neuropatologia vascular de la de demencia. Extret de Raz L et al., 2016.

Les alteracions cerebrovasculars sén freqgiients en persones d’edat avancada
amb demeéncia (Villeneuve S et al.,, 2014). Darrera d’aquestes alteracions
cerebrovasculars hi ha la disfuncié de I'acoblament neurovascular, que causaria
deteriorament cognitiu de tipus vascular subjacent en molts tipus de demeéncies. Les
conseqliencies de la disfuncid neurovascular son la hipoperfusio, alteracions en el
metabolisme cerebral i alteracions hemodinamiques. L’alteracié de les funcions

cognitives és conseqliéncia del dany neuronal produit per alteracions vasculars i
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hipoperfusié cerebral (Honjo K et al., 2012). El desacoblament neurovascular afecta la
resposta hemodinamica i la BHE, que seria una de les possibles causes de la malaltia de
petit vas (Figura 11). Les alteracions hemodinamiques contribueixen a la reduccié del
subministrament de substancies essencials front un increment de la demanda
energetica. Les alteracions de la BHE afecten la funcié astrocitaria que, al seu torn,
dificulta I'intercanvi de fluids i bloqueja la maduracié dels precursors de oligodendrocits,

que impedeix la formacié i la reparacié de la mielina.

L'alteracié de la funcié astrocitaria provoca mort neuronal, donat que els
astrocits donen suport trofic a les neurones. Al seu torn, la mort neuronal produeix la
perdua de mielina. En conjunt, tots aquests esdeveniments es donen en les alteracions
vasculars de la malaltia de petit vas, que es creu que és la principal causa de demencia

vascular.
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Figura 11. Constituents de la NVU i possibles mecanismes patologics de la malaltia de petit vas. Extret de Wardlaw
JM, et al., 2013.
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4, CAUSES DE DEMENCIA

Existeixen diferents causes de demencia que, tot i ser entitats diferents, sén dificils
de distingir. Les classificacions que existeixen sén multiples, perd basicament existeixen
dos grans grups de causes de demeéncia, les proteinopaties neurodegeneratives i les
d’origen vascular. Totes elles tenen en comu que apareixen en edats avancades. L’edat
és un dels factors de risc de deméncia més important i probablement explicaria per qué

sovint es manifesten simultaniament, dificultant aixi el seu diagnostic.

Tot i que aquest treball de tesi doctoral es centra en les deméncies d’origen vascular,
cal fer un breu esment de les proteinopaties neurodegeneratives més importants, entre
les que trobem la malaltia d’Alzheimer, la deméncia per cossos de Lewy, i la demeéncia
frontotemporal. La malaltia d’Alzheimer (AD) és la principal causa de demeéncia al mdn.
Es una proteinopatia dual caracteritzada per la formacié de plaques senils i cabdells
neurofibril-lars (Figura 12). Les plaques senils sén agregats insolubles de proteina A que
es troben a I'espai extracel-lular i a la paret dels vasos. Els cabdells neurofibril-lars sén
agregats intracel-lulars de proteina Tau hiperfosforilada. La AD s’inicia amb una péerdua
de la memoria d’esdeveniments recents i alteracions en la fluéncia semantica perque
aquests agregats inicialment es formen als lobuls temporals. Progressivament les lesions
es van estenent de manera que els simptomes cada cop son més evidents i apareixen
simptomes neuropsiquiatrics que acaben afectant a I'autonomia del pacient. La forma
esporadica d’AD (>95% dels casos) es donen en persones d’entre 80 i 90 anys. En canvi,
la forma familiar constitueix una petita proporcié que s’inicia abans dels 45 anys (<1%).
Tot i anomenar-se forma esporadica també s’han trobat alteracions geneétiques
associades, com I'expressio de I'al-lel €4 de I'apolipoproteina E, també relacionat amb
les demencies d’origen vascular. Sovint les plaques amiloides es troben molt a prop de

vasos sanguinis, afectant la microcirculacié cerebral.
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Figura 12. Evolucid patologica de la malaltia d’Alzheimer. A) Plagques senils i cabdells neurofibril-lars. B) Progressio de
la malaltia en les diferents regions cerebrals. Extret de Masters et al 2015.

La demeéncia per cossos de Lewy (DCL) representa el 10-15% dels casos de demeéncia
esporadica. Es una proteinopatia caracteritzada per la formacié d’inclusions d’a-
sinucleina. Els simptomes primerencs sén el déficit d’atencio, perdua de la funcid
executiva, al-lucinacions i desordres de la son en fase REM. En fases més avancades,
apareixen alteracions en la memoria i simptomes motors parkinsonians i autonomics

(Arnaoutoglou NA et al., 2019).

La demencia frontotemporal (DFT) és un conjunt heterogeni de patologies
neurodegeneratives caracteritzades per un declivi prominent de les conductes socials i
el comportament com desinhibicié, apatia, hiperoralitat i una disfuncié prominent del
llenguatge anomenada afasia primaria progressiva (PPA). Acostuma a manifestar-se en
edats joves. Aquest grup de malalties es caracteritzen per la degeneracio tant de les

estructures corticals com de les subcorticals dels Iobuls temporal i frontal.
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5. DEMENCIA VASCULAR (DV)

El terme deteriorament cognitiu vascular (VCI) fa referéncia a qualsevol grau de
deteriorament cognitiu causat per patologia vascular, des del deteriorament cognitiu
lleu fins a la demeéncia vascular (DV). A diferéncia de la resta de causes de demeéncia, el

VCl no és una proteinopatia.

El dany cerebral vascular acostuma a ser difus perquée no afecta a una regié cerebral
especifica, a diferencia de les deméncies neurodegeneratives per proteinopatia (Van
Der Flier WM et al., 2018). Per aquest motiu, el terme DV inclou un ampli espectre de
manifestacions cliniques heterogénies. No totes les estructures cerebrals sén igual de
sensibles a la lesié vascular, per aixo les manifestacions son heterogénies. Una de les
regions cerebrals particularment sensibles al dany vascular és la substancia blanca

frontal, relacionada amb multiples funcions cognitives.

La DV comparteix algunes caracteristiques amb la malaltia d’Alzheimer (Gorelick PB
et al., 2011; Wu YT et al., 2016; Zaccai J et al., 2006). Les principals eines que permeten
el diagnostic diferencial entre aquestes son les técniques de neuroimatge, que

permeten estudiar les lesions vasculars i quantificar el dany a la substancia blanca.

Segons I’Associacié Americana de malalties cardiovasculars (AHA) i I’Associacid
Americana d’ictus (ASA) i en relacid als criteris diagnostics del DSM-V, el diagnostic de
DV requereix de la combinacié de tests neuropsicologics i de I'estudi de les lesions
vasculars mitjancant diferents modalitats d’imatge per ressonancia magnetica (MRI).
S’apliquen diferents tests neuropsicoldogics com el mini-test d’examinacié de |'estat
mental (Folstein MF et al., 1975), el test d’assessorament cognitiu de Montreal
(Nasreddine ZS et al., 2005) o I’entrevista telefonica per I'avaluacié de I'estat cognitiu
(Barber M i Stott DJ et al., 2004). Mentre que el mini-test d’examinacié de I'estat mental
es va dissenyar per I'avaluacié de pacients amb AD, la resta inclouen eines d’avaluacié
de la funcié executiva. El diagnostic de demeéncia vascular inclou el deteriorament
cognitiu d’almenys dos dominis cognitius (funcid executiva, atencié, memoria,
llenguatge i funcions viso-espacials) que siguin suficientment limitants en I'execucié de
les tasques del dia a dia i la deteccié per MRI de I'extensio, la localitzacid i el tipus de

lesions vasculars.
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Durant molts anys es va atribuir la deméncia vascular a I'esclerosi de les arteries
cerebrals, que causa dany isquemic difus i atrofia cerebral (Jellinger KA, 2006).
Actualment, no es coneix exactament la causa de DV pero s’atribueix a I'alteracié dels
vasos sanguinis cerebrals (ladecola C, 2013). Les alteracions vasculars que causen
deteriorament cognitiu sén multiples, des de les alteracions sistemiques que afecten a
la perfusid cerebral global, fins a alteracions estratégiques o locals que afecten
especificament vasos sanguinis cerebrals, especialment arterioles i vénules. Les
principals lesions cerebrals que es donen com a consequiencia en DV sén: multiples i
discretes lesions isquémiques, lesions difuses a la substancia blanca (leucoaraiosi) i

hemorragies cerebrals, entre d’altres (Figura 13).

. Leukoaraiosis
“lacunar infarcts

‘ Subaciintuuivte

Bilateral Gmtid/ Carotid arteries \
stenosisfocclusion

Figura 13. Lesions vasculars que s'associen a deteriorament cognitiu vascular. Obtinguda de ladecola C, 2013.
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El nombre d’anastomosis disminueix a mesura que |'arbre arterial s’endinsa al
parenquima, de manera que les arteries terminals deixen de tenir connexions entre
elles. Aixd comporta que la oclusié dels petits vasos sigui dificil de compensar, donant
lloc a una reduccié del flux sanguini cerebral (CBF) o hipoperfusid, que explicaria la

formacio de microinfarts cortico-subcorticals.

La hipoperfusié cerebral s’associa a inflamacié i estres oxidatiu (Dong YF et al.,
2011; Juma WM et al., 2011). L’estres oxidatiu induit per factors de risc vascular provoca
disfuncié endotelial, alteracions en la auto-regulacid cerebrovascular, disfuncié de
I’'acoblament neurovascular, deficits de NO, reduccié del CBF conduint a hipoperfusio i
hipoxia tissular (Figura 14). A més, hi ha un increment de la permeabilitat de la BHE com
a consequencia de la disfuncié endotelial que comporta I'extravasacié de proteines
plasmatiques al teixit, com ara I’'albimina o el fibrinogen, entre d’altres. El fibrinogen
activa receptors TLR i CD11b, provocant un increment de la produccié de ROS, de
citocines pro-inflamatories i metaloproteinases (MMP) de la microglia activada, els
astrocits i les cél-lules OPC (Davalos D i Akassoglou K, 2012). La inflamacid, al seu torn,
agreuja el trencament de la BHE i indueix I’expressié de molecules d’adhesié a I'endoteli,
contribuint a I'adhesié leucocitaria i plaquetaria i a la oclusié microvascular (ladecola C

i Anrather J, 2011).
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Figura 14. Mecanismes de dany vascular induits per factors de risc vascular. Extret de ladecola C, 2013.
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Es coneixen molts factors que expliquen per que s’altera la funcié cerebral davant
de les alteracions vasculars, donant lloc a deteriorament cognitiu i demeéncia, pero no es
coneixen completament les causes concretes de la malaltia, fent més dificil el
tractament preventiu o pal-liatiu dels efectes del deteriorament cognitiu de tipus
vascular. A diferéncia de les proteinopaties neurodegeneratives que donen lloc a
demeéncia, no hi ha una diana proteica contra la que es poden produir farmacs i, per
aquest motiu, en demencia vascular, el més efectiu és el control dels factors de risc

vascular com ara la hipertensié amb farmacs anti-hipertensius.

5.1.TIPUS DE LESIONS QUE PODEN CAUSAR DV

La DV es caracteritza per un deteriorament cognitiu que apareix com a conseqiiéncia
d’un dany vascular subclinic o d’haver patit un ictus. S’han definit fins a 6 subtipus de

lesions vasculars (Kalaria RN et al. 2004) que poden causar DV (Figura 15):

I.  Demeéncia vascular associada grans infarts o multiples infarts
II.  Demeéncia vascular associada a multiples infarts petits
Ill.  Demeéncia vascular associada a infarts estrategics
IV.  Demencia vascular associada a hipoperfusio cerebral
V.  Demencia vascular associada a hemorragies cerebrals

VI.  Demencia vascular associada a la malaltia d’Alzheimer (deméncia mixta)

TYPEIII TYPEVI

BRAIN Large infarcts or Multiple small infarcts Strategic vaoperfusnve lesions, Cerebral CcvD pathology with
INJURY cortical infarcts or lacunes infarcts/lacunes haemorrhages
CAUSES LVD; atherosclerosis SVD; microvascular Embohc/'hypertenswe Cardiac arrest; Ml Different angiopathies Str?ke Inpuryband

changes disease aging-related AD
CLINICS Focal signs, stepwise  No or slight focal signs,  Focal signs, stepwise Absence of focal signs,  Focal signs, stepwise Absence of focal signs,

progression insidious progression progression insidious progression progression insidious progression

CONSEQUENCES  MID or cortical VaD SIVD S":'::":’::::“t VCl or VaD Vetor de'c":""a With \;aD with AD pathology

Figura 15. Classificacié dels diferents tipus de deméncia vascular. Modificat a partir de Kalaria RN, 2016.
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Les principals alteracions vasculars que donen lloc a deteriorament cognitiu
vascular son hipoperfusioé cerebral, malaltia de gran vas, angiopatia amiloide cerebral
(CAA) i la malaltia de petit vas (Dichgans M i Leys D, 2017), tal i com s’observa a la Figura
16. Les dues causes més comunes de DV son la malaltia de petit vas i els accidents
cerebrovasculars. D’entre totes aquestes causes possibles destaca la malaltia de petit
vas, associada a alteracions de la BHE que afecten a la homeostasi del teixit cerebral,
vessament de liquid i macromolécules al teixit, i dany cronic a la substancia blanca. La
malaltia de petit vas pot causar microinfarts cortico-subcorticals, ictus lacunars,

hipoperfusid, atrofia hipocampal i esclerosi, que sén caracteristiques de la DV.
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Figura 16. Principals mecanismes patologics subjacents als deteriorament cognitiu vascular. Extret de Dichgans M i
Leys D, 2017.

S’ha descrit que el 48% dels casos de DV presenten malaltia de petit vas, el segon
subtipus més freqlient es deguda a la malaltia de gran vas (33%). El 14 % s’atribueix a
lesions estratégiques al cervell i el 5% restant s’associa a causes indeterminades (Kalaria
RN, 2018). A continuacio es detallaran les lesions vasculars de la malaltia de petit vas i

la malaltia de gran vas, ja que son les causes més freqlients de DV.
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5.2.MALATIA DE PETIT VAS

Una quarta part dels casos dels ictus isquémics es causada per la malaltia de petit
vas, aixi com també és causa comu d’ictus hemorragics, pot produir deteriorament
cognitiu i és la principal causa de demeéncia vascular (Bos D et al., 2018; Kapasi A et al.,
2017; Metacohorts Consortium, 2016). Aquesta malaltia afecta els vasos cerebrals de
petit calibre, incloent les artéries perforants, les arterioles, les venules i els capil-lars

(Pantoni L, 2010).

La malaltia de petit vas (SVD) es caracteritza per produir lesions vasculars com
hiperintensitats de la substancia blanca, infarts lacunars, engruiximent dels espais
perivasculars, microhemorragies, infarts subcorticals i atrofia cerebral (Wardlaw JM et

al., 2013).

La SVD és una malaltia vascular que progressivament altera la connectivitat cerebral
de les xarxes fronto-subcorticals donant lloc a simptomes frontals (Cummings JL, 1993)
com, per exemple, alentiment de la velocitat de processament mental i alteracions en
les funcions executives de manera que es veuen afectades les funcions cognitives,

motores i de la conducta.

El desenvolupament de les técniques de neuroimatge ha permés avancar en el
diagnostic d’aquesta malaltia perd, com és una vasculopatia heterogénia, les lesions que
s’observen per MRI no sén més que la punta de l'iceberg (Auriel E et al., 2014). Tal i
com s’observa a la Figura 17 es coneixen 6 tipus diferents de SVD, segons I'origen de la

lesid vascular (Pantoni L, 2010):

1. SVD causada per factors de risc vascular (especialment, hipertensid) i
associada a I’envelliment: afecta principalment a les arterioles perforants. Es
caracteritza per I'engruiximent de la paret vascular pel diposit de col-lagen i
proteines plasmatiques, perdua de cél-lules de la musculatura llisa i extravasacio
de proteines plasmatiques. A I'inici es presenta com arteriolosclerosi i finalment
es mostra com lipohialinosi, fibrosi i necrosi.

2. SVD per angiopatia amiloide cerebral: es caracteritza per I'acumulacié de [3-
amiloide a les parets vasculars especialment de les arterioles predominantment

de les leptomeninges i de I’escorca. No és freqilient que s’acumuli a les venules
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o als capil-lars. Aquests cumuls provoquen I’'engruiximent de la paret vascular,
perdua de cél-lules de la musculatura llisa i extravasacid de proteines
plasmatiques. Els microateromes i les microhemorragies sovint soén
consequencia de l'angiopatia amiloide. Poden causar isquemies i grans
hemorragies.

SVD hereditaria: sén un conjunt de malalties d’origen geneétic poc freqiients. Un
exemple és la malaltia CADASIL caracteritzada per mutacions al gen NOTCH 3
gue fan que la proteina s"acumuli a les cel-lules musculars llises causant la seva
degeneracid (Mestre H et al.,, 2017). Aquesta alteracid causa accidents
cerebrovasculars recurrents en edats joves i deteriorament cognitiu que pot
conduir a demencia.

SVD inflamatoria i immunologica: la vasculitis és un conjunt de malalties que
estan causades per la inflamacié dels petits vasos. La inflamacio de la paret dels
capil-lars pot causar isquémies i hemorragies amb les conseqlients implicacions
vasculars que suposa aix0 en deméncia. Exemples de malalties que ho poden
produir son la granulomatosi de Wegener o la sindrome de Churg-Strauss.

SVD per col-lagenosi venosa: la col-lagenosi venosa és una malaltia del teixit
conjuntiu on s’acumula el col-lagen tipus I/Ill a la paret de les venes
especialment les venes periventriculars, causant leucoaraiosi i, per tant, també
s’associa a deméncia (Brown WR et al., 2002).

Altres tipus de SVD: sdn tot un conjunt d’alteracions vasculars que no es poden
encabir en cap altre grup. Exemples sén |'angiopatia posterior a la irradiacié o la

degeneracié microvascular no amiloide en I’Alzheimer.
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Figura 17. Lesions patologiques caracteristiques de la malaltia de petit vas. Extret de Cannistraro et al., 2019.

Les formes més comuns de lesions vasculars que donen lloc a la malaltia de petit vas
son les causades per factors de risc vascular com I'arteriolosclerosi, I'angiopatia amiloide
i les formes hereditaries d’origen genetic, la resta de lesions sén poc freqlients

(Cannistraro RJ et al., 2019).

La causa més comuna de SVD sdn els petits infarts lacunars que causen disrupcions
en les fibres de substancia blanca provocant alteracions conductuals. Les alteracions a
la substancia blanca poden detectar-se mitjancant tecniques de MRI, com ara, la imatge

per tensors de difusié (DTI) i aixi, ajudar al diagnostic de la malaltia.

5.3.MALALTIA DE GRAN VAS
L’ictus és una malaltia cerebrovascular causada per una reduccié sobtada del flux
sanguini cerebral (Rothwell PM et al., 2011). Existeixen dues grans causes d’ictus: l'ictus
isquemic i I'ictus hemorragic. El 80% dels casos d’ictus son d’origen isquemic, on es
forma un coagul que oclou un vas sanguini, impedint el correcte subministrament
sanguini al parenquima, i el 20% restant correspon a I'ictus hemorragic, on es trenca un

vas sanguini que condueix al vessament de la sang al parénquima, dificultant el
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subministrament sanguini. La incidéncia de les dues causes d’ictus varia segons el pais,

sent, per exemple, els ictus hemorragics més freqiients a Africa (0’Donnell MJ et al.,

2010). L'ictus és la tercera causa de mort al mon i la principal causa de discapacitat en

adults (Lee S et al., 2011). S’ha millorat molt en el tractament de l'ictus i, per aix0, cada

cop s6n més importants les seves seqiieles (Rothwell PM et al., 2004).

La demeéncia post-ictus és una entitat clinica que defineix qualsevol tipus de

demeéncia que aparegui després de patir un ictus. Aquest tipus de demeéncia té una

etiologia complexa perque inclou alteracions vasculars, alteracions neurodegeneratives

i processos mixtes. La probabilitat de desenvolupar demencia després d’un ictus depen

de la localitzacio, el volum de la lesio, el dany neuronal associat i de la recurréncia de la

malaltia. La demeéncia post-ictus es classifica, en funcié de les lesions vasculars

detectables per neuroimatge, en tres tipus tal i com es mostra a la Figura 18:
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Demencia de tipus I: deméncia associada a I'oclusié d’una artéria gran com a
consequiencia d’un aterotromboembolisme, un cardioembolisme o coagul que
es forma a una arteria fora del cervell i viatja al cervell per produir un embolisme.
Representa el 20-40% dels casos. Els factors de risc d’aquest subtipus sén:
hipertensid, aterosclerosi, malaltia carotidia, cardioembolisme i malalties
cardiovasculars.

Demencia de tipus Il: normalment inclou lesions per aterosclerosi, lipohialinosi,
hipertensid, arteriosclerosi o angiopatia amiloide o per col-lagen. Representa el
40-50% dels casos. Els factors de risc d’aquest subtipus sén: hipertensio,
diabetis, hiperlipémia, hiperhomocisteinemia, malaltia renal cronica, infeccions
i apnea obstructiva de la son.

Demeéncia de tipus lll: esta causada per infarts amb localitzacions estrategiques
com el talem, I'hipocamp i inclou factors de risc com el cardioembolisme, o la
malaltia de petit vas. Es el tipus menys freqiient perqué representa el 10-15%

dels casos.
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Figura 18. Localitzacid dels infarts o canvis tissulars patologics associats a demeéncia post-ictus. Part grisa fosc: part
de I'escorga afectada, part grisa clara: regions de la substancia blanca afectada i cercles negres: microinfarts. Extret

de Kalaria RN et al., 2016.

Haver patit un ictus duplica el risc a patir demeéncia (Allan LM et al., 2011). Es
freqlient que després de patir un ictus, hi hagi una davallada cognitiva. La deméncia
post-ictus no és el mateix que les alteracions cognitives transitories (deliri post-ictus)
que sovint apareixen en la fase aguda de I'ictus (Kalaria RN i Mukaetova-Ladinska, EB.,
2012) i desapareixen amb el temps. La deméncia post-ictus correspon a una malaltia
permanent, per exemple, en persones de menys de 50 anys, el 50% continua presentant
alguna alteracié cognitiva als 10 anys de patir I'ictus (Schaapsmeerders P et al., 2013).
Els pacients que pateixen diferents episodis d’ictus al llarg de la vida, tenen un risc

incrementat a patir deméncia (Prencipe M et al., 1997)
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6. FACTORS DE RISC DE DEMENCIA

No existeix cap tractament per aturar la progressié de la demencia o revertir-la, per
aquest motiu és important la prevencio, actuant sobre els factors de risc. D’entre tots
els factors de risc a patir demeéncia, hi ha un conjunt sobre els que no es pot intervenir
(factors de risc no modificables) i altres sobre els que les intervencions ajuden a reduir

el risc a patir demencia (factors de risc modificables).

La importancia dels factors de risc de demeéncia no és la mateixa, per exemple, entre
els factors de risc no modificables hi ha clares evidéncies de que I'edat o la predisposicié
genética influeixen en el desenvolupament de demeéncia, mentre que hi ha certa
controversia sobre I'efecte del genere en el risc a desenvolupar demencia (Podcasy JL i
Epperson CN, 2016). La diabetis, la hipertensid, el tabaquisme, la hipercolesterolémia,
el sedentarisme o la reserva cognitiva sén alguns exemples de factors de risc
modificables front els que es poden dissenyar estrategies de prevencié primaria o
secundaria. D’entre tot els factors de risc modificables la hipertensié és un dels més

importants en demencia (ladecola, 2014).

6.1.ENVELLIMENT
Amb l'edat, es produeixen un conjunt d’alteracions que comporten un declivi
progressiu de les capacitats fisiques i mentals, augmentant la predisposicié d’emmalaltir

o agreujant les seves conseqliéncies.

L’envelliment no afecta a tots els drgans al mateix temps, un dels primers sistemes
en alterar-se és el sistema circulatori. L'envelliment de la vasculatura és un procés
biologic que es caracteritza per un conjunt de canvis en |'estructura vascular que
condueixen a la rigidesa de les parets arterials produint un canvi funcional a la

vasculatura (Kucharska-Newton AM et al., 2019).

L’envelliment vascular provoca estrés oxidatiu, disfuncié mitocondrial, inflamacié
cronica, inestabilitat genomica, senescencia, alteracions epigenetiques, pérdua de la
homeostasi proteica i disfuncié cel-lular (Harvey A et al., 2016). Tots aquest canvis
condueixen a l'alteracié funcional de la vasculatura, produint alteracions en la

permeabilitat de la BHE, alteracions en el transport vascular i disfuncié vasomotora. En
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conjunt, tots aquests canvis fisiopatologics provoquen I'aparicié de malalties com ara el

dany cognitiu vascular (Ungvari Z et al., 2018).

Les alteracions propies de I'envelliment de la vasculatura sén perjudicials pels
diferents components de la NVU, especialment I'endoteli (Figura 19). A grans trets,
I'estres oxidatiu i la inflamacid, generen canvis moleculars que produeixen disfuncié
cel-lular. En I’'envelliment hi ha una produccié excessiva de radicals lliures d’oxigen (ROS)
i una capacitat reduida de produccié d’agents anti-oxidants (Abdelkarim D et al., 2019).
L'ambient oxidatiu que es genera amb I’envelliment, altera multiples mecanismes
cel-lulars, com ara la resposta inflamatoria (Camici GG et al., 2015). Aixi doncs, I'estrés

oxidatiu i la inflamacio cronica donen lloc al dany cel-lular que caracteritza I'’envelliment.

A Condicions normals B Envelliment

Figura 19. Alteracions cel-lulars i moleculars en I’envelliment vascular. A) Resposta vascular en condicions
normals. B) Resposta vascular en I'envelliment. Adaptat a partir de Abdelkarim D, et al.2019.

Entre totes les alteracions vasculars de I'envelliment, I’estrés oxidatiu, la inflamacié
i la disfuncié mitocondrial condueixen a la disfuncié endotelial (Figura 20). Com a
conseqliencia, es redueix la produccid d’oxid nitric (NO) i s’indueix la sintesi de
molécules vasoconstrictores com endotelina-1 i angiotensina Il. L'endoteli és un dels
principals productors de NO, que és molt important en I'acoblament neurovascular que
regula resposta vasomotora. Amb I’envelliment, es degrada el glicocalix que es troba
recobrint la porcié luminal de I'endoteli, afectant la seva funcié de proteccié front a
microorganismes i la seva funcié anti-coagulant. En I'envelliment, es degrada el
glicocalix, es trenquen les unions estretes, hi ha una major expressié de moléecules que

permeten |'adhesié leucocitaria i, finalment, les cel-lules endotelials moren per
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apoptosi. D’aquesta forma incrementa la funcié anti-coagulant i anti-fibrinolitica. En
conjunt tots aquests canvis alteren els progenitors de cel-lules endotelials, impedint la

regeneracié de I’endoteli (Bermejo-Martinez J et al., 2018).
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Figura 20. Disfuncié endotelial. A) Funcié endotelial normal. B) Alteracié de la funcié endotelial amb I'envelliment.
Extret de Bermejo-Martin et al., 2018.

L'envelliment també produeix alteracions en els components de la matriu
extracel-lular (MEC) que també contribueixen als canvis fisiopatologics que es donen en
els vasos (Duca L et al., 2016). Els components de la MEC s’acumulen a la membrana
basal, s’altera el balan¢ col-lagen/elastina i hi ha un augment de I’activitat de les
metaloproteinases. Hi ha un increment del col-lagen a la paret vascular i la elastina
pateix diferents modificacions, com trencament mecanic, calcificacié, carbamilacié,
glicosilacié o peroxidacid, de forma que esdevé molt fragil i s’acaba degradant. En
condicions normals, la paret vascular esta en continu remodelatge per respondre als
canvis metabolics del teixit en relacié al CBF. Aquest remodelatge és promogut per
canvis en la composicido de la MEC. Aquests canvis es produeixen gracies a |'accié

d’enzims que degraden la MEC, com sén les metaloproteinases (MMP).

Amb I'envelliment també es produeix una disminucié de la capacitat angiogénica
del teixit (Petcu EB et al., 2010) de manera que es redueix la capacitat de compensacié
davant del dany vascular cerebral. En I'envelliment hi ha una reduccid general de la
produccié de factors de creixement i dels seus respectius receptors (Figura 21). Aquest

fet contribueix a la mort de cél-lules de la musculatura llisa i a la degeneracid vascular.

44



INTRODUCCIO

» Reduced Vessel Density

%

N —* Reduced Receptor Expression .*

ﬁ E— ﬁ
(e e "o o]

[Sra™™ SRR awew|
00.@ @@ ®  Reduced Growth Factors —» @ @ @@ @

09 09 ....ﬁ_a e leol o)

Vessel Degeneration

Figura 21. Canvis bioquimics del sistema vascular produits per I'envelliment. Extret de Duca L et al., 2010.

La degeneracié vascular produida per les alteracions de I’envelliment produeix
canvis estructurals que generen, com a conseqliéncia, un conjunt d’alteracions
funcionals, afectant el CBF i I'intercanvi de gasos i nutrients. Per una banda, I'estrés
oxidatiu i la inflamacié desencadenen necrosi cel-lular produint, entre d’altres, disfuncio
endotelial. S’alteren també altres components de la NVU, donant lloc a un augment de
la permeabilitat de la BHE (Figura 22). D’altra banda, els canvis en la composicié de la
paret arterial, com I'alteracioé del balanc col-lagen/elastina, I'augment de la longitud i la
tortuositat del vasos i la reduccié de la densitat microvascular (Li Y et al., 2018; Struys T
et al.,, 2016; Toth P et al., 2014), conduiran a incrementar la rigidesa i la dinamica
vascular. La disfuncié endotelial, 'augment de la permeabilitat de la BHE i la rigidesa de
la paret vascular no només contribuiran a l'alteracié del flux sanguini a través de
I"alteracid de la resposta vasomotora, sind que també influiran sobre els mecanismes
d’intercanvi de gasos i nutrients. D’aquesta manera es veura afectat el CBF i la
biodisponibilitat d’oxigen, generant-se un ambient hipoxic, que afavoreix el

desenvolupament de demencia.
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Figura 22. Estructura de la unié neurovascular i com s’altera amb I'envelliment. Extret de Marques et al., 2013.

6.2.ATEROSCLEROSI

L’aterosclerosi és una malaltia inflamatoria degenerativa que produeix un
enduriment de la paret vascular com a conseqiiéencia d’alteracions en el metabolisme
dels lipids (Figura 23) (Shabir O et al., 2018). L’'aterosclerosi s’associa a
hipercolesterolemia, que gairebé sempre es deu a I'acumulacié de particules de LDL en
sang. En un intent de fagocitar el LDL, els macrofags esdevenen cél-lules espongiformes
i juntament amb components de la matriu extracel-lular (col-lagen), lipids i colesterol i
altres cél-lules inflamatories s’acumulen formant plaques d’ateroma principalment a les
bifurcacions arterials. L'aterosclerosi es caracteritza per la formacié plaques
aterosclerotiques que gradualment produeixen una reduccio de la llum arterial, reduint
el flux sanguini. La reduccié progressiva del flux sanguini a les artéries carotides i
vertebrals pot contribuir al desenvolupament d’ictus i demencia (Donnan GA et al.,
2008). Existeixen molts factors que influeixen sobre el risc a patir aterosclerosi com ara,
algunes isoformes d’apolipoproteina E (ApoE). El déficit d’ApoE contribueix a
I'increment de particules de LDL en sang, que s’oxiden com a consequiéncia de la

resposta inflamatoria i I'estrés oxidatiu que es desencadena.
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Figura 23. Fisiopatologia de I'aterosclerosi. Extret de Shabir O et al., 2018.

ApoE s’associa a hipercolesterolémia i hiperlipemia que, al seu torn,
constitueixen un dels factors de risc que poden conduir a aterosclerosi i a deméncia. A
nivell sistémic es principalment produida pels macrofags del fetge i forma part de les
particules de quilomicrons que permeten transportar colesterol i triglicérids als
diferents teixits (Figura 24). S’ha descrit que al sistema nervids central es produida

principalment pels astrocits (Bu G, 2009).
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Figura 24. Estructura i composicié dels quilomicrons i estructura 3D de |'apolipoproteina E amb les corresponents
isoformes. Adaptat de Mahley RW 2016.

47



INTRODUCCIO

El gen APOE es troba al cromosoma 19 i dona lloc a una proteina constituida per
299 aminoacids d’una massa molecular d’aproximadament 34 kDa (Farrer LA et al.,
1997). La proteina ApoE té tres dominis: domini N-terminal o domini d’unid als receptors
de LDL (residus 136-150), domini frontissa i domini C-terminal o d’uni als lipids (residus
244-272), que determina I'afinitat d’unid als lipids. Al domini C-terminal es produeixen
mutacions en els residus 112 i 158 que donen lloc a les tres isoformes que es coneixen
(Figura 25): €2, €3 i €4 (Mahley RW, 2016). La isoforma més freqiient és Apo-E3, seguida
de Apo-E4 i, en ultim lloc hi ha Apo-E2. Mentre que la isoforma Apo-E2 s’associa a una
reduccio del risc a patir demeéncia, la isoforma Apo-E4 s’associa a un increment del risc

a patir demeéncia i deteriorament cognitiu (Berlau DJ et al., 2009).

Receptor binding Lipid binding
136 150 457 206 244 272 299

R0 e B

Helix 1 Helix 2  Helix 3 Helix 4

Isoform-specific Allele
amino acid difference frequency (%)
112 158 [General AD
Apo-E2 Cys Cys 8.4 3.9
Apo-E3 Cys Arg 77.9 59.4
Apo-E4 Arg Arg 137 36.7

Figura 25. Estructura del gen APOE i isoformes €2, €3 i €4. Extret de Liu CC et al., 2013.

S’han descrit multiples funcions sistemiques i al sistema nervids (Figura 26)
d’aquesta proteina. ApoE s’associa a deteriorament cognitiu i malaltia d’Alzheimer (Liu
CCetal.,, 2013). També s’ha associat a ictus i deteriorament cognitiu vascular per la seva
implicacié en la regeneracié de mielina (Herz J i Beffert U, 2000). ApoE promou la
supervivencia cel-lular i la plasticitat sinaptica (Zhou M et al., 2000). Esta implicada en la
sintesi i I'eliminacié d’AB (Selkoe DJ, 1999; Sinha S et al., 1999), i contribueix a mantenir

la estabilitzacid dels microtubuls (Genis | et al., 1995; Hiesberger T et al., 1999).
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Figura 26. Efectes de I'apolipoproteina E al cervell. Extret de Herz J and Beffert U, 2000.
6.3.HIPERTENSIO
La hipertensid és una malaltia cronica en la que hi ha un increment sostingut de la
pressié arterial (2140 mmHg) que causa dany als vasos sanguinis (Faraci, FM 2005). Les
alteracions vasculars produides per la hipertensid, principalment per estrés oxidatiu
(Escobales N i Crespo MJ 2005), poden provocar alteracions cognitives com ara una
menor capacitat de raonament, alteracions de memoria, deéficits atencionals i

alentiment del processament mental (Elias MF et al., 2012).

Les persones d’edat avangada, tenen una pressid sanguinia elevada per compensar
les alteracions propies de I’envelliment i poder continuar subministrant suficient oxigen
i nutrients a tots els organs. Existeix cert debat sobre si la hipertensid és causa o
conseqliencia de la demencia. Dels estudis clinics, s’ha determinat que la hipertensio
influeix sobre el risc de patir deméncia pero, mentre que hi ha persones amb demeéncia
que tenen una historia clinica prévia d’hipertensio (Skoog | et al., 1996), hi ha altres que

la desenvolupen durant el transcurs de la malaltia (Tzourio C et al., 2014).

Un dels organs més sensibles a I'increment sostingut de la pressié arterial és el
cervell perquée altera els seus mecanismes de regulacié del CBF. La hipertensid
incrementa el risc a patir deméncia a través de diferents mecanismes com soén la
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disfuncid microvascular, la disfuncié endotelial, la atrofia cortical i I"'acumulacié

d’amiloide.

e Induccid de disfuncidé microvascular provocant danys a la substancia blanca,
microinfarts i microhemorragies. La hipertensié desregula el flux sanguini cerebral
provocant alteracions estructurals i funcionals que promouen dany isquémic (Faraco
Giladecola C, 2013).

e Alteracié de la funcié endotelial, afectant aixi la resposta d’hiperémia funcional. La
hipertensié desequilibra el balang entre la sintesi de molecules vasoconstrictores i
molecules vasodilatadores. La produccid de substancies vasoconstrictores com
I’endotelina-1 o I'angiotensina Il promouen l'increment de ROS (estrées oxidatiu). El
dany cerebrovascular promogut per molécules vasoconstrictores com endotelina-1
i angiotensina-ll s’associa a un increment del risc a patir deméncia (De Silva TM i
Faraci FM, 2012).

e Possible desenvolupament d’atrofia cortical. S’ha demostrat que la hipertensio
condueix a una reduccié del volum de substancia grisa selectivament al |obul frontal
esquerre (Celle S et al., 2012).

e Increment de I'acumulacié d’amiloide. La hipertensié és també un factor de risc pel
desenvolupament d’AD perque el dany microvascular provocat pels microinfartsiles
microhemorragies causades per la hipertensié poden contribuir a I'augment de

I'acumulacio d’amiloide i alterar la seva eliminacié (ladecola C, 2014).

Un increment sostingut de la pressio arterial té efectes sobre la estructura dels vasos
cerebrals (Scuteri A et al., 2011). La hipertensié indueix remodelatge arterial adaptatiu
gue pot ser hipertrofic o eutrofic (Figura 27). El remodelatge hipertrofic consisteix en
I’engruiximent de la tunica mitja cap al lumen amb el conseqiient reduccid de la llum del
vas. També hi ha un increment de la mida de les cel-lules musculars llises i acumulacid
de molecules de la matriu extracel-lular (MEC) com el col-lagen i la fibronectina. El
remodelatge eutrofic consisteix en una reorganitzacié de les cél-lules musculars llises
gue comporta una reduccié dels diametres intern i extern. En aquest cas, no hi ha
practicament canvi en la mida de les cél-lules musculars llises. La reduccié del diametre
intern és conseqiiéncia de la reorganitzacié cel-lular i dels components de la MEC, que

s’acompanya d’apoptosi a la part més externa de la paret vascular i de la substitucio del
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components per components fibrohialins. En global el remodelatge per hipertensio
produeix una reduccié de la llum del vas, un increment de la resisténcia vascular i un

debilitament de la paret vascular.
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Figura 27. Remodelatge arterial induit per I'increment sostingut de la pressié arterial: remodelatge hipertrofic i
remodelatge eutrofic. extret de Faraco G i ladecola C, 2013.
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7. TRACTAMENT DE LA DEMENCIA

Les manifestacions cliniques de les persones que tenen deméncia sén heterogenies
tant pel que fa al seu inici com per a la seva progressid. A més, els pacients no sempre
comparteixen factors de risc, ni els afecta de la mateixa manera a tots. Donada la gran
variabilitat de causes i de factors de risc que existeixen, I'abordatge del tractament de
la demencia es fa dificil. Existeixen diferents intervencions farmacologiques i psico-
socials que tenen com a objectiu controlar els factors de risc, reduir els simptomes
cognitius i gestionar els simptomes neuropsiquiatrics, perd no hi ha un tractament
efectiu que eviti la progressio de la malaltia. Per totes aquestes raons, és necessari el

desenvolupament d’eines de diagnostic precocg, que permetin testar nous farmacs.

Una part dels casos de demencia es podrien prevenir actuant sobre els factors de
risc que predisposen a patir-la (Figura 28). En part, les intervencions farmacologiques i

la terapia psico-social van fonamentalment dirigides a modificar-los.
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vascular, neurotox|
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Treatment of diabetes, ~ diet Non-steraidal
hypertension, and high anti-inflammatories
serum cholesterol

Figura 28. Exemples d’estrategies preventives i els mecanismes cerebrals associats. Extret de Livingston G et al., 2017.

