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El consumo de alimentos con alto contenido de grasas saturadas conduce a una 

alta prevalencia de sobrepeso y obesidad. En Argentina más del 60% de la 

población adulta tiene exceso de peso, en una proporción de 36.3% de personas 

con sobrepeso y 25,3% con obesidad. Las dietas ricas en grasas saturadas 

(DRG) no sólo generan alteraciones metabólicas importantes, sino que pueden 

afectar al sistema nervioso central (SNC). 

Los resultados expuestos en el presente trabajo de tesis sustentan la hipótesis 

inicial en la cual se plantea que el consumo de una DRG, aún por periodos cortos 

de tiempo, sensibilizará al sistema inmunológico, el cual ante un estímulo débil 

responderá de manera exacerbada y se producirá neuroinflamación. Este 

contexto tiene un impacto negativo debido al incremento de mediadores 

inflamatorios y oxidativos que afectan la función cerebral. Una de las áreas más 

vulnerable es el hipocampo, por lo que se afectan procesos cognitivos. Por otra 

parte, α-MSH mediante su acción antiinflamatoria y neuroprotectora, podra 

revertir los efectos de la neuroinflamación inducida por la ingesta de una DRG. 

El objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar el efecto del consumo de una DRG 

sobre la consolidación de una memoria de miedo contextual, dependiente de 

hipocampo, estableciendo los posibles mecanismos involucrados, así como el 

posible rol modulador de α-MSH. 

Los resultados obtenidos demostraron que el consumo de una DRG durante un 

período corto (cinco días), asociada a un desafío inmune débil (LPS, en una 

dosis baja), disminuyó la expresión de la memoria de miedo contextual. Con el 

fin de dilucidar los mecanismos subyacentes que inducen el deterioro cognitivo, 

se determinaron los efectos del consumo de la DRG más el desafío inmune en 

la plasticidad sináptica estructural, en el estado de estrés oxidativo y la 

reactividad de los astrocitos. 

En cuanto a los cambios en la plasticidad estructural de neuronas piramidales de 

hipocampo, se demostró que el deterioro cognitivo está relacionado con la 

disminución de la densidad total de espinas dendríticas a expensas de la 

disminución de espinas maduras y finas. 
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El aumento de los mediadores inflamatorios en el SNC favorece el desbalance 

entre las reacciones oxidantes y antioxidantes, lo que lleva al incremento del 

estrés oxidativo. Los resultados obtenidos demostraron que la asociación entre 

DRG-LPS aumentó biomarcadores indirectos de estrés oxidativo, lo que también 

sugiere la activación de una respuesta neuroinflamatoria.  

Los astrocitos participan de la resolución de los procesos inflamatorios, tienen la 

capacidad de polarizarse a un estado de astrogliosis reactiva y en consecuencia 

experimentan cambios en la expresión de genes y en su morfología. La DRG 

asociada a LPS aumentó la proliferación de los astrocitos y la intensidad de 

GFAP en hipocampo, ambos marcadores indicativos de la polarización al estado 

de astrogliosis reactiva.  

Por otra parte, las melanocortinas, y principalmente α-MSH, ejercen potentes 

acciones antiinflamatorias en el SNC. En este estudio se determinó que la 

inyección de α-MSH en hipocampo dorsal revirtió la disminución de la expresión 

de la memoria de miedo contextual inducida por la ingesta de la DRG más el 

desafío inmune con LPS. Asimismo, se demostró que α-MSH también fue capaz 

de modificar la disminución de la densidad total de espinas, a expensas del 

aumento de ambos tipos de espinas, maduras y finas. También se determinó 

que el tratamiento con α-MSH fue capaz de disminuir los biomarcadores de 

estrés oxidativos que fueron elevados por el consumo de DRG asociado a LPS. 

Estos resultados sugieren que α-MSH podría estar ejerciendo su capacidad 

antioxidante a través de la activación de los MC4R expresados en los astrocitos. 

Sin embargo, no se observaron efectos significativos de α-MSH respecto a la 

reactividad astrocitaria. 

Los sistemas nanoparticulados pueden ser utilizados para atravesar la barrera 

hematoencefálica y mejorar la biodisponibilidad de fármacos en el tejido cerebral. 

Utilizamos un tratamiento con nanopartículas con NDP-α-MSH (análogo de α-

MSH) para revertir la disminución en la expresión de la memoria de miedo 

contextual ocasionada por el consumo de una DRG, en el modelo experimental 

ya descripto y en animales alimentados con una DRG durante 8 semanas.  



  Resumen 

15 
 

Nuestros resultados demostraron que el tratamiento con nanopartículas con 

NDP-α-MSH revirtió la disminución en la expresión de la memoria de miedo 

contextual ocasionado por el consumo de DRG, en ambos modelos 

experimentales de ingesta de la dieta. Estos hallazgos prueban la eficacia del 

empleo de la nanoterapia, la cual demostró favorecer la llegada del NDP-α-MSH 

al hipocampo sin modificar su afinidad por su receptor MC4.    

Los resultados descriptos demostraron la acción neuroprotectora de α-MSH en 

un modelo de neuroinflamación inducido por el consumo de DRG, ya que fue 

capaz de revertir la disminución de la expresión de la memoria de miedo 

contextual. Este efecto neuroprotector se evidenció en la plasticidad sináptica 

estructural, el estrés oxidativo y posiblemente modulando la reactividad 

astrocitaria. 

El uso de la nanoterapia demostró ser eficiente para revertir el deterioro cognitivo 

y plantea el potencial desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 
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The consumption of high saturated fat food leads to a high prevalence of 

overweight and obesity. In Argentina, more than 60% of the adult population is 

overweight, with 36.3% of people being overweight and 25.3% being obese. Diets 

rich in saturated fats not only generate significant metabolic alterations but can 

also affect the central nervous system (CNS). 

The results presented in this thesis support the initial hypothesis that the 

consumption of high fat diet (HFD), even for short periods, can sensitize the 

immune system, which respond in an exacerbated manner to a weak stimulus, 

leading to neuroinflammation. This context has a negative impact due to the 

increase in inflammatory and oxidative mediators that affect brain function. One 

of the most vulnerable areas is the hippocampus, where cognitive processes can 

be affected. On the other hand, α-MSH, through its anti-inflammatory and 

neuroprotective action, could reverse the effects of neuroinflammation induced 

by the intake of a HFD. 

The objective of this thesis was to evaluate the effect of consuming a HFD on the 

consolidation of contextual fear memory, dependent on the hippocampus, 

establishing possible mechanisms involved, as well as the possible modulating 

role of α-MSH. 

The results obtained showed that the consumption of HFD for a short period (five 

days), associated with a weak immune challenge (LPS, at a low dose), decreases 

the expression of contextual fear memory. In order to elucidate the underlying 

mechanisms, the effects on structural synaptic plasticity, oxidative stress status, 

and astrocyte reactivity were determined. 

Regarding changes in the structural plasticity of hippocampal pyramidal neurons, 

it was demonstrated that cognitive impairment is associated with a decrease in 

the total density of dendritic spines related to a decrease in mature and thin 

spines. 

The increase in inflammatory mediators favors the imbalance between oxidant 

and antioxidant reactions, leading to an increase in oxidative stress. The results 

obtained demonstrate that the association between the HFD and LPS increases 

indirect biomarkers of oxidative stress, which also suggests the activation of a 

neuroinflammatory response. 
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Astrocytes participate in the resolution of inflammatory processes; they can 

polarize to a reactive astrogliosis state and, consequently, experience changes 

in gene expression and morphology. The HFD associated with LPS increased 

astrocyte proliferation and GFAP intensity, both indicative markers of polarization 

to the reactive astrogliosis state. 