La modificacié dels principals factors de risc de demeéncia (diabetis, hipertensio,
obesitat, depressio, nivell d’educacio, pérdues auditives, activitat fisica i contacte social)
es traduiria en un gran efecte sobre la carrega global de la deméncia que, al seu torn,
tindria grans repercussions sobre les despeses socio-sanitaries (Matthews FE et al.,

2016).
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S’han provat diferents aproximacions farmacologiques per modular factors de risc
de deméncia, com ara farmacs anti-hipertensius, anti-inflamatoris no esteroideus
(NSAIDs), hipoglucemiants, estatines, entre d’altres, perd només han mostrat un subtil
efecte beneficids alguns farmacs anti-hipertensius com la indapemida (McGuinness B et

al., 2009).

Es necessari fer un bon diagnostic de la causa de deméncia i els factors de risc
gue presenta el pacient per tal de dissenyar el tractament més efectiu possible degut a
la manca d’una intervencié que permeti aturar la progressié de la demencia. Els
tractaments farmacologics que existeixen actualment serveixen per potenciar la funcié

cognitiva i gestionar la simptomatologia psiquiatrica.

Existeixen diferents farmacs que potencien la funcié cognitiva, exemples sén els
inhibidors de la colinesterasa (donezepil, galantamina i rivastigmina) i el Memantine.
Els farmacs inhibidors de la colinesterasa contribueixen a restablir el deéficit
d’acetilcolina degut a la pérdua de neurones del nucli basal de Meynert i de I'area septal
central inhibint I'enzim acetilcolinesterasa (Bartus RT et al., 1982). El farmac Memantine
redueix la neurotoxicitat produida per I'excés d’alliberacié de glutamat (Greenamyre JT
et al., 1988) ja que és un modulador no competitiu dels receptors NMDA (Butterfield DA
i Pocernich CB, 2003). Tot i que tenen efectes adversos, la seva combinacio és segura i,
si no s’administren, poden produir un increment de les manifestacions psiquiatriques,
deteriorament cognitiu i funcional i duplicacié del risc d’hospitalitzacié (Howard R et al.,

2012)(Howard R et al., 2015).

Els simptomes psiquiatrics en pacients amb demeéncia s’associen a més
problemes per les cures dels pacients i el seus cuidadors, més ingressos hospitalaris, un
deteriorament cognitiu més rapid i major mortalitat (Zahodne LB et al., 2015). S’ha
descrit que els farmacs anti-psicotics poden causar dany als pacients amb demeéncia, per
aixo es recomana reemplacar-los per benzodiacepines (Maust DT et al., 2015; Coupland
C et al., 2011). Només en el cas d’angoixa s’administren farmacs antipsicotics. El
citalopram es recomana en els casos d’agitacié (Coupland C et al., 2011). Els pacients
amb demeéncia poden patir també depressié. Només es recomanen els anti-depressius

guan el pacient no respon a la terapia psicologica perque la depressio en pacients amb
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demencia és diferent a la depressid com a tal, ja que s’alteren molts sistemes de
neurotransmissid, i no sempre coincideixen amb els de la depressié estandard (Zubenko
GS, Moossy J, 1988). Els trastorns de la son també sén freqlients en persones amb
demeéncia i per la seva gestié es recomanen un conjunt de mesures d’higiene de la son
(activitat fisica i terapia de llum) combinades amb farmacs psicotropics com les
benzodiacepines (Bourgeois J et al., 2014). Per la gestid dels simptomes psiquiatrics es
recomanen intervencions psicologiques i socials per millorar la comunicacié (Chenoweth
L et al., 2009), terapia ocupacional i altres activitats fisiques (Teri L et al., 2008), terapia
musical (Sung H et al., 2012) i només es recomanen les intervencions farmacologiques
quan el risc d’auto-lesié és molt alt i la resta d’intervencions no han estat utils (Ballard

CiHoward R 2006).

La manca d’efectivitat dels tractaments per la demeéncia en I'alentiment de la seva
progressid ha conduit a estudiar terapies alternatives o pseudocientifiques, com ara
I’entrenament cognitiu, I'exercici, les intervencions psico-socials i els suplements
alimentaris. La reserva cognitiva es pot modelar amb intervencions cognitives
(Valenzuela MJ and Sachdev P, 2006), cosa que ha obert un camp d’intervencié en les
persones amb demeéncia prometedor (Reijnders J et al., 2013). L’exercici pot ser
beneficids en demeéncia de forma indirecta pels seus efectes beneficiosos sobre
diferents factors de risc de demencia, com ara |'obesitat, la hipertensid, la diabetis o la
funcié cardiovascular o de forma directa pels seus efectes neurologics ( Jensen CS et al.,
2015), com ara lincrement de la neurogénesi, del flux sanguini cerebral i les
concentracions de BDNF (Leckie RL et al., 2014). Tot i aix0, els resultats obtinguts en els
estudis longitudinals han estat poc exitosos. Malgrat s’ha demostrat que l'aillament
social incrementa el risc a patir demeéncia (Sundstrom A et al., 2016), les persones amb
problemes de memoria subjectius no milloren amb la intervencié social (Cohen-
Mansfield J et al., 2015). S’han desenvolupat nombrosos suplements alimentaris per
complementar la dieta de persones amb demeéncia, que tenen déficits nutricionals.
Molts d’ells tenen efectes secundaris digestius i contenen vitamines com la vitamina B
o la vitamina E, amb coneguts efectes antioxidants, que han mostrat efectes en la

reduccio del risc a patir deméncia vascular (Cavalieri M et al., 2012) i sobre la progressio
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de les lesions de substancia blanca en persones amb factors de risc cardiovascular

(Gopalan Y et al., 2014).

8. EINES DIAGNOSTIQUES EN DEMENCIA

La demeéncia és una sindrome estretament lligada a I’edat, perd evidentment no
totes les persones patiran demeéncia a I’'envellir. Coneixer els canvis que es produeixen
amb I'envelliment al cervell poden ajudar a millorar el diagnostic i la prevencié de la
malaltia. Existeixen factors de risc que predisposen a patir demeéencia com la hipertensié
o I'aterosclerosi. Tant la hipertensié com I'aterosclerosi son factors de risc de demeéncia

perque sén patologies que alteren la composicid i la funcié de la vasculatura.

Els grans avencos en el camp de la demeéncia van arribar al segle XX, quan els
estudis d’histologia van permetre identificar lesions caracteristiques dels diferents tipus
de demeéncies. En aquell moment, s’utilitzaven tests per avaluar la funcié
neuropsicologica i s’extreien dades que indicaven una probabilitat més elevada que la
mitjana poblacional de patir deméncia. El diagnostic definitiu no s’obtenia fins que es
feia una avaluacié histopatologica del teixit post-mortem. Al llarg del segle XX es van
desenvolupar diferents técniques bioquimiques que van permetre determinar la
composicid bioquimica de les alteracions patologiques caracteristiques de les
proteinopaties. S’"han dedicat molts recursos a trobar marcadors bioquimics per cada
tipus de demencia i, aixi, facilitar el seu diagnostic. Els marcadors bioquimics tenen
diferents limitacions, com ara que es troben en concentracions baixes en sang i al LCR, i

no sén exclusius d’una patologia concreta.

Encara que els components al LCR reflecteixen de forma directa els canvis en els
processos metabolics del cervell, la obtencié de LCR es realitza per puncié lumbar, un
meétode que implica cert risc. Tot i aix0, hi ha evidencies de que biomarcadors com Tau
total (tTAU), Tau hiperfosforilada (pTAU) i la forma de 42 aminoacids del B-amiloide
poden identificar de forma eficient la malaltia d’Alzheimer en fases inicials (Hansson O

et al., 2006).

Els biomarcadors de deméncia en sang presenten una concentracié encara més
baixa que al LCR perque la BHE és un factor limitant de la seva sortida al torrent sanguini,

cosa que limita la estandarditzacié de les seves mesures en sang. No son exclusius
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d’alteracions al cervell. Un exemple del que s’ha explicat anteriorment és la proteina C
reactiva, que incrementa en sang en demeéncia (Xu G et al.,, 2009), perd no és un
marcador exclusiu d’aquesta malaltia (Yao ZY et al., 2019) perqué també s’incrementa
en altres patologies, com per exemple cancer, diabetis o malaltia cardiovascular (Wei M
et al., 2017), donat que és un marcador d’inflamacié. Per altra banda, hi ha evidéncies

de que no s’altera en la malaltia d’Alzheimer (Teunissen CE et al., 2002)

L’estudi del parenquima cerebral, fa 100 anys, era molt limitat perqué el crani
dificultava la obtencié d’informacié del que hi ha a l'interior. Per superar aquesta
limitacio van apareixer técniques que, de forma indirecta i invasiva, permeten
determinar 'estructura anatomica del cervell com ara, la arteriografia cerebral o la
pneumoencefalografia. L'estudi acurat de |'estructura anatomica del cervell de forma
no invasiva va ser possible a partir dels anys 70, amb el desenvolupament del TAC i de

la MRI.

La necessitat de desenvolupar altres técniques per suplementar la informacid
gue aporten els biomarcadors bioquimics ha precipitat la recerca d’altres eines
diagnostiques. Un altre exemple d’eines diagnostiques son les tecniques de
neuroimatge, que també poden contribuir a I'estudi de les lesions vasculars en
I’envelliment, I'aterosclerosi, la hipertensié o la hipoperfusié al cervell. De la mateixa
manera que els biomarcadors bioquimics, les teécniques de neuroimatge tampoc sén
considerades invasives pero, a diferéncia d’aquests, tenen un cost més elevat i menor
disponibilitat, pero, per contra, aporten informacié anatomica. S6n considerades
fonamentals en el coneixement de les manifestacions i la etiopatogénia de la deméncia.
Entre les técniques de neuroimatge més emprades trobem tomografia per emissié de
positrons (PET), tomografia d’emissié d’un Unic positré (SPECT), tomografia axial

computeritzada (TAC) i imatge per ressonancia (MRI).

El PET és una técnica d’'imatge analitica que es basa en el marcatge de compostos
moleculars mitjancant radioisotops, per obtenir imatges i mesurar canvis en processos
biologics. Els principals emissors de positrons utilitzats sén: Cu, Zn, Br, Rb, I, P, Fe i Ga
(Phelps ME, 2000). Tot i que existeixen marcadors de PET per la malaltia d’Alzheimer
com, per exemple, el FDG-PET que detecta una reduccié en la captacié de glucosa
utilitzant 18-fluorodeoxiglucosa (FDG) o 18F-FDG (Cunningham EL et al., 2015), encara
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no s’han descrit bons marcadors per la deteccié de deméncia vascular per PET. No
obstant, el PET pot ser interessant per descartar altres tipus de deméncia com la malaltia

d’Alzheimer.

Alteracions com canvis en la perfusié cerebral en AD o la formacié de cossos de
Lewy (agregats d’a-sinucleina) es poden estudiar mitjancant SPECT. El SPECT és una
tecnica d’'imatge computeritzada que utilitza radiacié gamma per obtenir imatges d’alta
resolucié de I'interior de I'organisme. Es una de les técniques menys disponible en la
practica clinica, cosa que la converteix en una eina costosa (Radili B et al., 2019). La
reduccid de la perfusié cerebral en AD es pot estudiar mitjangant 99mTC-HMPAO o
99mTcECD (Foster NL et al., 2007; Valotassiou V et al., 2012, 2015) i la reduccio de la
captacié de dopamina al caudat-putamen en demencia per cossos de Lewy es pot
detectar amb SPECT (FP-CIT) mitjancant el tracador radioactiu ioflupa 123 (*231) (Ishii K,
2020). Tot i que encara no s’han descrit bons marcadors per la deteccié de deméncia
vascular per SPECT, aquesta técnica pot utilitzar-se per descartar altres tipus de

demeéncia com la deméncia per cossos de Lewy o la malaltia d’Alzheimer.

Es necessiten metodes d’imatge que ens indiquin les alteracions metaboliques i
hemodinamiques, pero també anatomiques d’alta resolucid. Les principal técniques
d’imatge que s'utilitzen de forma rutinaria en clinica per I'estudi de les alteracions
vasculars associades a la deméncia vascular sén el TAC i la MRI. Ambdues proporcionen
coneixement anatomic tant d’estructures del parénquima com de les estructures que

envolten el parenquima.

El TAC és una eina diagnostica per imatge que permet obtenir imatges de
I'interior de l'organisme utilitzant radiacidé, concretament mitjancant rajos X. En
comparacio a la MRI, el TAC és més assequible, rapid i econdmic. L'obtencié d’imatges
per TAC depén de la densitat d’electrons i les taxes d’absorcié dels rajos X en els
diferents teixits. El TAC és util per detectar la preséncia de causes de demencia
tractables, reversibles o modificables (Filippi M et al., 2012; Knopman DS et al., 2001;
Masdeu JC & Pascual B, 2008), pero té menys resolucié espacial i anatomica que la MRI
i, per tant, és menys sensible en detectar atrofia i malaltia cerebrovascular en fases més

inicials, particularment a la substancia blanca (Roman G i Pascual B, 2012).

57



INTRODUCCIO

La MRI té menor disponibilitat, més incompatibilitats (marcapassos i
claustrofobia, principalment) i més quantitat d’artefactes perque el pacient ha d’estar
més temps quiet. La MRI és multimodal, és a dir, una técnica amb moltes seqliéncies
diferents per estudiar diferents alteracions cerebrals. Aporta més informacié del
parénquima i de les estructures vasculars perque té una millor resolucié de teixits tous,
per la seva capacitat multiplanar. A diferencia del TAC, permet estudiar també
parametres funcionals. La MRI utilitza els canvis induits per un camp magneéetic que altera
la posicid del spin de I'atom d’hidrogen en el seu propi eix. El canvi de les propietats dels
protons de les molécules d’aigua més la petita diferencia en I'energia produida pel canvi

de posicid del spin dels protons s’utilitza per fer una reconstruccié 3D del teixit.

Existeixen diferents seqiieéncies de MRI per I'estudi de les patologies cerebrals.
Totes elles son importants i aporten informacio rellevant per al diagnostic, el pronostic
o el monitoratge de patologies en un determinat moment de la seva progressid. Entre
les diferents seqiiéncies que s’utilitzen en la practica clinica i en recerca basica hi ha una
equivaléncia, cosa que ddéna un elevat poder traslacional a les tecniques de
neuroimatge. De fet, les técniques de neuroimatge es van desenvolupar inicialment per
la practica clinica i, posteriorment, es van adaptar per als estudis experimentals. A més,
permeten fer estudis longitudinals en recerca basica on I'animal d’experimentacid
esdevé el seu propi control. Aixd permet, per una banda reduir el nombre d’animals
necessaris i per una altra augmentar la fiabilitat i potéencia estadistica dels estudis. La
malaltia de petit vas, que és una de les causes més freqlients de deméncia vascular (De
Leeuw FE et al., 2001; Pantoni, 2010), és un exemple de malaltia que es pot estudiar per
MRI gracies a la seva multimodalitat. Tal i com es mostra a la Figura 29, les diferents
alteracions vasculars es poden estudiar mitjancant seqliencies multimodals com les
sequencies FLAIR (fluid-attenuated inversion recovery), T2, T1, SWI (Susceptibility

weighted imaging) o DWI (difussion weighted imaging).
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FLAIR FLAIR

Figura 29. Lesions vasculars produides per la malaltia de petit vas detectables per MRI. Extret de Ter Telgte A et al.,
2018.

Encara que la causa de la deméncia vascular és en part desconeguda, es creu que
es poden donar alteracions en els principals vasos que irriguen el cervell, causant
alteracions en el flux sanguini. Les alteracions del flux sanguini explicarien la formacié
d’infarts, que es poden detectar utilitzant les imatges amb pes T2, possibles canvis en la
microvasculatura, lesions a la substancia blanca, que es poden estudiar utilitzant

imatges T2* i imatge per tensors de difusio, respectivament.

Per obtenir imatges de MRI experimentals de bona resolucié i comparables a la
gue s’obté en pacients, es necessiten alts camps magnétics, degut al reduit tamany dels

cervells en animals d’experimentacid, entre d’altres raons.

La angiografia cerebral genera un angiograma, que és una imatge que s’utilitza
per estudiar alteracions en el vasos principals que irriguen el cervell, és a dir, vasos grans.
Aguestes alteracions sovint sén causa d’ictus isquémics i hemorragics. La angiografia es
pot realitzar amb TAC o amb MRI. Utilitzant el TAC és imprescindible I'administracié de
contrast. Per MRI, es poden estudiar el vasos sanguinis cerebrals sense necessitat
d’injectar un agent de contrast endovends. La técnica d’angiografia sense contrast més
utilitzada és I'angiografia time-of-flight (TOF) (Gallart, 2014; Miyazaki M & Lee VS, 2008).
L’angiografia TOF consisteix en emetre polsos de radiofreqiiéncia per excitar els protons
dels teixits. Els protons dels teixits estacionaris es visualitzen saturats degut a la repeticid
continua dels polsos de radiofreqiiencia de forma que es redueix la seva intensitat
(Figura 30A). Els protons no estacionaris dels teixits (en moviment), com els que
constitueixen la sang, no s’exciten i, per tant, no es saturen, generant un senyal d’alta

intensitat. La diferencia de saturacié entre protons de teixits estacionaris i els dels teixits
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no estacionaris permet distingir el flux sanguini de la resta de teixits (Figura 30B) i, per
tant, I'obtencid d’imatges vasculars contrastades. La intensitat del senyal del vas depen

del gruix del tall, el temps de repeticid, del T1 i de la velocitat de flux (Figura 30C).
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Figura 30. Esquema representatiu de les bases fisiques de I'angiografia TOF. Extret de Gallart PV et al 2014.

L’estudi de la dinamica de la perfusid cerebral es fa principalment per dues vies:
injeccié del contrast intravends gadolini o sense injeccié de contrast, és a dir, utilitzant
les propietats de la sang com agent de contrast (perfusié Arterial Spin Labelling (ASL)).
Aporta informacié hemodinamica del CBF a la microcirculaciéd cerebral. Les
caracteristiques paramagnétiques del gadolini, contrast endovends utilitzat en la
practica clinica, causa augment en la intensitat de senyal al seu primer pas per la xarxa
capil-lar cerebral. Amb aquesta informacid es poden obtenir mapes de temps de transit
mig, de volum de sang i de flux sanguini. Breument, la perfusié amb gadolini consisteix
en injectar el gadolini intravends, que passa pel cor i d’aqui al sistema arterial i al cervell,
produint 'augment del senyal. A partir del maxim d’intensitat, el gadolini retorna al
sistema vends progressivament. D’aquesta dinamica s’obtenen els mapes esmentats
anteriorment. Estudis semblants es poden fer amb TAC pero amb menor volum de teixit
cerebral i amb importants dosis de radiacié. Mentre que la primera seqiiéncia s’utilitza
majoritariament en clinica, la perfusié ASL s’utilitza més en recerca basica. La perfusié
ASL es basa en realitzar un marcatge magnétic dels protons de I'aigua presents a la sang
arterial, que s’utilitzen com a marcador endogen. Breument, la ASL consisteix en
I'obtencié d’una imatge amb marcatge i una imatge control, que tenen els mateixos
senyals estatics pero la magnetitzacié de la sang que flueix és diferent. Les molecules
d’aigua es marquen utilitzant un pols de radiofreqiiéncia que satura els protons de
I'aigua (Figura 31). S’extreu el senyal estatic restant la imatge marcada i la control. El

senyals romanents corresponen a la perfusid, que és proporcional al CBF. En comparacié
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amb altres tecniques que mesuren la perfusid, la perfusid ASL és ideal per recerca i per
estudis clinics perque no és invasiva i permet realitzar quantificacions relatives i, fins i

tot, absolutes de la perfusio.

A selective inversion B glopal Inversion

image slice =

Figura 31. Inversid selectiva i global per la obtencié de la imatge de perfusid ASL. A) Primeres series T1 utilitzant la
inversio selectiva. La imatge invertida coincideix amb el tall de mesura, encara que pot ser una mica més gruixut. B)
Subseqlients séries T1 utilitzant la inversid no-selectiva. El volum actiu de la radiofreqiiéncia, el ressonador i el perfil
del pols d’inversié determinen el volum d’inversié. Extret del Manual d’aplicacié de MRI Bruker.

Alteracions del CBF poden produir infarts i hemorragies. Les seqiieéncies FLAIR
(fluid-attenuated inversion recovery) i les seqiiéncies ponderades en T2 en gradient eco
(GE) sén especialment utils en I'estudi de pacients amb microangiopatia. La seqiiéncia
FLAIR esta molt potenciada en T2 amb supressio del senyal del LCR i permet detectar
millor les lesions adjacents als ventricles, als espais subaracnoideus o als espais
perivasculars de Virchow-Robin. La seqiiencia T2-GE és util en pacients amb deméncia
vascular perqué permet detectar microhemorragies croniques (disminucié del senyal
T2). Les seqliencies T2*, molt utilitzades per estudiar la transformacié hemorragica
després de patir un ictus isquemic (Hermier M et al., 2001), també poden aportar
informacié que pot contribuir a I’estudi d’hemorragies. La imatge T2* és una seqliencia
GE ponderada en T2, uatil en la detecci6 d’hemorragies perque detecta deposits
ferromagneétics d’hemosiderina (Figura 32), tant en clinica i com en estudis

experimentals per I’estudi d’hemorragies (Taylor EN et al., 2020).

Possibles canvis en la microvasculatura es poden estudiar mitjancant I'obtencio
de mapes Q (Wu EX et al., 2004), que s’aconsegueixen combinant mapes T2 i mapes T2*
abans i després de la injeccio de contrast de microparticules de ferro (els detalls tecnics

de la obtencio d’aquests mapes s’explicaran a I'apartat de materials i metodes).
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Figura 32. Estudi de microhemorragies cerebrals per MRI. A) Microhemorragies cerebrals en pacient amb malaltia
de petit vas detectables per seqiiencies T2* W. Extret de (Ter Telgte A et al., 2018). B) Microhemorragies cerebrals
al talem d’un ratoli de 25 mesos detectables utilitzant seqliencies T2*W. Extret de (Taylor EN et al., 2020).

A part de les imatges amb pes T2, la deteccié d’infarts en clinica es pot realitzar
mitjancant la imatge de difusié (Figura 33). La imatge per difusié detecta la restriccio de
la normal difusié microscopica de les molécules d’aigua. En els primers dies després de
I'infart (7-14 dies) es genera edema citotoxic, que provoca canvis intracel-lulars i
extracel-lulars, causant una restricciéo del moviment lliure de I'aigua al teixit isquémic.
Aquesta alteracié es manifesta com una hiperintensitat a les imatges de difusié i com
una hipointensitat al mapa del coeficient de difusié aparent de I'aigua (ADC). En les
sequiencies T2 spin eco (SE), I'infart es detecta com una zona hiperintensa degut a
I'edema. La imatge per difusié és més informativa en la fase hiperaguda de la lesié que

la imatge per T2-SE.

Figura 33. Estudi d’infarts cerebrals per MRI. A) Petits infarts subcorticals recents en pacient amb malaltia de petit
vas detectables per sequiéncies DWI. Extret de (Ter Telgte A et al., 2018). B) Infart subcortical en un ratoli subjecte a
estenosi asimétrica bilateral de I'artéria carotida (ACAS) . Extret de (Hattori Y et al., 2015).

La leucoaraiosi (del grec leuko = blanc i araios = rarefaccié) fa referéncia a un
conjunt d’anomalies de la substancia blanca detectables per neuroimatge, que

apareixen predominantment a la regié periventricular, especialment en persones d’edat
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avancada (Ben-Assayag E et al., 2012; Zagrajek MM i Pokryszko-Dragan A, 2005). La

leucoaraiosi s’associa a deteriorament cognitiu i demencia vascular (O’Sullivan M, 2008).

Per veure I'afectacio de les fibres nervioses, es fa servir una altra técnica de
difusié anomenada imatge per tensors de difusié (DTI) (Le Bihan D, 2003). En estudis en
persones d’edat avancada i amb factors de risc vascular, les imatges de DTl mostren
lesions isquémiques a la microestructura de la substancia blanca quan encara no sén
visibles amb altres técniques d’imatge convencional (O’Sullivan M et al., 2004). EI DTl va
ser descrit a mitjans dels anys 90 com una eina que permetia avaluar el grau
d’organitzacid dels axons in vivo al cervell (Basser P et al., 1994). El principi que governa
aquesta tecnica és el moviment brownia de I'aigua (figura 34). En un entorn sense
restriccions, I'aigua es mou lliurement en totes les direccions donant lloc a una
probabilitat de distribucid circular anomenada difusié isotropica (figura 34A). En la
difusié isotropica, la probabilitat de que les molécules d’aigua viatgin del centre a
gualsevol punt extern és la mateixa, sense tenir en compte la gravetat. En un teixit, les
cél-lules limiten el moviment de les molécules d’aigua amb un eix de direccié preferent
o tensor (figura 34A). A la substancia blanca, fonamentalment composada d’axons
recoberts de mielina, els protons de les molécules d’aigua tenen una direccié preferent,
s’acostumen a moure al llarg o cap a la part externa (figura 34B). Breument, del DTI
s’extreuen diferents parametres probabilistics, com I'anisotropia funcional (FA), la
difusié mitja (MD), la difusio radial (RD) i la difusié axial (AD), que permeten estudiar la
connectivitat estructural. FA és un valor probabilistic que va del 0 a I'1 i que indica el
grau d’organitzacié de les fibres, sent valors propers a 0 els que indiquen degeneracié
axonal (Mdiller MJ et al., 2005). La MD és una mesura global del desplacament de les
molécules d’aigua. Uns valors alts de MD indiquen menys organitzacié de les fibres,
probablement com a conseqtiéncia de pérdues de neurones, d’axons i d’arboritzacions
dendritiques. AD reflexa la difusié paral-lela a la fibra axonal. Quan els valors d’AD sén
baixos, podrien indicar dany axonal, menor calibre de I'axd o menor organitzacié de
I'orientacio de I’'axd perque AD no esta influenciat pel procés de mielinitzacio (Song SK
et al., 2005). En canvi, el RD reflexa la difusié perpendicular a I'axd i, per tant, esta més
estretament correlacionat amb la mielinitzacid, de fet, valors alts de RD indiquen menor

mielinitzacidé (Budde MD et al., 2009).
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Free diffusion Isotropic diffusion Restricted diffusion Anisotropic diffusion

0 PO

Fractional anisotrophy

Axial diffusivity
(k)

Radial diffusivity
(A =(,+2,)/2)

Cell body

endrite &_\ : / r ﬁ

Schwann cells
Wrap around axon

Figura 34. Principis de la DTl com a eina per I'estudi de la connectivitat. A) Difusié lliure. EIl moviment lliure de les
molécules d’aigua resulta en una distribucio de probabilitat en forma de cercle, que rep el nom de difusid isotropica.
En la difusid restringida, la distribucié de probabilitat del moviment de les molécules d’aigua té forma el-lipsoide, que
rep el nom de difusié anisotropica. B) Difusio a la substancia blanca. La mielina és una barrera que determina la
direccid principal de la difusid de les molécules d’aigua al llarg de I'eix de I’axd (difusié axial) i la probabilitat de creuar
I'axd, que és baixa (difusio radial). C) Connectivitat funcional. Els parametres que s’extreuen del DTl permeten
detectar alteracions en I'impuls nervids entre estructures cerebrals. Extret de (Tsai CY et al., 2019)

En definitiva la MRI és una eina d’alta resolucid, traslacional, multimodal, no
invasiva, que permet detectar lesions caracteristiques de demencia vascular en pacients

i utilitzar les mateixes seqiiéncies, adaptades en recerca basica.

La demeéncia és una sindrome heterogénia complexa en la que les alteracions
patologiques s’inicien molt abans de que apareguin els simptomes. La manca d’una eina
de diagnostic precoc dificulta la detecciéd de forma eficag aquestes alteracions i, poder,
d’aquesta manera, distingir entre els diferents tipus de demeéncies i detectar-les abans
que la simptomatologia s’hagi establert. Si s’aconsegueix detectar la deméncia en
estadis inicials, es podran desenvolupar farmacs per reduir-ne les conseqiiéncies socio-

sanitaries.
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9. JUSTIFICACIO DEL TREBALL

La demeéncia és la cinquena causa de mort i una de les principals causes de discapacitat
en adults. Amb I'augment exponencial de I'esperanca de vida, s’estima que la quantitat
de persones que patiran deméncia en els propers 30 anys, es triplicara en tot el mén
degut a les millores socio-sanitaries. La demencia no és només una malaltia que afecta
a 36.5 milions de persones al mén actualment, sind que té un gran impacte sobre el
sistema sanitari i els familiars. Els recursos economics que es dediquen actualment a
demencia, ja igualen els destinats a malalties com el cancer i les malalties

cardiovasculars, entre d’altres.

La demeéncia vascular constitueix la segona causa més freqiient de demeéncia al mén en
les persones de més de 65 anys. No es coneix del cert la seva causa ni existeix cap
tractament efectiu per combatre-la. Només es disposa de tractaments destinats a
intentar potenciar la funcid cognitiva perd que no han resultat ser efectius aturant la
progressio de la deméncia. A més, des del descobriment de la teoria vascular, es creu

que el dany vascular també podria estar relacionat amb altres tipus de deméncies.

Tenint en compte la manca d’un tractament efectiu per la deméncia, I'envelliment
progressiu de la poblacié i la quantitat de recursos socio-sanitaris que es requereixen,
cal trobar nous biomarcadors per detectar la malaltia abans que aparegui la
simptomatologia i, aixi, poder testar nous farmacs per aturar la seva progressié. En
aquest punt els models animals d’experimentacié poden resultar ser molt atils per la

caracteritzacio de la malaltia i la deteccié preco¢ de biomarcadors primerencs.

Amb aquesta finalitat, en aquesta tesi s’han provat diferents tests per avaluar
alteracions associades a demencia en fases inicials en models animals de demeéncia.
S’han avaluat canvis conductuals associats a demeéncia mitjancant tests de
comportament. S’han utilitzat técniques in vivo, com la imatge per ressonancia
magneética, ex vivo, com la microscopia amb la finalitat de detectar canvis vasculars

associats al desenvolupament de demencia en etapes inicials.
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Un gran nombre d’assajos clinics han fracassat, en gran part degut a la manca de
translacié entre la recerca basica i la practica clinica. En molts casos, I'estudi s’ha limitat
a comparar dades de grups de diferents edats, o entre grups afectats versus controls.
Proposem un nou enfoc d’aquest tipus d’estudi, de forma longitudinal, afegint els
diferents factors de risc que intervenen en el desenvolupament de la DV. Estudiarem els
canvis estructurals i funcionals al llarg del temps en animals d’experimentacid, i en el
curs dels simptomes de la malaltia, sota la influéncia de diversos factors de risc. La
informacié de les tecniques d’imatge en els estudis longitudinals dels models
experimentals de DV pot indicar nous biomarcadors no invasius per la DV, per avancar
en I'estudi de la seva fisiopatologia aixi com en el diagnostic precog i la monitoritzacié
de I'efectivitat de noves terapies. Per respondre a aquesta hipotesi, ens hem proposat

objectius més especifics com:

1. Determinar quins canvis vasculars tenen lloc durant el procés d’envelliment. Es fara
un seguiment longitudinal de I'evolucié de la vasculatura cerebral en una cohort de
ratolins des de I'edat adulta (6 mesos) fins a la vellesa (18 mesos) mitjancant técniques
de ressonancia magneética. Els resultats obtinguts amb les tecniques d’imatge es
correlacionaran amb els de diferents proves de comportament enfocades a la memoria

i I'activitat motora. Finalment es realitzaran estudis histopatologics.

2. Estudiar els canvis vasculars en l’envelliment relacionats amb aterosclerosi.
S'utilitzara els ratolins deficients en apolipoproteina E (ApoE”) com a model

d’aterosclerosi.

3. Estudiar els canvis vasculars que apareixen de forma progressiva en una situacio
d’hipoperfusid cronica. Es fara servir un model animal d’hipoperfusid cronica mitjancant
una reduccié progressiva del flux sanguini de les artéries carotides. Es fara un estudi
longitudinal on s’avaluaran els canvis vasculars que es produeixen fins a 2 mesos després

de la induccié de la hipoperfusid.
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Tots els procediments experimentals de la present tesi doctoral s’ajusten a la
legislacio vigent (Real Decreto 53/2013), segueixen les directives de la Comunitat
Europea, i han estat aprovats pel comité d’ética (CEEA) de la Universitat de Barcelona
(UB) i la Direccié General de Politiques Ambientals i Medi Natural, Departament de
Territori i Sostenibilitat de la Generalitat de Catalunya. Els estudis compleixen amb els
principis de cures dels animals de laboratori (publicacié del NIH No. 86-23, revisat 1985).
Tot el personal que ha participat en els procediments experimentals esta en possessid

de la titulacié oficial per treballar amb animals d’experimentacio.

1. DISSENY EXPERIMENTAL

En la present tesi doctoral s’han estudiat els canvis vasculars associats a
I’envelliment i a la demeéncia vascular. Es van utilitzar dues soques diferents de ratolins,
animals C57BI6 i animals deficients en apolipoproteina E (ApoE”). Ens vam centrar en
tres edats representatives des de la vida adulta a la vellesa dels ratolins com serien 6
mesos, que corresponen a l'adult jove, 12 mesos que equivalen a una edat adulta

intermitja i 18 mesos d’edat que representen la vellesa.

Es van presentar I'Us de tecniques que permeten I'estudi longitudinal dels ratolins
amb la finalitat de reduir el nombre d’animals per grup. S’"han emprat técniques no
invasives de ressonancia magnetica (MRI), proves de comportament per fer un
seguiment longitudinal dels animals (Figura 35) i, finalment s’ha realitzat un estudi
histopatologic emprant un microscopi d’alta resolucié spinning disk. Dintre de I'estudi
longitudinal, alguns animals s’han sacrificat a l'inici de I'estudi i s’han destinat a

microscopia i MRI ex vivo d’alta resolucid.

SEGUIMENT LONGITUDINAL

Cirurgia
Pre-cirurgia
Ratolins C57BI6 / Ratolins ApoE+-

Con G o | I |

6 mesos 12 mesos 18 mesos

7 dies post-cirurgia 28 dies post-cirurgia 2 mesos post-cirurgia

GRUP DE MRI

Figura 35. Disseny experimental del seguiment longitudinal de animals C57BI6 i ApoE*-. Elaboracié propia.
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En aquest estudi s’han utilitzat un total de 174 animals, tenint en compte les dues
soques a les tres edats d’estudi i 41 han mort per diferents raons com ara, el
debilitament de I’envelliment, els propis riscs de la operacié i/o s’"han hagut de sacrificar

per malestar o pel desenvolupament de tumors.

S’han utilitzat un total de 92 ratolins C57BI6. Del total d’aquests C57BI6, s’han
utilitzat 33 C57BI6 de 6 mesos i 10 han mort per les diferents raons esmentades. S’han
inclos 37 C57BI6 de 12 mesos, dels quals 9 han mort per les diferents raons esmentades.
Els 22 ratolins restants corresponen als C57BI6 de 18 mesos, dels quals han mort un total

de 7 animals.

S’han utilitzat un total de 82 ratolins ApoE”". Del total d’aquests, s’han utilitzat 24
ApoE/- de 6 mesos i 2 han mort per les diferents raons esmentades. S’han inclos 34
ApoE”- de 12 mesos, dels quals 4 han mort per les diferents raons esmentades. Els 24

animals restants eren ApoE”" de 18 mesos, dels quals han mort un total de 9 animals.

2. MODEL ANIMAL

2.1. RATOLINS KNOCK-OUT PER L’APOLIPOPROTEINA E

Es van utilitzar ratolins ApoE”" perqué I'apolipoproteina E esta implicada en
inflamacid, estrés oxidatiu i en el transport de colesterol. La seva deficiéncia provoca
cumuls de colesterol en sang (Zhang SH et al., 1992;Ishibashi S et al., 1994), cosa que
incrementa el risc a que desenvolupin de forma espontania aterosclerosi en edats
avancades (Plump AS et al., 1992;Zhang SH et al., 1992). Per aquest motiu, els ratolins
ApoE”" s’han descrit com un bon model per I’estudi de les malalties neurodegeneratives,
com ara la deméncia ( Masliah E et al., 1995; Jawien J et al., 2004; Plump AS i Lum PY,
2009).

El principal avantatge d’aquest model respecte els models convencionals és que
desenvolupen aterisclerosi amb el temps d’una forma semblant a la que es déna en
humans (Emini Vesseli B et al., 2017), cosa que fa pensar que aquest fet reprodueix el

gue passa en persones que tenen hipercolesterolémia (Figura 36).
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Distribucid i caracteristiques de les plagues (20 q
Model Perfil lipidic 4 I { Pros i contres
setmanes amb dieta occidental

Deplecié del gen  Colesterol en plasma: \f‘ {/,

ApoE 400-600 mg/dl dieta o Plagues fibroses & Desenvolupen aterosclerosi amb dieta normal
normal L ] — Céllules musculars llisses -
A >1000 mg/d dieta } _ Matriu extracel-lular @ Notenen un perfil lipidic com els humans
occidental 3 - Céllules inflamatéries - 3
'[ r _ Core necrétic @ ApoE esta implicada en la inflamacié= influeix
- Lipoproteines: y en el desenvolupament de plaques
7 v B
T LDL @ Nohi ha ruptura esponténia d les plaques,

JHDL trombosi ni complicacions

Figura 36. Caracteristiques del model animal ApoE”- d’aterosclerosi. Extret de Emini Veseli B et al., 2017

2.2. HIPOPERFUSIO CRONICA PER ACAS

Una de les causes més plausible de la deméncia d’origen vascular és la hipoperfusio.
Per aquest motiu, s’"han descrit nombrosos models d’hipoperfusié cerebral com a eina
per comprendre la fisiopatologia subjacent a la demencia (Washida K et al., 2019).
Existeixen diversos models animals per induir hipoperfusié cerebral en rata i ratoli. En
aquest estudi es va utilitzar el model d’estenosi asimeétrica de les arteries carotides
(ACAS), qué provoca hipoperfusié cerebral de forma progressiva i s’assembla més al que

passa en la realitat (Hattori Y et al., 2014).

Breument, s’implanta una microespiral de 0.18 mm de diametre intern a |'arteria
carotida comuna esquerra (CCE), que redueix el flux cerebral en aproximadament un
30% i un anell ameroide a I'artéria carotida comuna dreta (CCD), tali com s’observa a
la Figura 37. Els anells ameroides estan constituits per un embolcall de titani i un nucli
de caseina que, en anar-se hidratant, van reduint el seu diametre intern produint una

reduccio progressiva del flux sanguini cerebral.

A  MICROESPIRAL B ANELL AMEROIDE

Figura 37. Eines per la reduccié del CBF de forma progressiva i sostinguda en el temps en el model d’hipoperfusié
ACAS. A) Microespiral d’un diametre intern de 0.18mm. B) Anell ameroide constituit per un nucli de caseina que es
va hidratant per produir hipoperfusid. Elaboracié propia.
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Per induir hipoperfusié cronica utilitzant el model ACAS cal anestesiar I’'animal
amb isoflura. S’utilitza 4% d’isoflura per la induccié i al 1% pel manteniment. Es col-loca
I’animal al llit d’operar. Se I'injecta buprenorfina 0,01mg/kg com analgeésic i se li afaita
el coll per fer un tall a la pell i exposar les artéries carotides. S'implanta I'anell ameroide
al voltant de la CCD i la microespiral al voltant de la CCE, tal i com s’observa a la Figura

38. Per finalitzar, s’"ha de cosir I'animal i despertar-lo en una caixa térmica a 379.

DRETA | ESQUERRA

Anell ameroide Microespiral
*

.0
Artéria carotida comuna dreta (CCD) Arteéria carotida comuna esquerra (CCE)

Figura 38. Esquema d’induccié d’hipoperfusié cronica utilitzant el model ACAS. L’esquema s’ha realitzat en posicid
supina de manera que s’observa el poligon de Willis (A). Mentre que (B) representa la implantacié de I'anell ameroide
a I'artéria carotida comuna dreta (CCD), (C) representa la implantacié de I'anell ameroide a I'artéria carotida comuna
esquerra (CCE). Elaboracio propia.