On the other hand, melanocortins, and mainly α-MSH, exert potent anti-

inflammatory actions in the CNS. In this study, it was determined that the injection 

of α-MSH in the dorsal hippocampus reversed the decrease in contextual fear 

memory expression induced by the consumption of HFD plus the immune 

challenge with LPS. Likewise, it was demonstrated that α-MSH was able to 

modify the decrease in the total density of spines at the expense of an increase 

in both types of spines, mature and thin. Treatment with α-MSH was able to 

decrease the oxidative stress biomarkers that were elevated by the consumption 

of the HFD associated with LPS. These results suggest that α-MSH could be 

exerting its antioxidant capacity through the activation of MC4R expressed in 

astrocytes. However, no significant effects of α-MSH were observed regarding 

astrocyte reactivity. 

The nanoparticle systems can be used to cross the blood-brain barrier and 

improve the bioavailability of drugs in brain tissue. We used a treatment with 

nanoparticles containing NDP-α-MSH (an analog of α-MSH) to reverse the 

decrease in contextual fear memory expression caused by the consumption of 

HFD in the experimental model described and in animals fed with a HFD for 8 

weeks.  

Our results demonstrated that treatment with nanoparticles containing NDP-α-

MSH reversed the decrease in contextual fear memory expression caused by 

HFD consumption in both experimental diet intake models. These findings 

demonstrate the efficacy of nanotherapy, which was shown to favor the arrival of 

NDP-α-MSH to the hippocampus without modifying its affinity for its MC4 

receptor.  

The described results demonstrated the neuroprotective action of α-MSH in a 

model of neuroinflammation induced by HFD consumption, as it was able to 

reverse the decrease in the expression of contextual fear memory. This 
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neuroprotective effect was evidenced in structural synaptic plasticity, oxidative 

stress and possibly modulating astrocyte reactivity. 

The use of nanotherapy proved to be efficient in reversing cognitive impairment 

and raises the potential development of new therapeutic strategies. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 
INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 



Introducción 

21 
 

El consumo de dietas con alto contenido calórico está en aumento en las últimas 

décadas, produciendo en la población mundial un incremento de personas con 

sobrepeso y obesidad, lo que supone un desafío al sistema de salud ya que esta 

condición representa entre el 2 y el 10% del gasto nacional en salud. El último 

reporte realizado por la Word Obesity Federation muestra que en Argentina más 

del 60% de la población adulta tiene exceso de peso, en una proporción de 

36.3% de personas con sobrepeso y 25,3% con obesidad. Además, muestran 

una proyección para 2030 con un incremento del porcentaje de personas con 

obesidad que llegaría al 35.8% (4° Encuesta Nacional de Factores de Riesgo. 

Dirección Nacional de Promoción de la Salud y Control de Enfermedades 

Crónicas No Transmisibles., 2019; Barata Cavalcanti y col., 2022). 

Las personas que presentan sobrepeso y obesidad tienen mayor riesgo de 

padecer diversas enfermedades crónicas no transmisibles como afecciones 

cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, algunos cánceres, depresión y 

patologías neurodegenerativas (García-García y col., 2022; Kolotkin y col., 2001) 

El hábito alimenticio de gran parte de la población occidental está basado en 

dietas con alto contenido en azúcares refinados y/o ricas en grasas saturadas 

(DRG). Este desequilibrio entre la ingesta calórica y el gasto energético diario 

llevan a un acúmulo anormal o excesivo de tejido adiposo, el cual es 

metabólicamente activo y tiene efectos sobre la homeostasis del organismo.  

El aumento de las células adiposas y su gran actividad metabólica estimula la 

quimiotaxis de macrófagos, los cuales polarizan desde su estado M2 

(antiinflamatorio) al estado M1 (proinflamatorio), llevando a un incremento en la 

expresión de mediadores inflamatorios y al reclutamiento de monocitos (Martínez 

Leo y col., 2021).  

El incremento de las células adiposas favorece el aumento de ácidos grasos 

saturados libres (AGS) en circulación. Varios estudios han demostrado que los 

AGS son agonistas de los receptores tipo Toll 4 (toll-like receptor 4, TLR4), los 

cuales son capaces de activar el factor de transcripción nuclear-κB (NF-κB) y 

consecuentemente aumentar los niveles de citoquinas proinflamatorias 

(interleucina 1 beta, IL-1ꞵ; interleucina 6, IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa, 

TNF-ɑ) (Van Dyken y Lacoste, 2018). Sin embargo, otros estudios proponen que 
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los AGS no actúan de manera directa sobre los TLR4, sino que estos últimos 

necesitan ser activados mediante la acción de macrófagos M1, polarizados a 

este estado por acción de AGS (Lancaster y col., 2018; Parimisetty y col., 2016). 

Por otra parte, las células adiposas son capaces de secretar factores 

biológicamente activos llamados adipoquinas o adipocitoquinas; entre ellos se 

encuentran: leptina, adipoleptina, apelina, resistina, proteína quimiotáxica 1 de 

monocitos y macrófagos (MCP1), además, pueden secretar IL-1ꞵ, IL-6 y TNF-ɑ 

los cuales tienen efectos proinflamatorios dentro del contexto de sobrepeso y 

obesidad, generando de esta manera un estado crónico de inflamación leve 

(Hajer y col., 2008; Reyes-Farias y col., 2021; Wang y col., 2008). 

El consumo de DRG también se ha asociado a la disfunción mitocondrial, con lo 

cual hay un incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

aumentando así el estado de estrés oxidativo (Lasker y col., 2019; Matsuzawa-

Nagata y col., 2008; Prem y Kurian, 2021).  

Otra consecuencia del consumo de DRG, es el aumento de lipopolisacáridos 

(LPS), los cuales están presentes en la membrana celular de bacterias gram-

negativas. Se ha postulado que el ingreso de LPS al organismo es debido a la 

disbiosis en la microbiota intestinal, ya que las DRG favorecen, entre otros 

efectos, la proliferación de las bacterias del tipo Firmicutes, las cuales degradan 

el mucus intestinal, y disminuyen las bacterias del tipo Bacteroidetes, implicadas 

en la expresión de proteínas de unión estrecha que atenúan la permeabilidad 

intestinal. Esta disbiosis causa endotoxemia que estimula la activación del 

sistema immune (Bruce-Keller y col., 2015; Yang y col., 2020).  
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DIETAS RICAS EN GRASAS Y NEUROINFLAMACIÓN 

Los efectos a nivel periférico asociados al consumo de DRG tienen 

consecuencias en el sistema nervioso central (SNC).  

Como se mencionó anteriormente el aumento de las células adiposas y su gran 

actividad metabólica produce un incremento en la expresión de mediadores 

inflamatorios y en consecuencia aumentan sus niveles en el sistema vascular 

(Fig. 1).  