Del total d’animals per grup i soca de I’estudi, es van destinar uns pocs animals a
ser SHAM. El SHAM del model ACAS consisteix en el mateix procediment amb la
diferéncia de que no s’implanta I'anell ameroide perd es manipula de la mateixa
manera l'artéria cardtida comuna dreta. En els animals SHAM, s’implanta una

microespiral a la CCE prou ampla com per a no reduir el flux sanguini cerebral, és a dir,

una microespiral de 0.5 mm de diametre intern.
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3. CONDUCTA

S’han avaluat canvis conductuals associats a I'envelliment, aterosclerosi i a la
hipoperfusié mitjangant diferents tests conductuals. Mentre que el rotarod i el grip sén
proves conductuals de caire motor, amb els tests de camp obert i de reconeixement de
nous objectes es van poder avaluar alteracions cognitives. Els ratolins han disposat de
menjar i beure ad libitum. Els test de conducta es van realitzar a primera hora del mati.
Es va realitzar una habituacié durant 5 dies a I'espai del camp obert i a I'exigéncia fisica
del rotarod. Al 6¢& dia es van adquirir les dades basals. A continuacid els ratolins van ser
sotmesos a la cirurgia ACAS. Posteriorment es va realitzar un seguiment agut (7 dies
post-operacid) i cronic (fins a 2 mesos després de la cirurgia ACAS). La Figura 39 és un

esquema que representa com s’han realitzat els experiments de conducta.

Habituacié .
x5 dies Cirurgia 28 dies

Estab_ular Basal 7 dies 2 mesos
els animals

Figura 39. Esquema representatiu del seguiment longitudinal dels canvis conductuals al llarg de I'estudi. Elaboracié
propia.

3.1. ROTAROD

El test de rotarod (Panlab, Hardvard apparatus) serveix per avaluar la coordinacié
motora i I'equilibri examinant, aixi, I'aprenentatge motor. Durant 5 dies es fa un
entrenament que consisteix en ensenyar-los a mantenir-se sobre el carril amb els
mateixos parametres que s’utilitzaran durant el test i les mateixes tandes de repeticid.
Es treuen els animals del lloc d’estabulacié uns minuts abans perqué s’habituin a la lum.
Es col-loca cada animal en un carril de la bobina i s’inicia els test (Figura 40). Els
parametres que s’han utilitzat son de 4 a 40 rpm amb 5 minuts d’acceleracié. Cada
animal fa tres tandes de test separades d’un minim de 15 minuts. S’apunta el temps de

laténcia, és a dir, el temps que triga en caure I'animal.
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Figura 40. Test rotarod per I'avaluacio de la coordinacié motora. Extret de Brooks SP i Dunnett SB, 2009.

3.2. TEST GRIP

El test grip s’utilitza per mesurar la forca dels rosegadors (Keeling RM et al., 2007),
aprofitant que tenen tendeéencia a agafar-se a una barra metal-lica o una reixa mentre es
suspenen de la cua (Figura 41). L'aparell esta equipat amb un sensor (Almemo 2450,
Alhborn) i un aparell de suspensié (World precision instruments, 1 hunting gate, Hitchin,
Hertfordshire, SG4 0TJ, UK). Es va fer servir la barra per mesurar canvis en la forca
muscular de les potes anteriors i la reixa per mesurar canvis de forca en les quatre potes

alhora.

Figura 41. Test grip per avaluar forga motora. Extret de Bonetto A et al., 2015.
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3.3. TEST DE CAMP OBERT (OF)

El test de camp obert (OF) serveix per avaluar I'activitat motora general i mesurar
I'ansietat (Figura 42). Durant una setmana es va realitzar un entrenament d’habituacié
en les mateixes condicions que el dia del test. S'utilitza una caixa quadrada de 35 cm
per cada costat. Es col-loca I'animal dins de la caixa durant 10 minuts il-luminats amb
una tenue llum LED zenital. Els dies de test (basal, 7 dies, 28 dies i 2 mesos) es van gravar
utilitzant una camera (Legria CF200, 15x de zoom optic, HD CMOQOS, CANON). L’analisi
dels videos es va realitzar mitjancant una eina anomenada MouseMove (Samson AL. et

al, 2015).

Figura 42. Test de camp obert per avaluar canvis en |'activitat motora general. Extret del centre de bases de dades de
Life Science (DBCLS).

3.4. TEST DE RECONEIXEMENT DE NOUS OBJECTES (NORT)

El test de reconeixement de nous (NORT objectes és una prova de discriminacié
gue avalua memoria de reconeixement. Els animals es van habituar sense objecte
durant una setmana al camp, per reduir-ne 'ansietat. El dia del test, es va gravar
I’habituacié dels animals utilitzant dos objectes iguals situats en posicions diferents
(Figura 43) durant 10 minuts. Dues hores després es canvia un dels objectes amb la
finalitat d’avaluar memoria de treball. Posteriorment, es graven durant 10 minuts amb
els dos objectes diferents. S’ha utilitzat la camera Legria CF200 (15x de zoom optic, HD
CMOS, CANON) i una llum ténue LED. Es van avaluar canvis en memoria a curt termini i

atencid, utilitzant la eina MouseMove (Samson et al., 2015).
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Habituacié Test
. 2h de retencio .
| ) |
(]
wn
m
35cm
. Objectes familiars Objecte nou

Figura 43. Test de reconeixement de nous objectes per avaluar la memoria de reconeixement. Elaboracio propia.

4. IMATGE PER RESSONANCIA MAGNETICA (MRI)

Es va utilitzar la imatge per ressonancia magnetica (MRI) perque té capacitat
multiplanar, no és invasiva i permet obtenir imatges d’alta resolucié utilitzant multiples
seqléncies per poder estudiar canvis patologics associats a una malaltia. A més, permet
fer estudis longitudinals amb la finalitat de reduir el nombre d’animals

d’experimentacio.

Els teixits sdn sistemes heterogenis que estan constituits d’una fase liquida on es
dissolen components de baix pes molecular i macromolécules. Aquests components
estan constituits majoritariament per atoms com ara H, 3!P,23C i °N, que tenen
propietats magnéetiques, permetent els estudis per ressonancia magnetica. Aquests
atoms s’orienten en un camp magnetic (Figura 44) en direccidé a aquest ja que és la
orientacié de baixa energia (Hanson LG, 2008). Aquesta orientacid s’altera aplicant
polsos de radiofreqliencies. L’energia que s’allibera quan tornen a la seva posicio original
genera el senyal de MRI, produint patrons d’ecos que es transformen en una imatge,

que, al seu torn, permet estudiar la composicio dels teixits.
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Figura 44. Visualitzaci6 del vector de magnetitzacié M en diferents condicions. A) Moviment de rotacié dins del marc
de coordenades en el camp magnétic Bo. B) Angles de rotacié de M dins del marc de coordenades en el camp magnetic
induit amb I'aplicacié d’un puls de RF. Extret de Mlynarik V, 2017.

Els experiments de MRI es van realitzar al Servei de MRI 7T del centre
d’investigacions biomédiques August Pii Sunyer (IDIBAPS) (Barcelona, Espanya), que van
optimitzar les diferents seqliéncies emprades i van contribuir al desenvolupament de
les eines d’analisi. Es va utilitzar un imant horitzontal 7 Tesla (7T) (BioSpec 70/30, Bruker
BioSpin, Ettlinger Alemanya) equipat amb una bobina de gradient B-GA12 inserida en un
sistema de gradients B-GA20S activament protegits. Per la recepcid del senyal es va
utilitzar una bobina ratoli desacoblada activament d’un ressonador de volum de

diametre intern de 72 mm.

Els animals es col-loquen en posicidé supina en un suport de plexiglas amb un
conus nasal per I'administracié d’isoflura al 4% (IsoVet) amb una barreja de gasos (70%
de N2O i 30% de O3). Els animals es fixen amb una barra de dents, dues barres per les
orelles i cinta adhesiva (Figura 45). Per I'adquisicio de les imatges, s’ha induit I'anestesia

amb isoflura al 4% i al 1-1.5 % durant el manteniment (Partecke IL et al., 2011).

Es va fer servir el programa ParaVision 6.0.1 (BioSpec 70/30, Bruker BioSpin,
Ettlinger Alemanya) i es van controlar constantment la respiracié i la temperatura

mitjancant I'equip de control fisiologic PC-SAM32 (SA Instruments, Nova York, EEUU).
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Figura 45. Col-locacié de I'animal per I'adquisicié d’imatges de MRI. Extret de Partecke IL et al., 2011.

Les imatges es van adquirir en quatre sessions diferents: abans de la cirurgia (estat
basal), 7 i 28 dies post-cirurgia, i 2 mesos post-cirurgia. Les primeres seqliencies que es
van adquirir eren seqliencies rapides i de baixa resolucio que serveixen per assegurar la
correcta posicio del cervell en I'espai magnétic i optimitzar la resolucid, la sensibilitat i

la uniformitat del senyal de MRI (Gruber B et al., 2018).

Resumint, les imatges de MRI s’han adquirit amb un imant 7T utilitzant el software
ParaVision 6.0.1, que alhora, permet el pre-processament de la imatge. El post-
processament de les imatges es va realitzar amb Matlab per obtenir els mapes
quantificables i la segmentacié i quantificacié s’han realitzat amb diferents softwares

com ITK-SNAP, Amira 5.3 i Matlab (Figura 46).

FLUX DE TREBALL DE ANALISI D’IMATGES

ADQUISICIO PRE-PROCESSAT POST-PROCESSAT SEGMENTACIO | QUANTIFICACIO

‘“'—\‘ m
BRUKER

MRI 7T PARAVISION 6.0.1 MATLAB AMIRA 5.3.3 ITK-SNAP 3.6

Figura 46. Eines emprades per I'adquisicio, el processament, la segmentacié i la quantificacié de les diferents
modalitats de MRI. Elaboracio propia.
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4.1. IMATGE D’ANGIOGRAFIA TIME-OF-FLIGHT (TOF)

L'angiografia TOF és una técnica que permet estudiar el flux sanguini de les
principals artéries que irriguen el cervell (macrocirculacié), sense necessitat
d’administrar un agent de contrast. Es basa en un fenomen relacionat amb Ia
potenciacid dels spins del flux sanguini que arriben al tall concret de la imatge (Gallart

PV, 2014).

La sequéncia d’angiografia TOF que van utilitzar té un temps d’eco (TE) de 2.1 ms, un
temps de repeticié (TR) de 14 ms, 2 “averages”, una matriu de 256x256x128, un camp
de visié (FOV) de 20 x 20 x 25 mm i una resolucié espacial de 0,078 x 0,078 mm. Temps

d’adquisicid: 13 minuts.

Per I'analisi de les imatges TOF, es van extreure els mapes en format NIFTI amb
scripts de Matlab. Amb Amira 5.3.3 s’han segmentat les arteries d’interés: artéria basilar
(vermell), arteria carotida interna dreta (verd) i artéria carotida interna esquerra
(taronja) per poder mesurar la seva longitud i I'index de tortuositat (Figura 47). La
longitud de I'arteria basilar es mesura des de la unié de les arteries vertebrals (A) fins al
poligon de Willis (B). La longitud de les arteries carotides es mesura des de la bifurcacié
amb I'artéria carotida externa (A) fins el poligon de Willis (B). L'index de tortuositat s’ha

calculat dividint la longitud total entre la distancia minima entre A i B (groc).

LENGITUD VA%CULAR

{NDEX DE TURTUUSITA;
Va V/\/

ANGIOGRAFIA TOF
SEGMENTACIO

Figura 47. Analisi de les imatges d’angiografia TOF. Imatge representativa d’'una imatge d’angiografia TOF amb les
artéries que es segmenten amb Amira 5.3.3 per obtenir | longitud i I'index de tortuositat. Elaboracié propia.
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4.2. IMATGE DE PERFUSIO ARTERIAL SPIN LABELING (ASL)
La tecnica de perfusié per marcatge arterial (ASL) és una seqliencia que permet
mesurar de forma relativa el flux sanguini cerebral (rCBF), utilitzant com a tragador
endogen les propietats paramagnétiques de I'aigua de la sang arterial. El calcul del rCBF

ve donat per la seglient equacié:

rCBF = Ax

X

Ti¢LoBaAL X ( 1 1 )
Tiserecrive Tigrosal

TlBLOOD

La sequéncia que es va utilitzar té un TE de 18 ms, un TR de 12000 ms, 1
“average”, una matriu de 96 x 96 amb 1 tall de 1 mm de gruix, un FOV de 20 x 20, una

resolucié espacial de 0,208 x 0,208 mm i s’adquireix en 10 minuts.

Els mapes d’ASL s’"han extret amb scripts de Matlab a partir de les imatges crues.
Sobre aquesta imatge s’ha fet una mascara del cervell complet mitjangcant Amira 5.3.3
per poder extreure els mapes de flux sanguini cerebral relatiu (rCBF). Per poder
quantificar canvis en el rCBF en diferents regions d’interés també s’han fet mascares
sobre els mapes d’ASL de I'escorca i 'estriat per hemisferis (Figura 48). Per ultim,

utilitzant scripts de Matlab, s’ha extret el valor de rCBF dels mapes de flux sanguini

ﬁ' B cerve secer
‘ : . 0 nemisrerss
; \ | ¢ I esmu
‘\\ /i_ ,/
" \\ .c(

cerebral relatiu (rCBF).

Y esconga

MAPES ASL MAPES rCBF QUANTIFICACIO

Figura 48. Analisi de les imatges de perfusid ASL. Imatge de perfusid ASL representativa a partir de la que s’extreu el
mapes de flux relatiu on es realitzen les quantificacions del rCBF. Elaboracid propia.
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4.3. MAPES T2 | MAPES T2*

Els mapes amb pes T2 que s’han utilitzat son seqliencies multi-slice multi-echo
(MSME) i sequiéncies multi-slice gradient-echo (MGE). Les primeres donen lloc als mapes
amb pes T2 i les segones als mapes T2*. Les dues son seqgliencies anatomiques, pero el
mapa T2*, amés, és molt sensible als canvis de les particules de ferro de la hemoglobina.
Aquestes imatges s’han utilitzat per detectar lesions isquémiques, estudiar canvis en el
gruix cortical i per obtenir mapes que permeten calcular la densitat microvascular in

vivo.

La seqliencia MSME té un TE de 11 ms, un TR de 5000 ms, 1 “average”, una matriu
de 256 x 256 amb 18 talls de 0,5 mm de gruix, un FOV de 20 x 20 mm, una resolucién
espacial de 0,078 x 0,078 mm i dura 16 minuts.

La sequéncia MGE té un TE de 3,5 ms, un TR de 1274,64 ms, 2 “averages”, una
matriu de 256 x 256 amb 18 talls de 0,5 mm de gruix, un FOV de 20 x 20 mm, una

resolucién espacial de 0,078 x 0,078 mm i triga 8 minuts en adquirir-se.

Els mapes ponderats en T2 s’han emprat per la deteccié de possibles lesions, aixi
com per |'estudi de les variacions anatomiques al llarg del temps, principalment a nivell
de I'escorca cerebral. Els canvis de gruix a I'escor¢a s’han estudiat basant-nos en un
estudi previ on es segmenta I'escorca cerebral de la regié subcortical, establint dos

limits, un limit intern que correspon al cos callds i un limit extern que correspon a la

superficie de I'escorga (Lerch JP et al., 2008), tal i com es mostra a la Figura 49.

Figura 49. Definicié dels limits de I'escorga a partir d'imatges anatomiques amb pes T2. A) Imatge original. B) Imatge
amb segmentacié de I'escorga (blau) i el limit interior (lila). C) S’aplica la llei de Laplace per suavitzar el limit exterior.
Extret de Lerch JP et al., 2008.

En aquest cas, el gruix cortical s’ha obtingut a partir d’'una segmentacié manual
de I'escorca per hemisferis, utilitzant el software ITK-Snap. La quantificacié s’ha fet de

manera automatica en triangulacié, tenint en compte totes les tangents que es formen
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(Figura 50). Com que el limit interior és més curt que el limit exterior, es podrien
introduir errors d’estimacio i, per aixd, només s’agafa un punt interior . El valor resultant

es multiplica per a mida del voxel i es converteix a mm.

Figura 50. Estimacio del gruix cortical a partir dels limits establerts a I'escorga. Elaborat per Agneés del Servei de
Ressonancia Magnética.

D’altra banda, els mapes T2 i els mapes T2* s’han utilitzat per I'estudi de la
microvasculatura cerebral in vivo (Cha S et al., 2003). Aquests mapes es van adquirir per
duplicat abans i després de la injeccié intravenosa a través de la vena femoral de 30 mg
Fe/kg de nanoparticules microcristal-lines d’oxid de ferro (MION), un agent de contrast
basat en ferro. Aquestes particules tenen una vida mitja en sang de varies hores, pero
cal deixar-les al menys 2 minuts perque es distribueixin homogéniament i poder fer

I’adquisicié posterior a la injeccié (Figura 51).

MION
Vena

femoral

PRE-INJECCIO
(Mapes T2 i T2*)

POST-INJECCIO
(mapes T2 i T2*)

2 minuts per la distribucié —(—/Kl

Pre-injeccid Post-injeccié

Figura 51. Injeccid de les nanoparticules microcristal-lines d’oxid de ferro (MION) a través de I'artéria femoral.
Elaboracid propia.
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Tal i com s’ha esquematitzat a la Figura 52, la combinacié de les seqiiéncies
anteriors permeten obtenir els mapes Q, i a partir d’aquests els mapes N (Jensen JH i
Chandra R, 2000). L'index Q s’estima a partir de la seglient equacié: Q = AR, /(AR})?/3.
AR, i AR} sén el desplagament de les taxes de relaxacio de I'eco de I'spin i de I’eco del

gradient causats per la injeccié de I'agent de contrast (Wu EX et al., 2004).

Injeccié de micro- ARZ
rticules d'dxid d = —
L ©=Grye N ~ Q% 329
Pre-injeccié Post-injeccié Mapes Q Mapes N

Scripts de Matlab

Figura 52. Obtencid dels mapes Qi N pel calcul de la densitat microvascular. Elaboracid propia.

L'index Q és sensible a la densitat microvascular i al coeficient de difusié de I'aigua. Per
corroborar si les mesures in vivo es correlacionen amb les mesures ex vivo d’histologia,
es va transformat I'index Q a index N utilitzant el coeficient de difusié de I'aigua de rata
(329 s/mm?), que permet estimar la densitat microvascular (Wu EX et al., 2004). En la
present tesi doctoral, es van comparar les dades histologiques amb I'index Q, tot i que
en la literatura cientifica la major part dels treballs s’han realitzat fent servir el coeficient
del cervell de rata. En aquest cas, s’ha decidit utilitzar I'index Q perqué I'aproximacié

podria esbiaixar els resultats obtinguts.

Els mapes T2 | T2* obtinguts abans i després de la injeccié del contrast s’han
processat per obtenir el mapa Q. El primer pas per aconseguir-lo ha estat la extraccié
dels mapes T2 i T2* de les quatre adquisicions. Aquest procés s’ha aconseguit utilitzant
una plantilla T2 i la corresponent mascara del cervell (Mufioz-Moreno et al., 2018). La
plantilla T2 es va registrar utilitzant una transformacioé no lineal amb ANTs (Avants BB et
al., 2008) a la intensitat de les imatges T2 adquirides, i, posteriorment, el mateix

procediment es va aplicar a la mascara del cervell per ser adaptada al mapa T2.

El segon pas va ser enregistrar les imatges cerebrals segmentades per assegurar
una perfecta alineacié i evitar deformacions i moviments d’adquisicié. La imatge

d’intensitat T2-pre va ser utilitzada com a referéencia per enregistrar els tres volums

87



MATERIALS | METODES

restants amb un enregistrament no lineal amb ANTSs. Les transformacions obtingudes

van ser aplicades als mapes d’ imatges cerebrals segmentades.

Les imatges dels mapes registrats van ser suavitzades utilitzant un filtre gaussia
amb una sigma de duna desviacié estandard. Els mapes R2 i R2* van ser calculats com
I'invers del mapa T2 i T2*. Els valors negatius i infinits del mapa van ser marcats per no
ser inclosos en processos posteriors. AR2 i AR2* es van calcular com la diferéncia entre
els mapes abans | després de la injeccié de contrast i el mapa Q, utilitzant la férmula
préviament descrita (Wu et al., 2004). Els valors negatius o valors superiors a 10* es van
marcar con NaN. Els valors estadistics es van obtenir utilitzant les ROIs de la plantilla

utilitzada anteriorment. Els valors NaN no van ser considerats.

4.4. IMATGE PER TENSORS DE DIFUSIO (DTI)

La seqliencia d’imatge per tensors de difusié (DTI) permet detectar canvis
patologics en les fibres cerebrals. Sense restriccions en I’entorn, les molecules d’aigua
es mouen lliurement en totes direccions. Al sistema nervids, el moviment de les
molecules d’aigua esta limitat per la beina de mielina. La DTl estima la direccié preferent
de les molecules d’aigua al sistema nervids (Figura 53), cosa que permet detectar canvis

estructurals en la mielina (Aung WY et al., 2013).

FA= |X. \{0\1 =)+ (A - ) + (A - 7\1)2V
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Figura 53. Representacio esquematica dels métrics que deriven del DTI. Extret de Desouza DD et al., 2016.
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Es van utilitzar dues seqliencies de DTI, una seqliencia d’alta resolucié ex vivo i
una de menor resolucié in vivo perqué aquesta segona és més rapida i, per tant, més
practica per aplicar in vivo. En canvi, subtils alteracions en estructures que presenten

poca mielina son més dificils de detectar quan la resolucid no és suficientment bona.

La seqliencia d’alta resolucié ex vivo té els seglients parametres: TE de
33,66323636364 ms, TR de 3000 ms, 1 “average”, una matriu de 138 x 84 amb 50 talls
de 0,3 mm de gruix, un FOV de 22 x 15 mm, una resolucid espacial de 0,159 x 0,159 i un
temps d‘adquisicié de 3 hores i 50 minuts. Les imatges s’obtenen en un camp b0 de 5

gue té com a valor maxim 46242.72.

La seqliencia in vivo té els seglients parametres: TE de 27, 6970 ms, TR de 6000
ms, 2 “averages”, matriu de 96 x 96 amb 28 talls de 0,5 mm de gruix, FOV de 20 x 20,
resolucié espacial de 0.208 x 0.208 i triga 28 minuts. Les imatges s’obtenen en un camp

b0 de 5 que té com a valor maxim 2718,02.

Els axons estan recoberts de mielina forcen el moviment de les moléecules d’aigua,
adquirint una direccié preferent de moviment (anisotropia) (Beaulieu C, 2002). El
moviment de les molécules d’aigua als axons segueix una el:lipse 3D definida pel tensor
de difusid que, al seu torn, es caracteritza per 3 vectors propis (31, Y2 i 33). La
diagonalitzacié de la matriu, que és una operacié6 matematica que consisteix en fer
coincidir les direccions ortogonals amb les principals direccions de la difusio, déna lloc a
3 valors propis (41, (A2 i (43) (figura 53). Dels vectors propis es poden treure quatre
metrics que permetran caracteritzar la direccionalitat de la difusivitat (Desouza DD et

al., 2016): anisotropia fraccional, difusivitat mitjana, difusié radial i axial.

. . . .ps . . s 1
1. L’anisotropia fraccionada, que es calcula utilitzant la seglient ocasié FA = \E .

LGz 2"+ (e 2)+ (2= 2,)°
\/(/11)2 +(A2)%+ (13)?

, déna una idea de la integritat de les fibres de

mielina.

A1+ A3 + A3)

2. Ladifusié mitjana, que s’obté a partir de la seglient: MD = , s’utilitza

per estudiar canvis de cel-lularitat de les fibres de mielina en relacié a 'edema i

a la necrosi.
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3. La difusié axial correspon a I'eix de difusié longitudinal AD = A4, indicant la

(/12 + 13) i

direccionalitat axial preferent i la difusié radial es calcula com RD = .

déna una idea del grau de mielinitzacid.

Amb scripts de Matlab, s’han extret els 4 mapes dels métrics de DTI. Es van fer
ROIs d’estructures implicades en la cognicid com: escorga sensorimotora, cos callds
(CC), estriat (CP), hipocamp (HPF), capsula interna (IC), capsula externa (EC), , comissura
anterior (AC) i fimbria (FB). Les ROIs s’han seleccionat utilitzant I'atles Allen i s’han

sobreposat sobre els diferents quatre mapes per obtenir-ne els valors, tal i com s’indica

ala Figura 54.
ANISOTROPIA FRACCIONAL
B
| DIFUSIVITAT MEDIA (MD)
IMATGE PER TENSORS :
DE DIFUSSIO (DTI) : \

DIFUSIVITAT AXIAL (AD)

1

Area motora primaria + Area somatosensosorial primaria

(Escorca), Estriat (CP), Hipocamp (HPF)
Capsula Interna (IC), Capsula externa (EC), Comissura
. anterior (AC), Fimbria (FB)

DIFISIVITAT RADIAL (RD)

-

Figura 54. Analisi de les imatges per tensors de difusié. Elaboracié propia.

Els diferents meétrics del DTl aporten informacid per detectar canvis patologics a les
fibres cerebrals. L'anisotropia fraccional (FA) mesura la densitat cel-lular, vascular,
neural i la integritat dels tractes neurals. La difusivitat axial (AD) mesura canvis en la
difusivitat axial al llarg de I'eix de difusié. La difusivitat radial (RD) mesura canvis en la
difusivitat ortogonal al llarg del principal eix de difusid. Per ultim, la difusié mitjana (MD)

és la mitjana de AD i RD i reflexa la densitat de membranes, cel-lularitat, edema i necrosi.
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Aquests metrics sén Utils per detectar I'origen de la patologia de les fibres cerebrals. Per
exemple, quan s’altera el moviment en direccié ortogonal indica dany a la mielina que
recobreix I'axd i quan s’altera el moviment axial pot ser causa de dany axonal agut (AD
es redueix) o dany axonal cronic i dany a la mielina (augment de AD ila RD ) tal i com es

mostra a la Figura 55.

Axons mielinitzats Dany a la mielina Dany axonal agut Dany axonal cronic i
dany a la mielina

- - - -

Figura 55. Deteccid de canvis patologics en les fibres cerebrals. Adaptat a partir de Aung WY et al., 2013.

5. ESTUDI HISTOPATOLOGIC
5.1. PROCESSAMENT DEL TEIXIT

Els animals es van sacrificar per perfusid transcardiaca amb 20ml de clorur sodic
(NaCl) 9mg/ml (Frasenius KABI, #Ref 616003.9, #Lot 20LMG016) i 20 ml de PFA al 4%. Es
van perfondre també amb 20ml d’una barreja de gelatina de pell de porc (Sigma,
Ref#G1890-100G, Lot#SLBW1943) i albumina conjugada amb fluoresceina isotiocianat
(FITC) (Sigma, Ref#A9771-5G, Lot#SLBP0519V). Es dissolen 0,04g de gelatina en 20ml de
clorur sodic a 452. Un cop dissolta la gelatina s’abaixa la temperatura per sota de 402 i
s’afegeixen 0,02gr d’albumina-FITC fins que es dissolen en agitacid. Els cervells es fixen
durant una nit amb PFA al 4%. Un cop fixats, es tallen amb el vibratom. Es van realitzar
2 talls de 2 mm de gruix, que es van destinar a la clarificacid per 3DISCO i la resta del
teixit es va tallar amb el vibratom a 50 um, talls que es van destinar per
immunohistoquimica. En resum, per tal d’aprofitar al maxim les mostres, es va realitzar
dos talls de 2 mm de gruix, que posteriorment es van clarificar per 3DISCO i la resta del

teixit es va aprofitar per I'estudi d’histopatologia (Figura 56).
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2mm ™
f 1 I 1
TA —_

50um

. Tall anterior (TA) i tall posterior (TP) per clarificar

. Talls seriats per immunohistoquimica

Figura 56. Processament de les mostres per vibratom. Un tall anterior de 2mm de gruix es va destinar a ser clarificat,
els talls de la part intermitja se van tallar de forma seriada a 50um i es van destinar a immunohistoquimica. Elaboracio
propia.

5.2. CLARIFICACIO PER 3DISCO

Per la clarificacié dels cervells es van fer dos talls de 2 mm de gruix, un anterior i un
posterior, que es van clarificar amb la técnica d’imatges 3D per clarificacié d’organs

mitjangant solvents organs o 3DISCO (Ertirk A et al., 2012) tal i com s’observa a la Figura

57.

La clarificacid es va realitzar en dos passos principals: deshidratacio i clarificacid,
utilitzant tetrahidrofura (THF) i di-benzil-eter (DBE) (Lugo-Hernandez E et al., 2017). La
deshidratacido es va realitzar mitjancant incubacions seqtiencials en THF amb una
concentracio creixent (30%, 60%, 80% i 100%), durant 12h d’incubacié. La darrera
incubacié en 100% de THF es realitza per duplicat. Per clarificar, s’incuben les mostres
deshidratades en di-benzil-eter (DBE). EI DBE és un agent de clarificacié que permet
reduir 'index de refraccié d’estructures cel-lulars complexes, que contenen proteines i
lipids (Genina EA et al., 2010) per equiparar-lo al seu propi index de refraccid, evitant la
dispersid de la llum del microscopi. El temps total per obtenir les mostres clarificades

per poder fer 'adquisicié és d’aproximadament 72h.

L'adquisicié s’ha realitzat mitjangant microscopia confocal d’alta resolucid. S’ha
utilitzat el microscopi Zeiss del servei de microscopia de la Universitat de Barcelona (UB)

i un microscopi invertit Nikon eclipse Ti2-E (Nikon Instruments) associat a una unitat
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spinning disk (Andor Dragonfly) de I'Institut d’Investigacions Biomediques de Barcelona

(1IBB).

Per tots els experiments s’ha utilitzat I'objectiu PlanApo 10x amb una obertura
numerica de 0.45 en sec. Les mostres s’han excitat amb un laser diode de 488 nm. El
raig de llum es va acoblar a una fibra multimodal que travessa la unitat Andor Borealis
transformant el raig de llum amb un perfil gaussia en una superficie plana homogenia.
Des d’aqui, passava a través d’un pinhole disc de 40 um. Les imatges es van adquirir
utilitzant una camera cientifica semiconductora d’oxid metal-lic complementari
(sCMOS) d’alta resolucié (Zyla 4.2, 2.0 Andor, Oxford Instruments Company) i el
software Fusion (Andor, Oxford Instruments Company). Després de I'adquisicié i amb el
mateix software, les imatges van ser pre-processades amb stiching i deconvultion.
L’analisi es va realitzar utilitzant el software d’accés public Imagel/Fiji i el software Imaris

(Oxford Instruments Company).

Perfusié transcardiaca amb 20 ml de PBS,

A seguit de la fixacié amb 20 ml de PFA al 4% C
¢ i perfusié de 20 ml d’albimina-FITC amb

P gelatina Processat del teixit per

; - vibratom

- e

2 talls de 2
D Cervell de mostra x2 talls de 2mm

Incubacié overnight amb PFA
ala% 12 hores y e

Incubacié durant 12 hores en
cada gradient de THF (30%,

B | By !
@ @ 60%, 80% | 100%). Doble
LS G incubaci en el gradient de Mostra
o 100% de THF =

@ 12 hores d’incubaci6 en DBE
Objectiu x10 0.45 NA
—‘— Incubacié en agitacié a
E temperatura ambient

72 hores
=1}

Captacié amb la mostra
en DBE

Figura 57. Processament de la mostra per clarificacié amb 3DISCO i adquisicié mitjangant microscopia confocal. A)
Sacrifici, perfusid i obtencié de la mostra. B) Clarificaci6 amb 3DISCO. C) Talls a vibratom de 2 mm de gruix. D)
Adquisicié mitjangant microscopia confocal. Modificat a partir de Lugo-Hernandez E et al., 2017.

Les imatges obtingudes sén molt pesades i, pel seu analisi es requereix d’un
ordinador amb un minim de 128 GB de RAM. Es va desenvolupar una eina d’analisi en
col-laboracié amb el servei de Microscopia de la UB. S’han fet tres ROIs de 300 x 300 x

300 voxels en cada regid d’interés utilitzant el Crop 3D de I'lmagel. Aquestes ROls es van

guantificar utilitzant una macro per Imagel que permet distingir entre on hi ha teixit i
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on no i, aixi, calcular la quantitat de pixels que contenen senyal de vasos (Figura 58).
També es va realitzar un analisi del diametre dels vasos mitjangant Imaris i la seva

funcid “Filament tracer”.

(N

Posterior
Anterior

Pre-cirurgia Injeccié de gelatina amb
€ Albumin-FITC Durant el 2 mesos

sacrifici I

|
. Casting arterial per microscopia confocal

Figura 58. Processament dels cervells clarificats per 'adquisicié d’imatges d’alta resolucié per microscopia confocal.
Elaboracié propia.

5.3. IMMUNOHISTOQUIMICA

Es van fer diferents tincions d'immunohistoquimica com ara per la proteina basica
de la mielina (MBP), la proteina acida fibril-lar glial (GFAP) i la proteina adaptadora
d’unid al calciionitzant 1 (Iba-1). Breument, els talls s’"han sotmeés a tres rentats amb PBS
i, a posteriori, s’han bloquejat les unions inespecifiques amb serum de cabra (Abcam,
#Ref. ab748, #Lot: GR3188160-10) al 3% en PBS amb tritd 2% durant 3 hores per les
immunotincions de MBP i GFAP. En canvi, per laimmunotincié de Iba-1, es va utilitzar
un serum d’ase (Abcam; #Ref. Ab7475; #lLot: GR3238411-6) amb les mateixes

condicions.

Les mostres es van incubar durant una nit en agitacié amb I'anticos primari MBP
(Abcam; #Ref. ab40390; #Lot: GR263996-3) a concentracid 1:200, I'anticos primari GFAP
(DAKO; #Ref.Z0334; #Lot: 76531) a concentracid 1:200 i I'anticos primari lba-1 (FUJIFILM
Wako; #Ref. 019-19741; #Lot: CAK1997) a concentracié 1:100.

Per ultim, es van incubar durant 5 hores amb I’anticos secundari cabra anti-conill,
AlexaFluorPlus 594 (Invitrogen; #Ref: A32740; #Lot: UG288488) a concentracio 1:400
les mostres per MBP i GFAP. En la immunotincié d’lba-1, en canvi, es va incubar les

mostres amb I'anticos secundari d’ase anti-conill AlexaFluor 594 (Invitrogen;#Ref
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A32754; #lot: Ul290268) a concentracid 1:400. Un cop s’ha acabat la tincid per
immunohistoquimica, les mostres es col-loquen sobre portaobjectes gelatinats, es
deixen assecar durant un minim de 30 minuts i es fa el muntatge amb un medi aquds

anomenat Flouromount (Sigma;#Ref: 1003103750; #Lot: SLCG4936)

Es van adquirir superimatges de 10um excitades amb un laser diode de 561nm amb
un temps d’exposicié de 345ms. El raig de llum es va acoblar a una fibra multimodal que
travessa la unitat Andor Borealis transformant el raig de llum amb un perfil gaussia en
una superficie plana homogénia. Des d’aqui, es va passar a través d’un pinhole disc de
40um. Les imatges es van adquirir utilitzant una camera cientifica semiconductora
d’oxid metal-lic complementari (sCMOS) d’alta resolucié (Zyla 4.2, 2.0 Andor, Oxford
Instruments Company) i el software Fusion (Andor, Oxford Instruments Company).

L’analisi es va realitzar utilitzant el software d’accés public Imagel/Fiji.

6. ESTADISTICA

Els resultats es mostren en forma de mitjana + desviacié estandard (DE). L’analisi
estadistic s’ha realitzat amb el software Graphpad 6.0. Es van utilitzar el test two-way

ANOVA, I'analisi per t-Student per multiples comparacions i la prova One-way ANOVA.

Els resultats s’obtenen a partir de I'analisi de les diferents regions d’interés (ROls)
a cada hemisferi. Per exemple, en les imatges de MRI s’analitza I’hipocamp dels dos
hemisferis perque el model animal d’hipoperfusié que s’ha utilitzat és asimetric. La
asimetria d’aquest model podria causar alteracions diferents entre hemisferis. En estat
basal aquest analisi per hemisferis es manté de manera que I'analisi dels resultats inclou
mesures del cervell sencer o no. Per una banda, els resultats de I'analisi de les imatges
d’angiografia TOF sén Uniques per cada artéria. D’altra banda, els resultats d’altres
modalitats d’imatge s’han analitzat per separat en hemisferis amb la finalitat de
comparar les dades de cada hemisferi des de I'estat basal fins 2 mesos després de la
induccio d’hipoperfusiéd amb ACAS. Quan aquests resultats en estat basal no han mostrat
diferéncies significatives entre hemisferis s’han agrupat com ara en les imatges de
perfusié ASL, en les de I'estudi de la densitat microvascular tant in vivo a partir dels
mapes Q com ex vivo a partir d'imatges de microscopia confocal, en les imatges de DTI
in vivo i ex vivo i per immunohistoquimica d’alteracions de la substancia blanca i, per

ultim, els resultats del gruix cortical.
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1. ENVELLIMENT EN RATOLINS C57BL6

1.1.ALTERACIONS VASCULARS

1.1.1. Alteracions en la macrovasculatura

L’envelliment comporta canvis en la composicié dels diferents elements que
formen la paret dels vasos, cosa que podria provocar canvis estructurals en les principals
arteries que irriguen el cervell com ara, I'artéria basilar (AB) i les artéeries carotides

internes dreta (ACId) i esquerra (ACle).

Es van analitzar diferents parametres de la morfologia arterial, com ara la
longitud i la tortuositat a partir de les imatges d’angiografia per MRI obtingudes de
ratolins C57BI6 de les diferents edats d’estudi. Els resultats numeérics es troben recollits
alaTaula 1 pel que fa ala longitud i a la Taula 2 per la tortuositat, indicant-se I’edat dels
ratolins, la longitud i la tortuositat mitjana de cada artéria i la desviacié estandard de

cada grup.

Taula 1. Resultats de les mesures de longitud en mm de les principals artéries que irriguen el cervell.

Soca Edat Artéries Mitjana DE

AB 4.54) 0.33

6mesos |ACId 5.73 1.35]

ACle 5.54| 0.81

© AB 4.76| 0.26|
12 mesos [ACId 5.72 0.78|
© ACle 5.56) 0.43|
IAB 4.80| 0.39|

18 mesos |ACId 5.92 0.304

|ACle 5.88| 0.41)

Taula 2. Resultats de les mesures de tortuositat de les principals arteries que irriguen el cervell.

Soca Edat Artéria carotida Mitjana DE
Dreta 1.06 0.04]
6 mesos
° Esquerra 1.06] 0.02
= Dreta 1.08 0.07
~ 12 mesos
] Esquerra 1.07, 0.08|
Dreta 1.05 0.02
18 mesos
Esquerra 1.06] 0.02

L’analisi de resultats no va mostrar diferencies significatives en la longitud de les
diferents arteries entre les tres edats analitzades, tal com es mostra a la Figura 59A. De
la mateixa manera, no es van trobar diferencies significatives en la tortuositat de les
artéries carotides internes entre les tres edats analitzades, tal com es mostra a la Figura

598B.
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Figura 59. Efecte de I'envelliment sobre les principals artéries que irriguen el cervell: artéria basilar (AB), artéeria
carotida interna dreta (ACId) i artéria carotida interna esquerra (ACle) en ratolins C57BI6. A) Efecte de I'envelliment
sobre la longitud de les principals artéries que irriguen el cervell. B) Efecte de I'envelliment sobre la tortuositat de les
artéries carotides internes. Resultats mostrats en mitjana + DE i avaluats amb el test Two-way ANOVA, amb post hoc
Bonferroni. Es van utilitzar 15 animals C57BI6 de 6 mesos, 16 animals C57BI6 de 12 mesos i 6 animals C57BI6 de 18
mesos.