Por otra parte, está ampliamente demostrado que existe una comunicación 

bidireccional entre el SNC y el tracto gastrointestinal (TG). La ingesta de DRG 

induce un desequilibrio en la microbiota intestinal favoreciendo el aumento en la 

permeabilidad de la barrera intestinal lo que facilita el paso de bacterias Gram-

negativas (Fig. 1). En este contexto también se observó la activación de células 

dendríticas residente del intestino, las cuales están implicadas en la regulación 

de la respuesta del sistema inmune (SI). Estos efectos llevan a un aumento de 

citoquinas proinflamatorias en la circulación sistémica. El aumento de los 

mediadores inflamatorios en el torrente sanguíneo puede llegar al SNC, ya que 

algunas de las citoquinas inflamatorias pueden atravesar la barrera 

hematoencefálica (BHE) al unirse a sus receptores y activar el mecanismo de 

transcitosis. Además, pueden ingresar al SNC a través de la interacción con los 

órganos circunventriculares, los cuales están desprovistos de la BHE (Ratsika y 

col., 2023; Van Giau y col., 2018). 

Se ha establecido que el consumo de DRG es capaz de afectar la integridad de 

la BHE. Uno de los efectos observados es la disminución de las proteínas que 

forman las uniones estrechas entre las células endoteliales que forman la BHE 

(ocludina, occludin 5, occludin 12 y proteína occludin de la zona citoplasmática 

zo-1 y zo-2) favoreciendo el ingreso de agentes patógenos y/o mediadores 

inflamatorios al SNC  (Buie y col, 2019; Davidson y col., 2012; Kanoski y 

Davidson, 2011). Asimismo, los mediadores inflamatorios elevados de manera 

constante en la circulación tienen la capacidad de cruzar y/o de interaccionar con 

las células de la BHE induciendo un aumento en la permeabilidad (Parimisetty y 

col., 2016) 
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Estudios clínicos y preclínicos demuestran que en pacientes obesos existe un 

incremento de IL-6. Esta citoquina inhibe la expresión de óxido nítrico endotelial 

y en consecuencia se produce un daño en la integridad de las células 

endoteliales de la BHE. Sumado a este efecto, el aumento de TNF-ɑ también 

favorece al desarrollo de la permeabilidad de la BHE (Buie y col., 2019; O’Brien 

y col., 2017). 

IL-1β es una de las principales citocinas proinflamatorias que se encuentra 

elevada durante procesos inflamatorios (Gabay y col., 2010). IL-1β en circulación 

sistémica puede actuar sobre el SNC mediante diferentes vías (Banks y col., 

1995) 

Las células endoteliales que forman la BHE expresan en la superficie celular 

gran cantidad del receptor IL-1 tipo 1 (IL-1R1), el cual está asociado a la proteína 

accesoria IL-1RacP. La unión de este complejo con IL-1β inicia una cascada de 

reacciones que inducen la activación de proteínas quinasas activadas por 

mitógenos (MAPK) y movilización de NF-κB, que estimula la transcripción de 

genes proinflamatorios (Hauptmann y col., 2020; Weber y col., 2010). 

Por otra parte, en el SNC, IL-1β es sintetizada por diferentes tipos de células, 

principalmente por la microglía y astrocitos, y en menor medida por neuronas, 

como respuesta a un trauma o a la presencia de patógenos (Lee y Suk, 2017; 

Mendiola y Cardona, 2018), como también en eventos estresantes o durante el 

envejecimiento (Jones y col., 2018).  Ejerce su efecto a través de la unión con 

su receptor IL-1R1 (Dinarello, 2009), el cual se encuentra en la membrana celular 

de neuronas, en varias estructuras del cerebro, pero predomina en neuronas 

granulares y piramidales del hipocampo (Ilyin y Plata-Salamán, 1996; Parnet y 

col., 2002). 

Otra de las citoquinas que se encuentran aumentadas en el contexto 

neuroinflamatorio es TNF-α. La cual estimula la activación de las células gliales, 

y se produce un ciclo de retroalimentación positiva con lo cual hay mayor 

liberación de la citoquina desde estas células (Benveniste y col., 1995; Jiang y 

col., 2021). 
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Otra vía de comunicación implicada en las consecuencias del consumo de DRG 

sobre el SNC es la vía neural (Fig. 1). Mediante la activación de la vía aferente 

del nervio vago, se produce una comunicación rápida del SI y el cerebro, ya que 

no requiere del pasaje a través de la BHE, llevando la información al SNC para 

que este regule las respuestas inflamatoria e inmune (Benarroch, 2019; 

Olsthoorn y col., 2021; Zhang y col., 2022).  

El aumento de citoquinas afecta a diferentes áreas del SNC siendo una de las 

más vulnerables el hipocampo (Parimisetty y col., 2016), ocasionando de esta 

manera un deterioro cognitivo (Fig. 1) (Leigh y Morris, 2020; Sobesky y col., 

2014). El hipocampo cumple un rol crucial en la formación de la memoria 

declarativa, tanto en humanos como en roedores, la cual implica la recuperación 

consciente de la información relacionada con lugares (memoria espacial o 

contextual), objetos y eventos (Eichenbaum, 2000; Wallenstein y col., 1998). 

Se demostró que el consumo de DRG, aún por un período corto, es capaz de 

sensibilizar al SI ante un estímulo, ya sea inmune o ante un evento relevante de 

estrés. Esta sensibilización del SI se observa aún antes de desarrollarse cambios 

asociados a desordenes metabólicos y obesidad. Diferentes estudios han 

demostrado que el consumo de DRG durante tres días asociado a un desafío 

inmune débil, mediante la inyección intraperitoneal de una dosis baja de LPS o 

la administración oral de la bacteria Listeria monocitogenes fueron capaces de 

generar una respuesta exacerbada del SI.  Se han establecido los posibles 

mecanismos por los cuales se produce esta respuesta, los cuales llevan al 

incremento de la liberación de IL-1β e IL-6 y en la inhibición del receptor 

nicotínico de acetilcolina alfa 7 (a7nAChR), el cual atenúa la respuesta 

inflamatoria y la liberación de citoquinas en la periferia y en el SNC. Por otra 

parte, observaron que los procesos cognitivos dependientes de hipocampo 

también fueron susceptibles a esta respuesta exacerbada (Heras y col., 2019; 

Sobesky y col., 2016; Souza y col., 2019). 
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Figura 1- Esquema ilustrativo de los efectos del consumo de dietas altas 

en azúcares refinados y grasas saturadas. Se producen alteraciones 

periféricas como un exceso del depósito de células adiposas, modificación en la 

microbiota intestinal (disbiosis), presencia de endotoxemia, activación inmune 

del nervio vago. Estas alteraciones en conjunto llevan a un estado inflamatorio 

crónico de bajo grado el cual mediante diferentes vías de comunicación afecta al 

SNC produciendo desequilibrios en la homeostasis y alteraciones cognitivas. 

Creado en BioRender (www.biorender.com).  

 

Efectos de DRG sobre memorias dependientes de hipocampo 

El consumo de DRG, además de estar asociado al desarrollo de desórdenes 

metabólicos, puede contribuir a la aparición temprana de enfermedades 

neurodegenerativas como el Alzheimer, depresión o disfunción cognitiva. 

Diferentes reportes han establecido la asociación entre la obesidad y 

alteraciones en los procesos cognitivos, especialmente los dependientes de 

hipocampo, tanto en humanos como en roedores (Francis y Stevenson, 2011; 

Kanoski y Davidson, 2011; Leigh Gibson y col., 2013).  

Diversos estudios asociaron el consumo de dietas ricas en grasas saturadas con 

un pobre desempeño en diversos test de memoria: laberinto acuático de Morris, 

test de reconocimiento de objetos, memoria contextual de miedo, entre otros, los 
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cuales dependen principalmente de hipocampo. Se han utilizado una gran 

diversidad de modelos animales: diferentes cepas y especies de roedores, 

tiempo de consumo y composición de la dieta.  