En les mateixes sessions de MRI es van adquirir seqiiéncies de perfusid (ASL) per
estudiar I'efectivitat de la irrigacio del cervell i els possibles canvis que es poden produir
amb l'envelliment. El flux sanguini cerebral relatiu (rCBF) dels animals C57BI6 va ser
163.22 + 93.45 en animals de 6 mesos, 141.17 +52.09 en ratolins de 12 mesos, i 215.77
1 34.73 en els de 18 mesos, expressat com a mitjana + desviacié estandard. L’analisi del
rCBF dels diferents grups no va mostrar diferencies significatives entre les diferents
edats estudiades. La Figura 60 mostra els valors de rCBF dels ratolins C57BI6 de les
diferents edats d’estudi. Cada hemisferi va ser analitzat per separat i en no trobar-se

diferéncies significatives, es van mostrar dos valors per cada animal.

Efecte de I'envelliment el flux sanguini cerebral

4007
3004 —_—
-5
& 2001 ]
100 1
0 T T T

6 mesos 12 mesos 18 mesos

Figura 60. Efecte de I'envelliment sobre el flux sanguini cerebral en ratolins C57BI6. Resultats mostrats en mitjana +
DE i avaluats amb el test One-way ANOVA, post hoc Bonferroni. Els resultats es mostren per duplicat, sent el nombre
de valors per animals C57BI6 de 6 mesos (n=30), C57BI6 de 12 mesos (n=32) i C57BI6 de 18 mesos (n=12).
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1.1.2. Alteracions en la microvasculatura

Tal i com s’ha esmentat en la introduccid, I’envelliment provoca una reduccié de
la densitat de la microvasculatura, que pot produir una alteracié de la perfusié cerebral,

alterant I'intercanvi de gasos, aixi, generant un ambient hipoxic en el parenquima.

Es va analitzar la densitat microvascular en ratolins C57BI6 de les diferents edats
d’estudi in vivo i ex vivo, utilitzant dos métodes diferents. Per una banda, es va avaluar
la densitat microvascular in vivo mitjangant I'index Q, que es va extreure a partir de la
combinacid dels mapes amb pes T2 de MRI. D’altra banda, la densitat microvascular (%)
també es va mesurar ex vivo a partir d’'imatges d’alta resolucid obtingudes per
microscopia confocal. Els canvis en la densitat microvascular es van estudiar en les
mateixes regions cerebrals que sén I'escorca, |'estriat, I’hipocamp i el talem, emprant

els dos metodes.

A la Figura 61 es mostren els resultats de I'analisi de I'index Q. Es va trobar una
reduccio significativa de la densitat microvascular in vivo al talem en animals de 18
mesos (p=0.0299), tal i com es mostra a la Figura 61D. Tanmateix es van trobar
reduccions d’aquest parametre entre els ratolins de 12 mesos iels de 18 mesos al talem
(p=0.0255) ia I'estriat (p=0.0094). No obstant, no es van trobar diferéncies significatives
en la densitat microvascular a I'escorga (Figura 61A) ni a I’hipocamp (Figura 61B). Cada
hemisferi va ser analitzat per separat i, en no trobar-se diferencies estadisticament

significatives, es van incloure dos valors per cada animal.
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Figura 61. Efecte de I'envelliment sobre la microvasculatura in vivo utilitzant I'index Q. A) index Q a I'escor¢a. B)
index Q a I'estriat. C) index Q a I’hipocamp. D) index Q al talem. Resultats expressats com mitjana + DE i analitzats
amb la prova T per multiples comparacions. Els resultats estan per duplicat per hemisferis: C57BI6 de 6 mesos (n=12),
de 12 mesos (n=14) i de 18 mesos (n=6).

Es van estudiar les mateixes regions cerebrals ex vivo en imatges d’alta resolucio
per microscopia amb la finalitat de validar les dades obtingudes in vivo. A la Figura 62 es
mostren els resultats de I’analisi de la densitat microvascular ex vivo. A diferencia de
I’estudi in vivo, es va trobar una reduccid significativa d’aquest parametre en animals de

18 mesos en totes les estructures estudiades.

Tal i com s’indica a la Figura 62A, la densitat microvascular mesurada ex vivo es
va reduir a I'escorg¢a de forma significativa en animals de 18 mesos (p=0.0297). De la
mateixa manera, es va reduir a I'estriat de forma significativa en animals de 18 mesos
(p=0.0415), tal i com es mostra a la Figura 62B. A I'hipocamp i al talem la densitat
microvascular mesurada ex vivo es redueix de forma significativa amb I’envelliment, tal
i com es mostra a les Figures 62Ci 62D, respectivament. No obstant, en aquestes regions
s’observa un petit increment d’aquest parametre en animals de 12 mesos, que no arriba

a ser estadisticament significatiu.
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Figura 62. Efecte de I'envelliment sobre la densitat microvascular (%) mesurada ex vivo en ratolins C57BI6. A) Densitat
microvascular (%) a I'escorga. B) Densitat microvascular (%) a I’estriat. C) Densitat microvascular (%) a I’'hipocamp. D)
Densitat microvascular (%) al talem. Resultats expressats com mitjana + DE amb 3 animals per edat i analitzat amb
One-way ANOVA amb post hoc analisi per Bonferroni.

1.2.ALTERACIONS DE LA SUBSTANCIA BLANCA

L’envelliment contribueix a deteriorar algunes funcions cerebrals com, per
exemple, la memoria. La correcta activitat del cervell depen del bon funcionament de
les connexions cerebrals que permeten la comunicacid entre les diferents estructures

cerebrals a través de feixos d’axons recoberts de mielina.

Existeixen diferents técniques que permeten estudiar alteracions en la mielina
com ara, les imatges de DTl i el marcatge per immunohistoquimica de les proteines que
composen la mielina com, per exemple, la proteina basica de la mielina (MBP). Les
imatges de DTl poden ser in vivo o ex vivo. Mentre que les imatges de DTI in vivo sén
més rapides i de menor resolucio, les imatges de DTI ex vivo poden trigar més temps en
adquirir-se i, consequentment, tenir una major resolucié. Aquestes Ultimes sén

especialment utils per detectar canvis en regions on hi ha menor quantitat de mielina
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com ara, les estructures de substancia grisa. No obstant, s’aprofunditzara en I'estudi de

les alteracions de la substancia grisa al punt 1.3 d’aquest apartat.

En l'estudi de les alteracions a la substancia blanca, cada hemisferi va ser
analitzat per separat. Es van analitzar possibles diferéncies entre hemisferis i no es van
trobar diferencies estadisticament significatives. Per aquest motiu, totes les dades es

troben per duplicat, és a dir, hi ha dos valors per cada animal.

1.2.1. Alteracions a les fibres de mielina in vivo

En les mateixes sessions de MRI on es va adquirir I'angiografia i la perfusié, es van
adquirir seqliencies de DTl in vivo per estudiar I'afectacid dels axons i les cobertes de
mielina amb 'edat. El fet d’aprofitar les mateixes sessions es va fer per reduir el nombre
de vegades que cada animal havia de ser sotmés a anestésia. Per contra, aquestes
llargues sessions obligaven a optimitzar alguns parametres de I'adquisici6 com la

resolucid, per tal de limitar el temps d’exposicid a aquesta.

Utilitzant aquestes seqliencies es van estudiar un conjunt d’estructures tant de
substancia grisa com de substancia blanca, tal i com es mostra a la Figura 63. Es van
estudiar regions de substancia grisa relacionades amb els processos cognitius com ara
I’escorga, l'estriat o I'hipocamp. La quantitat de mielina que hi ha en aquestes
estructures és reduida, i, per aquest motiu, es dificulta la deteccié de canvis. Per altra
banda, es van estudiar les principals estructures de substancia blanca que s’encarreguen
de comunicar les diferents estructures cerebrals per permetre la seva activitat funcional
com ara, el cos callds, la capsula interna, la capsula externa, la comissura anterior i la
fimbria. La degeneracié d’aquests feixos poden conduir a alterar les estructures que

comuniquen.
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ESTABLIMENT DE LES REGIONS D'INTERES (ROIS) EN IMATGES DE DTI

M Escorga Dreta [ Escorca Esquerra [0 Cos callés Dret [ Cos callés Esquerre [0 Estriat Dret [l Estriat Esquerre [JHipocamp Dret
M Hipocamp Esquerre [ Capsula interna Dreta [ Capsula interna Esquerra [J Capsula externa Dreta ll Capsula externa Esquerra

M Comissura anterior Dreta [l Comissura anterior Esquerra [JFimbria Dreta M Fimbria Esquerra

Figura 63. Esquema de I'analisi de les estructures d’interés (ROIs) que s’han estudiat sobre mapes d’anisotropia
fraccionada (FA). Elaboracié propia.

Es van extreure els diferents métrics del DTl amb la finalitat de detectar I'origen de
les alteracions de la substancia blanca com ara, alteracions en la integritat de les fibres
mitjangant I'anisotropia fraccionada (FA), alteracions en la estructuralitat de les fibres
com la pérdua de cel-lules o I'increment de la necrosi mitjangant la difusié mitjana (MD),

i alteracions en la direccid axial (AD) i ortogonal de la difusivitat (RD).

L’analisi del DTI in vivo basal va mostrar alteracions de la FA, indicant canvis en
la integritat de les fibres degudes a I’envelliment en diferents estructures cerebrals.
Aquestes alteracions es van detectar en estructures tant de substancia grisa com de
substancia blanca, com ara, la capsula externa (a I'edat de 12 mesos) o el cos callds (a

I’edat de 18 mesos), tal i com es mostra a la Figura 64.

En canvi, I'envelliment en animals C57BI6 no va produir canvis significatius en
altres parametres de la imatge de DTl com ara, la difusid mitjana o la direccionalitat
(figura 64B, 64C i 64D). En I'analisi in vivo, I'envelliment no va mostrar canvis facilment
detectables. Fins i tot es van detectar subtils increments de la FA en regions com ara,

I’estriat o I’'hipocamp en animals C57BI6 de 18 mesos (figura 64A).
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Figura 64. Estudi de les alteracions en la substancia blanca in vivo en ratolins C57BI6. A) Canvis en I'index FA atribuibles
a I’envelliment. B) Canvis en I'index MD atribuibles a I’envelliment. C) Canvis en I'index AD atribuibles a I’envelliment.
D) Canvis en I'index RD atribuibles a I'envelliment. Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats utilitzant la prova
T per multiples comparacions on * s’associa a una p<0.05. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=30), de 12
mesos (n=32) i de 18 mesos (n=12).

Un exemple d’estructura de substancia blanca on es van trobar diferéncies
significatives associades a I'envelliment va ser la capsula externa (Figura 65A). Es va
trobar una reduccio de la FA en ratolins de 12 mesos a la capsula externa (p=0.0118). La
capsula externa és un conjunt de fibres d’associacié cortico-corticals que transcorren

entre nuclis de la base com el nucli putamen i el claustre.

Una altra estructura de substancia blanca on es van trobar diferéncies significatives
associades a I'envelliment va ser el cos callés (Figura 65B). Es va detectar un increment
de la FA en ratolins C57BI6 de 12 mesos (p<0.0001) i una reducci6 significativa al cos

callés en ratolins de 18 mesos (p=0.0263) respecte els animals C57BI6 de 12 mesos. El
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cos callds és la estructura de fibres comissurals més ampla i gran del cervell. Connecta

les diferents regions entre hemisferis amb la finalitat de coordinar les funcions

d’ambdos.
A Capsula externa B Cos callés
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Figura 65. Alteracions en I'anisotropia fraccionada amb I'envelliment en ratolins C57BI6. A) index FA a la capsula
externa. B) index FA al cos callés. Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats per One-way ANOVA on * s’associa
a una p<0.05, ** a p<0.01i **** a p<0.0001. Tamany de la mostra: C57BI6 de 6 mesos (n=30), C57BI6 de 12 mesos
(n=32) i C57BI6 de 18 mesos (n=12).

1.2.2. Alteracions a les fibres de mielina ex vivo

Tal i com s’ha esmentat a l'inici d’aquest apartat, la reduida quantitat de fibres en
regions com |'escorca, I'estriat o I’"hipocamp, dificulta la deteccié de subtils canvis en la
mielina. La MRI és una tecnica multimodal, de manera que en una mateixa sessio, es
poden incloure diferents seqliencies per estudiar diferents alteracions patologiques i
reduir, aixi el nombre de sessions que es sotmeten els animals a I'anestésia. Aquest fet
també permet reduir el nombre d’animals de I'estudi. Les seqliéncies de MRI in vivo
tenen com a limitacié el temps d’adquisicié de forma que s’intenta reduir-lo preservant
el maxim de resolucid. Per detectar canvis patologics més subtils a la substancia blanca,

s’ha utilitzat una seqiiéncia de DTl ex vivo que té major resolucio.

Tal i com s’observa a la Figura 66, I'estudi de les alteracions de la substancia blanca
mitjancant la seqiiéncia de DTl ex vivo d’alta resolucio va permetre detectar alteracions
gue no eren detectables amb seqiiéncies de menor resolucié in vivo. L'analisi dels
resultats de DTI ex vivo corroboren que I'envelliment, per si sol, no produeix grans

alteracions en les fibres de mielina. L’analisi dels resultats de DTI jin vivo mostraven
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alteracions en la FA pero no en la resta de components del DTI. En canvi, amb imatges
de DTl ex vivo d’alta resolucid, es van detectar reduccions en altres metrics com la difusio
mitjana i la difusio radial que apareixen a partir dels 12 mesos d’edat, tal i com es mostra
a les Figures 66B i 66D, respectivament. No obstant, no es van detectar alteracions en

la FA (Figura 66A).
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Figura 66. Alteracions en la substancia blanca ex vivo. A) Efecte de I’envelliment sobre I’anisotropia fraccionada de
les fibres, utilitzant I'index FA. B) Efecte de I’envelliment sobre la difusivitat mitjana de les fibres, fent servir I'index
MD. C) Efecte de I'’envelliment sobre la difusio axial de les fibres, utilitzant I'index AD. D) Efecte de I’envelliment sobre
la difusié ortogonal de les fibres, utilitzant I'index RD. Resultats expressats com en mitjana + DE i analitzats utilitzant
analitzats utilitzant una prova T multiple on * s’associa a una p<0.05. El tamany de la mostra és novament per
duplicats: (n=8) C57BI6 de 6 mesos, (n=14) C57BI6 de 12 mesos i (n=6) C57BI6 de 18 mesos.

Les alteracions en la difusié de 'aigua detectables per DTl sén biomarcadors per

imatge relativament recents. Per aquest motiu, les mesures de DTI tant in vivo com ex
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vivo, es van validar amb immunotincions per MBP, que s’utilitza de forma freqient per

detectar alteracions en la mielina.

Per aprofitar tots els cervells al maxim, es van agafar dues seccions de 2mm de gruix
de cada cervell per fer la clarificacid, i es va reservar una seccid intermédia
d’aproximadament 1mm per fer I'analisi histopatologic amb diferents marcadors, entre
ells la MBP. Per aquest motiu no es va disposar de marcatge immunohistoquimic de
totes les ROIs estudiades per DTI, tan sols de les regions intermedies (escorga, cos callds,

estriat i fimbria).

Tal i com s’observa a la Figura 67, es van avaluar canvis en la expressié de la
proteina MBP per immunohistoquimica. L’analisi dels resultats d’aquest experiment van
posar de manifest una reduccié de la expressi6 de MBP amb I'edat en totes les
estructures analitzades (p<0.0001). A la Figura 67B, es mostren exemples d’imatges de
tinciéd immunohistoquimica per MBP representatives per cada edat d’estudi en animals

C57Bl6.

Tal i com s’indica a la Figura 67A, es va trobar una reduccio significativa de la
expressido de MBP a I'escorca, al cos callds, a I'estriat i a la fimbria en ratolins de 18
mesos (p<0.001) respecte els animals de 6 mesos. Aquesta reduccié es va iniciar en

tots els casos en ratolins de 12 mesos (p<0.0001).
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Figura 67. Alteracions en I'expressié de MBP amb I’envelliment a I'escorga, el cos callds, I'estriat i la fimbria en ratolins
C57BI6. A) Resultats expressats com en mitjana + DE i analitzats utilitzant analitzats utilitzant Two-way ANOVA on
**%x g’atribueix a una p<0.0001. B) Imatges representatives dec les tincions d'immunohistoquimica, posant émfasi al
cos callés. El tamany de la mostra és novament per duplicats C57BI6 de 6 mesos (n=4), C57BI6 de 12 mesos (n=4) i
C57BI6 de 18 mesos (n=6).
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1.3.ALTERACIONS A LA SUBSTANCIA GRISA

A part, d’haver estudiat canvis en la substancia grisa per DTI, es van estudiar les
alteracions propies de la substancia grisa. A I'apartat anterior s’han estudiat alteracions
en les fibres d’estructures com |'escorga, I'estriat o I’hipocamp, tal i com s’indica a la
Figura 63. En aquest apartat es mostren les dades que es van obtenir a partir de I’estudi

del gruix cortical.

Amb I'envelliment normal hi ha una pérdua de neurones i connexions sinaptiques,
que produeix un encongiment de les capes de I'escor¢a, donant lloc a atrofia cortical. Els
patrons d’atrofia cerebral s’associen a canvis funcionals i son diferents entre patologies,

de forma que podrien utilitzar-se com a biomarcadors diagnostics.

Es van utilitzar els mapes amb pes T2 adquirits en les sessions de MRI per avaluar canvis
en el gruix cortical. El gruix cortical es mesura de forma rutinaria en clinica on s’utilitzen
eines estandarditzades automatiques com les eines de morfometria basada en voxels
(VBM). Malauradament, aquest tipus d’eines no estan estandarditzades en recerca amb

models animals, i la majoria de laboratoris es dissenyen les seves eines d’analisi.

El gruix cortical (mm) dels ratolins C57BI6 va ser 0.99 + 0.04 en el grup de 6
mesos, 0.99 + 0.02 en el grup de 12 mesos, i 0.96 + 0.03 en el grup de 18 mesos,

expressat com a mitjana £ desviacié estandard.

Tal i com s’observa en la Figura 68, el gruix cortical es redueix significativament
amb I'edat en animals C57BI6. Mentre que els ratolins de 18 mesos tenen un menor
gruix cortical respecte els animals de 6 mesos (p=0.00017) i els animals de 12 mesos
(p=0.0107), no s’han detectat diferencies significatives en el gruix cortical dels animals

de 12 mesos respecte els de 6 mesos (p=0.8033).
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Efecte de I'envelliment sobre el gruix cortical
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Figura 68. Efecte de I'envelliment sobre el gruix cortical. Resultats expressats en mitjana = DE i s’han analitzat
utilitzant la prova One-way ANOVA on * s’associa a una p<0.05. Per I'analisi del gruix cortical, els valors estan per
duplicat per hemisferis: C57BI6 de 6 mesos (n=30), C57BI6 de 12 mesos (n=32) i C57BI6 de 18 mesos (n=12).

1.4.ALTERACIONS EN LA CONDUCTA

Les alteracions en la conducta poden aparéixer com a conseqiiéncia dels canvis
vasculars que es produeixen amb envelliment, factors de risc o amb la preséncia de
patologies croniques. Tal i com s’ha explicat en la introduccid, els tests d’avaluacié
neuropsicologica segueixen sent una de les eines més utils per al diagnostic de
demeéncia. Els tests de conducta sén les eines que permeten extreure la maxima
informacid neurologica en models animals. En aquests cas s’han avaluat canvis de caire

motor en la coordinacio i la forca muscular i la capacitat exploratoria.

L’analisi dels resultats va mostrar una reduccié significativa (p=0.0003) en la for¢ca
muscular entre les tres edats analitzades, indicant debilitat muscular amb I'envelliment,
tal i com es mostra a la Figura 69B. Es va analitzar la capacitat exploratoria general
utilitzant dos parametres diferents pero relacionats com sén la distancia recorreguda i
la velocitat i es va detectar una reduccié significativa de la distancia recorreguda
(p=0.0071) i de la velocitat (p=0.0109), indicant una reduccié de la capacitat exploratoria
amb I'edat (Figures 69C i 69D, respectivament). L’analisi de possibles alteracions en la
coordinacid motora no va mostrar diferencies estadisticament significatives (p=0.1141),

tal i com s’observa a la Figura 69A.
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Figura 69. Alteracions en la conducta amb I'envelliment. A) Efecte de I'envelliment sobre la coordinacié motora. B)
Efecte de I'envelliment sobre la forca motora. Efecte de I’envelliment sobre la capacitat exploratoria (C) i (D). Resultats
expressats en mitjana = DE i s’han analitzat utilitzant la prova One-way ANOVA on * s’associa a una p<0.05. S’han
utilitzat animals C57BI6 6 de mesos (n=11), animals C57BI6 de 12 mesos (n=11) i animals C57BI6 de 18 mesos (n=10).

L’avaluacié neuropsicologica en persones amb demeéncia és molt important, tant
per al diagnostic com per a la deteccid precog¢ de la malaltia. Els tests de conducta que
es van utilitzar en aquest estudi també van permetre mesurar canvis de caire més
cognitiu, com per exemple canvis en la memoria a curt termini i ansietat. Els canvis de
memoria a curt termini es van avaluar mitjancant el test de reconeixement de nous
objectes. Aquest test es va realitzar a partir dels 7 dies després de la cirurgia. Per aquest

motiu, no hi ha dades basals de memoria a curt termini.

A la Figura 70 es mostren els resultats de l'analisi de I'ansietat en relacié a
I’envelliment. L'instint d’autoproteccié dels rosegadors els fa evitar els espais oberts. Es
va mesurar el temps relatiu en % que passaven a la part més interior de la caixa del camp
obert (regio interior) i el que passaven al costat de les vores de la caixa (regid exterior).
El temps que els animals passen a la regio exterior és major que el que passen a la part
interna a totes les edats (p<0.0001). No obstant, el percentatge de temps que passen en

cada regidé no canvia amb I'edat en animals C57BI6 (p=0.2006).
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Efecte de I'envelliment en l'ansietat
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Figura 70. Alteracions en I’ansietat amb I'edat en animals C57BI6. Resultats expressats en mitjana + DE i s’han

analitzat utilitzant la prova Two-way ANOVA on *** 3 una p<0.0001. S’han utilitzat animals C57BI6 6 de mesos (n=11),
animals C57BI6 de 12 mesos (n=11) i animals C57BI6 de 18 mesos (n=10).
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2. ENVELLIMENT EN RATOLINS APOE”-| COMPARATIVA AMB ELS C57BL6
La deficieéncia de I'apolipoproteina E s’associa a hipercolesteroléemia i hiperlipeémia
que, al seu torn, condueixen a aterosclerosi. S’ha descrit que les alteracions vasculars
originades per |'aterosclerosi poden esdevenir en demeéncia amb |'edat. Els ratolins
ApoE”~sén un model animal d’aterosclerosi per la implicacié d’aquesta proteina en el
transport de colesterol. La seva deficiencia incrementa el colesterol en sang,
augmentant el risc de formacié de plaques d’ateroma, que s’associen a un major risc

d’oclusio dels vasos, especialment a les bifurcacions arterials.

Per la implicacié d’aquesta proteina en les alteracions vasculars en I'envelliment i
les seves funcions sobre la correcta funcid cerebral es creu que pot contribuir al dany
cerebral que precipita al desenvolupament de demeéncia. Per aquest motiu, la
comparativa entre ratolins C57BI6 i ratolins ApoE”" pot ser util en I'estudi dels factors
desencadenats de demencia i contribuir aixi a la deteccid preco¢ d’aquesta mitjangant

biomarcadors de neuroimatge.

Es van estudiar els canvis en la macrovasculatura i en la microvasculatura
comparant animals ApoE” i els seus corresponents animals control C57BI6 a les tres
edats d’estudi. El fet d’afegir també les tres edats d’estudi permet estudiar al mateix
temps l'efecte de I'envelliment i de I'aterosclerosi sobre la vasculatura cerebral i les
conseqliencies que pot tenir la combinacié d’aquests factors en el desenvolupament de
demeéncia. Mentre que I’envelliment és un factor de risc no modificable sobre el que no
es pot intervenir terapéuticament, I'aterosclerosi es pot prevenir amb diferents

intervencions farmacologiques com ara, amb estatines.

2.1.ALTERACIONS VASCULARS

2.1.1. Alteracions en la macrovasculatura

Es van analitzar diferents parametres de la estructura arterial, com ara, Ila
longitud i la tortuositat a partir de les imatges d’angiografia TOF obtingudes de ratolins
ApoE”- de les diferents edats d’estudi. Els resultats numérics es troben recollits en la
Taula 3 pel que fa a la longitud i en la Taula 4 per la tortuositat, indicant-se I'edat dels

ratolins, la mitjana i la desviacié estandard de cada grup.

114



RESULTATS

Taula 3. Resultats de les mesures de longitud en mm de les principals artéries que irriguen el cervell.

Soca Edat Artéries Mitjana DE

nB 429 0.31

6mesos |ACId 5.14 0.62

nCle 4.90 0.73

w nE 445 0.50
g 12 mesos |ACId 5.13 0.50
< ACle 5.01 117
nB 472 0.29

18 mesos [ACId 5.14 0.54

nCle 5.18 0.42

Taula 4. Resultats de les mesures de tortuositat de les principals artéries que irriguen el cervell.

Soca Edat Artéria carotida Mitjana DE

Dreta 112 0.09

6 mesos
Esguerra 1.11 0.09
W 12 Dreta 113 0.11
&' mesos Esquerra 1.21 0.22
18 Dreta 118 0.08
mesos Esguerra 114 0.04

L’analisi de resultats de les imatges d’angiografia TOF va mostrar un increment

significatiu de la longitud de I'artéria basilar (AB) en ratolins ApoE”- de 18 mesos, perd

no va permetre detectar diferéncies significatives en la longitud de les artéries carotides

internes, tal com es mostra a la Figura 71A. Tampoc no es van trobar diferéncies

significatives en la tortuositat de les artéries carotides internes entre les tres edats

analitzades, tal com es mostra a la Figura 71B.
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Figura 71. Efecte de I'envelliment sobre les principals artéries que irriguen els cervell: artéria basilar (AB), artéria
carotida interna dreta (ACId) i artéria carotida interna esquerra (ACle) en ratolins ApoE”-. A) Efecte de I'envelliment
sobre la longitud de les principals arteries que irriguen el cervell. B) Efecte de I'envelliment sobre la tortuositat de les
artéries carotides internes. Resultats mostrats en mitjana + DE i avaluats amb la prova T per multiples comparacions.
Es van utilitzar 13 animals ApoE”- de 6 mesos, 9 animals ApoE”- de 12 mesos i 11 animals ApoE”/- de 18 mesos.

115



RESULTATS

Es van comparar ratolins C57BI6 i ratolins ApoE” a les diferents edats d’estudi

en els diferents parametres de morfologia arterial.

La longitud de I'artéria basilar (AB) dels animals ApoE”" va ser 4.29 + 0.31 en els
ratolins de 6 mesos, 4.45 + 0.50 en els de 12 mesos, i 4.72 + 0.29 en els de 18 mesos,
expressat com a mitjana + desviacié estandard. En animals C57BI6 va ser 4.54 £+ 0.33 en
els ratolins de 6 mesos, 4.76 £ 0.26 en els de 12 mesos, i 4.80 £ 0.39 en els de 18 mesos,

expressat com a mitjana = desviacié estandard.

Els valors de la longitud de I’artéria carotida interna dreta (ACld) expressats com
a mitjana * desviacié estandard dels animals ApoE” va ser 5.16 + 0.62 en els ratolins de
6 mesos, 5.13 £ 0.50 en els de 12 mesos, i 5.14 + 0.54 en els de 18 mesos, expressat
com a mitjana * desviacio estandard. En canvi, en animals C57BI6 va ser 5.73 + 1.35 en

els ratolins de 6 mesos, 5.72 + 0.78 en els de 12 mesos, i 5.92 + 0.30 en els de 18 mesos.

La longitud de I'artéria carotida interna esquerra (ACle) dels animals ApoE”" va
ser 4.90 + 0.73 en els ratolins de 6 mesos, 5.01 +1.17 en els de 12 mesos, i 5.18 + 0.42
en els de 18 mesos, expressat com a mitjana + desviacié estandard. En canvi, els valors
de la longitud de I’ACle en ratolins C57BI6 de 6 mesos va ser de 5.54 + 0.81, en els de
12 mesosva serde 5.56 £0.43,i5.88 £ 0.41 en els de 18 mesos, expressat com a mitjana

+ desviacio estandard.

L'analisi de les dades de longitud es troben representades a la Figura 72. El
resultat de I'analisi de les dades de longitud de les principals arteries que irriguen el
cervell no va mostrar canvis significatius en la longitud de les diferents artéries entre les
tres edats analitzades, excepte en el cas de I’AB. Es va trobar una reduccié de la longitud
d’aquesta artéria en animals ApoE7- de 12 mesos (p=0.0045), tal i com es mostra a la

Figura 72A.
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A Artéria basilar B Artéria carotida interna dreta c Artéria cardtida interna esquerra
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Figura 72. Efecte de I'aterosclerosi sobre la longitud de les principals artéries que irriguen el cervell. A) Efecte de
I'aterosclerosi sobre la longitud de I'artéria basilar. B) Efecte de I'aterosclerosi sobre la longitud de I'artéria carotida
interna dreta. C) Efecte de I'aterosclerosi sobre la longitud de 'artéria carotida interna esquerra. Resultats expressats
en mitjana = DE i analitzats amb Two-way ANOVA on ** s’associa a p<0.01. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos
(n=15), de 12 mesos (n=16) i de 18 mesos (n=6) i ratolins ApoE”- de 6 mesos (n=13), 12 mesos (n=9) i 18 mesos (n=11).

Es van mesurar també canvis de tortuositat en les artéries carotides internes,
mitjancant I'index de tortuositat. Els valors d’aquest index per 'ACld expressats com a
mitjana + desviacié estandard en ratolins ApoE”* van ser 1.12 + 0.09 en el grup de 6
mesos, 1.13 £ 0.11 en els de 12 mesos, i 1.18 + 0.08 en els de 18 mesos, expressat com
a mitjana * desviacid estandard. En ratolins C57BI6, va ser 1.06 + 0.04 en els ratolins de

6 mesos, 1.08 +0.07 en els de 12 mesos, i 1.05 + 0.02 en els de 18 mesos.

L'index de tortuositat de I’ACle dels ratolins ApoE”- va ser 1.11 + 0.09 en el grup
de 6 mesos, 1.21 £ 0.22 en els de 12 mesos, i 1.14 £ 0.04 en els de 18 mesos, expressat
com a mitjana * desviacio estandard. En canvi, en animals C57BI6 va ser 1.06 + 0.02 en
el grup de 6 mesos, 1.07 £ 0.08 en els de 12 mesos, i 1.06 £ 0.02 en els de 18 mesos,

expressat com a mitjana * desviacié estandard.

A la Figura 73 es mostren les dades de I'analisi de I'index de tortuositat. Els
resultats de I’analisi de les dades de tortuositat de les artéries carotides internes no van
mostrar diferéncies significatives en ratolins de 6 mesos (Figura 73A). La longitud de
I’ACId (p=0.0808) i de I’ACle (p=0.1744) no van mostrar canvis a edats joves, indicant
que les alteracions produides per I'aterosclerosi es donen amb I'envelliment. En canvi,
es va trobar un augment progressiu de la tortuositat amb I’envelliment. Tal i com es
mostra a la Figura 73B, es va produir un augment de la tortuositat de I’ACle en ratolins
ApoE”/" de 12 mesos (p=0.0195), que no es va trobar a 'ACId (p=0.5288). Amb
I’envelliment, en canvi, es va produir un increment de la tortuositat simetric ja que en

animals de 18 mesos es va trobar un augment de l'index de tortuositat en les dues
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artéries carotides internes dreta (p<0.001) i esquerra (p=0.0137) en ratolins ApoE”

respecte ratolins C57BI6, tal i com es mostra a la Figura 73C.

A 6 mesos B 12 mesos C 18 mesos
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Figura 73. Efecte de I'aterosclerosi sobre la tortuositat de les artéries carotides internes. A) En ratolins de 6 mesos.
B) En ratolins de 12 mesos. C) En animals de 18 mesos. Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats amb Two-
way ANOVA. S’han utilitzat animals C57BI6 de 6 mesos (n=15), 12 mesis (n=16) i 18 mesos (n=6) i animals ApoE~- de
6 mesos (n=13), 12 mesos (n=9) i 18 mesos (n=11) on * significa una p<0.05i *** s’associa a una p<0.001 .

La deficiencia d’ApoE s’associa a major incidéncia d’aterosclerosi amb I'edat,
produint canvis sobre la vasculatura, que poden influir en la perfusié cerebral. Per
estudiar els possibles canvis en la perfusid cerebral que es poden produir amb

I’aterosclerosi a les diferents edats d’estudi, es van adquirir imatges de perfusié ASL.

El flux sanguini cerebral relatiu (rCBF) dels ratolins ApoE”" va ser 140.37 + 63.42
en el grup de 6 mesos, 82.08 + 56.93 en el de 12 mesos, i 129.34 + 61.06 en el de 18

mesos, expressat com a mitjana * desviacié estandard.

La Figura 74 mostra els valors de rCBF dels ratolins ApoE”- de 6, 12 i 18 mesos
d’edat. L’analisi del rCBF dels diferents grups va mostrar una reduccio significativa entre
els animals de 6 mesos i els de 12 mesos (p=0.0082), que no es manté en ratolins de 18
mesos. Cada hemisferi va ser analitzat per separat sense mostrar diferéncies

significatives, per la qual cosa hi ha dos valors per cada animal.
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Efecte de I'envelliment sobre el flux sanguinicerebral
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Figura 74. Efecte de I'envelliment sobre el flux sanguini cerebral en ratolins ApoE7-. Resultats mostrats en mitjana +
DE i avaluats amb el test One-way ANOVA, post hoc Bonferroni on ** equival a una p<0.001. Els valors que es van
incloure van ser 26 en ApoE”- de 6 mesos, 18 per ratolins ApoE”- de 12 mesos i 22 pel grup d’ApoE”- de 18 mesos.

Es van comparar les dades obtingudes a partir de seqiiéncies de perfusid (ASL)
per estudiar canvis en I'efectivitat de la irrigacié del cervell associats a la combinacié de

I’envelliment i I’aterosclerosi.

Els valors del flux sanguini cerebral relatiu (rCBF) expressats com a mitjana +
desviacié estandard en ratolins C57BI6 va ser 163.22 + 93.45 en el grup de 6 mesos,
141.17 £52.09 en els de 12 mesos, i 215.77 + 34.73 en els de 18 mesos. En els ratolins
ApoE” va ser 140.37 + 63.42 en el grup de 6 mesos, 82.08 + 56.93 en els de 12 mesos, i
129.34 + 61.06 en els de 18 mesos.

La Figura 75 mostra els valors de rCBF dels ratolins C57BI6 en comparacio als
ApoE” de 6, 12 i 18 mesos d’edat. Cada hemisferi va ser analitzat per separat, per la
gual cosa hi ha dos valors per cada animal. L’analisi del rCBF en el grup d’animals de 6
mesos no va mostrar diferencies significatives (p=0.6034). En canvi, amb I'edat es va
produir una reduccid del flux sanguini que es pot associar a I'aterosclerosi ja que els
resultats de I’analisi van mostrar una reduccié del rCBF en ratolins ApoE”" de 12
(p=0.0090) i 18 mesos (p=0.0003) respecte ratolins C57BI6 de 12 i de 18 mesos, tal i com
es mostra a la Figura 75A. A la Figura 75B es mostren imatges representatives dels mapes

de rCBF de les dues soques en les tres edats d’estudi.
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Figura 75. Efecte de |'aterosclerosi en combinacié amb I’envelliment sobre el flux sanguini cerebral. A) Canvis en el
flux sanguini cerebral produits per I'aterosclerosi amb I'edat. Resultats expressats en mitjana = DE i analitzats amb
Two-way ANOVA on ** s’associa a p<0.01 i *** a p<0.001. Els resultats es mostren per duplicat en les dues soques:
animals C57BI6 de 6 mesos (n=30), 12 mesis (n=32) i 18 mesos (n=12) i animals ApoE7- de 6 mesos (n=26), 12 mesos
(n=18) i 18 mesos (n=22). B) Imatges de perfusio ASL representatives per soca i edat.

2.1.2. Alteracions en la microvasculatura

L'apolipoproteina E té multiples funcions en el correcte funcionament del cervell
i sobre la vasculatura, tal i com s’ha esmentat en la introduccid. Per aguest motiu, és
esperable que la manca d’expressié d’aquesta accentui les alteracions vasculars que es
donen amb I'envelliment. La deficiencia de ApoE esta relacionada amb deposits de
particules de colesterol a les parets vasculars, formant les plaques d’ateroma. Aquests
deposits afecten al lliure moviment de la sang, incrementant el risc d’oclusié dels vasos
i produint hipoperfusié. La formacid de plaques d’ateroma a les parets vasculars, a més,
dificulta I'intercanvi de gasos. Els efectes de la deficiéncia d’aquesta proteina sobre Ia
vasculatura en sinergia amb els efectes de I’envelliment, poden influir sobre la densitat

de la microvasculatura.
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Es va analitzar la densitat microvascular in vivo i ex vivo en ratolins ApoE”" de les
diferents edats d’estudi, utilitzant dos métodes diferents i en les mateixes regions
cerebrals. Es van incloure dos valors de cada animal, un per cada hemisferi cerebral,

donat que no hi havia diferencies significatives entre ells.

Per una banda, es van estudiar els canvis en la densitat microvascular in vivo
utilitzant I'index Q. L’analisi del resultats va mostrar una reduccié significativa de la
densitat microvascular a I'escorga (p=0.0397) ia I'estriat (p=0.0077) en els ApoE”’- de
18 mesos, tal i com es mostra a les Figures 76A i 76C, respectivament. A la Figura 768,
es mostra una reduccié significativa de la densitat microvascular a I"hipocamp en
animals de 18 mesos respecte ratolins de 6 mesos (p=0.0079) i de 12 mesos (p=0.0416).
L’hipocamp és una estructura cerebral relacionada amb la formacié i consolidacié de la
memoria. Finalment, també es va detectar un augment de la densitat microvascular
(p<0.0001) al talem (Figura 76D), indicant que els 12 mesos d’edat no és una edat

suficientment avangada per detectar alteracions en la microvasculatura al talem.
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Figura 76. Efecte de I'envelliment sobre la microvasculatura in vivo en ratolins ApoE”/-. A) Canvis en la
microvasculatura a I'escorga. B) Canvis en la microvasculatura a I'hipocamp. C) Canvis en la microvasculatura a
I’estriat. D) Canvis en la microvasculatura al talem. Resultats expressats com mitjana + DE. Dades analitzades emprant
One-way ANOVA amb post hoc analisi per Bonferroni on * equival a una p<0.05. Els resultats estan per duplicat per
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hemisferis de manera que el tamany de la mostra és: ApoE”- de 6 mesos (n=12), de 12 mesos (n=10) i de 18 mesos
(n=12).

Es va analitzar la densitat microvascular comparant ratolins C57Bl6 i ApoE”’" de

les diferents edats d’estudi in vivo i ex vivo, utilitzant els dos métodes explicats

anteriorment.

L'analisi de les dades de la densitat microvascular in vivo esta representat a la
Figura 77. El resultat de I'analisi de les dades no va mostrar diferencies significatives en
I'index Q entre les tres edats analitzades en cap de les regions estudiades que es puguin

atribuir a I'aterosclerosi.
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Figura 77. Efecte de I'aterosclerosi sobre la densitat microvascular in vivo. A) Canvis en la densitat microvascular a
I’escorga. B) Canvis en la densitat microvascular a I’'hipocamp. C) Canvis en la densitat microvascular a I'estriat. D)
Canvis en la densitat microvascular al talem. Resultats expressats en mitjana £ DE i analitzats amb Two-way ANOVA.
S’han utilitzat animals C57BI6 de 6 mesos (n=15), 12 mesos (n=16) i 18 mesos (n=6) i animals ApoE7/- de 6 mesos
(n=13), 12 mesos (n=9) i 18 mesos (n=11).