Las evidencias que asocian el consumo de DRG con déficit en memorias 

dependiente de hipocampo han sido observadas en su mayoría en modelos de 

ingesta por periodos prolongados de tiempo (Kanoski y Davidson, 2011; Lama y 

col., 2021).  Además, hay algunas evidencias de los efectos de la exposición a 

las DRG con protocolos de corta duración. También en estos modelos, hay gran 

diversidad en el tiempo de ingesta (desde 3 días hasta 7 días), en la composición 

de la dieta (% de calorías proveniente de las grasas) y de la edad de los animales 

de experimentación. Podemos mencionar el trabajo de Spencer y col., quienes 

observaron que animales envejecidos alimentados con DRG durante tres días 

mostraron un deterioro en el test de memoria de miedo contextual a largo plazo, 

efecto que no fue observado en la memoria a corto plazo ni en animales jóvenes 

(Spencer y col., 2017). Otra publicación demostró un detrimento en memorias 

dependiente de hipocampo en un modelo de 7 días de ingesta de DRG. Se 

examinó diariamente este deterioro y en el tercer día de ingesta ya se 

manifestaba esta deficiencia en el test de memoria contextual. Por otro lado, 

evaluaron la conducta de depresión mediante el test de suspensión de la cola, la 

cual se manifestó luego del quinto día (de Paula y col., 2021). Consistente con 

estos reportes, Khazen y col. demostraron que ratones jóvenes (21 días de edad) 

alimentados durante 7 días con DRG, tuvieron un pobre desempeño en el test 

de memoria de localización de objeto, el cual depende de hipocampo. Al evaluar 

locomoción y la ansiedad no observaron efectos del consumo de la DRG por un 

período corto de tiempo (Khazen y col., 2019).  

Estos antecedentes, sumados al interés creciente en los últimos años de los 

efectos del consumo de DRG sobre los procesos cognitivos incentivaron a la 

realización de meta-análisis, los cuales concluyen que los test más vulnerables 

son aquellos que implican memorias contextuales, siendo hipocampo la 

estructura cerebral clave para la formación de estas memorias (Abbott y col., 

2019; Olsthoorn y col., 2021). 
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APRENDIZAJE Y MEMORIA 

Los seres humanos, al igual que otras especies, tenemos la capacidad de recibir, 

codificar y almacenar información que percibimos a partir de diferentes 

estímulos. Esto es de gran relevancia ya que permite el almacenamiento de 

información, importante para la supervivencia de las especies.  

Un individuo expuesto a una experiencia novedosa es capaz de adquirir la 

información mediante el proceso definido como aprendizaje, mientras que los 

cambios internos espacio-temporales en circuitos neuronales que perduran en el 

tiempo son definidos como la memoria (Abel y Lattal, 2001; Eichenbaum, 2003; 

Kandel, 2001).  

En una primera instancia estos cambios internos permiten mantener la 

información durante algunos minutos u horas y se encuentran en una forma 

inestable (memoria de corto plazo, MCP); para que persistan en el tiempo debe 

ocurrir el proceso de consolidación de la memoria. La consolidación es una etapa 

dinámica dependiente de cambios en la transcripción de genes, en la expresión 

de proteínas y cambios a nivel de la plasticidad neuronal, todos ellos limitados 

temporalmente (Cowan y col., 2021; Goto, 2022; Takehara-Nishiuchi, 2021). De 

esta manera la información almacenada forma una nueva traza de memoria que 

persiste en el tiempo (memoria de largo plazo, MLP).  

Esta nueva traza de memoria almacenada puede ser evocada de manera 

consciente o inconsciente, y dependiendo de diferentes características como la 

edad y la fuerza de la memoria y la duración de las sesiones de reactivación, se 

puede inducir a una etapa de labilización la cual involucra modificaciones 

dinámicas que pueden iniciar dos procesos: la reconsolidación o la extinción de 

la memoria (Dudai, 2002). Ambos procesos requieren de cambios bioquímicos y 

estructurales y están delimitados temporalmente (Fig. 2) (Bellfy y Kwapis, 2020; 

Liu y col., 2019). Todas las etapas mencionadas (consolidación, evocación, 

reconsolidación y extinción) difieren entre sí en los sustratos bioquímicos y las 

conexiones entre las áreas cerebrales involucradas (Barnes y col., 2012; Lee y 

col., 2004; McKenzie y Eichenbaum, 2011). 
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Figura 2- Etapas del procesamiento y almacenamiento de la información. 

Creado en BioRender (www.biorender.com). 

 

Se han establecido diferentes tipos de memorias las cuales implican la 

recuperación consciente o inconsciente de la información, y se denominan 

memoria declarativa o explícita y memoria de procedimiento o implícita, 

respectivamente. La participación de diferentes estructuras cerebrales es 

responsable de la formación de los distintos tipos de memoria.  

Dentro de la memoria declarativa el hipocampo está implicado en la 

consolidación de una memoria asociada a un contexto y a un estímulo, 

denominada memoria asociativa (Eichenbaum, 2000; Morgado-Bernal, 2011; 

Wallenstein y col., 1998). 

En roedores, la memoria asociativa entre un contexto y un estímulo lleva a 

cambios conductuales que se expresan en el comportamiento del individuo y 

constituyen el principio básico del condicionamiento. Esto ha permitido el estudio 

de la memoria mediante la observación de la conducta en sujetos expuestos al 

condicionamiento clásico o pavloviano (Quillfeldt, 2015). 

 

Condicionamiento de miedo contextual 

El condicionamiento de miedo contextual (CMC) se ha observado desde 

diferentes grupos de invertebrados hasta los mamíferos, incluidos los humanos. 

El CMC es el paradigma experimental más usado para el estudio de la memoria 

y de las adaptaciones fisiológicas y comportamentales que la subyacen.  

Este paradigma consiste en la exposición del individuo a un estímulo neutro (EN) 

el cual posteriormente va a ser apareado a un estímulo aversivo incondicionado 
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(EI) de relevancia biológica. De este modo, el contexto del EN pasa a tener valor 

emocional convirtiéndose en un estímulo condicionado (EC). La futura 

exposición del individuo al EC predice la ocurrencia del EI y en consecuencia se 

produce una respuesta condicionada (RC) (Fig. 3). En roedores se utiliza como 

índice de la RC de miedo la conducta de congelamiento, definida como la 

inmovilidad total del animal acompañada sólo por los movimientos necesarios 

para respirar (Maren, 2001). 

 

 

 

 

Figura 3- Componentes del condicionamiento de miedo clásico. Creado en 

BioRender (www.biorender.com).  

 

Durante el procesamiento de la memoria de miedo contextual está implicado el 

sistema límbico, formado por diferentes estructuras cerebrales subcorticales. 

Estas estructuras son: corteza media prefrontal, amígdala e hipocampo, las 

cuales están interconectadas. La amígdala recibe aferencias de la corteza con 

información somatosensorial y del hipocampo con información de representación 

contextual. Estos estímulos recibidos son integrados, y en consecuencia se 

genera una respuesta de miedo (Fanselow, 1998; Janak y Tye, 2015; Johansen 

y col., 2011; Ledoux, 1996; LeDoux, 2007; Ledoux, 2000). 