Posteriorment al sacrifici dels ratolins, es van estudiar canvis en la densitat
vascular ex vivo a partir d’'imatges confocals d’alta resolucid. Les dades d’aquest
experiment es mostren a la Figura 78 en relacidé a I'efecte de I’envelliment en ratolins

ApoE~". Es van analitzar els canvis en la densitat vascular a 'escorca, 'estriat, I’hipocamp
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i el talem per hemisferis i no es van trobar diferéncies significatives. Per aquesta raé, hi

ha dos valors per cada animal.

L'analisi de les dades va mostrar una reduccié significativa de la densitat
microvascular amb I'edat a I’'hipocamp (p=0.009) i al talem (p=0.0477). Tal i com s’indica
a la Figura 78B, la reduccid de la densitat vascular a I’"hipocamp es va iniciar en ratolins
de 12 mesos (p=0.0003). Tal i com s’indica a la Figura 78D, de la mateixa manera es va
produir al talem (p=0.0293). No obstant, no es van detectar diferéncies significatives en
la densitat vascular ni a I'escorca (p=0.4898) ni a l'estriat (p=0.3301) associades a

I’envelliment en ratolins ApoE™", tal i com es mostra a les Figures 78A i 78C.
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Figura 78. Efecte de I'envelliment sobre la vasculatura en animals ApoE”~. A) Canvis en la densitat vascular a I'escorc¢a.
B) Canvis en la densitat vascular a I'estriat. C) Canvis en la densitat vascular a I’hipocamp. D) Canvis en la densitat
vascular al talem. Resultats expressats com mitjana * DE. Analisi realitzat utilitzant una prova T multiple on * s’associa
a una p<0.05. Els resultats estan per duplicat per hemisferis de manera que d’animals ApoE/- de 6 mesos (n=6), de
12 mesos (n=4) i de 18 mesos (n=6).

A diferéncia de I'estudi in vivo de la densitat microvascular, I’analisi de les dades
ex vivo va mostrar una reduccio significativa de la densitat microvascular associada a

I'aterosclerosi a I'escorgca (p=0.0359), a I'hipocamp (p=0.003) i al talem (p=0.03). No

obstant, no es van detectar canvis atribuibles a I'aterosclerosi a I'estriat (p=0.5329). Tal
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i com s’observa a la figura 79A, 'analisi post hoc utilitzant Bonferroni no va mostrar

diferéncies significatives. En canvi, I'analisi post hoc si va mostrar diferéencies

significatives atribuibles a I’aterosclerosi en ratolins de 12 mesos a I’"hipocamp (Figura

79B) i al talem (figura 79D). A I'hipocamp es va trobar una reduccié de la densitat

microvascular en ratolins ApoE7" de 12 mesos respecte els C57Bl6 de 12 mesos

(p=0.0013). Es va trobar aquesta mateixa reduccié significativa al talem (p=0.0001).
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Figura 79. Efecte de I'aterosclerosi sobre la vasculatura en ratolins ApoE”-. A) Canvis en la densitat vascular a
I’escorga. B) Canvis en la densitat vascular a I'estriat. C) Canvis en la densitat vascular a I’hipocamp. D) Canvis en la
densitat vascular al talem. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats mitjangcant el test Two-way ANOVA,
post hoc Bonferroni on ** equival a una p<0.01 i *** a p<0.001.
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2.2.ALTERACIONS A LA SUBSTANCIA BLANCA

ApoE esta implicada en el transport de colesterol, que és un dels principals
components de la mielina. La deficiencia d’aquesta proteina i les alteracions vasculars
gue es donen en I'envelliment, poden produir alteracions en les fibres mieliniques que
afectaran a la connexié entre les diferents regions cerebrals. Com s’ha esmentat
anteriorment, es van estudiar les alteracions de la mielina utilitzant imatges de DTl in

vivo i ex vivo i immunotincions per MBP.

Com s’ha explicat en I'apartat anterior, les dades de DTI es van analitzar per
hemisferis. L’analisi de les dades per hemisferis en estat basal no va mostrar diferencies

significatives. Per aguest motiu, es mostren dos valors per cada animal.

2.2.1. Alteracions a les fibres de mielina in vivo

Es van adquirir imatges de DTI in vivo per I'estudi longitudinal dels canvis en la
mielina en ratolins ApoE7". L’analisi de les dades de les imatges de DTl en els ApoE”- de
les tres edats d’estudi va mostrar alteracions en la FA, la DM i la direccionalitat (AD i RD)

de les fibres, tal i com es mostra a la figura 80.

A diferencia de I'efecte de I'envelliment en ratolins C57BI6, les dades de DTI in
vivo en ratolins ApoE”- van mostrar disminucié de la FA a I’escorca (p<0.0001), a I'estriat
(p=0.0046) i a I'hipocamp (p=0.00011) en ratolins de 18 mesos, tal i com es mostra a la
Figura 80A. No obstant, al cos callés i a la fimbria (p<0.0001) es va trobar un augment
de la FA als 18 mesos d’edat, indicant alteracions en la resposta inflamatoria. Es va
detectar una reduccié de la MD en diferents estructures cerebrals com I"hipocamp
(0.0089), el cos callds (p<0.0001), la capsula interna (p=0.00015) i a la fimbria
(p<0.0001), indicant alteracions en la estructuralitat de les fibres de mielina (Figura 80B).
La difusid axial, que indica alteracions en I'axd, es va reduir amb I’envelliment en ratolins
ApoE” a I'escorga (p=0.0072), a I'estriat (p=0.0108), a I’hipocamp (0.0025), al cos callés
(p<0.0001), a la capsula interna (p=0.00018) i a la fimbria (p=0.0069), tal i com s’observa
a la Figura 80C. La difusié radial (RD) es va reduir en ratolins ApoE”- amb I'envelliment
al cos callés (p<0.0001) i a la fimbria (p<0.0001), indicant menys mielinitzacié (Figura

80D).
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Figura 80. Estudi de les alteracions en la substancia blanca in vivo en animals ApoE-. A) Canvis en la integritat de les
fibres, utilitzant I'index FA. B) Estudi del canvis en la estructuralitat de les fibres mitjangant I'index MD. C) Canvis en
la difusié axial de les fibres, emprant I'index AD. D) Estudi del canvis en la difusié ortogonal de les fibres mitjancant
I'index RD. Resultats expressats en mitjana = DE i analitzats utilitzant una prova T multiple on * s’associa a una p<0.05.
Tamany de la mostra: (n=26) ApoE”- de 6 mesos, (n=18) ApoE7- de 12 mesos i (n=22) ApoE/- de 18 mesos.

Un exemple d’estructura que va presentar alteracions amb I’envelliment en
ratolins ApoE” va ser I’hipocamp. L’hipocamp va presentar ja una reduccié de la FA en
ratolins de 12 mesos (p=0.0030), que es mantenia als 18 mesos d’edat. A I’hipocamp, es
va trobar una reduccié de la MD (p=0.0081) i de la AD com I’AD (p=0.0015) en ratolins
de 18 mesos. Malgrat la RD sembla que es redueix amb el temps, aquesta reduccié no
és significativa (p=0.1896). L’hipocamp és una estructura cerebral implicada en la
formacid i la consolidacié de la memoria, la orientacié espacial i I'atencié que s’ha vist

afectada en altres tipus de demeéncies.
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L’analisi de les dades de les imatges de DTI in vivo comparant C57BI6 i ApoE” va
permetre detectar alteracions en tots els components del DTI, tal i com s’observa a la

Figura 81.

L'aterosclerosi va produir una reduccié de la FA al cos callés (p=0.0008), a la
capsula externa (p=0.0005) i a la fimbria (p<0.0001) en ratolins de 6 mesos, indicant una
pérdua d’integritat de les fibres a edats joves (Figura 81A). En ratolins de 12 mesos,
I'aterosclerosi va produir una reduccié de la FA al cos callés (p<0.0001) i a la fimbria
(p=0.0001), mantenint alteracions que apareixen en edats joves. En canvi, en ratolins de
18 mesos es va trobar una reduccid de la FA a estructures pobres en mielina com I'estriat
(p=0.0006) i I'hipocamp (p<0.0001) i en altres estructures riques en mielina com és la

capsula interna (p=0.0002).

En canvi, la MD es va trobar augmentada a I'escorga i a la fimbria en ratolins
ApoE”" de 6 mesos a I'estriat i a la fimbria (p<0.0001), indicant un augment de I'edema
en les fibres de mielina en edats joves a estructures relacionades amb la memoria
(Figura 81C). No obstant, I'aterosclerosi va produir una reduccié de la MD a la fimbria

(p<0.0001) en ratolins de 18 mesos, indicant pérdua cel-lular.

L’aterosclerosi no va produir alteracions en la difusio axial de les fibres de mielina
fins edats avancades (Figura 81B) i, més concretament, a la capsula interna (p<0.0001).
El resultats de les imatges de DTI in vivo van mostrar que |’aterosclerosi va produir una
reduccié de la AD a la fimbria (p<0.0001) en ratolins ApoE”- de 18 mesos. En canvi, a
edats joves la AD augmenta al cos callds (p<0.0001), indicant que I'aterosclerosi podria
no produir danys en els axons fins edats avangades. L’aterosclerosi no va produir canvis
en la RD, indicant que podria no estar implicada en el procés de mielinitzacio (Figura

81D).
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Figura 81. Efecte de I'aterosclerosi en les fibres de mielina in vivo. A) Canvis en I'anisotropia fraccionada de les fibres
de mielina. B) Canvis en la difusio axial de les fibres de mielina. C) Canvis en la difusié mitjana. D) Canvis en la difusio
ortogonal. Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats amb a prova Two-way on * s’associa a p<0.05. Els resultats
es mostren per duplicat per hemisferis en les dues soques: animals C57BI6 de 6 mesos (n=30), 12 mesos (n=32) i 18
mesos (n=12) i animals ApoE”- de 6 mesos (n=26), 12 mesos (n=18) i 18 mesos (n=22).

2.2.2. Estudi d’alteracions a les fibres de mielina ex vivo

Les imatges de DTl in vivo tenen una resolucié limitada en la deteccioé d’alteracions
en les fibres de mielina d’estructures pobres en mielina com poden ser les regions de

substancia grisa. Aquesta limitacié es pot superar amb imatges d’alta resolucio ex vivo.

Segons s’observa a la Figura 82, els resultats de I'analisi de les dades dels diferents
components del DTl ex vivo van permetre trobar alteracions estadisticament
significatives de la FA, la MD i en la direccionalitat (AD i RD) entre les diferents edats
estudiades en animals ApoE”". Les dades de DTl ex vivo van validar que amb
I’envelliment la deficieéncia d’apolipoproteina E produeix alteracions en tots els metrics
de DTI. A diferencia dels resultats in vivo, la FA només es va trobar una reduccié a la
capsula interna (p=0.0021) tal i com es mostra a la Figura 82A. Aquests resultats
indiquen que la deficiéncia d’apolipoproteina E produeix alteracions en la integritat de
les fibres de mielina amb I'envelliment prou significatives, de manera que ja es poden

detectar amb seqiiéncies de DTl de menor resolucié (Figura 80A).

A diferéncia dels resultats de MD explicats en I'apartat in vivo, la MD va augmentar
en ratolins ApoE” de 18 mesos a I'escorca (p=0.0006), I'estriat (p=0.0011), I’'hipocamp
(p=0.0027), la capsula externa (p=0.0115) i la fimbria (p=0.00012), tal i com s’observa a
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la Figura 82B. A diferencia dels resultats in vivo, es va detectar un augment de la AD a
la fimbria (p=0.0023) aixi com un augment de la RD a I’hipocamp (p=0.0045) i a la
capsulainterna (p=0.0051), tal i com es mostra a les Figures 82C i 82D. A més, també es
va detectar un augment de la RD en ratolins de 18 mesos respecte els de 12 mesos a
I’escorca (p=0.0014), a l’estriat (p=0.0023), a la capsula interna (p=0.0081) i a la fimbria

(p=0.0032), indicant que les alteracions de mielinitzacid s’inicien als 12 mesos d’edat.
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Figura 82. Alteracions en la substancia blanca ex vivo. A) Efecte de I'envelliment sobre la integritat de les fibres,
utilitzant I'index FA. B) Efecte de I’envelliment sobre la estructuralitat de les fibres, fent servir I'index MD. C) Efecte
de I'envelliment sobre la difusié axial de les fibres, utilitzant I'index AD. D) Efecte de I'envelliment sobre la difusié
ortogonal de les fibres, utilitzant I'index RD. Resultats expressats com en mitjana + DE i analitzats utilitzant analitzats
utilitzant una prova T mdltiple on * s’associa a una p<0.05. Tamany de la mostra: (n=8) ApoE/- de 6 mesos, (n=10)
ApoE”-de 12 mesos i (n=6) ApoE”- de 18 mesos.
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En I'analisi comparatiu entre soques es van trobar reduccions en la FA que
permeten confirmar que I'aterosclerosi produeix canvis en la integritat de les fibres,

especialment amb I'envelliment i a la comissura anterior (Figura 83A).

Mentre que les dades de DTI in vivo només van permetre detectar alteracions
puntuals en la MD, les dades de DTI ex vivo van permetre identificar una reduccioé de la
MD en ratolins ApoE”" de 12 mesos. Mentre que la MD es va reduir en aquest grup, en
ratolins ApoE”- de 18 mesos la MD augmenta a la fimbria (p<0.0001), indicant la
possibilitat de formacié d’edema en edats avancades (Figura 83C). L’aterosclerosi va
produir una reduccié de la AD en ratolins ApoE”" de 6 i 12 mesos a la capsula interna
(p=0.0011) i a la fimbria (p=0.0002) en ratolins de 6 mesos, a diferéncia de I'estudi in
vivo. No obstant, es va detectar un augment d’aquest parametre a la fimbria en ratolins
de 18 mesos (Figura 83B). L'analisi de les dades de DTI ex vivo van confirmar que
I’aterosclerosi no produeix canvis en la RD (Figura 83D), tot i observar-se un augment

puntual d’aquesta a la comissura anterior en ratolins ApoE”- de 18 mesos.
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Figura 83. Efecte de I'aterosclerosi en les fibres de mielina ex vivo. A) Alteracions en les fibres en I'anisotropia
fraccionada. B) Alteracions a la difusivitat mitjana. C) Alteracions en la difusié axial. D) Alteracions en la difusid
ortogonal. Resultats expressats en mitjana &+ DE i analitzats amb Two-way ANOVA on * s’associa a p<0.05, ** a una
p<0.01 i *** a p<0.001. Els resultats es mostren per duplicat per hemisferis en les dues soques: animals C57BI6 de 6
mesos (n=30), 12 mesos (n=32) i 18 mesos (n=12) i animals ApoE”- de 6 mesos (n=26), 12 mesos (n=18) i 18 mesos
(n=22).

Amb I'objectiu de validar les dades del DTl in vivo i ex vivo, es van mesurar canvis
en la expressio de MBP per immunohistoquimica. Es van analitzar les dades per
hemisferis i no es van detectar diferencies significatives, motiu pel qual hi ha dos valors

per cada animal.
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A la Figura 84A es recullen les dades de MBP en ratolins ApoE”". L’analisi de les
dades va mostrar una disminucio de I'expressié de MBP en totes les regions estudiades
en les diferents edats en animals ApoE”~ (p<0.05), a diferéncia de I'analisi de DTI, on es
mostrava un comportament més heterogeni en funcioé de la regié i de I’edat analitzades.

A la Figura 84B es mostren imatges representatives de la immunotincié per MBP.
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Figura 84. Alteracions en I'expressié de MBP amb I'envelliment en animals ApoE~-. A) Resultats expressats com en
mitjana + DE i analitzats utilitzant analitzats utilitzant una prova Two-way ANOVA on *** s’associa a una p<0.01 i
**%* 3 p<0.0001. B) Imatges representatives de les tincions d'immunohistoquimica per MBP. Es van utilitzar ratolins
ApoE/-de 6 mesos (n=12), de 12 mesos (n=10) i de 18 mesos (n=8).

També es van estudiar alteracions a la substancia blanca per tincions amb MBP
degudes a l'aterosclerosi. La Figura 85 mostra els resultats de l'analisi dels canvis
d’expressié de MBP comparant animals C57BI6 i animals ApoE”". En ratolins de 6 mesos
es va observar una reduccié de la expressié de MBP en ratolins ApoE”~ (Figura 85A) a
totes les regions estudiades (p<0.0001). En canvi, en ratolins de 12 mesos es va detectar
una reduccié de la expressié de MBP a I'escorga (p<0.0001), tal i com s’observa a la
Figura 85B. Per ultimitalicom s’observaala Figura 85C, no es van detectar diferéncies
en la expressié de MBP entre ratolins C57BI6 i ApoE”~ de 18 mesos, exceptuant un
puntual augment de la expressié de MBP en ratolins ApoE~" a I'estriat (p=0.0002). Es va
observar que, amb I'edat, les diferéncies entre soques van tendir a igualar-se tot i la
petita diferencia en ratolins de 18 mesos a I'estriat. Aquesta diferéncia podria deure’s a

gue aquesta estructura, en concret, podria haver-se vist menys afectada per I'edat en

aquests ratolins.
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Figura 85. Efecte de I'aterosclerosi sobre la expressio de MBP. A) Canvis en la expressié de MBP en ratolins de 6
mesos. B) Canvis en la expressio de MBP en ratolins de 12 mesos. C) Canvis en la expressio de MBP en ratolins de 18
mesos.. Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats amb Two-way ANOVA on * s’associa a p<0.05, ** a una
p<0.01 i *** 3 p<0.001. Els resultats es mostren per duplicat per hemisferis en les dues soques: animals C57BI6 de 6
mesos (n=4), 12 mesos (n=4) i 18 mesos (n=6) i animals ApoE”/- de 6 mesos (n=12), 12 mesos (n=10) i 18 mesos (n=8).

2.3.ALTERACIONS A LA SUBSTANCIA GRISA

La pérdua de l'expressid6 de ApoE no només pot afectar a l'estructura i,
conseqientment, la funcié de les fibres de mielina, sind que també pot produir
alteracions en la supervivencia cel-lularien lairrigacié cerebral que poden contribuir als

canvis anatomics produits per I'envelliment en el gruix cortical.

Una de les limitacions de I'estudi ha sigut la restricci6 de temps i d’espais
necessaris per expandir la colonia de ratolins ApoE”/- amb la finalitat d’obtenir els
animals necessaris de totes les edats d’estudi (mascles de totes les edats per comparar-
los amb els seus corresponents C57BI6). Per aquest motiu, es va decidir incloure les
femelles als grups d’estudi ApoE”". A posteriori, en el grup ApoE” es va fer un analisi
agrupant els resultats per génere, que en relacié al gruix cortical, va mostrar diferéncies

de genere.

El gruix cortical en mm del grup d’animals ApoE”- complet va ser 1.01 + 0.04 en
el grup de 6 mesos, 1.00 + 0.03 en el de 12 mesos, i 0.98 £ 0.04 en el de 18 mesos,
expressat com a mitjana + desviacié estandard. El gruix cortical quan es tenien en
compte només els mascles va ser 1.00 £ 0.04 en el grup de 6 mesos, 0.98 + 0.02 en el
grup de 12 mesos, i 0.97 + 0.04 en el grup de 18 mesos, expressat com a mitjana *
desviacié estandard. Per Ultim, es va analitzar aquest parametre en femelles ApoE™". Els
resultats van ser 1.04 + 0.03 en el grup de 6 mesos, 1.02 + 0.03 en el grup de 12 mesos,

10.99 + 0.03 en el grup de 18 mesos, expressat com a mitjana + desviacié estandard.
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Tal i com s’observa en la Figura 86A, el gruix cortical es redueix significativament
amb I'edat en ratolins ApoE”" (p=0.025). Mentre que els ratolins de 18 mesos tenen un
menor gruix cortical respecte els de 6 mesos (p=0.00017), no s’han detectat diferéncies
significatives en el gruix cortical dels animals de 12 mesos respecte els de 6 mesos

(p=0.5351) ni dels animals de 18 mesos respecte els de 12 mesos (p=0.1515).

Els resultats de I’analisi tenint en compte només els mascles ApoE”" no va mostrar
diferéncies significatives en les tres edats d’estudi (p=0.0584), tal i com es mostra a la
Figura 86B. La Figura 86C mostra que la reduccioé del gruix cortical que es va trobar en el
grup ApoE” es manté quan s’analitzen les dades tenint en compte només les femelles
ApoE” (p=0.0024). Aquest fet, probablement es deu al dimorfisme sexual en animals

ApoE” on les femelles parteixen d’un gruix cortical lleugerament major que els mascles.
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Figura 86. Efecte de I'envelliment sobre el gruix cortical en animals ApoE~-. A) Efecte de I'envelliment sobre el gruix
cortical en ratolins ApoE”/-. B) Efecte de I'envelliment sobre el gruix cortical en mascles ApoE”-. C) Efecte de
I’envelliment sobre el gruix cortical en femelles ApoE/-. Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats amb One-
way ANOVA on ** s’associa a una p<0.01. Els resultats es mostren per duplicat per hemisferis. Es van utilitzar ratolins
ApoE”-de 6 mesos (n=26), de 12 mesos (n=18) i de 18 mesos (n=22). D’aquests, 10 ratolins de 6 mesos, 8 de 12 mesos
i 10 de 18 mesos van ser femelles.

A falta de completar I'estudi amb femelles C57BI6, es pot dir que existeix un
dimorfisme sexual, almenys en els animals ApoE”", ja que des de I'inici de I'estudi, les
femelles tenen un gruix cortical major respecte als mascles als 6 (p=0.0084) i 12
(p=0.0264) mesos, tal i com s’observa a la Figura 87. Aquestes diferéncies en el gruix

cortical tendeixen a desapareixer amb I'edat.
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Comparativa de sexes en ratolins ApoE'/'
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Figura 87. Efecte de I'envelliment sobre el gruix cortical en animals ApoE/- per génere. Resultats expressats en
mitjana = DE i analitzats utilitzant la prova Two-way ANOVA on * s’associa a una p<0.05 i ** s’associa a una p<0.01.
Els resultats estan duplicats per hemisferis i el tamany de la mostra és: mascles 6 mesos (n=16), mascles 12 mesos
(n=10, mascles 18 mesos (n=12), femelles 6 mesos (n=10, femelles 12 mesos (n=8) i femelles 18 mesos (n=10).

Amb la finalitat de comprendre els canvis en el gruix cortical atribuibles a
I'aterosclerosi i tenint en compte aquest dimorfisme de genere en el grup de ratolins
ApoE”-, es va comparar els mascles C57BI6 de les tres edats d’estudi amb el grup
complet de ratolins ApoE”, incloent les femelles i també es va comparar amb els

corresponents mascles ApoE”", tal i com s’observa a la figura 88.

Expressat com a mitjana + desviacié estandard, el gruix cortical en mm dels
ratolins C57BI6 va ser 0.99 + 0.04 en el grup de 6 mesos, 0.99 + 0.02 en el grup de 12

mesos, i 0.96 + 0.03 en el grup de 18 mesos.

Dins del grup d’animals ApoE” els resultats del gruix cortical (mm) es va
expressar tenint en compte el grup complet, és a dir, incloent les femelles, i tenint en
compte només els mascles. Els resultats expressats com a mitjana £ desviacid estandard
del gruix cortical en el primer cas va ser 1.01 + 0.04 en el grup de 6 mesos, 1.00 + 0.03
en el grup de 12 mesos, i 0.98 + 0.04 en el grup de 18 mesos. En canvi, en el segon cas
va ser 1.00 + 0.04 en el grup de 6 mesos, 0.98 + 0.02 en el grup de 12 mesos, i 0.97 +

0.04 en el grup de 18 mesos, expressat com a mitjana + desviacid estandard.

L'analisi de resultats no va mostrar diferéncies significatives en el gruix cortical
entre les tres edats analitzades quan es tenen en compte tant mascles com femelles
ApoE7, tal com es mostra a la Figura 88A. Per evitar possibles emmascaraments deguts
al dimorfisme de génere, es van comparar només els mascles ApoE”" (p=0.9121) i es va
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observar que el gruix cortical no canvia de forma significativa com a conseqiiéncia de

I’aterosclerosi (Figura 88B).
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Figura 88. Efecte de I'aterosclerosi sobre el gruix cortical per edats. A) Canvis sobre el gruix cortical tenint en compte
el grup complet d’animals ApoE7-. B) Canvis sobre el gruix cortical tenint en compte només els mascles ApoE”.
Resultats expressats en mitjana = DE i analitzats amb Two-way ANOVA. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos
(n=15), 12 mesos (n=16) i 18 mesos (n=6). Es van utilitzar ratolins ApoE”- 6 mesos (n=13), de 12 mesos (n=9) i de 18
mesos (n=11). A la figura B es van excloure 5 femelles de 6 mesos, 4 de 12 mesos i 5 de 18 mesos.

2.4.ALTERACIONS EN LA CONDUCTA

Les alteracions en la conducta poden aparéixer com a conseqiiéncia dels canvis
vasculars que es produeixen amb envelliment, factors de risc o amb la presencia de
patologies croniques. Tal i com s’ha explicat en la introduccid, els tests d’avaluacié
neuropsicologica segueixen sent una de les eines més utils per al diagnostic de
demeéncia. Els tests de comportament sén les eines que equivalen a aquests tests en
models animals. En aquests cas s’han avaluat canvis en la coordinacio, la forca motora i

la capacitat exploratoria, tal i com s’observa a la Figura 89.

L'analisi de resultats va mostrar una reduccié significativa en la coordinacio
motora (p<0.0001) entre les tres edats analitzades (Figura 89A). Es va analitzar també la
forca muscular i es va detectar una reduccié significativa en animals de 18 mesos
(p=0.0056), tal i com s’indica a la Figura 89B. També es van analitzar possibles alteracions
en la capacitat exploratoria general, utilitzant dos parametres diferents, la distancia
recorreguda i la velocitat d’exploracid. Mentre que I’analisi no va mostrar diferencies

estadisticament significatives en la velocitat (p=0.3082), la distancia recorreguda va
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augmentar en animals ApoE”- de 12 mesos (p=0.0367), tal i com s’observa a les Figures

89Ci 89D, respectivament.
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Figura 89. Alteracions en la conducta amb I'envelliment en animals ApoE/-. A) Efecte de I'envelliment sobre la
coordinacié motora. B) Efecte de I'envelliment sobre la forga muscular. Efecte de I'envelliment sobre la capacitat
exploratoria (C) i (D). Resultats expressats en mitjana + DE i s’han analitzat utilitzant la prova One-way ANOVA on **
s’associa a una p<0.01 i *** a una p<0.001. Es van utilitzar ratolins ApoE7- de 6 mesos (n=7), de 12 mesos (n=13) i i
de 18 mesos (n=10).

Es va avaluar 'ansietat tal i com s’ha detallat en el primer apartat. Tal i com
s’observa a la Figura 90, els ratolins ApoE/" passen més temps a prop de la zona
periférica del camp obert (regid exterior) a totes les edats d’estudi (p<0.0001). No
obstant, el percentatge de temps que passen a dins i el percentatge de temps que

passen a fora no canvia amb I'edat en animals ApoE”~ (p=0.9994).
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Efecte de I'envelliment en l'ansietat
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Figura 90. Efecte de I'envelliment en animals ApoE”- sobre I'ansietat. Resultats expressats en mitjana + DE i s’han
analitzat utilitzant la prova Two-way ANOVA. Es van utilitzar ratolins ApoE”- de 6 mesos (n=7), de 12 mesos (n=13) i
de 18 mesos (n=10).

L’analisi comparatiu de la conducta en animals C57BI6 i animals ApoE”" no va
mostrar alteracions en la coordinaci6 motora ni debilitat muscular associades a
aterosclerosi (Figura 91A i Figura 91B, respectivament). No obstant, I’analisi post hoc va
mostrar una major debilitat muscular (p=0.0240) i menor coordinacid6 motora
(p<0.0001) en ratolins ApoE”- de 18 mesos. Es van mesurar canvis en la capacitat
exploratoria utilitzant la distancia recorreguda i la velocitat d’exploracié. Els resultats
van mostrar una reduccid significativa de la distancia recorreguda en animals ApoE”7- de
6 mesos, indicant un possible envelliment prematur degut a I'aterosclerosi, tal i com

s’indica a la figura 91C.
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Figura 91. Efecte de |'aterosclerosi sobre la conducta. A) Alteracions en la coordinacid6 motora associades a
I"aterosclerosi. B) Alteracions en la forga motora associades a I'aterosclerosi. Alteracions en la capacitat exploratoria
associades a I'aterosclerosi (C) i (D). Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats amb Two-way ANOVA amb post
hoc Bonferroni on * s’associa a p<0.05 i **** a p<0.00001. S’han utilitzat 32 animals C57BI6 11 animals de 6 mesos ,
11 animals de 12 mesos i 10 de 18 mesos i 30 animals ApoE”-, 7 de 6 mesos, 13 de 12 mesos i 10 de 18 mesos.

La reduccié de la capacitat exploratoria en animals ApoE”- de 6 mesos podria
estar relacionada amb canvis en I'ansietat d’aquests animals. Per aquest motiu, es van

analitzar les alteracions en 'ansietat en animals envellits degudes a I'aterosclerosi.

L'ansietat es va mesurar relacionant el temps que els animals passen a la part
més interna i a la part més externa de la caixa, partint de la premissa de que eviten

passar temps en espais oberts.

Per avaluar I'efecte que té I'aterosclerosi sobre I'ansietat, es va comparar el
temps que els ratolins C57BI6 i ApoE”" passaven a la part interna del camp obert, tal i
com es mostra a la figura 92. L’analisi dels resultats va mostrar una reduccid significativa
del temps que els ratolins ApoE”- de 6 mesos passaven a la regié interior (p=0.0018),
indicant que a edats joves, la deficiencia d’aquesta proteina estaria lligada a un major

nivell d’ansietat i que tendeix a igualar-se amb I'edat.
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Efecte de lI'aterosclerosi en l'ansietat
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Figura 92. Efecte de I'aterosclerosi sobre 'ansietat en animals ApoE”- envellits. Resultats expressats en mitjana + DE
i analitzats amb Two-way ANOVA. S’han utilitzat 32 animals C57BI6 11 animals de 6 mesos, 11 animals de 12 mesos
i 10 de 18 mesos i 30 animals ApoE7-, 7 de 6 mesos, 13 de 12 mesos i 10 de 18 mesos.
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3. HIPOPERFUSIO

Els models animals en demeéncia tenen una gran limitacid. Els rosegadors sén
fisioldgicament molt resistents a la hipoperfusié. El model animal de deméncia que es
va utilitzar en aquest estudi és el model d’estenosi bilateral asimeétrica de les artéeries
carotides comunes (ACAS) per la seva semblancga al que es produeix en clinica. Es van fer
animals SHAM i es va observar que la operacid per se no té efectes en els diferents

parametres estudiats. Per aguest motiu, no es mostraran les dades d’aquests animals.

3.1.ALTERACIONS VASCULARS

3.1.1. Alteracions en la macrovasculatura

El model d’hipoperfusié ACAS es caracteritza per ser progressiu, ja que l'anell
ameroide produeix una oclusié gradual de 'artéria carotida comuna dreta amb el temps.
Aguesta oclusié produeix canvis morfologics detectables mitjangant angiografia TOF,
longitudinalment. Tot i que la cirurgia ACAS produeix canvis en la morfologia del sistema
carotidi que irriga el cervell, aquests canvis podrien afectar també I'artéria basilar. Un
dels principals canvis morfologics visualment més destacables és la pérdua de senyal de

I’artéria carotida interna dreta (Figura 93).

C57BI6

12 mesos 18 mesos

Figura 93. Imatges representatives de les alteracions en la morfologia de les principals artéries que irriguen el cervell
per angiografia TOF. En vermell s’ha encerclat la perdua de senyal a I’arteria carotida interna dreta.
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Les primeres imatges d’angiografia TOF es van adquirir abans de la induccio
d’hipoperfusié (inicial), i es va realitzar un seguiment longitudinal de fins a dos mesos
després de la cirurgia ACAS (final). Es van analitzar canvis en la longitud de I'artéria
basilar i les artéries carotides internes de manera longitudinal, en les dues soques i a les
tres edats d’estudi. A la Figura 94 es mostren els resultats de les dades d’angiografia TOF
en ratolins de 6 mesos C57BI6 i ApoE”" a 7 i 28 dies i 2 mesos després d’induir
hipoperfusid. L’analisi de les dades no va mostrar diferéncies significatives en I'artéria
basilar, la longitud de la qual no va canviar ni amb la hipoperfusié (p=0.5197) ni entre
ratolins C57BI6 i ApoE”- (p=0.3471), tal i com s’observa a la Figura 94A. En canvi, en
ratolins de 6 mesos es va produir una reduccié de la longitud de I'artéria carotida interna
dreta amb el temps deguda a la hipoperfusié (p=0.0027), i els animals ApoE”" es van
comportar d’'una forma diferent (p=0.0006) als C57BI6. Tal i com s’observa a la figura
94B, els ratolins ApoE”" van presentar una menor longitud de I’artéria carotida interna
dreta als 2 mesos (p=0.0417), indicant possiblement una menor capacitat de

compensacio vascular a la hipoperfusié cronica.
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Figura 94. Canvis microvasculars en la longitud de les principals artéries que irriguen el cervell en ratolins de 6 mesos.
A) Longitud arteéria basilar. B) Longitud arteria carotida interna dreta. C) Longitud artéria carotida interna esquerra.
Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA amb post hoc Bonferroni on *
s’associa a p<0.05. Es van utilitzar 15 ratolins C57BI6 i 13 ratolins ApoE7- de 6 mesos.

L'analisi de la longitud de les artéries esmentades en ratolins de 12 mesos va
mostrar una reduccié de la longitud de I'arteria basilar (p=0.0096), artéria carotida
interna dreta (p<0.0001) i artéria carotida interna esquerra (p=0.0394) en els animals
ApoE”, tal i com s’observa a la figura 95. La hipoperfusié no va produir canvis
significatius a I'artéria basilar en animals de 12 mesos (Figura 95A). En canvi, I'artéria
carotida interna dreta dels ratolins ApoE”" de 12 mesos va reduir-se més a partir dels 7

dies post-cirurgia (Figura 95B).
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Figura 95. Canvis microvasculars en la longitud de les principals artéries que irriguen el cervell en ratolins de 6 mesos.
A) Longitud arteria basilar. B) Longitud artéria carotida interna dreta. C) Longitud arteria carotida interna esquerra.
Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA amb post hoc Bonferroni on *
s’associa a p<0.05. S’han utilitzat 16 ratolins C57BI6 de 12 mesos i 9 ratolins ApoE7/- de 12 mesos.

En canvi, en ratolins de 18 mesos no es van trobar diferencies entre C57BI6 i
ApoE”-, excepte en relacié a I'artéria carotida interna dreta, tal i com s’observa a la
Figura 96. Es va detectar una reduccid de la longitud de I'artéria carotida interna dreta
amb la hipoperfusid (p<0.0001), que no es va trobar en la resta d’artéries estudiades en

animals de 18 mesos (Figura 96B).
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Figura 96. Canvis microvasculars en la longitud de les principals artéries que irriguen el cervell en ratolins de 6 mesos.
A) Longitud artéria basilar. B) Longitud arteria carotida interna dreta. C) Longitud artéria carotida interna esquerra.
Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA amb post hoc Bonferroni on **
s’associa a p<0.01. S’han utilitzat 6 ratolins C57BI6 de 18 mesos i 11 ratolins ApoE7- de 18 mesos.

Tal i com ja s’ha esmentat anteriorment, el grup d’animals ApoE7‘inclou mascles
i femelles amb la finalitat d’incrementar el mida de la mostra. L’analisi de les dades
d’imatges d’angiografia TOF en el grup d’animals ApoE”" es va realitzar, en primer lloc,
en mascles i femelles per separat. En no trobar-se diferencies significatives, es van
analitzar tots els animals junts. Per aquest motiu, es mostren els resultats dels ratolins

ApoE” al complet.
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La hipoperfusié cronica pot produir canvis progressius en les artéries carotides
comunes, cosa que pot induir canvis en la perfusio cerebral. Es van fer servir imatges de
perfusid ASL per detectar els possibles canvis en la perfusié cerebral. D’aquestes imatges
es van extreure els mapes de rCBF que es mostren a la Figura 97. Tal i com s’ha explicat
a I'apartat metodologic, es va realitzar un estudi dels canvis en la perfusio cerebral amb
mesures del cervell complet, per hemisferis i també per regions d’interés com ara,

I’escorga i I’estriat.

28 dies

Figura 97. Mapes de rCBF representatius dels canvis de perfusié cerebral produits per la hipoperfusié. Elaboracié
propia.

A l'apartat anterior s’ha detectat diferéncies en el rCBF en animals de 12 i 18
mesos tenint en compte dades de rCBF per hemisferis. En aquest cas, es van analitzar
les dades de rCBF del cervell total en ratolins ApoE7- i C57BI6 a les tres edats d’estudi
longitudinalment (Figura 98). Les diferéncies en el rCBF en estat basal en animals de 12
mesos (p=0.0042) es van mantenir (Figura 98B). L'analisi estadistic es va realitzar
emprant la prova Two-way ANOVA, que va mostrar diferencies atribuibles al factor soca
en ratolins de 6 i 12 mesos. Aquestes diferencies no es van trobar en animals envellits
de 18 mesos (p=0.8539), tal i com mostra la Figura 98C. No obstant, es va trobar una
reduccid del rCBF amb la hipoperfusié en ratolins de 6 mesos (p=0.0159), de 12 mesos

(p=0.0031) i de 18 mesos (p<0.0001).
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200 200 200 D
100 H 100 $ 100 D E

0

FCBF
CBF
CBF

Basal 7dies 28 dies 2 mesos Basal 7dies 28 dies 2mesos Basal 7dies 28 dies 2mesos

Temps Temps Temps

[ cs7816 ApoE™””

Figura 98. Canvis en la perfusié cerebral produits per la hipoperfusié en ratolins C57BI6 i ApoE” a les tres edats
d’estudi. A) Ratolins de 6 mesos. El tamany de la mostra va ser 15 ratolins C57BI6 i 13 ApoE/-. B) Ratolins de 12
mesos. Es van utilitzar 16 ratolins C57BI6 i 9 ApoE”-. C) Ratolins de 18 mesos.es van utilitzar animals C57BI6 (n=6) i
ApoE~/- (n=11). Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats mitjancant Two-way ANOVA on ** s’associa a p<0.01.

La asimetria del model d’hipoperfusié sobre les arteries carotides comunes
podria produir alteracions asimeétriques en el flux sanguini cerebral. Es van avaluar
aquests canvis per hemisferis als 2 mesos de la induccié de la hipoperfusio (Figura 99).
Els ratolins ApoE7- van mostrar un rCBF menor en tots els hemisferis i en tots els temps
estudiats, respecte els animals C57BI6, tot i que aquestes diferéncies només van ser
significatives als 12 mesos (p=0.0155 a I’hemisferi dret i p=0.0002 a I’hemisferi
esquerre). Els valors de rCBF que ofereix la perfusié ASL sén molt variables entre ratolins,
possiblement relacionat amb el fet d’estar anestesiats en sessions de ressonancia de
més d’una hora. Aixo, unit al fet de una n reduida en algun dels grups, pot influir en el

resultat final.

A rCBF final 6 mesos B rCBF final 12 mesos c Final 18 mesos
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Figura 99. Efecte asimeétric de la hipoperfusid dos mesos després de la cirurgia ACAS comparant les dues soques a les
diferents edats d’estudi. A) rCBF final en animals de 6 mesos. B) rCBF final en ratolins de 12 mesos. C) rCBF final en
animals de 18 mesos. Resultats expressats en mitjana + DE i analitzats mitjangant Two-way ANOVA on * s’associa a
p<0.05i ** a p<0.01. Per una banda, s’han utilitzat ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=6), de 12 mesos (n=9) i de 18 mesos
(n=3).D’altra banda, s’han utilitzat ratolins ApoE”- de 6 mesos (n=9), de 12 mesos (n=5) i de 18 mesos (n=5).