Para abordar los objetivos de este trabajo de tesis vamos a emplear el paradigma 

del CMC y evaluar los cambios que subyacen a la formación de esta memoria 

en hipocampo, bajo las condiciones de nuestro modelo experimental. 
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Estructura del hipocampo y su participación en la formación de una 

memoria de miedo contextual 

Como fue mencionado anteriormente, el hipocampo participa en la formación de 

la memoria de miedo contextual ya que cumple un rol fundamental en la 

integración de múltiples claves del contexto y genera una representación 

unificada. Luego, esta información es transmitida hacia amígdala donde adquiere 

una relevancia emocional, estableciéndose así, una asociación entre el contexto 

y el estímulo aversivo (Anagnostaras y col., 2001; Eichenbaum y col., 1996; 

Fanselow y Poulos, 2005; Ledoux, 2000; Maren y col., 2013). 

El hipocampo se encuentra en la porción medial del lóbulo temporal y está 

formado por el hipocampo propiamente dicho, el giro dentado (GD) y el complejo 

subicular. Estás áreas están conectadas entre sí fundamentalmente por 

conexiones excitatorias glutamatérgicas. 

La información llega al hipocampo mediante la vía excitatoria perforante, ingresa 

a GD desde la corteza entorrinal, con información proveniente desde áreas 

corticales o subcorticales. GD está conformado por células granulares las cuales 

reciben esta información para luego transmitirlas al hipocampo propiamente 

dicho. 

El hipocampo propiamente dicho está constituido por neuronas piramidales 

ubicadas en una capa única, densamente empaquetadas, llamada Cuerno de 

Ammonis (CA) que a su vez se divide en las regiones: CA1, CA2 y CA3. La 

información proveniente de GD lo hace a través de las vías de las fibras 

musgosas hacia el área CA3. Posteriormente, las neuronas de CA3 por 

intermedio de la vía de las colaterales de Schaffer proyectan la información hasta 

CA1. Por último, la información proveniente de neuronas piramidales de CA1 

retorna a estructuras corticales y subcorticales (Fig. 4) (Neves y col., 2008). 
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Figura 4- Esquema de la estructura básica de hipocampo de un roedor. 

Representación de los circuitos excitatorios principales. Creado en 

BioRender (www.biorender.com).     

 

Plasticidad sináptica 

Durante el proceso de recepción y almacenamiento de la información el SNC 

experimenta cambios en los circuitos sinápticos con el fin de mejorar la 

comunicación entre neuronas. Esta propiedad del SNC se denomina plasticidad 

sináptica. En consecuencia, estas modificaciones permiten el almacenamiento 

persistente de la información. 

Todas las vías de conexión de hipocampo mencionadas anteriormente son de 

naturaleza excitatoria y dependen principalmente de la liberación de glutamato y 

la activación de sus receptores post sinápticos, ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-

4-isoxazolpropiónico (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA). Estos últimos 

favorecen el ingreso del ion calcio, el cual activa diferentes proteínas quinasas 

que a su vez estimulan la síntesis de proteínas como el factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) y diferentes proteínas que 

participan en las modificaciones del citoesqueleto, con lo cual se producen 

cambios en la plasticidad estructural, tanto en la morfología como en la densidad 

de espinas dendríticas (Chidambaram y col., 2019) 
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Está ampliamente demostrado que durante la consolidación de la memoria hay 

un incremento en la síntesis de BDNF. Este factor neurotrófico tiene diferentes 

funciones que incluyen el desarrollo, crecimiento y supervivencia axonal, 

participación en las conexiones sinápticas, en la liberación de neurotransmisores 

y participa en la plasticidad sináptica estructural, favoreciendo la estabilidad de 

espinas dendríticas (Alonso y col., 2004; Caviedes y col., 2017; Chapleau y 

Pozzo-Miller, 2012; Zaletel y col., 2017). Además, los cambios estructurales que 

llevan a la estabilidad de las conexiones sinápticas durante el proceso de 

consolidación están asociados al incremento en la expresión de diferentes 

proteínas como F-actina, RhoA, Rac1, proteína de densidad postsináptica 95 

(PSD-95) y Homer1c, las cuales se correlacionan con la estabilización de los 

cambios morfológicos de las espinas dendríticas y la fuerza sináptica 

(Chidambaram y col., 2019; Goto, 2022).     

Las espinas dendríticas son protrusiones que adoptan diferentes formas en 

respuesta a la estimulación sináptica (Parnass y col., 2000). Las espinas, medían 

las conexiones excitatorias ya que se localizan en la membrana postsináptica y 

reciben la información desde el espacio sináptico. Los cambios morfológicos que 

experimentan, junto a los avances tecnológicos del análisis de imágenes, han 

permitido la clasificación de las espinas y la correlación con su actividad 

sináptica. Una de las metodologías ampliamente utilizada para la clasificación de 

las espinas se basa en la observación y cuantificación de la longitud del largo 

total de la espina, del diámetro de su cabeza y del diámetro del cuello. 

Posteriormente, mediante relaciones entre estas medidas, se clasifican en tres 

tipos principales: tipo I o “stubby”, tipo II o “mushroom” y tipo III o “thin” (Fig. 5) 

(Koh y col., 2002).  

Las espinas “thin”, presentan una cabeza de diámetro pequeño y se conectan a 

la dendrita mediante un cuello estrecho y largo. Las espinas en forma 

“mushroom” tienen una cabeza grande conectada a la dendrita a través de un 

cuello ancho. Por último, las espinas “stubby” no presentan un cuello evidente 

que conecte su cabeza de gran tamaño con la dendrita (Chapleau y col., 2009).  

Numerosas evidencias han demostrado que las espinas con forma de 

“mushroom” y “stubby” presentan mayor inserción de receptores AMPA, lo que 
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sugiere una conexión sináptica estable (Matsuo y col., 2008). En el presente 

trabajo consideramos ambos tipos de espinas, “mushroom” y “stubby”, bajo la 

clasificación de espinas maduras. Por otra parte, se considera que las espinas 

“thin” son altamente dinámicas y precursoras de las espinas maduras 

(Chidambaram y col., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Esquema de neurona piramidal de hipocampo. Imágenes 

representativas de los diferentes tipos de espinas. Creado en BioRender 

(www.biorender.com).  

 

MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LOS EFECTOS DE DRG SOBRE 

PROCESOS DE MEMORIA 

Como se mencionó anteriormente, el consumo de DRG genera un estado de 

inflamación periférica crónica leve que mediante diferentes vías de comunicación 

afecta varias estructuras del cerebro, con mayor incidencia en el hipocampo. Con 

el fin de abordar potenciales blancos terapéuticos, es esencial entender los 

posibles mecanismos asociados al consumo de DRG que llevan al daño 

neuronal. 
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Estudios en diferentes modelos experimentales, tanto en modelos de ratones 

genéticamente obesos como en modelos de consumo de dietas que inducen 

obesidad, han demostrado que el incremento en los niveles de citoquinas 

proinflamatorias (IL-1β, IL-6 y TNF-α) no sólo se limita a afectar a los órganos 

periféricos, sino que también afecta a diferentes áreas del cerebro, 

principalmente al hipocampo. Estas citoquinas, en el SNC, activan sus 

receptores estimulando vías de señalización que incrementan la síntesis local de 

estos mediadores proinflamatorios los cuales tienen la capacidad de activar a las 

células de la glía. Además, otras evidencias demuestran que el consumo de DRG 

afecta la integridad de la BHE favoreciendo el ingreso de citoquinas 

proinflamatorias al SNC (Fig. 6). El excesivo aumento de los mediadores 

inflamatorios en el cerebro es capaz de producir daños en la actividad y 

plasticidad neuronal. Estos daños neuronales predisponen al desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas (Golia y col., 2019; Olsthoorn y col., 2021; 

Sharma, 2021; Valcarcel-Ares y col., 2019).   

Particularmente, en nuestro grupo de investigación estudiamos el efecto de IL-

1β sobre cambios en la plasticidad estructural durante la consolidación de una 

memoria de miedo contextual. Hemos observado una disminución en la densidad 

total de espinas dendríticas en la región CA1 de hipocampo dorsal, que se 

correlacionó con la disminución de espinas dendríticas maduras. Este resultado 

fue consistente con antecedentes previos del grupo donde se demostró que IL-

1β indujo un deterioro en la expresión de la memoria de miedo contextual 

asociado a la disminución en la liberación de glutamato, la disminución en la 

fosforilación de proteínas quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK), 

el cual se activa luego de la estimulación del receptor NMDA en presencia de 

glutamato y la disminución en la expresión de BDNF (Gonzalez y col., 2009; 

Herrera y col., 2019). 

Además, existen numerosos reportes que describen los efectos de las citoquinas 

proinflamatorias sobre la plasticidad neuronal mediante el empleo de la 

potenciación a largo plazo (LTP). Esta herramienta permite evaluar la capacidad 

de respuesta de los circuitos sinápticos luego de una estimulación de alta 

frecuencia (Lomo, 2003). Se ha demostrado que la presencia de IL-1β reduce el 
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LTP de neuronas piramidales de CA1 de hipocampo dorsal (Bellinger y col., 

1993). 

Numerosos estudios demostraron que la estimulación del SI fue capaz de 

aumentar los niveles de IL-1β, y observaron un efecto negativo en el LTP, 

disminución en la expresión de BDNF, disminución en la activación del receptor 

AMPA y disminución de PSD 95 (Di Filippo y col., 2013; Golia y col., 2019; 

Hikosaka y col., 2022; Song y col., 2020; Yang y col., 2019). 

En el contexto neuroinflamatorio que subyace al consumo de DRG, se ha 

reportado un efecto desfavorable en la generación del LTP en hipocampo. Con 

la finalidad de comprender los procesos moleculares que interfieren en la 

disminución del LTP se han investigado cambios en proteínas específicas 

involucradas tanto en la actividad presináptica (sinaptofisina), como en la 

actividad postsináptica (PSD 95), observándose en ambos casos una 

disminución en animales alimentados con DRG. También, se observó la 

desregulación de la enzima calcio/calmodulina quinasa II (CaMKII), la cual 

modula la actividad de proteínas de la densidad postsináptica, y la desregulación 

de la subunidad GluR2 de los receptores AMPA postsinápticos. En consistencia 

con estos reportes, se han observado cambios en la expresión de genes 

involucrados en la actividad sináptica y cambios en la plasticidad estructural, con 

disminución de la densidad total de espinas dendríticas (Fig. 6) (Dingess y col., 

2017; Hao y col., 2016; Valcarcel-Ares y col., 2019; Wang y col., 2020). 

Asociado a la neuroinflamación inducida por el consumo de DRG se produce un 

aumento del estrés oxidativo, que se define como el incremento en la síntesis de 

especies reactivas del oxígeno (ERO).  

Las neuronas, son células con gran actividad metabólica y consumo de oxígeno, 

con lo cual presentan una alta producción de ERO. Sin embargo, estas ERO son 

neutralizadas por acción de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, glutatión 

reductasa y glutatión peroxidasa) y de moléculas antioxidantes de bajo peso 

molecular (glutatión, ácido úrico, ácido ascórbico y melatonina). Cuando existe 

un incremento de ERO que excede la capacidad antioxidante de las neuronas 

ocurre la oxidación de las proteínas y de los lípidos, en consecuencia, se produce 
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un daño oxidativo y degeneración celular. Asociado a este desbalance en la 

capacidad antioxidante de las neuronas se ha demostrado una disminución en 

el LTP, un deterioro en los mecanismos asociados a la plasticidad sináptica y un 

efecto negativo sobre los procesos de formación de memoria (Biswas y col., 

2022; Massaad y Klann, 2011; Salim, 2017; Wang y Michaelis, 2010).         

El incremento de citoquinas proinflamatorias en el microambiente neuronal 

afecta el balance entre la producción de ERO y el sistema antioxidante, con lo 

cual se encuentra favorecida la formación de ERO. Las ERO presentan gran 

inestabilidad y reactividad, siendo capaces de reaccionar con macromoléculas 

presentes en las células: ADN, lípidos y proteínas. De esta manera generan un 

daño celular, ya que reaccionan con los componentes que forman parte de la 

membrana (lípidos y proteínas). Los productos generados son más estables y 

han sido utilizados ampliamente para medir, de manera indirecta, el estado de 

estrés oxidativo (Ogundele y col., 2014). 

Durante el proceso de neuroinflamación las principales células residentes del 

SNC encargadas de responder a estos cambios en el microambiente son las 

células de la glía, de la cual forman parte la microglía y los astrocitos (Fig. 6). 

Estas células contribuyen al mantenimiento de la homeostasis del SNC con un 

rol importante en la maduración, sobrevida y actividad neuronal y en la 

sinaptogénesis, así también como en la conservación de las conexiones 

sinápticas en condiciones fisiológicas. En condiciones fisiopatológicas, como 

daño neuronal o infecciones son las primeras en detectar los cambios y 

responder a estos. 

La microglía en su estado reactivo (M1) es capaz de influenciar a los astrocitos 

y las neuronas adyacentes mediante la liberación de IL-1β, TNF-ɑ e iNOS (óxido 

nítrico sintetasa inducible) (Liu y Quan, 2018; Olcum y col., 2020; Sabogal-

Guáqueta y col., 2020). 

El desbalance del estado redox de los astrocitos lleva a la peroxidación lipídica, 

que afecta a los fosfolípidos de la membrana de las neuronas y el producto 

resultante de esta interacción (malondialdehido, MDA) es un indicador del 

aumento de estrés oxidativo. Por otra parte, las proteínas presentes en la 

membrana celular que incluyen enzimas, proteínas con funciones de conexión y 
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proteínas que forman transportadores, como el transportador del 

neurotransmisor glutamato, también son oxidadas por la presencia de las ERO. 

El producto final de la oxidación proteica (AOPP), es un marcador del estrés 

oxidativo. 

La presencia de ERO estimula la polarización de los astrocitos a su estado 

reactivo, y en consecuencia se activan diferentes vías de señalización que 

favorecen la síntesis y liberación de más citoquinas proinflamatorias. Además, la 

presencia de ERO produce un aumento en la expresión de proteínas de filamento 

intermedio (GFAP) lo cual está asociado con cambios en la morfología e 

incremento en las proyecciones de las células astrocitarias (Daverey y Agrawal, 

2016).  

Todos estos efectos llevan a una disrupción en la interacción de los astrocitos 

con las neuronas, con un consecuente daño neuronal (Lee y col., 2021; Swarnkar 

y col., 2009; Zhu y col., 2022). 