Es va analitzar el rCBF en les diferents regions d’interés i no es van trobar

diferéncies significatives atribuibles als hemisferis excepte a I'estriat en animals ApoE™”"
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de 18 mesos (p=0.0216), fet que indicaria que possiblement compensen pitjor I'oclusid
de I'artéria carotida interna dreta que la resta de grups (Figura 100). No es van trobar
diferéncies degudes al génere en els ratolins ApoE”". Per aquest motiu, es van agrupar
les dades ies vacomparar el rCBF a I'escorcaia l'estriat entre C57BI6 i ApoE” ales

diferents edats d’estudi longitudinalment.

Efecte hipoperfusio a I'estriat en ApoE'/' 18 mesos

200 T
- H.Esquerre
T H.Dret
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B asal 7 dies 28 dies 2 mesos

Figura 100. Efecte de la hipoperfusié a I'estriat en ratolins ApoE”- de 18 mesos. Resultats expressats com a mitjana +
DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA, post hoc Bonferroni. Tamany de la mostra: 11 ratolins ApoE7/- de 18
mesos.

Ala Figura 101 es mostren els resultats de I'analisi del rCBF a I’escor¢a per soques
a les tres edats d’estudi. Es va trobar una reduccié del rCBF amb la hipoperfusié en
ratolins de 6 mesos (p<0.0001), de 12 mesos (p=0.0004) i de 18 mesos (p<0.0001). A
més, es va trobar una reduccié del rCBF en ratolins ApoE”- de 6 mesos (p=0.0081) i en
animals de 12 mesos (p<0.0001). Aquesta reduccié del rCBF no es va detectar en animals
de 18 mesos (p=0.8301), indicant que a edats més envellides es perd la capacitat de

compensacio, independentment de la soca.
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A 6 mesos B 12 mesos C 18 mesos
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Figura 101. Alteracions en el rCBF a 'escorca en ratolins C57BI6 i ApoE” a les tres edats d’estudi. A) Ratolins de 6
mesos. B) Ratolins de 12 mesos. C) Ratolins de 18 mesos. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la
prova Two-way ANOVA, post hoc Bonferroni. Per una banda, s’han utilitzat ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=15), de 12
mesos (n=16) i de 18 mesos (n=6).D’altra banda, s’han utilitzat ratolins ApoE”- de 6 mesos (n=13), de 12 mesos (n=9)
i de 18 mesos (n=11).

L'analisi del rCBF a l'estriat per soques a les tres edats d’estudi va mostrar una
reduccid del rCBF amb la hipoperfusié en ratolins de 6 mesos (p<0.0001) i de 18 mesos
p<0.0001, pero no en ratolins de 12 mesos (p=0.0530). A més, es va trobar una reduccié
del rCBF en ratolins ApoE”- de 6 mesos (p=0.0032), de 12 mesos (p<0.0001) i en els de
18 mesos (p=0.0061). Aquesta reduccié del rCBF en ratolins ApoE” no es déna només
amb la hipoperfusio, sind també en estat basal en ratolins de 12 (p<0.0001) i 18 mesos

(p<0.0001), tal i com s’observa a les Figures 102B i 102C, respectivament.
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Figura 102. Alteracions en el rCBF a I'estri en ratolins C57BI6 i ApoE”- a les tres edats d’estudi. A) Ratolins de 6 mesos.
B) Ratolins de 12 mesos. C) Ratolins de 18 mesos. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova
Two-way ANOVA, post hoc Bonferroni. Per una banda, s’han utilitzat ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=15), de 12 mesos
(n=16) i de 18 mesos (n=6).D’altra banda, s’han utilitzat ratolins ApoE”- de 6 mesos (n=13), de 12 mesos (n=9) i de 18
mesos (n=11).
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3.1.2. Alteracions en la microvasculatura

Tal i com s’esmenta en la introduccid, I'origen del deteriorament cognitiu de
tipus vascular esta estretament lligat a la patologia vascular cerebral de tipus isquémic
o hemorragic. Les lesions vasculars produeixen canvis patologics en la conducta com,
per exemple, alteracions en la funcié executiva, pérdua de memoria, trastorns d’atencié
i concentracid i canvis afectius com |'apatia. En la major part dels casos on s’han trobat
aquestes alteracions conductuals, s’han detectat també alteracions hemodinamiques.
Les alteracions hemodinamiques com, per exemple, malalties cardiovasculars (aritmies
o hipotensid) o la malaltia pulmonar obstructiva cronica o I'apnea de la son poden
produir episodis repetitius d’hipoperfusié o d’hipoxia, que, a partir d’'una necrosi
selectiva (hipocamp o necrosi laminar cortical) pot ser l'origen del deteriorament

cognitiu.

Es creu que els pacients amb dany cognitiu de tipus vascular presenten una
alteracio de l'acoblament del flux sanguini cerebral microvascular i de la densitat
microvascular, que podria alterar I'intercanvi de gasos i nutrients front la resposta
d’hiperemia, produint dany tissular. Per aquest motiu, es va analitzar la densitat
microvascular en ratolins C57BI6 i ratolins ApoE”" a diferents edats d’estudi, exposats a
la hipoperfusid cronica in vivo i ex vivo, utilitzant els dos metodes explicats anteriorment

(index Qi imatges d’alta resolucidé per microscopia).

Es va realitzar I'analisi de lI'index Q i de les imatges d’alta resolucid per
microscopia per hemisferis ja que el model ACAS podria estar produint alteracions en la
densitat microvascular de forma asimetrica. L’analisi dels resultats no va mostrar
diferéncies significatives entre hemisferis, de forma que es van agrupar les dades. Amb
aquesta agrupacid, no es van trobar diferencies estadisticament significatives entre les
dades basals i finals (2 mesos després de la cirurgia) ni en els C57BI6 ni en els ApoE”" en
cap de les estructures d’estudi. En canvi, quan es van comparar les dades finals (2 mesos
després de la cirurgia) entre C57BI6 i ApoE”" de les tres edats d’estudi es va trobar una
reduccid de I'index Q a I’"hipocamp en animals de 6 mesos (p=0.0019), que no es manté

en la resta d’edats d’estudi, tal i com s’indica a la Figura 103. Aquesta diferéncia no es
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va trobar en la resta de regions estudiades (escorca, estriat i talem), indicant que la

estructura més sensible a la hipoperfusid a edats joves seria I'hipocamp.
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Figura 103. Densitat microvascular mesurada in vivo mitjangant I'index Q comparant les dades finals de ratolins
C57BI6 i ApoE/—. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb el test Two-way ANOVA on ** s’associa a
una p<0.001. Es van utilitzar ratolins ApoE”- de 6 mesos (n=18), de 12 mesos (n=12) i de 18 mesos (n=10) i ratolins
C57BI6 de 6 mesos (n=12), de 12 mesos (n=16) i de 18 mesos (n=6)

En I'estudi ex vivo de la densitat microvascular tampoc es van trobar diferencies
significatives entre hemisferis i també es van analitzar conjuntament. D’aquesta
manera, com es van utilitzar 3 cervells per grup i per grups d’edats, la mida de la mostra

sempre inclou 6 valors per soca i edat.

A diferéncia de 'estudi in vivo, es va detectar una clara tendéncia a la reduccié de la
densitat microvascular després de hipoperfusié cronica en ratolins C57BI6 de 6 i 12
mesos, que era estadisticament significativa a I'escor¢a en ratolins de 6 mesos
(p<0.001), a I'hipocamp (p=0.0002) en animals de 6 (p=0.0028) i 12 (p=0.0006) mesos, i
al talem en animals de 12 mesos (p=0.0061), tal i com s’observa a la Figura 104. No es

van trobar canvis significatius a nivell de Iestriat.
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Figura 104. Efecte de la hipoperfusio sobre la densitat microvascular (%) en ratolins C57BI6. A) Densitat microvascular
a I'escorga. B) Densitat microvascular a I’hipocamp. C) Densitat microvascular a I'estriat. D) Densitat microvascular al
talem. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA. Tamany de la mostra
ratolins C57BI6: 6 mesos (n=6), 12 mesos (n=6), 18 mesos (n=6).

A diferéncia dels ratolins C57BI6, I'analisi post hoc de la densitat microvascular
(%) en animals ApoE”- no va permetre detectar diferéncies significatives en cap de les
regions estudiades (Figura 105). No obstant, els resultats de la prova Two-way ANOVA
van permetre detectar una reduccié significativa de la densitat microvascular a I'estriat
(p=0.0443) i al talem (0.0079), tal i com s’observa a les Figures 105Ci D, respectivament.
Mentre que a l'escorca no es van trobar diferencies significatives (p=0.1448), a
I’hipocamp es va trobar una tendéncia a la reduccié de la densitat microvascular
(p=0.0622), que a lI’analisi post hoc va resultar ser estadisticament significatiu en animals

de 6 mesos (p=0.0003).
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Figura 105. Efecte de la hipoperfusié sobre la densitat microvascular (%) en ratolins ApoE-. A) Densitat microvascular
a I'escorga. B) Densitat microvascular a I’estriat. C) Densitat microvascular a I’hipocamp. D) Densitat microvascular al
talem. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA. Tamany de la mostra
ratolins ApoE7": 6 mesos (n=6), 12 mesos (n=6), 18 mesos (n=6).

A I'apartat anterior es van mostrar les diferencies en la densitat microvascular
(%) entre C57BI6 i ApoE” a les diferents edats d’estudi. En el cas de la hipoperfusié
cronica, es van comparar els valors finals de les dues soques. Només es van detectar

diferéncies entre soques al talem, tal i com s’indica a la Figura 106.

L’analisi de la densitat microvascular comparant C57BI6 i ApoE”/ va permetre
detectar alteracions al talem (p<0.0001) i una tendéncia la reduccié de la densitat
microvascular a I’"hipocamp (p=0.0628). La hipoperfusié va produir una reduccié de la
densitat microvascular al talem que es va iniciar en ratolins de 12 mesos (p<0.0001) i es
va mantenir (p=0.0113) en ratolins ApoE7- de 18 mesos (Figura 106D). Tot i que a
I’hipocamp només es va trobar una tendéncia a que la densitat microvascular es reduis

en ratolins ApoE”", I"analisi post hoc va mostrar una menor densitat microvascular en
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ratolins ApoE”" de 18 mesos (Figura 106B). No es van trobar diferéncies significatives a

I’escorca (Figura 106A) i a I'estriat (Figura 106C).
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Figura 106. Comparativa de la densitat microvascular (%) final entre C57BI6 i ApoE”-. A) Densitat microvascular a
I’escorga. B) Densitat microvascular a I'estriat. C) Densitat microvascular a I’'hipocamp. D) Densitat microvascular al
talem. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on ** s’associa a p<0.01 i
**% 3 p<0.001. Tamany de la mostra ratolins C57BI6: 6 mesos (n=6), 12 mesos (n=6), 18 mesos (n=6). Tamany de la
mostra ratolins ApoE”": 6 mesos (n=6), 12 mesos (n=6), 18 mesos (n=6).
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3.2.ALTERACIONS A LA SUBSTANCIA BLANCA

El model d’hipoperfusid escollit representa millor la hipoperfusié en humans per
la seva asimetria. La estenosi progressiva que es produeix a |'arteria carotida comuna
dreta reprodueix les alteracions cerebrals caracteristiques del VCl a I’hemisferi dret, com
poden ser els multiples infarts subcorticals. En canvi, a I’hemisferi esquerre es pretén
mimetitzar la leucoaraiosi, com a seqtiela de la hipoperfusié. L'interes de I'estudi de les
alteracions en la mielina per DTI recau en detectar quins indexs s’alteren amb la
hipoperfusid i el seu significat (pérdua de gruix de les beines de mielina, afectacidé dels
axons, augment de 'edema o contingut d’aigua al teixit, entre d’altres). Per aixo ens
centrem en |'analisi de I'anisotropia fraccional, que ens indica cém de direccional és la

difusié de I'aigua, i en la difusivitat mitjana, que ens informa sobre quant es difon I'aigua.

Es van estudiar les alteracions en la mielina in vivo mitjangant una seqliéncia
curta, de menor resolucid, que va permetre realitzar un seguiment longitudinal des del
temps previ a I'operacié (basal) fins a 28 dies després de la cirurgia. També es va emprar
una seqliencia de major resolucio per detectar alteracions ex vivo en la mielina a temps
basal i a temps final (2 mesos post-operacid). Per acabar, es van avaluar les alteracions
en |'expressid de la proteina basica de mielina en el teixit per immunohistoquimica 2

mesos després d’induir hipoperfusid.

3.2.1. Alteracions en les fibres de mielina detectables per imatges de DTI

Es van avaluar canvis en la FA en ratolins C57BIl6 per determinar el grau
d’integritat de les fibres de mielina. La Figura 107 mostra una reduccié de la FA 28 dies
després de la hipoperfusid en estructures com la capsula interna (p<0.0001) o la fimbria
(p<0.0001) en ratolins de 6 mesos a I’hemisferi dret. No obstant, també s’observa un
augment de la FA a la comissura anterior, indicant una possible compensacio subjacent.
El nombre d’alteracions en la FA incrementa amb I'edat ja que estructures pobres en
mielina com I'estriat o I’hipocamp es van comencar a alterar als 18 mesos d’edat. En
ratolins de 12 mesos, la FA es va reduir al cos callés (p<0.0001), a la capsula interna
(p<0.0001), a la capsula externa (p=0.0021) i a la fimbria (p<0.0001) 28 dies després de
la cirurgia. En canvi, en ratolins de 18 mesos, la FA es va reduir a totes les regions
cerebrals estudiades excepte a la comissura anterior com s’ha esmentat anteriorment.
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La FA també es va veure alterada a I'hemisferi esquerre i, tot i que els resultats de les
dades de DTI in vivo no van mostrar diferéncies entre hemisferis, la FA es va reduir en
totes les estructures estudiades, exceptuant subtils augments als 7 dies de la operacid a

la comissura anterior.
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Figura 107. Efecte de la hipoperfusié per ACAS en ratolins C57BI6 envellits. Es van utilitzat 13 ratolins de 6 mesos, 14
de 12 mesos i 5 de 18 mesos. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on
* equival a una p<0.05, ** a p<0.01, *** a p<0.001 i **** 3 p<0.0001.

En el grup de ratolins ApoE”" la FA es va reduir en més estructures als 6 mesos
d’edat com sén l'escorca (p=0.0220), I'hipocamp (p=0.0383), la capsula interna
(p=0.0013) i la fimbria (0.0147), indicant més vulnerabilitat a la hipoperfusié a
I’hemisferi dret que en el C57BI6 (Figura 108). En ratolins ApoE”- es va reduir la FA a
I'escorca (p=0.0100), la capsula interna (p<0.0001), la comissura anterior (p=0.0005) i
la fimbria (p<0.0001) amb I’'envelliment en I’hemisferi esquerre. Novament, la FA no
només es va reduir a les estructures esmentades de I’hemisferi dret siné que I’hemisferi
esquerre també va mostrar una reduccio de la FA. Tot i aix0, s’observa que la reduccid
de la FA va ser més accentuada a I’hemisferi esquerre en ratolins ApoE”" en consonancia

a la leucoaraiosi asimetrica del model.
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Figura 108. Efecte de la hipoperfusié per ACAS en ratolins ApoE~- envellits. Es van utilitzat 10 ratolins de 6 mesos, 6
de 12 mesos i 8 de 18 mesos. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on
* equival a una p<0.05, ** a p<0.01, *** a p<0.001 i **** 3 p<0.0001.

Es van adquirir imatges de DTI d’alta resolucié de mostres ex vivo. Es van utilitzar
cervells abans de ser sotmesos a qualsevol cirurgia (basal) i es van aprofitar els que es
van analitzar longitudinalment com a mostres finals (2 mesos post-operacid). A
diferéncia dels resultats de la FA de I'analisi de les imatges de DTI in vivo, la FA es va
reduir entre I'estat basal i 2 mesos després de la cirurgia només a I’hemisferi esquerre
en ratolins C57BI6, tal i com s’observa a la Figura 109. A I’hemisferi esquerre la FA es va

reduir a la comissura anterior, indicant que és una estructura resistent a la hipoperfusié

fins als 2 mesos.
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Figura 109. Efecte de la hipoperfusid ACAS sobre la FA ex vivo en ratolins C57BI6. Es van utilitzar mostres en estat
basal de 6 mesos (n=4), de 12 mesos (n=7) o de 18 mesos (n=3) i mostres 2 mesos després de la cirurgia de 6 mesos
(n=3), de 12 mesos (n=3) i de 18 mesos (n=4). Resultats expressats com a mitjana * DE i analitzats amb la prova Two-
way ANOVA, on * equival a una p<0.05.

En ratolins ApoE”", en canvi, en I'analisi de les imatges de DTl ex vivo es van
detectar reduccions de la FA en tots dos hemisferis, indicant que el ratolins ApoE” sén
sensibles a la hipoperfusid independentment de I"hemisferi cosa que podria deure’s a
una menor capacitat de compensacié. A la Figura 110 s’observa una reduccié de la FA a
la capsula interna (p=0.0058) i a la fimbria (p=0.0069) a I’hemisferi dret. A I’hemisferi
esquerre la FA es va reduir també a la capsula interna (p=0.0049) i a la fimbria

(p=0.0015).
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Figura 110. Efecte de la hipoperfusié ACAS sobre la FA ex vivo en ratolins ApoE”-. Es van utilitzar mostres en estat
basal de 6 mesos (n=4), de 12 mesos (n=5) o de 18 mesos (n=3) i mostres 2 mesos després de la cirurgia de 6 mesos
(n=6), de 12 mesos (n=6) i de 18 mesos (n=5). Resultats expressats com a mitjana * DE i analitzats amb la prova Two-
way ANOVA, on ** equival a una p<0.01.

A la Figura 111 es mostren els resultats de I'analisi de la difusié mitjana en
ratolins C57BI6 envellits. La MD es va reduir en ratolins de 6 mesos al cos callds
(p=0.0128), a la comissura anterior (p=0.0094) i a |la fimbria (p=0.0247) a I'hemisferi dret.
A I'hemisferi esquerre les mateixes estructures esmentades van presentar una reduccio
de la MD (p=0.0154; p=0.0311 i p=0.0016), indicant que les estructures esmentades sén
les més sensibles a la hipoperfusioé per ACAS. No obstant, amb I'envelliment es va reduir
la MD també a altres estructures com la capsula interna (p=0.0374), la capsula externa
(0.0491), I'hipocamp (p=0.0150) o I’escorg¢a (p=0.0079). La MD no es va comportard’una

forma diferent entre hemisferis.
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Figura 111. Efecte de la hipoperfusié ACAS sobre la difusivitat mitjana en ratolins C57BI6 envellits. Es van utilitzat 13
ratolins de 6 mesos, 14 de 12 mesos i 5 de 18 mesos. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova
Two-way ANOVA on * equival a una p<0.05, ** a p<0.01i **** 3 p<0.0001.

En ratolins ApoE”" de 6 mesos la MD es va reduir amb la hipoperfusié
practicament en totes les estructures estudiades. A diferéencia dels ratolins C57BI6, les
alteracions de la MD no es van incrementar amb |'edat. Tot i que la MD es va reduir en
ratolins ApoE”" en gaire bé totes les regions cerebrals, hi ha estructures com ara
I’hipocamp on als 28 dies de la cirurgia es va produeix un augment de la MD respecte

els 7 dies post-operacio (Figura 112).
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Figura 112. Efecte de la hipoperfusié per ACAS en ratolins ApoE~- envellits. Es van utilitzat 10 ratolins de 6 mesos, 6
de 12 mesos i 8 de 18 mesos. Resultats expressats com a mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on
* equival a una p<0.05, ** a p<0.01, *** a p<0.001 i **** 3 p<0.0001.

A la Figura 113 es mostren els canvis en la MD ex vivo en ratolins C57BI6. Els
resultats de les imatges de DTI ex vivo en ratolins C57BI6 van validar els resultats
obtinguts in vivo. La MDD es va reduir 2 mesos després de la hipoperfusio, malgrat I'analisi
post hoc no va mostrar diferéncies significatives en cap regid, la hipoperfusio va produir

una reduccid significativa de la MD en els dos hemisferis (p<0.0001).
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Figura 113. Efecte de la hipoperfusid ACAS sobre la MD ex vivo en ratolins C57BI6. Es van utilitzar mostres en estat
basal de 6 mesos (n=4), de 12 mesos (n=7) o de 18 mesos (n=3) i mostres 2 mesos després de la cirurgia de 6 mesos
(n=3), de 12 mesos (n=3) i de 18 mesos (n=4). Resultats expressats com a mitjana * DE i analitzats amb la prova Two-
way ANOVA.

L’analisi ex vivo de les imatges de DTl en ratolins ApoE”- va validar el resultats
obtinguts in vivo. S’ha esmentat anteriorment que en ratolins ApoE”- es produia un
augment de la MD als 28 dies de la hipoperfusio. En els resultats ex vivo va augmentar
a la comissura anterior en ratolins de 6 mesos (p=0.0073) i en ratolins de 12 mesos

(p=0.0412), tal i com s’observa a la Figura 114.

159



RESULTATS

6 mesos 12 mesos 18 mesos
0.0005 - -
40:_, 0.0004 +
o 0.0003 4
I
0.0002 4
0.0001 4
0.0000-
2 .2 L o > R L2 R 2 .2 CR N I
G LS LR LLSS S N S
Ff T F A FE Cf &P S CfF & ¢
&2 Lot T« & RPN AT &2 P Lt e K«
ANV g g A g e PP
R ® e P
& s &
0.0005 ~ - -
o 0.0004
P
]
S 0.0003 1
2
i 0.0002-
I
0.0001 +
0.0000-
"y f N "y . L. L.
PAFLRF LR PR LR PSP L LS
{+) B B (@ @ @ {+) B (@ @ @ {s) B B (@ @ (@
O FE S e F P W F CE FEEF W FE
P .\QOQ\J;@Q & .\Qoro@\%e.foﬁ & -\Qfoe\gﬁ"bﬁ
]I 6,0\90\ 90 [ ‘ﬂ‘\\e"\ b\)(’b e ‘J‘\\e\ b\;@
d&Q(?Q @\ﬁ; de(PQ é-\\a; P C}Q \(.\\:,
o I [nicial ° Final °

Figura 114. Efecte de la hipoperfusié ACAS sobre la MD ex vivo en ratolins ApoE~". Es van utilitzar mostres en estat
basal de 6 mesos (n=4), de 12 mesos (n=5) o de 18 mesos (n=3) i mostres 2 mesos després de la cirurgia de 6 mesos
(n=6), de 12 mesos (n=6) i de 18 mesos (n=5). Resultats expressats com a mitjana * DE i analitzats amb la prova Two-
way ANOVA, on ** equival a una p<0.01.

Els components vectorials de la difusivitat, axial o A1 i radial o A2 i A 3, van
mostrar canvis en el mateix sentit que I'analisi dels factors principals (FA i MD), tot i que
amb valors més heterogenis i amb una elevada variabilitat, en funcié de les diferents

estructures analitzades (dades no mostrades).

Analitzant tots els resultats en conjunt, es podria dir que la FA disminueix com a
conseqliencia de la hipoperfusié cronica en totes dues soques, d’'una manera més
marcada en les adquisicions in vivo, i aquestes diferencies es veuen reduides en les
mostres ex vivo, tot i que es manté la tendéncia, o fins i tot la diferéncia estadisticament
significativa en algunes de les estructures analitzades, principalment aquelles riques en
contingut de mielina. D’altra banda, contrariament al que era d’esperar, la MD va
mostrar una caiguda significativa en les adquisicions in vivo. Aquesta davallada deixava
de ser significativa en les mostres ex vivo dels ratolins C57BI6 i es revertia totalment en

els ratolins ApoE™". La caiguda de MD en les mostres in vivo podria estar influenciada per
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canvis en la compartimentalitzacié de I'aigua en els cervells dels ratolins operats, o a

canvis en la densitat cel-lular deguts a un increment en la reactivitat glial post-cirurgia.

Immunotincions per lbal (marcador de microglia) i GFAP (marcador d’astrocit),
van mostrar una reaccid de la microglia i dels astrocits 2 mesos després de la
hipoperfusid. La Figura 115 il-lustra a mode d’exemple la reaccié microglial en 3 animals
C57BI6 i 3 animals ApoE” de 18 mesos, on podem observar una heterogeneitat del
marcatge. Alguns animals mostraven increment de la reactivitat microglial en algunes

estructures com ara el cds callds (caps de fletxa blancs).

C57BI6 ApoE~’

Figura 115. Immunotincié amb lbal en 3 animals C57BI6 i 3 animals ApoE” de 18 mesos, dos mesos després
d’hipoperfusid cronica per ACAS.

La reaccié astroglial es va veure també en alguns animals, sobretot en el cos
callés (Fig. 116). De la mateixa manera que amb la microglia, es va veure una expressio

més intensa de GFAP de manera difusa per tot el cervell, principalment en els ApoE™".

C57Bl6 ApoE”

Figura 116. Expressié de GFAP en els mateixos animals que la Figura 115. Caps de fletxa blancs indiquen zones del cds
callés on hi ha un marcat increment de I'expressié de GFAP. La intensitat de marcatge també és lleugerament major
en els ratolins ApoE”, indicant una major reaccié astrocitaria de manera difusa a tot el cervell.
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3.2.2. Alteracions en les fibres de mielina a nivell histopatologic

Es van avaluar els canvis en la expressié de MBP produits per la hipoperfusié en
ratolins C57BI6 i es va detectar una reduccié d’aquesta en totes les regions estudiades
en ratolins de 6 i 12 mesos (p<0.0001), tal i com es mostra a la Figura 117. En canvi, en
ratolins de 18 mesos no es van trobar diferencies significatives, possiblement perque els
valors inicials ja eren molt baixos, indicant que les diferéncies tendeixen a igualar-se amb

I’edat. No es van detectar diferéncies entre hemisferis.

6 mesos 12 mesos 18 mesos

MBP (Signal Intensity)

Hl nicial Final

Figura 117. Efecte de la hipoperfusio sobre la expressié de MBP a I'escorga, el cos callds, I'estriat, el talem i la fimbria
en ratolins C57BI6. Es van utilitzar 4 mostres inicials de 6 mesos, 4 de 12 mesos i 6 de 18 mesos; i mostres finals (2
mesos post-cirurgia) de 6 mesos (n=7), de 12 mesos (n=7) i de 18 mesos (n=7). Resultats expressats com a mitjana +
DE i analitzats amb Two-way ANOVA, post hoc Bonferroni on *** p<0.001 i **** p<0.0001.

En ratolins ApoE7- de 6 i 12 mesos es va produir una reduccié de la expressié de
MBP amb la hipoperfusié a totes les estructures estudiades excepte a la fimbria
(p>0.999), tal i com es mostra a la Figura 118. No obstant, en ratolins de 18 mesos no es
van detectar diferencies significatives en la expressido del MBP, exceptuant a I'estriat

(p=0.0218), indicant novament que les diferéncies tendeixen a igualar-se amb I'edat.
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Figura 118. Efecte de la hipoperfusid sobre la expressié de MBP a I'escorga, el cos callés, I'estriat, el talem i la fimbria
en ratolins ApoE”-. Es van utilitzar 12 mostres inicials de 6 mesos, 10 de 12 mesos i 8 de 18 mesos i mostres finals (2
mesos post-cirurgia) de 6 mesos (n=11), de 12 mesos (n=7) i de 18 mesos (n=9). Resultats expressats com a mitjana +
DE i analitzats amb Two-way ANOVA, post hoc Bonferroni on * p<0.05, *** p<0.001 i **** p<0.0001.

Es van comparar les dades finals de la senyal de MBP entre ratolins C57BI6 i
ratolins ApoE”, tal i com s’observa a la Figura 119. Es va trobar menys senyal de MBP
en els ratolins ApoE”" de 6 mesos a I'escorca (p<0.0001), al cos calléds (p<0.0001), a
I’estriat (p<0.0001) i a la fimbria (p=0.0277). Els ratolins de 12 mesos van presentar una
reduccio del senyal de MBP a I’escorga (p=0.0006), al cos callés (p=0.0377), a |'estriat
(p=0.0034)ialafimbria (p=0.0081). Per ultim, en ratolins de 18 mesos no es van detectar
diferéncies significatives en el senyal de MBP entre ratolins C57BI6 i ratolins ApoE™".

Aquests resultats indiquen que les diferéncies en el senyal en MBP finals per soca que

es troben en ratolins de 6 i de 12 mesos, s’acaben equiparan amb I'edat.
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Figura 119. Efecte de la hipoperfusio per soques 2 mesos després de la operacié ACAS. A) En ratolins de 6 mesos. Es
van utilitzar 7 ratolins C57BI6 i 11 ApoE”- B) En ratolins de 12 mesos. Es van utilitzar 7 ratolins C57BI6 i 7 ApoE7-. C)
En ratolins de 18 mesos. Es van utilitzar 7 ratolins C57BI6 i 9 ApoE+-. Resultats expressats com a mitjana + DE i
analitzats amb Two-way ANOVA , post hoc Bonferroni on * equival a p<0.05, ** a p<0.01, *** a p<0.001 i **** 3
p<0.0001.
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3.3.ALTERACIONS A LA SUBSTANCIA GRISA

Els canvis en la perfusié del cervell, i més concretament la hipoperfusid, poden
provocar alteracions transitories o permanents en l'intercanvi de nutrients i gasos,
necessari pel correcte funcionament cerebral. Les disrupcions de la perfusié poden
provocar una perdua progressiva de neurones, que pateixen especialment la manca
d’oxigen i glucosa, de manera important a nivell de I'escor¢a, com s’ha reportat en altres

patologies com ara la malaltia d’Alzheimer.

S’ha descrit que la hipoperfusid regional s’associa a una reduccié del gruix
cortical en pacients asimptomatics amb estenosi carotidia. Tenint en compte aixo, i les
alteracions del gruix cortical que previament s’han descrit en I'envelliment, en les dues
soques dels experiments de la present tesi doctoral, és esperable que el gruix cortical es

vegi afectat pel model experimental d’hipoperfusié cronica.

A la Figura 120 es mostren els resultats de I'analisi del gruix cortical en ratolins
C57BI6 a les tres edats d’estudi. Els ratolins de 6 mesos no van mostrar cap diferéncia
en els diferents temps estudiats després d’induir hipoperfusio, i tampoc van mostrar cap
diferéncia entre hemisferis (p=0.2744). En ratolins de 12 mesos, es va trobar una
reduccio del gruix cortical d’ambddés hemisferis als dos mesos de la operacié (p=0.0036),
sense mostrar diferencies entre hemisferis (p=0.6803). Es va trobar una reduccid
asimeétrica del gruix cortical en animals de 18 mesos (p=0.0392), sent I’hemisferi dret el
gue decreix més a partir dels 28 dies de la operacid, coincidint amb la oclusié de I'anell

ameroide, que s’ha reportat entre els 14 i 21 dies després de I'operacio (Figura 120C).
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Figura 120. Efecte de |la hipoperfusio sobre el gruix cortical en ratolins C57BI6. A) Gruix cortical en ratolins de 6 mesos.
B) Gruix cortical en ratolins de 12 mesos. C) Gruix cortical en animals de 18 mesos. Resultats expressats coma mitjana
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+ DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on * s’associa a una p<0.05. Es van utilitzar 15 ratolins de 6 mesos,
16 de 12 mesos i 6 de 18 mesos.

De la mateixa manera es va analitzar el gruix cortical dels ratolins ApoE~- (Figura
121). Els animals de 6 mesos es comporten de la mateixa manera que els ratolins C57BI6.
Totique el grup de 12 mesos mostra una tendéncia a disminuir el gruix cortical, aquesta
diferéncia no arriba a ser significativa (p=0.1748). En canvi, el grup de 18 mesos si va
mostrar diferéncies en el gruix cortical al llarg dels dos mesos posteriors a I'operacié
(p=0.0024). Pel que fa a la comparativa entre hemisferis, només es va trobar diferéncies
en el grup de 18 mesos, essent significativa a dia 28 (p=0.0004), tot i que aquesta
diferéncia no es va conservar a temps final, on es va detectar un brusc decreixement

també en I’hemisferi esquerre (Figura 121C).
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Figura 121. Efecte de la hipoperfusid sobre el gruix cortical en ratolins ApoE~-. A) Gruix cortical en ratolins de 6 mesos.
B) Gruix cortical en ratolins de 12 mesos. C) Gruix cortical en animals de 18 mesos. Resultats expressats coma mitjana
+ DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on * s’associa a una p<0.05. Es van utilitzar 13 ratolins de 6 mesos, 9
de 12 mesos i 11 de 18 mesos.

Com ja s’ha esmentat en apartats anteriors, el gruix cortical pot ser diferent en
funcié del génere, sobretot en edats més joves, i aixo pot influir en la resposta a la
hipoperfusid. Per aix0 es va analitzar de manera comparativa els valors de gruix cortical
de mascles i femelles, representats a la Figura 122. En els dos hemisferis es mantenia la
tendencia a la reduccié del gruix cortical. En les edats més joves (6 i 12 mesos) les
femelles parteixen d’un gruix cortical inicial major, i es mantenen aquestes diferéncies
al llarg del temps d’hipoperfusid. Com ja s’havia descrit en apartats anteriors, a edats
més envellides desapareixen les diferencies de génere, detectant-se una tendéncia a la
reduccio del gruix cortical, que va ser significativa pel que fa a I’hemisferi esquerre

(p=0.0042).
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Figura 122. Efecte de la hipoperfusio en el gruix cortical d'animals ApoE agrupats per genere. Alteracions del gruix
cortical a I'hemisferi dret en ratolins ApoE”- de 6 mesos (A), de 12 mesos (B) i de 18 mesos (C). Alteracions del gruix
cortical a I'hemisferi esquerre en ratolins ApoE”/- de 6 mesos (D), de 12 mesos (E) i de 18 mesos (F). Resultats
expressats coma mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on * s’associa a una p<0.05 i *** 3 una
p<0.001. Es van utilitzar 13 ratolins de 6 mesos, 9 de 12 mesos i 11 de 18 mesos.

3.4.ALTERACIONS CONDUCTUALS

Les alteracions poden apareixer com a conseqiiéncia dels canvis vasculars que es
produeixen amb I'envelliment, factors de risc o amb la presencia de patologies
croniques. Tal i com s’ha explicat a la introduccid, els tests d’avaluacié neuropsicologica
segueixen sent una de les eines més Utils per al diagnostic de demencia. Es van utilitzar
tests de comportament per extreure informacio d’afectacidé neurologica, concretament
en relacid a canvis en la coordinacié motora, la forca muscular, la capacitat exploratoria,

I’ansietat i la memoria a curt termini.

3.4.1. Coordinacié motora

S’ha descrit que la coordinacié motora pot veure’s afectada per la hipoperfusid,
reduint-se aixi, el temps de laténcia a caure del rotarod. Es van analitzar les dades del
test rotarod i no es van trobar canvis en el temps de laténcia degut a la hipoperfusid ni
en ratolins C57BI6 (p=0.0887) ni en els ApoE” (p=0.4784) al llarg dels dos mesos
posteriors a I'operacié (Figura 123). En els ratolins ApoE”" es va produir una reduccié de

la coordinacié amb I'envelliment en estat basal, com ja s’ha esmentat al segon apartat
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de resultats (p<0.0001), tendéncia que es va mantenir en els diferents temps post-

operacio, essent significativa a dia 7 (p<0.0001), tal i com s’indica a la Figura 123B.
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Figura 123. Efecte de la hipoperfusié sobre la coordinacié motora. A) Coordinacié motora en ratolins C57BI6. B)
Coordinacié motora en ratolins ApoE”-. Resultats expressats coma mitjana *+ DE i analitzats amb la prova Two-way
ANOVA on *** s’associa a una p<0.001 i **** 3 una p<0.001. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=8), de 12
mesos (n=8) i de 18 mesos (n=8) i 6 ratolins ApoE7/-de 6 mesos, 13 de 12 mesos i 9 de 18 mesos.

La comparativa entre les dues soques al llarg del temps i no va detectar

diferéncies significatives degudes a la hipoperfusio, tal i com s’observa a la Figura 124.
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Figura 124. Efecte de la hipoperfusid sobre la coordinacié motora per soques. A) Animals de 6 mesos. B) Ratolins de
12 mesos. C) Animals de 18 mesos. Resultats expressats coma mitjana  DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA.
Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=8), de 12 mesos (n=8) i de 18 mesos (n=8) i 6 ratolins ApoE7-de 6 mesos,
13 de 12 mesos i 9 de 18 mesos.

167



RESULTATS

34.2. Forga muscular

S’ha descrit que la forga muscular pot veure’s afectada per la hipoperfusid, motiu
pel qual es van analitzar les dades del test grip. En primer lloc es van avaluar possibles
canvis en la forga muscular per hipoperfusié combinada amb I’envelliment en cada soca
i, en segon lloc, es van avaluar possibles canvis en la forgca muscular amb la hipoperfusié

per soca.

La Figura 125 recull les dades de la forga muscular combinant I’envelliment amb
la hipoperfusid. L'analisi dels resultats va mostrar una reduccidé de la forga muscular amb
la hipoperfusié en totes dues soques. A més, la forca muscular es va reduir amb
I’envelliment, tal i com s’han explicat anteriorment. A la Figura 125A es mostra la
reduccio de la forca muscular que va produir I’envelliment en ratolins C57Bl6 i a la 125B
en ratolins ApoE”~. A part de que la forga muscular es redueix amb la hipoperfusid i
I’envelliment, després d’induir hipoperfusio els animals C57BI6 de 6 mesos continuen
preservant la seva forca respecte a la resta d’edats d’estudi als 7 dies post-cirurgia

(p=0.0237) i als 2 mesos (p=0.0324).
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Figura 125. Efecte de la hipoperfusid i I'envelliment sobre la forga muscular. A) Forga muscular en ratolins C57BI6. B)
Forca muscular en ratolins ApoE7-. Resultats expressats coma mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA
on * s’associa a p<0.05, ** a p<0.01, *** a p<0.001 i **** 3 p<0.0001. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos
(n=8), de 12 mesos (n=8) i de 18 mesos (n=8) i ratolins ApoE”-de 6 mesos (n=6), de 12 mesos (n=13) ide 18 mesos
(n=9).

A la Figura 126 es recullen els canvis de la forca muscular amb la hipoperfusio
per soques. L'analisi dels resultats va mostrar una reduccio de la forca muscular amb la
hipoperfusié a totes les edats de |'estudi, sense detectar diferencies entre soques,

indicant que la forca muscular és un bon biomarcador de la hipoperfusio en ratolins.
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Figura 126. Efecte de la hipoperfusid sobre la forga muscular per soques. A) Animals de 6 mesos. B) Ratolins de 12
mesos. C) Animals de 18 mesos. Resultats expressats coma mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA
on ** s’associa a p<0.01. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=8), de 12 mesos (n=8) i de 18 mesos (n=8) i 6
ratolins ApoE7/-de 6 mesos, 13 de 12 mesos i 9 de 18 mesos.

3.43. Capacitat exploratoria

La capacitat exploratoria es va mesurar longitudinalment mitjancant el test de
camp obert ja que s’ha descrit que es pot alterar amb la hipoperfusio. Es van avaluar
tres parametres utilitzant aquest test, dos parametres motors, que son la distancia
recorreguda i la velocitat i, un parametre de caire neuropsicologic com és el temps de

permanencia al quadrant central del camp obert, com a mesura de I'ansietat.

A la Figura 127 es mostren els resultats dels canvis en la distancia recorreguda
atribuibles a la combinacioé de la hipoperfusid i I'envelliment. No es va detectar cap canvi
en la distancia recorreguda ni en C57BI6 ni en ApoE”" deguda a la hipoperfusié. Es va
trobar una reduccié de la distancia recorreguda degut a I'’envelliment en ratolins C57BI6
(p=0.0005), essent estadisticament significativa als 28 dies de la intervencid, tal i com
s’observa a la Figura 127A. Aquesta reduccié de la distancia recorreguda no es va trobar
en els ApoE”/(p=0.2590), probablement degut a que la distancia recorreguda inicial ja

era molt petita (Figura 127B).
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Figura 127. Efecte de la hipoperfusid i I'envelliment sobre la distancia recorreguda. A) Distancia recorreguda en
ratolins C57BI6. B) Distancia recorreguda en ratolins ApoE”-. Resultats expressats coma mitjana + DE i analitzats amb
la prova Two-way ANOVA. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=8), de 12 mesos (n=8) i de 18 mesos (n=8) i
ratolins ApoE7/-de 6 mesos (n=6), de 12 mesos (n=13) i de 18 mesos (n=9).