La función de los astrocitos en condiciones fisiológicas es muy importante, ya 

que cumplen un rol fundamental en la formación, mantención y estabilidad de las 

conexiones sinápticas. Esto es debido a la comunicación bidireccional que existe 

entre las neuronas y los astrocitos. Dentro de las funciones que favorecen las 

conexiones sinápticas, los astrocitos presentan receptores de neurotransmisores 

que les confieren la capacidad de responder ante la actividad neuronal, siendo 

capaces de liberar gliotransmisores. Por otra parte, son responsables de la 

recaptación del glutamato presente en la sinapsis, evitando así la neurotoxicidad. 

Además, se ha demostrado que la activación selectiva de astrocitos en CA1 

durante la adquisición de una memoria de miedo contextual aumenta la 

expresión de esta memoria al ser testeada 24 h después (Adamsky y col., 2018; 

Lyon y Allen, 2022). Los astrocitos, también forman parte de los componentes 

de la BHE y participan en el control de la permeabilidad selectiva que permite el 

intercambio de nutrientes y desechos entre el SNC y la periferia (Preininger y 

Kaufer, 2022). 

Cambios en el microambiente o en los vasos que irrigan al SNC son detectados 

por los astrocitos, los cuales responden modificando sus funciones. Se producen 

modificaciones en la expresión de proteínas que son características de un perfil 
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de astrocitos reactivos que incluye el aumento de GFAP y cambios estructurales 

como hipertrofia del cuerpo celular y de sus proyecciones. Este incremento en la 

expresión de GFAP también se induce ante el daño cerebral, la degeneración 

del SNC y además aumenta con la edad (Middeldorp y Hol, 2011). 

En este contexto, se ve comprometida su interacción con las neuronas afectando 

la participación en la transmisión sináptica y se modifica la expresión de 

proteínas hacia un perfil inflamatorio favoreciendo la síntesis y liberación de 

mediadores inflamatorios como quimioquinas (CCL2, CCL5 y CXCL10) y 

citoquinas (IL-1β, IFNγ, and TNF-α) (Hyvärinen y col., 2019; Soung y Klein, 

2020).   

Las características de la gliosis reactiva son altamente heterogéneas y pueden, 

dependiendo de las circunstancias, proteger o perpetuar la patología 

subyacente. Se ha descripto la presencia de diferentes subpoblaciones de 

astrocitos en respuesta a diferentes estímulos nocivos para el SNC y en el 

desarrollo y progresión de diferentes enfermedades neurodegenerativas. Estas 

subpoblaciones pueden adquirir un perfil proinflamatorio (frecuentemente 

denominados A1), el cual estaría favoreciendo la expresión de mediadores 

inflamatorios, o bien pueden adquirir un perfil antiinflamatorio (frecuentemente 

denominados A2) caracterizado por el aumento en la expresión de genes que 

favorecen la sobrevida y el crecimiento de neuronas y contribuyen en las 

funciones regenerativas (Fan y Huo, 2021; Fei y col., 2022). Un marcador de la 

gliosis reactiva, como ya se mencionó, es el incremento de ciertas moléculas 

como GFAP, vimentina, nestina y otras. Es interesante destacar que GFAP 

aumenta tanto en astrocitos reactivos A1 como A2 (Potokar y col., 2020). 

Actualmente se utilizan distintos marcadores moleculares para distinguir 

diferentes poblaciones de astrocitos reactivos. Numerosas publicaciones 

establecen múltiples parámetros moleculares y funcionales e incluso el impacto 

en las características patológicas de modelos de neurodegeneración, que llevan 

a nuevas nomenclaturas y definiciones de los astrocitos reactivos (Escartin y col., 

2021).  
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La presencia de citoquinas proinflamatorias, el desbalance oxidativo y el estado 

reactivo de astrocitos se han asociado a una interferencia en la plasticidad 

sináptica tanto funcional, como estructural (Fig. 6).  

 

 

 

 

 

 

Figura 6- Esquema representativo de los efectos del consumo de dietas 

ricas en grasas saturadas (DRG) en el sistema nervioso central (SNC). Daño 

de la barrera hematoencefálica, reactividad de las células gliales, alteraciones 

en la plasticidad sináptica. Creado en BioRender (www.biorender.com).     

 

SISTEMA MELANOCORTINÉRGICO 

El sistema melanocortinérgico está constituido por las melanocortinas (MC), los 

receptores (MCR) y los antagonistas de receptores melanocortinérgicos. Las MC 

son péptidos endógenos que derivan de una proteína precursora común llamada 

proopiomelanocortina (POMC). A través del procesamiento diferencial de la 

POMC mediante enzimas denominadas convertasas, que se encuentran 

presentes selectivamente en diferentes tejidos, se produce la síntesis de 

productos finales diferentes (Benjannet y col., 1991; Pritchard y col., 2002). Estos 

constituyen las MC, las cuales son un grupo de péptidos endógenos integrados 

por las hormonas melanocito estimulante α (α-MSH), β (β-MSH), γ (γ-MSH) y la 

hormona adrenocorticotrófica (ACTH) (Fig. 7). La actividad biológica de las MCs 

está determinada por una secuencia común de aminoácidos (His-Phe-Arg-Trp) 

(Holder y Haskell-Luevano, 2004). 
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Este conjunto de MC ejerce su efecto mediante la activación de los receptores 

melanocortinérgicos. Los MCR constituyen una familia, de los cuales se han 

identificado desde el MC1R al MC5R, hasta la actualidad (Wikberg y col., 2000) 

(Fig. 7). Estos receptores presentan 7 dominios transmembrana y están 

acoplados a proteína G. Los MCR presentan diferencias entre sí lo que 

determina el grado de afinidad por las MC y los antagonistas (Abdel-Malek, 

2001), y se expresan en regiones específicas del organismo.  

MC1R se expresa en la piel y presenta gran afinidad por α-MSH. La estimulación 

de este receptor interviene en el proceso de melanogénesis. Además, se ha 

demostrado su expresión en células del SI donde media su acción 

antiinflamatoria, al ser estimulado por α-MSH. MC2R presenta afinidad selectiva 

por ACTH, y se encuentra expresado en la glándula adrenal donde participa en 

la síntesis de esteroides. MC3R se encuentra presente en el SNC y en diferentes 

tejidos periféricos, en la placenta e intestino. Este receptor es activado con mayor 

afinidad por γ-MSH y ACTH, y en menor medida por α-MSH; su activación regula 

la homeostasis de la energía y el control de la inflamación. MC4R se expresa 

predominantemente en el SNC en diferentes áreas, entre ellas el hipotálamo, 

tálamo, corteza e hipocampo. Tiene alta afinidad por α-MSH y su activación, al 

igual que la de MC3R, participa en la regulación de la homeostasis de la energía 

y en la regulación de procesos inflamatorios. Por último, MC5R se encuentra 

expresado en diversos tejidos periféricos donde participa en la regulación de la 

actividad de glándulas exocrinas sebáceas (Catania y col., 2004; Gantz y Fong, 

2003).  

Los péptidos antagonistas que forman parte del sistema melanocortinérgico son 

la proteína agouti y la proteína relacionada al gen agouti (AgRP) (Fig. 7). Son 

péptidos endógenos con actividad paracrina que también presentan selectividad 

en la unión a los MCR. Agouti se expresa en la piel y se relaciona con la 

regulación de la pigmentación. Mientras que AgRP se expresa en neuronas del 

núcleo arcuato y presenta actividad antagonista de los receptores MC3R y MC4R 

(Blanchard y col., 1995; Dinulescu y Cone, 2000; Gantz y Fong, 2003; Wikberg 

y col., 2000). 
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Figura 7- Sistema melanocortinérgico. Abreviaturas: MSH; hormona 

melanocito estimulante, ASIP: proteína de señalización agouti, AgRP: proteína 

relacionada al gen agouti, MCR: receptores de melanocortinas. Creado en 

BioRender (www.biorender.com).    