La Figura 128 mostra una comparativa entre soques on s’indiquen els canvis
deguts a la hipoperfusio en la distancia recorreguda. L’analisi de les dades va mostrar
que els C57BI6 i els ApoE” de 6 (p=0.0002) i 12 (p=0.0045) mesos es van comportar de
manera diferent. El ratolins ApoE”~ de 6 mesos van recérrer menys distancia que els

C57BI6, sent als 28 dies post-cirurgia quan s’inicien aquests canvis (Figura 128A).
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Figura 128. Efecte de la hipoperfusio sobre la distancia recorreguda per soques. A) Animals de 6 mesos. B) Ratolins
de 12 mesos. C) Animals de 18 mesos. Resultats expressats coma mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way
ANOVA on ** s’associa a p<0.01. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=8), de 12 mesos (n=8) i de 18 mesos
(n=8) i 6 ratolins ApoE/-de 6 mesos, 13 de 12 mesos i 9 de 18 mesos.

A la Figura 129 es troben els resultats de I'analisi de I'efecte de Ia
hipoperfusié i I'envelliment sobre la velocitat. L'analisi dels resultats va mostrar una
reduccio de la velocitat en ratolins C57BI6 amb I’envelliment 2 mesos (p=0.0205)
després de la cirurgia ACAS (Figura 129A). En canvi, en els ratolins ApoE”" no es van
detectar canvis amb I'envelliment (p=0.5979), pero es van detectar canvis amb la
hipoperfusié (p=0.0471), tal i com s’indica a la Figura 129B. La velocitat d’exploracié en
ratolins ApoE” baixa en la fase aguda i es recupera a la fase cronica.
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Figura 129. Efecte de la hipoperfusié i I'envelliment sobre la velocitat. A) Velocitat en ratolins C57BI6. B) Velocitat en
ratolins ApoE”. Resultats expressats coma mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on * s’associa a
p<0.05. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=8), de 12 mesos (n=8) i de 18 mesos (n=8) i ratolins ApoE7-de 6
mesos (n=6), de 12 mesos (n=13) i de 18 mesos (n=9).

Per un altre costat, es van avaluar canvis en la velocitat amb la hipoperfusié per
soques, tal i com s’observa a la Figura 130. L’analisi dels resultats no va mostrar
diferéncies significatives atribuibles a la hipoperfusié. No obstant, es van poder
detectar diferéncies significatives entre C57BI6 i ApoE” de 6 mesos (p=0.0157), que

s’inicien als 28 dies post-cirurgia (Figura 130A).
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Figura 130. Efecte de la hipoperfusié sobre la velocitat per soques. A) Animals de 6 mesos. B) Ratolins de 12 mesos.
C) Animals de 18 mesos. Resultats expressats coma mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on *
s’associa a p<0.05. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=8), de 12 mesos (n=8) i de 18 mesos (n=8) i 6 ratolins
ApoE”-de 6 mesos, 13 de 12 mesos i 9 de 18 mesos.

Tal i com s’ha esmentat anteriorment es van mesurar canvis en l'ansietat
mesurant el temps relatiu (%) que passen els ratolins a la part més interna del camp
obert. Els resultats de I'analisi d’ansietat en relacié a la hipoperfusio per soques. No es
van trobar diferéncies significatives en relacié a la hipoperfusid, més que en animals de
12 mesos (p=0.0327) on es déna un increment del temps relatiu a la regié interior amb

la hipoperfusio.
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L’analisi de I'ansietat per soques només va mostrar diferencies significatives en ratolins
de 6 mesos, indicant que des de l'inici el ratolins C57BI6 tenen menys ansietat que els
ApoE”" (p=0.0068). Aquestes diferéncies es van trobar també als 28 dies (0.0266) i als 2
mesos (p=0.0006 )de la intervenciod quirurgica (Figura 131A). Per contra, no es van trobar
en ratolins ni de 12 mesos ni de 18 mesos, indicant que aquestes diferencies s’equiparen

amb I'edat.
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Figura 131. Efecte de la hipoperfusid sobre I'ansietat per soques. A) Animals de 6 mesos. B) Ratolins de 12 mesos.
C) Animals de 18 mesos. Resultats expressats coma mitjana + DE i analitzats amb la prova Two-way ANOVA on *
s’associa a p<0.05, ** a p<0.01i *** a p<0.001. Es van utilitzar ratolins C57BI6 de 6 mesos (n=8), de 12 mesos (n=8)
i de 18 mesos (n=8) i 6 ratolins ApoE7/-de 6 mesos, 13 de 12 mesos i 9 de 18 mesos.
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344, Capacitat de reconeixement

S’ha descrit que la hipoperfusié produeix una alteracié en la memoria de treball.
Es van mesurar canvis en la memoria a curt termini (2 hores) en tots el grups del present
treball. 'estudi de la memoria a curt termini es va iniciar als 7 dies post-cirurgia amb
I'objectiu de detectar canvis associats a la hipoperfusié cronica, tot i aix0, no es van
trobar diferéncies significatives en cap de les dues soques ni atribuibles a la
hipoperfusid, probablement com a conseqliéncia de la prova de conducta escollida en

el present estudi.

Es van utilitzar tests de conducta amb la finalitat de correlacionar les alteracions
que s’han detectat amb les dades d’imatge. Les alteracions vasculars detectades podrien
explicar el desenvolupament d’alteracions a la substancia blanca i en I'atrofia cortical,
que podrien tenir conseqiiéncies motores i cognitives. Conjuntament, totes aquestes
alteracions sembla que s’inicien en edats joves en ratolins ApoE”" i condueixen a pensar
que les alteracions cerebrals es podrien detectar mitjancant I’estudi d’alteracions en la

marxa o en la poténcia muscular.

La hipoperfusid és considerada una de les causes més plausibles de la demeéencia
d’origen vascular. S’han descrit alteracions en la marxa, en la poténcia muscular i
alteracions en la memoria en els models animals d’hipoperfusié. En el present estudi, es
v atribuir a la hipoperfusié debilitat muscular, independentment de la soca. Tot i que
no es van detectar alteracions en la marxa utilitzant la prova rotarod, es van detectar
alteracions en la capacitat exploratoria. La distancia recorreguda en el camp obert no
va canviar amb la hipoperfusié. No obstant, en edats joves es va detectar menor
capacitat exploratoria en ratolins ApoE”" de 6 mesos 28 dies després de la cirurgia ACAS,
indicant un envelliment prematur degut a la deficiéncia d’apolipoproteina E. A més, la
velocitat de reconeixement es va reduir amb la hipoperfusié en ratolins ApoE”", que a
més presenten més ansietat amb la hipoperfusié. Per Gltim, els ratolins ApoE”" de 6
mesos presenten una reduccié de la memoria de reconeixement amb la hipoperfusid.
aquests resultats semblen confirmar I'envelliment prematur en ratolins ApoE”" de 6

mesos, que es correlacionen amb alteracions vasculars detectades per imatge.
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1. NECESSITAT DE NOUS BIOMARCADORS EN DV

En la present tesi doctoral s’han buscat biomarcadors per imatge no invasiva dels
processos patologics que acompanyen al desenvolupament de la demencia d’origen
vascular. Ens hem centrat en una seérie de parametres ja descrits, coneguts per veure’s
alterats en altres patologies relacionades. En primer lloc, s’ha descrit el comportament
d’aquests marcadors enfront a diferents a diferents factors de risc, i posteriorment,
s’han aplicat a un model experimental muri de demeéncia vascular d’origen vascular, al
gue també s’han aplicat els mateixos factors de risc. D’aquesta manera, es pretén trobar
biomarcadors que permetin diferenciar els processos patologics associats a la DV
d’aquells que sén associats a l'envelliment o a d’altres factors de risc com

|’aterosclerosi.

L’'organitzacio mundial de la salut (WHO) i I'Institut Nacional de Salut dels Estats
Units (NIH) defineixen el terme de biomarcador com “aquelles caracteristiques
biologiques, bioquimiques, antropometriques, etc, objectivament mesurables, i
capaces de d’identificar processos fisiologics o patologics, o bé una resposta
farmacologica a una intervencié terapeutica” (WHO, 2001), és a dir, que permetin
descriure els processos biologics i definir els canvis que esdevenen en qualsevol procés

biologic, sigui normal o patologic.

En el present estudi de biomarcadors es va posar emfasi en la deteccid de canvis
vasculars estructurals i funcionals associats als factors de risc relacionats amb la
demeéncia d’origen vascular, mitjancant diferents tecniques d’imatge per ressonancia
magneética com a eina traslacional per realitzar controls epidemiologics en poblacions
en risc de patir deméncia. Entre els parametres mesurats hi trobem: canvis en el flux
sanguini, en la morfologia de les arteries que irriguen el cervell, la densitat
microvascular, i les alteracions induides per la hipoxia, com soén alteracions a la

substancia blanca, el gruix cortical i canvis conductuals.

La prevalenca de la demeéncia vascular augmenta exponencialment degut a
I’envelliment de la poblacié a nivell mundial (Kalaria RN, 2018). L’envelliment pot
produir multiples alteracions vasculars com la disfuncié endotelial, perdua de flexibilitat
arterial, canvis en la longitud dels vasos o en la densitat microvascular (Abdelkarim et
al., 2019). Com a conseqiiencia d’aquestes alteracions, s’altera flux sanguini cerebral de
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manera que es redueix la biodisponibilitat d’oxigen. Aquesta condicid acaba generant
un ambient hipoxic que propicia la neurodegeneracid. Perd els canvis de tipus
degeneratiu associats a I'envelliment no sén suficients, per si sols, per al
desenvolupament de la demeéncia. Altres factors, com ara la diabetis, la hipertensio,
malalties inflamatories croniques, o dislipémies, entre d’altres, poden contribuir també
al desenvolupament de la DV (Javanshiri K et al., 2018). A part, existeixen factors
genetics de predisposicio (lkram MA et al., 2017) aixi com factors ambientals (obesitat,
tabaquisme, alcoholisme, inactivitat fisica, entre d’altres) (Srinivasan V et al., 2016), que
poden tenir importancia en un percentatge dels casos de DV. Tot aix0 fa pensar que la

demeéncia d’origen vascular s’ha d’entendre com una patologia d’origen multifactorial.

El model animal escollit per reproduir la hipoperfusié cronica va ser I'estenosi
bilateral asimetrica progressiva de les artéries carotides en ratoli. La majoria de treballs
anteriors a la literatura cientifica han utilitzat el model d’estenosi bilateral simétrica de
les artéries carotides (BCAS), han emprat animals joves (Lee ES et al., 2019), o bé han
fet un seguiment longitudinal de curta durada (Yata K et al., 2014). En aquest estudi es
van utilitzar ratolins de tres edats diferents: edat adulta, representada per ratolins de 6
mesos, edat adulta més avancada, prévia a la vellesa, mitjancant ratolins de 12 mesos, i
edat envellida, amb ratolins de 18 mesos. Tot i que els ratolins poden viure fins a més
de 24 mesos, aquesta edat tan avancada els feia massa delicats, i propensos a patir altres
patologies que poguessin interferir en el present estudi. A més, es va afegir un dels

factors de risc més importants, "aterosclerosi, mitjancant els ratolins ApoE”".

Durant el segle XX es va avancar de forma notable en la comprensidé de la
fisiopatologia de les demencies gracies als avencgos en la diagnosi psiquiatrica combinats
amb els avencos en |'analisi histopatologic de teixit post-mortem. Aquests van permetre
identificar fins a nivell microscopic, les alteracions i lesions caracteristiques dels
diferents tipus de deméncies. Amb el desenvolupament de técniques bioquimiques, es
va poder determinar la composicié bioquimica de les lesions en demeéncia. Tot aquest
coneixement ha permes entendre les bases moleculars de la demeéncia i,
conseqlientment, el desenvolupament d’estratégies terapeutiques. La major part dels
estudis, i per tant d’aquests avencos, s’han centrat en les proteinopaties. També I'is de

tecniques d’imatge com la tomografia per emissié de positrons (PET) o la tomografia
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computeritzada per emissié de fotd simple (SPECT) ha esdevingut una eina diagnostica
essencial en les proteinopaties. Malauradament, en el cas de la demencia vascular no es
disposa de cap marcador distintiu, com podria ser el B-amiloide en el cas de la malaltia
d’Alzheimer (Villemagne VL et al., 2021). La naturalesa de les alteracions vasculars
associades a DV comporten alteracions funcionals heterogénies i multiples alteracions
bioquimiques. No es produeix una alteracioé focal del teixit cerebral sind que cal analitzar
cada regid cerebral de forma precisa per la caracteritzaci6 fisiopatologica i molecular del
dany vascular. L’estudi de la fisiopatologia de la demeéncia vascular requereix una analisi
del cervell a nivell de pixel, on tots els parametres d’interés s’adquireixen al mateix
temps utilitzant el mateix cervell (Hossmann KA, 2006). Per aquest motiu, les eines de
diagnostic per imatge que es recomanen son CT i MRI. En la present tesi doctoral es va

escollir la recerca de nous biomarcador per MRI degut a la seva capacitat multimodal.

Amb la finalitat de trobar nous biomarcadors no invasius, es van utilitzar
diferents técniques de MRI. S’han estudiat els possibles canvis en la circulacié cerebral i
la remodelacio arterial a través d’angiografies, i els canvis en la perfusié del teixit
cerebral provocats per les diferents condicions experimentals. A més, en la present tesi
doctoral s’ha demostrat que biomarcadors no invasius, com I'index Q o el DTI, podrien
ser Utils en la deteccié de dany tissular associat a la preséncia d’aterosclerosi com un
dels factors que podrien precipitar el desenvolupament de demeéncia. Trets anatomics
com ara el gruix cortical, han estat descrits com a indicadors diagnostics en la malaltia
d’Alzheimer (Racine AM et al., 2018). Existeixen poques dades sobre aquest
biomarcador en el cas de la DV, principalment centrats en possibles canvis del gruix de
I’escorga en pacients amb lesions subcorticals (Seo SW et al., 2020). Fins on nosaltres
coneixem, no existeixen estudis previs sobre de |'Us d’aquest marcador en recerca basica
en models experimentals de DV. En el present treball s’ha validat aquesta mesura com
a eina per a la deteccid de les alteracions produides per I'envelliment i en models

d’hipoperfusio cronica.

La demencia és una de les principals causes de mort, de discapacitat i de pérdua
d’autonomia en les persones d’edat avancada en els paisos desenvolupats (Kochanek
KD et al., 2016). Tot i que molts estudis han mostrat tenir un efecte protector al dany

vascular en models animals, la seva translacié a assaig clinic ha resultat insatisfactoria.

179



DISCUSSIO

Els assajos clinics sén costosos, requereixen temps i poden ser pesats per als pacients
(seguretat, eficacia i permanéncia). Per aquest motiu, cal trobar noves eines
metodologiques per entendre amb major detall els mecanismes patofisiologics que
condueixen al desenvolupament de la demencia i, aixi, poder trobar tractaments

efectius que facilitin la participacié en aquests.

Partint de la premissa de la manca de tractament per la DV, les dificultats en el
seu diagnostic i els factors de risc importants en el seu desenvolupament la present tesi
doctoral suposa un nou enfoc de I'estudi de biomarcadors no invasius per imatge de
forma longitudinal, afegint els diferents factors de risc que intervenen en el

desenvolupament de la patologia.

2. ENVELLIMENT | ATEROSCLEROSI

L’envelliment vascular és un procés biologic que té un paper primordial en la
morbiditat i la mortalitat en persones d’edat avancada. L’envelliment de la vasculatura
produeix canvis a nivell molecular i cel-lular que tenen com a conseqiéncia I'alteracié
de la paret vascular (Ungvari Z et al., 2018). Els principals mecanismes d’envelliment
vascular sén la disfuncié endotelial, el remodelatge vascular, augment de rigidesa
arterial i inflamacio (Cardillo C et al., 2000; Donato AJ et al., 2009; Poggesi et al., 2016).
Amb I'envelliment s’activen vies de senyalitzacié cel-lular que porten a la desregulacio
de processos cel-lulars com la senescéncia/proliferacid, I'apoptosi o I'autofagia,
conduint alaremodelacio vascular (Ewald CY et al., 2015; Kang C et al., 2015; Ungvari Z
et al., 2013). La remodelacié vascular consisteix en el creixement i la migracié de cel-lules
de la musculatura llisa a la tunica mitja, calcificacidé vascular i un augment del rati
col-lagen/elastina per trencament de les fibres d’elastina. En conjunt, tots aquests
canvis acaben resultant en una reduccié del diametre de la llum dels vasos i un
increment de la rigidesa de la paret arterial. Aquests canvis estructurals es tradueixen
en canvis mecanics com I'augment de la pressid arterial o la reduccié de l'intercanvi de
gasos, reduint-se la biodisponibilitat d’oxigen al teixit (Csiszar A et al., 2002; Van Der Loo

B et al., 2000).

L'apolipoproteina E és una proteina implicada, fonamentalment, en el transport
i la homeostasi del colesterol al sistema nerviés central (Mahley RW, 2016). Tot i que el
cervell representa un 2% de la massa corporal, conté aproximadament un 20% del
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colesterol total. D’aquest colesterol, el 70% forma les beines de mielina i el 30% restant
és metabolicament actiu i es troba a les membranes de les cél-lules glials i les neurones,
on participa en el seu remodelatge i la seva reparacié. Degut a la restriccié de la barrera
hematoencefalica, el colesterol es sintetitzat majoritariament al sistema nervids per la
glia, concretament en l'adult, majoritariament és produit pels astrocits a partir de
I'acetat (Vance JE i Hayashi H, 2010). Les neurones també produeixen colesterol perd en
menor mesura, especialment quan hi ha dany cel-lular (Xu Q et al., 2006). Tot i aix0, una
part també arriba de la periféria. L'apolipoproteina A-1 s’encarrega del transport de
colesterol de la periféria al cervell i ApoE de la seva distribucié intracerebral i del
transport del cervell cap a la seva eliminacié. El déficit d’aquesta proteina comporta
I'increment dels nivells de colesterol en sang. Quan aquesta proteina no s’expressa no
només es veuen alterades les funcions que duu a terme sind que, a més, produeix

hiperlipeémia i hipercolesterolémia.

L'aterosclerosi és una malaltia cronica inflamatoria caracteritzada per
I"acumulacié de lipids en la paret arterial. Existeixen nombrosos exemples de models
animals d’aterosclerosi (Emini Veseli B et al., 2017). En la present tesi doctoral es van
escollir els ratolins ApoE”" perqué el colesterol en plasma incrementa amb el temps
independentment del tipus de dieta que reben i desenvolupen plaques d’ateroma amb

I’edat, especialment a les bifurcacions arterials.

L'excés de colesterol en sang es va acumulant a les parets dels vasos,
especialment a les bifurcacions, desencadenant una resposta inflamatoria que fomenta
la formacio de plaques d’ateroma per la constant agressié de la paret vascular. Com a
conseqliencia, la paret vascular s’endureix i es fa més gruixuda de forma que produeix
una reduccid de la llum del vas, alterant la resposta hemodinamica. Les plaques
aterosclerotiques poden romandre estables durant molt temps perd de forma sobtada
es poden trencar, produint una progressiva oclusio dels vasos i reduccié del flux sanguini
i un increment del risc de desenvolupar malaltia cardiovascular i cerebrovascular

(Ndrepepa G et al., 2016; Ross R, 1999).

Els canvis estructurals en les principals arteries que irriguen el cervell poden
induir una resposta vascular de compensacié que es traduira en canvis en la longitud i
la tortuositat dels vasos (Imanishi M et al., 2014). En la present tesi doctoral es van
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estudiar els canvis estructurals en les principals artéries que irriguen el cervell, que sén
I'artéria basilar i les arteries carotides internes dreta i esquerra. En I'envelliment en
ratolins C57BI6 no es van detectar canvis estructurals ni en la longitud ni en la tortuositat
de cap de les artéries esmentades. En canvi, I'envelliment en ratolins ApoE”- va produir
un increment de la longitud de I'artéria basilar sense presentar alteracions en la
tortuositat. La irrigacidé cerebral ve de dos grans sistemes, el sistema vertebral i el
sistema carotidi. Alteracions en un d’aquests sistemes sén compensades per I'altre ja
que estan connectats a través del poligon de Willis. Tot i aix0, la longitud de I'artéria
basilar en ratolins ApoE”~ mai es va trobar per sobre de la del ratolins C57BI6. De fet,
aquesta era més curta en ratolins ApoE7" de 12 mesos, indicant que el possible
mecanisme de compensacié vascular en aquesta soca es manté per sota de la dels
C57BI6. Fins on nosaltres coneixem, aquestes alteracions no s’han detectat
anteriorment en ratolins deficients per I'apolipoproteina E. ApoE és una proteina
implicada en el transport de colesterol en sang, de forma que la seva deficiéncia
produeix cimuls d’aquest en sang (Brown et al., 1994). Els ratolins ApoE” van ser
descrits a I'any 1992 per dos laboratoris diferents (Zhang SH et al., 1992). Es
caracteritzen per desenvolupar, de forma espontania, aterosclerosi amb I'edat (Breslow
et al., 1992). Aquest fet, que els converteix en bons models animals per I'estudi de
malalties neurodegeneratives (Masliah E et al., 1995), podria explicar els canvis
estructurals esmentats. Les plagques d’ateroma es localitzen fonamentalment a les
bifurcacions de les grans artéries de forma que podrien estar reduint el flux sanguini del
sistema carotidi, explicant-se aixi la compensacid del sistema vertebral en edat adulta

avancada.

Mentre que les alteracions hemodinamiques en ratolins ApoE”" estan
amplament descrits en la bibliografia (Riedl KA et al., 2020), els canvis estructurals en
les principals artéries que irriguen el cervell sén contradictoris i fins on nosaltres
coneixem, no s’han realitzat estudis previs on s’avalua la morfologia de les principals
artéries que irriguen el cervell per angiografia TOF. En el present estudi, es va identificar
un augment de la tortuositat de les arteries carotides amb l'edat en ratolins

aterosclerotics.
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Els factors de risc vascular com I'envelliment i la hipercolesterolémia actuen
sobre els diferents components de la vasculatura, especialment sobre I’endoteli,
produint disfuncié endotelial, que és el que es creu que acaba alterant la hemodinamica
vascular (Di Marco LY et al., 2015; Poggesi A et al., 2016 i Wardlaw JM et al., 2013). La

resposta hemodinamica vascular es va estudiar utilitzant imatges de perfusié ASL.

Les imatges de perfusido ASL tenen extraordinaries avantatges respecte altres
meétodes de perfusié per MRI com ara, el seu caracter no invasiu, ja que no requereixen
d’un agent de contrast exogen. No obstant, tenen inconvenients intrinsecs i extrinsecs.
El principal factor intrinsec limitant és que sén imatges amb una limitada relacié senyal-
soroll (SNR), cosa que posa en compromis la qualitat de la imatge i, per aquesta rao, es
necessiten talls de grans volums. Aixo implica que el temps que triga la molecula d’aigua
en arribar a la posicié d’adquisicié de la imatge pugui produir artefactes d’intensitat. A
part, la imatge de perfusid utilitzada permet detectar el flux sanguini que arriba de
multiples direccions i, com a conseqiiéncia, es marquen protons que venen de la sang
venosa. Els factors extrinsecs que més freqlientment poden produir artefactes en la
imatge de perfusid ASL son la respiracid, la temperatura, la freqliencia cardiaca i, en el

cas, de I'experimentacié animal, els canvis en el control de la respiracié amb I'anestesia.

S’ha descrit que els mecanismes de regulacié del flux sanguini es poden veure
influenciats pels diferents factors de risc vascular, com ara I'envelliment o
I'aterosclerosi. L'envelliment és el factor de risc més important no només en les
malalties cardiovasculars i cerebrovasculars sind també en el deteriorament cognitiu
(Nagata K et al., 2016). L’envelliment per si sol, sense I'existencia d’altres factors de risc
vascular pot produir aterosclerosi, remodelatge vascular, estrés oxidatiu i canvis

inflamatoris en els vasos (Nagata K et al., 2007).

Amb I'objectiu de trobar possibles canvis en la perfusié cerebral relacionats amb
I’edat es va avaluar el flux sanguini cerebral per imatges de perfusid ASL. De la mateixa
manera que no es van trobar canvis en l'arquitectura vascular, tampoc no es van
detectar canvis en el rCBF provocats per I’envelliment en ratolins C57BI6. Per contra, en
ratolins aterosclerotics es van detectar alteracions transitories en el rCBF, principalment
als 12 mesos d’edat, perd que es veien revertides a 18 mesos. Les limitacions de la
imatge ASL esmentades podrien dificultar les comparacions de rCBF entre soques i en el
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temps perqueé existeixen nombrosos factors externs que poden produir cert biaix sobre
les quantificacions relatives. Per raons obvies, totes les adquisicions de MRI han de fer-
se sota anestésia. Aixd0 modifica la fisiologia dels ratolins, i ho fa de manera no
homogeénia, és a dir, cada animal reacciona de manera diferent a I'anestésia en termes
de baixada de pressid arterial, ritme cardiac, temperatura corporal, ritme respiratori,
entre d’altres parametres fisiologics. Tot i aix0, aquestes variacions externes sén
equiparables a totes les soques, de manera que la imatge de perfusié ASL aporta
informacié sobre canvis de flux sanguini cerebral quan es fan estudis comparatius de

diferents grups.

Estudis recents en humans mostren no només que l’envelliment “normal”
produeix una reduccio del flux sanguini cerebral (CBF) en estat de repos sind que, a més,
aquesta reduccio és diferents en homes que dones, sent aquestes Ultimes més resistents
a lareduccioé del CBF (Tarumi TiZhang R, 2018). En la present tesi, també es van avaluar
possibles diferéncies en el CBF entre mascles i femelles dins del grup de ratolins ApoE™

pero no es van detectar diferéncies significatives, probablement com a conseqiiéncia de

la reduida mida de la mostra.

A més, I'aterosclerosi podria produir un envelliment prematur ja que en ratolins
ApoE/ de 12 i de 18 mesos es va trobar una reduccié del rCBF, indicant una major
afectacié arterial amb I'edat. Les alteracions en el metabolisme lipidic indueixen canvis
mecanics i funcionals en el sistema circulatori que afecten a la perfusié cerebral en els
models d’aterosclerosi (Dybas J et al., 2020). Malgrat les limitacions de les imatges ASL,
no hi ha evidencies previes de canvis en el flux sanguini cerebral amb I’envelliment en
ratolins ApoE”- perqué el focus esta centrat en detectar els canvis que es produeixen en
els portadors de I'al-lel €4, el major factor de risc conegut pel desenvolupament de la

malaltia d’Alzheimer (Lin AL et al., 2020).

L'angiogenesi és un procés cel-lular molt important en la supervivencia dels
tumors, la plasticitat microvascular després d’un ictus i podria ser interessant en la
deteccié de canvis microvasculars produits per factors de risc vascular com, per
exemple, I'envelliment o I'aterosclerosi, de forma que podrien permetre la deteccid
preco¢ de demeéncia. S’ha descrit que amb I'edat es produeixen canvis en la homeostasi
cerebral com a conseqiéncia de la reduccid de la densitat vascular (Schager B i Brown
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CE, 2020). Partint d’aquestes premisses seria interessant trobar una manera de detectar
aquests canvis microvasculars in vivo utilitzant eines d’imatge no invasives per
aconseguir un bon biomarcador d’aquests tipus de lesions vasculars que poden derivar

en demeéncia.

L’any 1995 es va proposar una nova tecnica basada en mecanismes de contrast
de susceptibilitat magneética per la deteccié de canvis hemodinamics vasculars en un
model de rata (Boxerman JL et al., 1995). Es va aplicar a I'estudi del nombre de vasos
(densitat) i dels canvis de diametre en un model de glioma en rata (Dennie J et al., 1998).
Aquests exemples posaven de manifest que la técnica era viable pero van trigar uns anys
fins que es va posar a punt la tecnica actual per mesurar canvis en la densitat
microvascular (EX Wu et al., 2004). Tot i aixi, s’"han publicat relativament pocs articles
relacionats, la major part d’ells focalitzats en la microvasculatura del cervell de rata.
Poder utilitzar I'index Q com a biomarcador no invasiu dels canvis en la microcirculacié
relacionats amb I’envelliment, I'aterosclerosi i la hipoperfusid és una de les propostes
de la present tesi doctoral. Actualment hi ha evidéncies de que aquesta tecnica podria
ser util per detectar canvis en l'arquitectura de la microvasculatura en diferents
patologies (Michel P i Chantal R, 2015) com el cancer (Kleibeuker EA et al., 2012), l'ictus
(Seevinck PR et al., 2010), la malaltia d’Alzheimer (Hunter JM et al., 2012) o I'epilepsia
(Rigau V et al., 2007). Tot i el gran potencial d’aquesta técnica, no s’ha arribat a produir
el salt a la practica clinica. Tot aix0 pot ser degut diversos factors, com ara la necessitat
d’injectar un agent de contrast basat en nanoparticules de ferro, contraindicat en la
major part de paisos, o a la complexitat de les bases fisiques de les técniques de MRI per
la microvasculatura, la disponibilitat de les seqlieéncies que s’han d’adquirir i de les eines
de post-processament. Tot i aix0, tant els metodes d’adquisici6 com els de

processament sén relativament senzills de gestionar.

Fins on nosaltres coneixem, és el primer cop que es planteja la utilitzacié
d’aquests métodes en I'estudi de la microvasculatura en I'envelliment, I'aterosclerosi i
la hipoperfusio, tots ells factors relacionats amb el desenvolupament de demeéncia
vascular. Degut a la reduida literatura sobre I'Gs de I'index Q, vam estimar necessari

validar els resultats mitjancant la comparacié amb métodes histologics. Es van emprar
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seccions procedents dels mateixos cervells, que van ser tractades per realitzar un casting

arterial i posterior clarificacio del teixit per adquisicié d’imatges 3D.

Es va utilitzar I'index Q per mesurar la densitat microvascular en ratolins C57BI6
i es va detectar una reduccié al talem i a I'estriat amb I'edat. Amb les mesures
d’histopatologia es va detectar una reduccié de la densitat microvascular en totes les
regions estudiades (escorga, estriat, hipocamp i talem). Els resultats de I'index Q en
ratolins ApoE”- indicaven una reduccié de la densitat microvascular a 'escorga, a I’estriat
i a ’hipocamp, mentre que I'analisi histopatologic va indicar una reduccio de la densitat
microvascular a I’hipocamp i al talem. Existeixen nombroses evidéncies de que
I"apolipoproteina E s’associa a un desacoblament neurovascular que podria ser el
mecanisme subjacent al deteriorament cognitiu (Bell R et al., 2012; lelacqua GD et al.,
2016; Koizumi K et al., 2018). Tot i que semblava que I'index Q detectava una reduccié
de la densitat microvascular en més regions cerebrals en ratolins aterosclerotics, I'analisi
comparatiu no va mostrar diferéncies associades a I'aterosclerosi. En canvi, I'analisi
histologic va mostrar una reduccioé de la densitat microvascular a I’escorga, al talemi a

I"hipocamp.

Les discrepancies entre els resultats de I'analisi histologic i els de I'index Q
podrien atribuir-se a diversos motius. En primer lloc, I'analisi histologic ens mostra la
totalitat del sistema vascular a nivell microscopic, mentre que la resolucié que permet
la MRI és molt més limitada. L'index Q esta optimitzat per cervell de rata i, quan s’intenta
ajustar la resolucié pel cervell de ratoli, la mida del voxel ens fa augmentar el soroll, és
a dir, la SNR empitjora. Aquest augment en el soroll del voxel comporta la necessitat de
filtrats més restrictius en I'analisi, fent que els resultats puguin ser menys acurats. Tenint
en compte aquestes limitacions, I'index Q encara va ser capac de detectar almenys part
dels canvis a nivell microvascular. Un exemple d’estructura on es va detectar una menor
densitat microvascular en ratolins aterosclerotics utilitzant I'index Q va ser I’"hipocamp.
L’hipocamp és una estructura cerebral implicada en la formacid i la consolidacio de la
memoria i en processos d’atencid, molt sensible als canvis d’irrigacié cerebral, que
precisament es veu alterada en malalties neurodegeneratives com la malaltia
d’Alzheimer (Zerbi V et al., 2013). Aquests resultats suggereixen que I'index Q podria

servir per detectar canvis en la densitat microvascular quan el dany és més sever com
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passa amb models animals de la malaltia d’Alzheimer (lelacqua GD et al., 2016). Tot i
aixo, persisteix la necessitat de millorar les seqliencies d’adquisicié i ajustar-les a cervell

de ratoli de cara a futurs estudis.

Al sistema nervids central, la mielina és una capa multilaminar constituida a
partir de les prolongacions dels oligodendrocits. En microscopia electronica s’observen
unes bandes fosques i unes més clares. Mentre que les bandes fosques corresponen a
la superficie de les membranes citoplasmatiques altament compactades, les més clares
corresponen a la superficie de la membrana externa dels oligodendrocits. Aquesta
compactacié es manté gracies a diferents proteines. La beina de mielina esta composada
per proteines i lipids. Entre les proteines que composen la mielina, destaca la proteina
basica de la mielina o MBP. La MBP s’encarrega de la compactacié de les superficies de
dues membranes citoplasmatiques adjacents (Redmond SA et al., 2016). La beina de
mielina, a més, esta composada per nivells elevats d’acids grassos saturats de cadena
llarga, glicoesfingolipids (aproximadament suposen el 20% del percentatge molar del
total dels lipids) i colesterol, que representa aproximadament el 40% del percentatge
molar del total dels lipids a la mielina (Schmitt S et al., 2015). Amb tecniques de MRI
s’han detectat nombroses alteracions en la mielina atribuibles a I’envelliment normal.
El volum de substancia blanca comenca a reduir-se aproximadament als 50 anys (Sowell

ER et al., 2003).

En la present tesi doctoral, es van avaluar alteracions en la mielina mitjancant
imatges de DTl in vivo i ex vivo. De la mateixa manera que amb I'index Q, es va optar per
fer una validacié histologica dels resultats, mitjancant immunodeteccid de I'expressié

de la proteina MBP.

De manera global, els resultats dels ratolins C57BI6 semblen indicar que
I’envelliment produeix alteracions en la FA, indicant lesions en la integritat de la mielina.
No obstant, no es van detectar més que subtils alteracions en la resta de components
del DTI. El colesterol es sintetitzat fonamentalment en els astrocits al cervell perque la
barrera hematoencefalica impedeix el pas d’aquest al cervell (Johanson CE et al., 2011).
Dins del cervell, I'apolipoproteina E és la principal proteina implicada en el seu transport
entre cel-lules del sistema nerviéos (Gamba P et al.,, 2019; Posse de Chaves E i
Narayanaswami V, 2008). En ratolins ApoE”", en canvi, es van poder detectar multiples
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alteracions en tots els components del DTI. Probablement aquestes diferéncies es deuen
a que la deficiencia d’apolipoproteina E afecta al transport de colesterol al cervell.
Aquestes diferéncies es van confirmar amb la comparacié d’aquests ratolins amb els
C57BI6 confirmant que I'aterosclerosi influeix sobre la connectivitat cerebral (Zerbi V et

al., 2014).

A diferéncia de I'estudi per imatges de DTI, tant en ratolins C57BI6 com en el
ApoE”-, es van detectar reduccions en el marcatge per MBP en totes les regions
estudiades amb I'edat. Es van poder localitzar diferencies en el procés d’envelliment
entre els animals deficients en ApoE”" i els animals C57BI6. Aquestes diferéncies
s'indiquen també amb la histologia on, ja des de les edats més joves analitzades (6
mesos), es detecten nivells inferiors d’expressié de MBP en els ratolins ApoE”". Les
alteracions en la substancia blanca detectades en el present estudi estan en
concordangca amb estudis previs en humans on s’ha detectat una reduccié de la

substancia blanca amb I'envelliment (Pfefferbaum A et al., 2000).

L'atrofia cerebral és una de les empremtes patologiques més comu en els
diferents tipus de demeéncia com, per exemple, la malaltia d’Alzheimer (Dickerson BC et
al., 2009; Prestia A et al., 2010), la demeéncia per cossos de Lewy (Colloby SJ et al., 2020)
o associat al deteriorament cognitiu després d’un ictus (Dickie DA et al., 2020). En la
practica clinica s’han desenvolupat eines per la mesura dels canvis de volum i gruix de

I’escorca de forma automatitzada i comparable entre elles (Redolfi A et al., 2015).

Estudis per MRI mostren una reduccié del gruix cortical amb I’envelliment
normal, donant lloc a patrons d’atrofia especifics, que persisteixen perd canvien quan
els pacients manifesten problemes de memoria i de fluidesa verbal (Jones SE et al.,
2019). Tot i que hi ha estudis previs sobre els gruix cortical en humans en envelliment i
amb diferents patologies, fins on nosaltres coneixem no hi ha publicacions on s’hagi
descrit els canvis en el gruix cortical en aquestes condicions experimentals, en aquestes
edats d’estudi i sota aquests factors de risc. Per aquest motiu, es va plantejar mesurar

el gruix cortical en els diferents grups experimentals de la present tesi doctoral.

Es va trobar que el gruix cortical en ratolins C57BI6 es redueix amb I’edat, indicant que

aquestes mesures poden ser bons indicadors de la predisposicié a tenir atrofia cerebral.
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Quan es va analitzar el gruix cortical en el grup de ratolins ApoE”- es va detectar una
clara tendencia a la reducci6 amb I'edat. No obstant, aquesta tendencia no era
estadisticament significativa. Quan s’afegien les femelles al grup d’animals ApoE”, els
canvis en el gruix cortical passaven a ser significatius. Aquesta diferéncia és deguda a
que les femelles mostren un gruix cortical major a les edats més joves estudiades (612
mesos), que tendeixen a desapareixer en edats més envellides, indicant un possible
dimorfisme sexual en ratolins ApoE”". Tot i aquestes diferéncies, els estudis comparatius
entre els grups de mascles de les diferents edats aixi com entre els animals C57BI6 i els
animals ApoE7" en conjunt, no va oferir diferéncies significatives atribuibles a
I’aterosclerosi. Un dels problemes que ens hem trobat en aquest estudi és el nombre
d’animals ApoE”- mascles disponibles en cadascuna de les edats estudiades, cosa que
ens va fer incloure el grup de femelles. En el futur seria interessant i oportu continuar
amb l'estudi del possible dimorfisme sexual afegint també femelles C57BI6 de totes les
edats. Hi ha evidencies a la literatura sobre dimorfisme sexual en ratolins C57BI6 de 12
setmanes que indiquen que existeixen diferéncies de mida de diferents estructures del
cervell entre mascles i femelles. Mentre que els mascles C57BI6 presenten un major
volum en la majoria d’estructures subcorticals, les femelles mostren un major volum a
I'escorca entorrinal i I'escorca prefrontal, a I'hipocamp anterior, a la fimbria i a
I’hipotalem posterior (Spring S et al., 2007). Els nivells de colesterol en sang incrementen
amb I'edat i sén diferents entre homes i dones (YiS et al., 2019). A mesura que envellim,
augmenten els nivells de colesterol en sang. Abans de la menopausa, les dones tenen
nivells de colesterol total més baixos que els homes a la mateixa edat. Després de la
menopausa, el nivells de colesterol dolent (LDL) tendeixen a incrementar en dones
(Swiger et al., 2014). Hormones sexuals com la dihidroepiandrosterona (DHEA) modulen
I'impacte de I'apolipoproteina E en el metabolisme lipidic. Com a conseqiéncia,
I"aparicié d’alteracions en els lipids son més freqlients en homes que dones, que quan
en presenten, sol ser en I'etapa de post-menopausa (Zofkova | et al., 2002). L’edat
fertil dels ratolins femella és fins als 13-14 mesos. Aix0 podria explicar aquestes

diferéncies en gruix cortical entre mascles i femelles fins als 12 mesos d’edat.

En I'actualitat, les persones que pateixen deméncia van al metge quan mostren

algun problema cognitiu, fonamentalment relacionats amb la memodria. Les eines
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diagnostiques cliniques que s’utilitzen en aquests casos son els tests d’avaluacid
neuropsicologica. D’aquests tests s’obté una probabilitat de patir un determinat tipus
de demencia i, segons aquesta, es realitzen altres proves com el diagnostic per imatge,
per corroborar, desmentir o donar una major precisioé al diagnostic clinic. En recerca
basica amb models animals, la forma més comu d’avaluar canvis en la conducta és
mitjangant tests conductuals que pretenen reproduir de la forma més acurada possible
les avaluacions cliniques. En la present tesi doctoral, es van realitzar diferents tests
conductuals per avaluar canvis de caire motor, i algun de caire cognitiu com I'ansietat o

la memoria de treball.

Es va avaluar I'efecte de I'envelliment en la coordinacié motora en ratolins
C57BI6 i no es van detectar canvis, a diferencia d’altres estudis on si les detecten (Tang
et al., 2008). Es van escollir ratolins de 6 mesos per representar I'adult-jove, de 12 mesos
per representar I'adult-gran i de 18 mesos per representar la vellesa. A |’article anterior,
es comparen només ratolins de 2 mesos i de 18 mesos, cosa que potser permet detectar
diferéncies més facilment perd no representa la progressié de les alteracions que
produeix I"envelliment. En canvi, en ratolins ApoE”" es va trobar una reduccié de la
coordinacid motora amb I'edat, indicant que la deficiencia de I'apolipoproteina E pot
contribuir al deteriorament de la funcié motora. No obstant, la comparativa amb els

C57BI6 no va confirmar aquesta hipotesi.

Amb l'envelliment es produeix una debilitat i fragilitat del sistema muscul-
esqueletic, conseqliencia de les alteracions que l'envelliment produeix sobre el
mecanisme de denervacio-reinnervacié a la unitat motora (Hepple RT & Rice CL, 2016).
En aquest cas, i d’acord amb estudis previs, es va detectar una reduccié de la forga
muscular en totes dues soques amb I'edat i quan es comparen, indicant una alteracié

del sistema muscul-esquelétic amb I'envelliment (Zhu S et al., 2019) i I'aterosclerosi.

Les alteracions del sistema muscul-esquelétic amb I’envelliment (Deschenes MR
et al., 2010) poden afectar a la capacitat exploratoria dels rosegadors. En la present tesi
doctoral, es va trobar una reduccié de la distancia que recorren i de la velocitat amb la
que ho fan en ratolins C57BI6. En canvi, en ratolins ApoE7- de 6 mesos es va trobar una

reduccio de la distancia recorreguda, que a més es va mantenir per sota de la dels
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C57BI6, indicant un possible envelliment prematur pel que fa a aquest parametre

(Werner CM & Laufs U, 2018).

Existeixen nombrosos tests en rosegadors que permeten avaluar aspectes
emocionals, com ara el nivell d’ansietat. Els exemples de proves conductuals per avaluar
I'ansietat van des dels tests de condicionament, com la gabia de Skinner, fins a tests més
senzills com el laberint en creu. El test del camp obert tradicionalment és un test de caire
motor perd també s’ha utilitzat per mesurar trets d’ansietat, ja que no deixa de ser un
espai tancat, sense sortida (Prut L i Belzung C, 2003). En el present estudi, tant els
ratolins C57Bl6 com els ApoE” presentaven nivells normals d’ansietat, ja que passaven
més temps al voltant de les parets que a la part central de I'arena (indicador de cert
nivell d’ansiolisi). Es creu que hi ha dos factors principals que influeixen en el
comportament que suggereix ansietat: I'aillament social, pel fet de treure I'animal de la
seva gabia i deixar-lo sense els seus companys de gabia, i el canvi d’espai des de la gabia
a la arena, que acostuma a ser un espai més obert i il-luminat. Els nivells d’ansietat no
van variar amb I'edat en cap de les soques. Mentre que |'envelliment no modifica els
nivells d’ansietat, I'aterosclerosi en edats joves produeix un augment de l'ansietat. La
deficiencia en [l'apolipoproteina E, a part d’associar-se al desenvolupament
d’aterosclerosi, podria produir un envelliment accelerat en ratolins aterosclerotics previ
a l'aparicié de lesions vasculars associades a demencia. La reduccié de la distancia
recorreguda i del temps relatiu que passen a la regié interior de I'arena sembla indicar
una menor capacitat exploratoria en ratolins de 6 mesos, que desapareix amb |'edat,
cosa que podria validar la hipotesi de que aquesta soca de ratolins podria tenir un

envelliment accelerat.

3. HIPOPERFUSIO
Hi ha cada cop més evidencies de que els factors de risc vascular contribueixen a
neurodegeneracié, dany cognitiu vascular i demeéncia. Existeix una relacié entre la
malaltia d’Alzheimer i la demencia vascular o el dany cognitiu d’origen vascular. Es creu
gue la hipoperfusié és el mecanisme fisiopatologic comu i subjacent a les dues
patologies (Duncombe J et al., 2017; Qiu L et al., 2016; Shang J et al., 2016). A més, la
hipoperfusié cerebral és el major contribuidor al deteriorament cognitiu i a la

neurodegeneracid, que acaben causant demeéncia.
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Tot i que es desconeix el mecanismes patologic precis subjacent al
deteriorament cognitiu vascular (VCI)i la demeéncia vascular DV, la causa més comu de
és la malaltia de petit vas, que afecta a petites arteries, arterioles, vénules i capil-lars.
Les lesions vasculars caracteristiques de la VaD es podrien explicar per la hipoperfusid
cronica cerebral, que constitueix, a més, a la meitat dels casos de VClI en humans
(Kalaria, 2016). La reduccié de la perfusié cerebral es correlaciona amb la severitat de
la demencia i prediu quins individus amb deteriorament cognitiu lleu acabaran

desenvolupant demeéncia.

Per totes aquestes raons, la recerca basica d’aquesta malaltia s’ha centrat en
desenvolupar models d’hipoperfusié cronica en rates, ratolins i primats (Washida K et
al., 2019). Existeixen nombrosos models animals d’hipoperfusié cronica pero cap
reprodueix amb exactitud totes i cadascuna de les lesions caracteristiques ni del VCI ni
de laVaD. En la present tesi doctoral, es proposa un nou enfoc en I'estudi de la VaD que
combina diferents factors de risc amb I'objectiu de trobar biomarcadors per imatge
fiables que permetin comprendre millor la patologia i detectar-la abans de que aparegui

la simptomatologia, per tal de poder trobar nous farmacs.

La hipoperfusié cerebral cronica es pot generar per diferents mecanismes. En
rata, es pot generar per oclusid bilateral de les artéries carotides comunes (BCAO). En
ratolins, per estenosi bilateral de les artéries carotides comunes (BCAS) o estenosi
asimetrica de les arteries carotides comunes (ACAS). En canvi, en primats no humans es
necessita la oclusié de tres vasos (3VO), que consisteix en una oclusié bilateral de les
artéries carotides internes i la oclusié de l'arteria vertebral esquerra, per a induir

hipoperfusid.

El model d’hipoperfusid6 més emprat en recerca és el BCAS degut a la seva
reproductibilitat i a la possibilitat d’aplicar-ho en models transgenics (Bannai T et al.,
2019; Bink DI et al., 2013; Hattori Y et al., 2014). No obstant, el model BCAS te com a
limitacid principal una reduccié sobtada del rCBF , que no replica el patré comu del
deteriorament cognitiu vascular (VCI) en humans (Washida K et al., 2019). BCAS
presenta alteracions cognitives sense alterar-se la funcié motora abans dels 3 mesos
després de la cirurgia (Hainsworth AH i Markus HS, 2008) i rarefaccié de la substancia
(blanca? grisa?)sense manifestar infarts (Nishio K et al., 2010). Aquestes alteracions no
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reflecteixen exactament les lesions caracteristiques de la demencia vascular. Per aquest
motiu, es va desenvolupar el model ACAS que, a diferéncia de I'anterior, presenta una
reduccio progressiva del rCBF i amb certa capacitat de recuperacié amb el temps, i
també presenta dany a la substancia blanca relacionada amb el desenvolupament

d’infarts (Washida K et al., 2019).

En la present tesi doctoral es van avaluar canvis en els diferents parametres de
MRI, conducta i histopatologia per detectar les alteracions que produeix la hipoperfusid
per estenosi asimétrica de les de les artéeries carotides comunes. Tal i com s’ha explicat
a I'apartat metodologic, el model ACAS es caracteritza per la implantacié asimetrica de
dos aparells diferents en cada artéria carotida comuna. A l’artéria carotida comuna dreta
(CCD) s’implanta un anell ameroide de caseina, que redueix el flux sanguini
progressivament a mida que s’hidrata, fins que es tanca totalment, ocloent el vas. A
I'artéria carotida comuna esquerra (CCE) s'implanta un microespiral que redueix el flux
sanguini fins a un 30% de forma sobtada i permanent. El model experimental es va

aplicar en les dues soques de ratolins i a les mateixes edats anteriorment esmentades.

Es van estudiar els canvis en la longitud i la tortuositat dels principals vasos que irriguen
el cervell, I'artéria basilar (AB) i les artéries carotides internes dreta (ACld) i esquerra
(ACle), mitjangant imatges d’angiografia TOF. La principal conseqiiencia de la induccié
d’hipoperfusié mitjangcant ACAS és la progressiva reduccié del senyal de I’ACId a partir
dels 7 dies de la seva implantacid, produint alteracions asimétriques entre I’hemisferi
dret i I'esquerre (Washida K et al., 2019). En cap cas es van detectar alteracions en
I'artéria basilar, com a mecanisme de compensacio vascular per part de la irrigacié
procedent del sistema vertebral a diferencia d’estudis fets en rata amb el model BCAO,
probablement perque és molt més agressiu que el que s’ha utilitzat en aquest estudi
(Soria G et al., 2013). En aquest cas hi ha part d’irrigacié de I'arteria esquerra, indicant
que hi hagut prou temps per intentar compensar. Per aquesta rad, potser els canvis
anatdmics necessaris per aquesta compensacié no sén tan evidents com en el cas de la
BCAS, probablement perqué és molt més agressiu que el que s’ha utilitzat en aquest
estudi (Soria G et al., 2013). En la present tesi doctoral es va trobar una reduccio de la
longitud de I’ACId dos mesos després de la cirurgia en ratolins ApoE”" de 6 mesos,

indicant aquests ratolins tenen una resposta vascular menys resistent que els C57BI6 en
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edats joves. En les edats més avancades (12 i 18 mesos) la longitud de les artéries
cardtides internes tendia a ser menor en els animals ApoE™", arribant a ser una diferéncia
significativa en alguns dels temps posteriors a la hipoperfusié. D’altra banda, la ACld
sempre va mostrar unes diferéncies més marcades entre les dues soques. Diversos
mecanismes poden estar jugant un paper en la produccié d’aquestes diferéncies. Per
una banda, el fet que la ACId queda tancada totalment al cap d’un temps després de
I'operacié fa deixi de rebre la pressié sanguinia directa del cor, cosa que pot afectar
I’endoteli i I'elasticitat de I'artéria. Per altra banda, s’ha descrit que els ratolins
aterosclerotics perden capacitat de vasodilatacid a partir de certes edats, quan es
comenca a manifestar |’aterosclerosi (Yang R et al., 1999). A més, en els ratolins ApoE”"
la resposta a estrés vascular no és igual en vasos petits que en les grans artéries. Amb
I'edat hi ha una ppérdua de la capacitat de remodelacié6 de de I'arteria carotida,
possiblement deguda a una acumulacié excessiva de lipids al llarg de la lamina elastica
interna i dins de la lamina mitja, provocant la mort cel-lular i perdua de la capacitat
normal de remodelacioé (Seo HS et al., 1997). Aquestes diferéncies vasculars no es donen
només en la irrigacié cerebral. En ratolins joves ApoE”"/LDR”-s’han detectat rarefaccions
a nivell capil-lar i una reduccié de la seva densitat als testicles (Steinfeld K et al., 2018).
A més, s’associa als ratolins ApoE”" a una pérdua de la capacitat de reparar i remodelar
I’endoteli olfactori (Nathan BP et al., 2010). En els ratolins més vells, les diferéncies es
veuen reduides, indicant un efecte de I'edat també en els ratolins C57BI6.

L’analisi de la perfusid cerebral va mostrar un comportament molt heterogeni en
estat basal a totes les edats. Posteriorment a I'operacid, sembla haver una major
reduccié de flux sanguini en els animals ApoE”", tot i que, com ja s’ha explicat, el dificil
control dels parametres fisiologics durant el periode d’adquisicid, en que els ratolins
estan sota anestesia, fa que la variabilitat sigui molt elevada, fent dificil obtenir resultats
solids. En altres treballs (Hattori Y et al. 2014) s’ha descrit una disminucié gradual del

CBF amb aquest mateix model experimental.

El fet de ser un model asimetric podia generar diferencies en el flux sanguini
entre hemisferis. Es van comparar els valors de rCBF dos mesos després de la
hipoperfusié cronica, distingint entre hemisferis. En totes les edats, els ratolins ApoE”

presentaven menor perfusié en tots dos hemisferis, sense que les diferencies arribessin
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a ser significatives, tret dels animals de 12 mesos. Amb aquestes dades no podem
concloure si aquestes diferéncies es deuen a un efecte transitori, que es veu igualat en
la vellesa, o bé és un efecte de la mostra i la seva variabilitat. S6n necessaris més
experiments per aclarir aqueta qliestiod. Altres autors (Hattori Y et al. 2015) han descrit
diferéncies entre hemisferis en la perfusid, que varien al llarg del temps i també en
funcié de I'estructura cerebral. Analitzant el rCBF per regions d’interes, es va detectar
una reduccio del flux en totes les soques i en tots els temps estudiats. També va haver
diferéncies entre soques a nivell de I'estriat, on ja hi havia un nivell basal menor en
animals ApoE” de 12 i 18 mesos. Es possible que I'estriat compensi pitjor les alteracions
produides per I'aterosclerosi amb I'edat, ja que no compta amb tanta irrigacio colateral

com en el cas de I'escorga.

Els canvis a nivell de la microvasculatura produits per I'envelliment, o com a
consequiencia de I'aterosclerosi, podrien afectar a la biodisponibilitat d’oxigen en el
teixit cerebral, contribuint a la mort cel-lular que produeix el deteriorament cognitiu
d’origen vascular. La hipoperfusio en el cervell envellit estimula la produccié de HIFl1a i
VEGF, induint la formacié de nous vasos de forma patologica (Vagnucci AH i Li WW,
2003). Es esperable que aquesta situacid es vegi potenciada amb la induccié
d’hipoperfusid, ja que en humans el VCI es conseqliencia de la patologia microvascular
produida per la hipertensid, la diabetis i factors genétics com I'arteriopatia cerebral,
amb infarts subcorticals i leucoencefalopatia. En la descripcidé original del model
experimental, Hattori i col-laboradors indicaven que el model no va mostrar signes de
desenvolupament de patologia microvascular (Hattori Y et al., 2015). Tot i aixi, també
aclarien que el model havia estat descrit en animals joves i sense cap comorbiditat, i que
no era descartable trobar aquest tipus d’afectacio en animals afectats d’algun factor de

risc com hipertensid, obesitat, diabetis o dislipeémia, entre d’altres.

En el present treball s’ha avaluat els possibles canvis en la densitat microvascular
mitjancant I'index Q (EX Wu et al., 2004) in vivo, i per imatges de microscopia d’alta
resolucié ex vivo. El resultats de I'estudi in vivo no van permetre trobar diferencies
atribuibles a la hipoperfusié en cap de les soques. En primer lloc, no es van poder
localitzar diferéncies entre els hemisferis a cap de les edats. Tan sols I’analisi per regions

d’interés va mostrar alguns diferéncia entre les dades inicials i finals, concretament a
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nivell de I’hipocamp dels animals ApoE”" de 6 mesos d’edat. La dificultat per trobar
diferéncies a nivell microvascular is vivo podria deure’s a que el rosegadors sén més
resistents a la hipoperfusié que els humans dificultant la deteccié d’alteracions de
I'index Q i, més concretament el model asimetric d’hipoperfusid, que és menys agressiu
qgue altres com el BCAS o el BCAO. Una altra possibilitat és que les diferencies siguin
petites i aquesta técnica no sigui prou sensible per detectar in vivo el possibles canvis
subtils en la microcirculacié. Com ja s’ha discutit anteriorment, I'ilndex Q presenta
encara una serie de problemes tecnics a millorar, optimitzant les adquisicions per cervell
de ratoli, o bé la necessitat d’una major intensitat de camp magnétic per tal d’obtenir
millors dades de MRI, com en el cas d’altres treballs on s’"han emprat escaners de 9,4T

(lelacqua GD et al., 2016).

A trets generals, I'estudi ex vivo si va mostrar una reduccié de la densitat
microvascular, sent lleugerament més baixa en totes les estructures a 6 i 12 mesos en
ratolins C57BI6, perd sense canvis en els animals de 18 mesos. En els ratolins ApoE” es
va mantenir la mateixa tendéncia a la reduccié de la densitat microvascular a totes les
edats i a totes les estructures analitzades. També s’ha de tenir present que els valors
inicials en els ratolins ApoE”" eren lleugerament inferiors que en els cas del C57BI6.
Comparant la densitat microvascular a temps final, dos mesos després d’hipoperfusié
cronica, es va veure clarament que els ratolins ApoE”- tenien una densitat microvascular
menor en estructures com el talem i I'hipocamp. Tal i com ja s’ha esmentat, d’entre
totes les estructures cerebrals, la més sensible a la hipoperfusiéo és I’hipocamp
(Somredngan S i Thong-asa W 2017). Estudis previs en models animals de la malaltia
d’Alzheimer mostren patrons de vulnerabilitat a la hipoperfusié diferencial entre
I’escorcai el talem (Dickie et al., 2020), que no s’han trobat en aquest estudi. L’hipocamp
gue és, per moltes raons, I’estructura més utilitzada per I'estudi de la neurodegeneracié
induida per la hipoperfusié cerebral, esta altament involucrada en I'aprenentatge
espacial i la memoria. La hipoperfusid cerebral induida per ACAS afecta de forma
asimetrica les neurones de la capa CA1 de I’hipocamp (Hattori Y et al. 2015), tot i que

I'atrofia hipocampal és més acusada en el model BCAS (Nishio K et al., 2010).

Analitzant tots els resultats en conjunt, podem dir que la FA disminueix com a

conseqiiencia de la hipoperfusié cronica en totes dues soques, d’'una manera més

196



DISCUSSIO

marcada en les adquisicions in vivo, i aquestes diferencies es veuen reduides en les
mostres ex vivo, tot i que es manté la tendéncia, o fins i tot la diferéncia estadisticament
significativa en algunes de les estructures analitzades, principalment aquelles riques en
contingut de mielina. D’altra banda, contrariament al que era d’esperar, la MD va
mostrar una caiguda significativa en les adquisicions in vivo. Aquesta caiguda deixava de
ser significativa en les mostres ex vivo dels ratolins C57BI6 i es revertia totalment en els
ratolins ApoE”". La caiguda de MD en les mostres in vivo podria estar influenciada per
canvis en la compartimentalitzacié de I'aigua en els cervells dels ratolins operats, o a

canvis en la densitat cel-lular deguts a un increment en la reactivitat glial post-cirurgia.

El contingut cel-lular de la substancia blanca és menor al de la substancia grisa,
de manera que només se |li dedica 1/3 de la irrigacid cerebral (ladecola, 2013), fet que
la fa més susceptible a la hipoperfusi6 amb I'envelliment (Love S i Miners JS, 2016;
Nasrabady SE, Rizvi et al., 2018). Hi ha un ventall molt heterogeni de resultats a la
literatura sobre els canvis en la substancia blanca en models d’hipoperfusié. Amb la
voluntat de donar més poténcia als experiments actuals, es va optar per una doble
adquisicid i analisi, de manera longitudinal a diferents temps després de I'operacid (in
vivo) pero també a més alta resolucié a temps inicial i final (ex vivo). A trets generals, en
el model experimental d’aquest estudi es va trobar una reduccié de FA amb Ia
hipoperfusid, i aquesta reduccid era independent de I’'hemisferi analitzat, de I’edat dels
ratolins, o de la soca. Quan es van analitzar les mostres ex vivo, aquesta reduccié de FA
es va veure reduida, de manera que només algunes estructures riques en substancia
blanca mostraven una tendencia a la reduccié dos mesos després d’hipoperfusié en
animals ApoE”". D’altra banda, la difusivitat mitja disminuia en tots els animals C57BI6
després de I'operacid, i també en els ApoE”", tret dels d’edats més avancades, on els
nivells eren baixos des del temps basal, i no mostraven canvis després de la hipoperfusio.
En I'analisi de les mostres ex vivo, els resultats van ser molt variables. Mentre que en
animals C57BI6 hi havia una tendéncia a la disminucid, en els ratolins ApoE”" hi havia
alguna pujada significativa en alguna estructura especifica, com ara la comissura

anterior o I’hipocamp.

La interpretacio de resultats pot resultar complexe. L’Us dels components del DTI

com a eina diagnostica ha estat descrita en diverses patologies, on s’ha utilitzat per
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detectar canvis en la integritat de les fibres en substancia blanca i en substancia grisa
que correlacionen amb les funcions cognitives (Kazumata K et al., 2020). Pero
I'adquisicié i analisi de seqliencies de DTl en models experimentals de patologies
cerebrals és més complexe i mostra molta variabilitat. Concretament, en models
d’hipoperfusid en ratolins s’ha descrit que el DTl es un marcador prou sensible per
detectar canvis subtils en la patologia que afecta la substancia blanca (Holland PR et al.,
2011). Tot i aixi, quan s’analitzen els resultats d’aquest treball, practicament no hi ha
diferéncies en MRI, mentre que si en I'analisi histopatologic. Altres autors, fent servir un
model d’estenosi bilateral en ratolins envellits, han descrit les dificultats per trobar
diferéncies en I'analisi dels components del DTI, necessitant una analisi matematica
complexa per aconseguir detectar diferencies subtils en algunes estructures de la
substancia blanca (Boehm-Sturm P et al., 2017). La heterogeneitat reportada per altres
grups va des de la descripcié de canvis en les difusivitats perd no en I|'anisotropia
fraccional (Flichtemeier M et al., 2015), a canvis en la FA pero no en la MD (Holland PR
et al., 2011, 2015). Les discrepancies entre els resultats exposats en estudi els de la
literatura poden tenir diversos origens. Per una banda, el model animal escollit, que
difereix en I'asimetria. Com ja s’ha comentat al llarg d’aquesta tesi, la majoria de models
animals sén simeétrics i d’aparici6 aguda de la patologia. En aquest cas, els
esdeveniments patologics poden haver-se donat de manera més gradual, i tenir
conseqliencies en quant als resultats en la substancia blanca a llarg termini. D’altra
banda, les comorbiditats afegides a I'estudi. Les diferents edats estudiades, aixi com el
model d’aterosclerosi, poden afegir més fonts de variabilitat. Un punt important a tenir
en compte és la correlacié entre les variacions de CBF i les alteracions en la substancia
blanca. Diversos autors apunten a la necessitat de corregir I'analisi de DTl en funcié dels
canvis en flux sanguini, ja que aquests poden alterar els valors de MD i FA (Urushihata T
et al., 2018). En el nostre cas, la variabilitat en les adquisicions de CBF faria dificil aquest
tipus de correlacid. Com ja s’ha comentat, els valors de CBF en animal anestesiats sén
molt dificils de valorar, ja que les condicions poden variar molt entre cada ratoli i, fins i
tot, en el mateix ratoli en diferents sessions de MRI.

En el que coincideix la majoria d’autors és en el fet que las alteracions de tipus hipoxic
en la mielina es presenten com a canvis molt subtils en la substancia blanca. Per aixo, la

majoria coincideixen en la necessitat de comparar els resultats amb [I'analisi
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histopatologic del teixit. En el present estudi es va trobar un lleuger augment de la gliosi
després de dos mesos d’hipoperfusié cronica, sobre tot en els animals de més edat, i
principalment en els ApoE”". Aquesta reactivitat glial després d’hipoperfusié també ha
estat descrita en altres models d’hipoperfusié (Holland PR et al., 2011; Soria G et al.,
2013), tot i que d’altres han reportat que no hi ha canvis destacables en la reactivitat
glial (Boehm-Sturm P et al., 2017). A més, I'analisi de I'expressié de MBP mostrava uns
nivells menors després de dos mesos d’hipoperfusid, i que aquests nivells eren menors
en els animals ApoE”~ i en els C57BI6 a les edats més joves, tot i que aquestes diferéncies
desapareixien en els animals més envellits. Altres autors han descrit canvis histologics a
nivell de la mielina (Holland PR et al., 2011), pero també I'abséncia d’aquest canvis
(Boehm-Sturm P et al., 2017). Un cop més, es fa dificil la comparativa, donat que els
models animals difereixen en quan al tipus de model experimental i a les edats dels

animals.

De la mateixa manera que en altres tipus de demeéncies, els pacients amb
demeéncia vascular presenten atrofia cortical deguda a I'efecte de la hipoperfusio sobre
la mort neuronal (ladecola, 2013). En els nostres animals, el gruix cortical associat a la
hipoperfusié en ratolins C57BI6 no es va reduir en ratolins joves, mentre que si hi havia
reduccid gradual en els ratolins d’edat més avanc¢ada, essent una reduccié asimeétrica en
el cas dels ratolins més vells. En els ratolins deficients en ApoE el comportament és
similar, tot i que les diferencies entre hemisferis en els ratolins de 18 mesos eren més
marcades. Tot i que d’altres models d’hipoperfusié no han trobat canvis en el gruix de
cap estructura cerebral analitzada, incloent-hi I'escorca (Nishino A et al., 2016), també
és cert que aquest cas s’ha afegit el factor edat, que com ja s’ha comentat, pot influir en
aquest parametre. Estudis amb animals transgénics com a model de la malaltia
d’Alzheimer han mostrat un comportament semblant, indicant que I’'edat és un factor
important en els canvis de gruix de I'escorca (Hébert F et al., 2013).

Pel que fa a les diferéncies entre soques, podria ser deguda, almenys en part, a
la preséncia de femelles, com ja s’ha comentat anteriorment. Les femelles no només
partirien d’un gruix cortical superior als mascles en estat basal, sind que podrien

presentar major resistencia a la hipoperfusié induida per ACAS. SOn necessaris més
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estudis que es centrin en les diferéncies entre géneres en resposta a hipoperfusid

cronica.

Els models animals d’hipoperfusié s’utilitzen per comprendre els mecanismes
patologics subjacents a la demeéncia vascular perquée les alteracions vasculars que es
produeixen s’associen a alteracions de memoria i alteracions motores i sensitives
(Washida K et al., 2019). A part de totes les alteracions vasculars que s’han descrit del
model d’hipoperfusié ACAS, també s’han descrit alteracions motores tipiques de les
condicions patologiques que produeixen hipoperfusié en humans, com ara alteracions
en la marxa i debilitat muscular (Adelborg K et al., 2017; Chopard R et al., 2018; De Bruijn
RF et al., 2015; Demarin V et al., 2012; Gray VL et al., 2020; Wolters FJ et al., 2017).

Com ja es va mostrar en I'estudi comparatiu entre soques, sense hipoperfusio, el
temps de laténcia disminueix amb I'edat, i de manera més marcada en els ApoE™”", perd
no es va trobar cap diferencia deguda a hipoperfusid. Altres autors han descrit que no
han trobat canvis en coordinacié motora mitjangant el test de rotarod, emprant el model
BCAS i en animals joves (Shibata M et al., 2007). En canvi, els autors que van descriure
el model animal emprat en aquest estudi si van trobar alteracions en la marxa (Hattori
Y et al., 2015). No podem descartar que els possibles efectes de la hipoperfusid hagin
guedat emmascarats per I'efecte del factor edat. Per altra banda, la forca muscular es
veia afectada amb la hipoperfusid en totes dues soques, sense manifestar-se diferencies
entre ratolins C57BI6 i ratolins ApoE”" en cap de les edats d’estudi. Aquests resultats
semblen indicar que la forca muscular és un millor indicador de possibles efectes de la

hipoperfusié que no pas la coordinacié motora.

També s’ha descrit que el model d’hipoperfusi6 ACAS altera les funcions
executives de forma dependent d’hipocamp, és a dir, alterant-se I'aprenentatge i la
memoria (Lee ES et al., 2019). Aquestes alteracions conductuals s’"han descrit a partir de
la utilitzacio de proves de conducta com el laberint en forma de Y o el test de Morris.
Per manca de I'espai per realitzar aquestes proves, en aquest estudi s’han avaluat altres
parametres com la capacitat exploratoria o la memoria de treball, mitjancant el test
del camp obert o el de reconeixement de nous objectes, respectivament. En el primer
cas, tot i no detectar-se alteracions en la distancia recorreguda degudes a la
hipoperfusid, es veu una diferéncia entre animals C57BI6 i ApoE”". Mentre que els

200



DISCUSSIO

primers es mouen més distancia a edats joves i disminueixen aquesta distancia amb
I’edat, els segons tendeixen a moure’s molt menys, ja des dels 6 mesos. Es va trobar
també una reduccié de la velocitat amb la hipoperfusié en ratolins ApoE”", indicant que

aquests tenen tendéncia a moure’s menys després de hipoperfusid cronica.

Pel que fa a I'ansietat, els animal ApoE”- es mantenien la major part del temps a
la periféria del camp obert, especialment en edats joves. Un punt important a tenir en
compte és el fet que, com ja s’ha indicat, els ratolins aterosclerotiques es movien menys
i @ menys velocitat que els C57BI6. Aixo per si sol, podria explicar aquest comportament

entre soques pel que fa al temps que passaven a prop de la paret del camp obert.

S’han descrit alteracions en la memoria a curt termini en els models animals que
mimetitzen la hipoperfusié en humans (Washida K et al., 2019). En el present estudi, no
es va trobar cap tendéncia ni cap diferéncia clara entre soques en cap punt temporal.
Les instal-lacions on s’havien de fer les proves de comportament no disposaven dels
tests més adequats per les proves de memoria més adequades per aquest tipus
d’estudi, com serien el laberint aquatic de Morrisi els laberints en forma de Yien forma

deT.

La majoria de les petites diferencies trobades en els diferents parametres
comportamentals entre les dues soques s’equiparen en ratolins de 18, validant la
hipotesi de que amb I’envelliment tendeixen a desapareixen les diferéncies atribuibles
a I'aterosclerosi, que produiria un envelliment prematur. Les alteracions conductuals
en ratolins ApoE”- de 6 mesos no només confirmen un envelliment accelerat en ratolins
ApoE7, siné posen de manifest la necessitat de combinar factors de risc de deméncia

vascular per tal de comprendre amb major precisid la seva fisiopatologia.

Tots aquests resultats s’han extret del grup complet d’ApoE”, que inclou mascles
i femelles i podria ser que els resultats no acabessin d’encaixar amb el que es coneix fins
a les hores perqué la deficiéncia d’apolipoproteina E és generalitzada i no és d’una
isoforma en concret (Raber J et al.,, 2002). A part en aquest mateix estudi es van trobar
diferéncies entre mascles i femelles atribuibles a un efecte protector dels androgens en
femelles que no s’ha trobar en I'estudi de la present tesi doctoral degut al petit tamany

de la mostra.
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4. FUTURES DIRECCIONS

En el present treball de tesi doctoral s'han detectat una serie de problemes i
limitacions que cal resoldre o millorar de cara a futurs estudis. Entre ells, les limitacions
d’espais, de nombre d’animals disponibles, I'elevat cost economic del manteniment de
colonies d’animals envellits i de I'Us dels equips de MRI, entre d’altres. Alguns d’aquests
problemes s’han intentat resoldre a mida que sorgien, com ara el nombre d’animals,
que va fer que ¢s’incloguessin femelles en els animals amb deficiencia en
I"apolipoproteina E. Seria interessant poder acabar I'analisi comparatiu dels possibles
dimorfismes sexuals amb un grup major de femelles, aixi com femelles en el grup de

ratolins C57BI6.

Inicialment, I'estudi es va plantejar com la combinacié de factors de risc no
modificables com I'envelliment i els factors de risc vascular modificables més rellevants
com ara, la hipertensid i I'aterosclerosi. Es van col-locar bombes d’infusié d’angiotensina
Il en un grup de ratolins ApoE”- de 6 i 12 mesos i es van estudiar abans de la cirurgiaia
21 dies de l'inici de la infusié amb I'objectiu de determinar I'efecte de la hipertensié i
I’envelliment en la formacié d’hemorragies, tal com s’ha descrit en la literatura (Alharbi
et al., 2016). En un grup pilot no es va localitzar cap signe de transformacié hemorragica
induida per angiotensina Il. Es va decidir centrar els nostres esforgos en les altres
branques de I’estudi. Resta pendent una millora en la metodologia per induir hipertensié
per tal de poder realitzar futurs estudis en models d’hipoperfusid en animals

hipertensos.

Per comprendre millor les alteracions en el flux sanguini cerebral sense
artefactes deguts als factors extrinsecs esmentats al llarg de la discussid, caldria trobar
eines de validacid, com podria ser I'analisi de la perfusid per tecniques optica difusa,
com ara el laser Speckle. També cal optimitzar les seqiieéncies d’adquisicié de MRI per

tal de reduir el soroll de fons del senyal de la imatge de perfusié ASL.

Amb la finalitat de confirmar o desmentir la utilitat de I'index Q en la mesura in
vivo de la densitat microvascular, caldria optimitzar els parametres com en altres estudis
previs (Bosomtwi, A et al.,, 2011) amb una resolucid menor i, per tant, millor relacié
senyal/soroll, aixi com millorar la monitoritzacio dels diferents parametres fisiologics per

intentar fer una normalitzacié de resultats en funcié d’aquests valors variables. En
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relacio a la hipoperfusid, inclus caldria comparar els resultats amb un model animal més

agressiu que desenvolupi patologia microvascular, com és el model BCAS.

L'estudi exhaustiu mitjancant MRI de les alteracions vasculars en I'envelliment,
I’aterosclerosi, la hipertensid i la hipoperfusio, validat mitjangant I’estudi histopatologic
del teixit ex vivo, s’hauria de validar amb proves conductuals de caire cognitiu
amplament utilitzades en altres estudis, com el laberint en forma de Y o el test Morris.
La logistica d’estabulacié i sessions de MRI ha fet impossible realitzar aquest tipus de

proves conductuals complexes.

Els resultats de la present tesi doctoral han mostrat que la capacitat multimodal de
la MRI és una eina excel-lent per ser aplicada a l'estudi de la neuropatologia de
I'envelliment, I'aterosclerosi i la deméncia vascular per hipoperfusié en recerca
traslacional. La hipotesi d’aquest treball era proposar un nou enfoc dels estudis de la
fisiopatologia de la deméncia vascular de manera longitudinal mitjancant técniques de
MRI que permeten combinar els diferents factors de risc de la demeéncia: envelliment,
deficiencia de I'apolipoproteina E i la hipoperfusié. Tots aquests factors produeixen
alteracions vasculars que amb el temps acaben produint alteracions en el flux sanguini.
Les alteracions del flux sanguini cerebral provoquen una disfuncid de la resposta
hemodinamica produint hipoxia, disfuncié metabodlica, neuroinflamacié, trencament de
la barrera hematoencefalica i estres oxidatiu. Per tant, I'estudi longitudinal per MRI de
la contribucié de tots els factors esmentats permetra esbrinar el mecanisme
fisiopatologic subjacent a les alteracions vasculars que condueixen a mort neuronal i

I’atrofia cerebral, subjacents a la demeéncia.

Aquest estudi no és més que la punta de l'iceberg en I'estudi de la deméncia vascular
pero és de rellevant importancia ja que és el primer que es realitza combinant
I’envelliment, la deficiéncia d’apolipoproteina E en el model asimétric de demeéncia

vascular per hipoperfusié cronica.

El principal missatge d’aquest treball és que amb les diferents tecniques de MRI
s’han pogut detectar alteracions vasculars associades a factors de risc vascular en edats
joves que podrien permetre iniciar cribatges en poblacions de risc a desenvolupar

demencia vascular per tal de poder trobar un biomarcador no invasiu que ajudi a
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detectar les alteracions previes al desenvolupament de demeéncia. per exemple, escollir
una poblacié constituida per persones d’edat avang¢ada amb tendencia a I’aterosclerosi
i, per tant, amb risc de desenvolupar hipoperfusié cerebral. La hipoperfusié cerebral
desencadena tot un conjunt d’alteracions cel-lulars i moleculars a nivell vascular, que
explicarien la mort neuronal i I'atrofia cerebral que caracteritzen la deméncia. tenint en
compte aquesta explicacid, s’obriria un important camp de recerca en trobar noves

terapies pal-liatives.
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La MRI multimodal és una eina excel-lent per avaluar la neuropatologia vascular
associada a I’envelliment, I'aterosclerosi i la deméncia vascular per hipoperfusid
en recerca traslacional.

Les imatges d’angiografia son dutils en la deteccié d’alteracions vasculars
relacionades amb |'aterosclerosi i I’envelliment, aixi com els canvis anatomics
associats al model d’hipoperfusié asimeétrica.

La perfusié per ASL permet detectar alteracions en el flux sanguini cerebral
associades a aterosclerosi i hipoperfusid. La variabilitat procedent dels diferents
factors fisiologics fa necessaria una millora i refinament del metode d’adquisicié
en el futur.

L'index Q suposa una eina prometedora en I'estudi dels canvis patologics de la
microcirculacié. Tot i detectar canvis en la microcirculacié atribuibles a
I’envelliment, aquest metode no és, ara per ara, prou sensible per fer-ho en el
model aterosclerotic o el d’hipoperfusid, que si sén detectables per mitjans
histologics.

L'analisi dels components de les imatges de DTl son suficients per detectar
alteracions en la substancia blanca degudes a I’envelliment, |’aterosclerosi i la
hipoperfusié cronica. Tot i aixi, és menys sensible que els metodes tradicionals
histologics, que detecten aquestes alteracions a nivell microscopic.

Els canvis en el gruix cortical poden ser utils en la deteccié de les conseqliencies
de les alteracions vasculars produides per I'envelliment, I'aterosclerosi i la
hipoperfusid.

El model animal d’hipoperfusio cronica asimetrica (ACAS) és apropiat per I'estudi
d’alteracions vasculars associades a DV, en representar millor els processos
patologics que tenen lloc en humans, i conferint major poder traslacional als
resultats.

El model animal emprat en I'estudi d’hipoperfusié ACAS combinat amb factors
de risc de DV com I’envelliment i I'aterosclerosi representen millor la patologia
gue es dona en humans i, per tant, aquest estudi té un elevat poder traslacional.
Els principals canvis detectats associats a I’envelliment soén alteracions
microvasculars que produeixen alteracions en el flux sanguini cerebral i en Ia

morfologia arterial exacerbades en ratolins ApoE”", alteracions en la FA i la MD,
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10.

i menor expressio de MBP, agreujades en ratolins aterosclerotics, atrofia cortical
i alteracions motores, com la debilitat muscular i alteracions en la marxa en
totes dues soques, manifestant-se en edats més joves en ratolins ApoE”,
indicant un possible envelliment prematur.

Les principals alteracions causades per la hipoperfusié i detectables per MRl van
ser: major vulnerabilitat de [lartéria carotida interna dreta en ratolins
aterosclerotics ja des d’edats joves, diferéncies de perfusié entre hemisferis en
els animals aterosclerotics més envellits, atrofia cortical associada a la
hipoperfusid, que fins i tot va mostrar diferéncies entre hemisferis en les dues
soques i de génere en el grup de ratolins ApoE”", dany a la substancia blanca
detectat mitjancant alteracions en la FA i la MD, i disminucié de la forca

muscular i alteracions en la marxa.
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