  

Dentro de la familia de las melanocortinas, es de interés para el presente trabajo 

la hormona alfa melanocito estimulante, α-MSH. Se ha demostrado que este 

péptido endógeno presenta gran acción antiinflamatoria, antipirética y un potente 

rol neuroprotector. α-MSH actúa mediante la activación de los receptores MC3 y 

MC4. En el cerebro se observó gran expresión del MC3R en corteza, tálamo, 

hipotálamo, hipocampo, amígdala y septum. En cuanto al receptor MC4, se 

encuentra expresado principalmente en cerebro, en diversas áreas como en el 

tálamo, hipotálamo, hipocampo (girus dentado y regiones CA1 y CA2), corteza y 

amígdala. La activación de estos receptores media respuestas que incluyen la 
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regulación de la ingesta de alimentos, el metabolismo energético y control de la 

inflamación (Catania y col., 2004; Chen y col., 2000; Getting y Perretti, 2000). 

α-MSH es predominantemente producida en la parte intermedia de la glándula 

pituitaria, en el núcleo arcuato del hipotálamo y el núcleo del tracto solitario en el 

tallo cerebral. Las neuronas POMC presentes en el núcleo arcuato proyectan 

fibras, denominadas fibras melanocortinérgicas, hacia diferentes áreas 

cerebrales como al núcleo paraventricular y lateral del hipotálamo, núcleo 

acumbens, tálamo, corteza, tallo cerebral, amígdala, hipocampo y médula 

espinal (Bertagna y col., 1986; Mountjoy, 2015). Además, Yang Shen y col. han 

demostrado la existencia del circuito POMC/α-MSH/MC4R hipocampal. En su 

trabajo describen la expresión de células POMC principalmente en neuronas 

piramidales del área CA3 de hipocampo, las cuales al ser estimuladas aumentan 

la secreción de α-MSH. En el área CA1 encuentran niveles elevados en la 

expresión del MC4R, que es activado mediante la unión de α-MSH proveniente 

de CA3. Demostraron que el bloqueo de este circuito, POMC/α-MSH/MC4R 

hipocampal, interfiere en el LTP, evidenciando defectos en la plasticidad 

sináptica (Shen y col., 2016). 

Mecanismos de acción de α-MSH 

Como ya fue mencionado, α-MSH presenta gran afinidad por el receptor MC4. 

La vía de señalización que predomina incluye la activación de la enzima 

adenilato ciclasa, la que en consecuencia produce un aumento de adenosín 

monofosfato cíclico (AMPc). De esta manera, AMPc activa a la proteína quinasa 

A (PKA), la cual fosforila a la proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc 

(CREB), estimulando así la expresión génica (Caruso y col., 2010, 2012; Luger 

y Brzoska, 2007; Sarkar y col., 2002; Schiöth y col., 2014; Sutton y col., 2005). 

Se conoce además que la activación de MC3R y MC4R puede inducir un 

incremento de calcio intracelular independientemente de la activación de PKA 

(Catania y col., 2010; Eves y col., 2003; Konda y col., 1994; Newman y col., 

2006). Otra vía de señalización descrita en un modelo de isquemia cerebral 

demuestra una interacción entre α-MSH, la atenuación de la activación de p38 y 

la disminución de la quinasa activada por estrés, c-Jun N-terminal (JNK). En este 

modelo también observaron la inhibición del factor de transcripción NF-κB y en 
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consecuencia la disminución en la producción de TNF-α (Eves y Haycock, 2010; 

Giuliani y col., 2006, 2014a). Por otro lado, la inhibición de NF-κB puede deberse 

al aumento de AMPc y la activación de PKA que impiden la fosforilación de I-κB, 

lo cual es necesario para la translocación de NF-κB al núcleo (Natarajan y col., 

1998; Váradi y col., 2017). Otra vía de señalización ligada a la atenuación en la 

activación de p38 y JNK, es la vía de fosforilación de MAPK ERK1/2, la cual es 

estimulada por la activación de los receptores MC4 (Fig. 8) (Chai y col., 2006, 

2007; Herraiz y col., 2011; Vongs y col., 2004). 

Efecto antiinflamatorio y antioxidante de α-MSH 

La potencial acción antiinflamatoria de α-MSH ha sido demostrada en diversos 

modelos animales de inflamación como dermatitis, vasculitis cutánea, 

enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide e inflamación ocular. En 

estos modelos, la aplicación tópica o intraperitoneal de α-MSH resultó en la 

atenuación de los daños inflamatorios de la mucosa y la piel.  

En varios experimentos in vitro, con diferentes tipos celulares, en los cuales se 

estimuló la translocación de NF-κB al núcleo mediante el tratamiento con LPS, 

IL-1β o TNF-α, se observó una disminución de esta translocación en presencia 

de α-MSH (Catania y col., 2010; Luger y Brzoska, 2007). 

Se ha demostrado el efecto modulador de α-MSH en la producción de TNF-α y 

óxido nítrico (ON) en la circulación, los pulmones e hígado de ratones con 

endotoxemia al ser tratados por vía intracerebroventricular con α-MSH, en bajas 

concentraciones (Catania y col., 1999; Hernàndez y col., 1999).  

En cuanto a la acción de α-MSH a nivel del hipotálamo, bajo la inducción de 

endotoxemia se ha demostrado que la administración local de α-MSH en el 

hipotálamo medio basal disminuyó la expresión de iNOS y ciclooxigenasa 2 

(COX-2) a través de la activación de MC4R (Caruso y col., 2004).  

Es importante mencionar que se ha demostrado la expresión de ácido 

ribonucleico mensajero (mRNA) para los receptores de α-MSH en cultivo de 

líneas celulares humanas, tanto de microglía como de astrocitos. Asimismo, la 

estimulación de estas células con agentes proinflamatorios y el consecuente 

incremento de citoquinas inflamatorias se vio inhibido luego de ser tratadas con 
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α-MSH o moléculas análogas (Lindberg y col., 2005; Wong y col., 1997). Por otro 

lado, se evidenció en cultivo de astrocitos provenientes de ratas la expresión del 

MC4R, pero no del MC3R. También, se ha demostrado que el tratamiento del 

cultivo con α-MSH inhibió el incremento de mediadores inflamatorios; ON, 

prostaglandina E2 (PGE2), iNOS y COX-2, inducidos mediante la exposición a 

LPS/IFN-γ. Además, α-MSH contrarrestó el incremento de la proteína 

proapoptótica, Bax (Caruso y col., 2007a).  

Asimismo, se ha demostrado la expresión de MC4R en células microgliales que 

al ser estimuladas con NDP-α-MSH, un análogo de α-MSH, se produce una 

inhibición de los mecanismos que favorecen la liberación de mediadores 

inflamatorios y se promueve el fenotipo microglial M2, cuya acción incluye 

inmunomodulación, inmuno supresión y reparación tisular (Carniglia y col., 2013, 

2016; Delgado y col., 1998).  

Podemos encontrar un gran número de publicaciones referidas a la acción 

antiinflamatoria y neuroprotectora de α-MSH, sin embargo, poco se ha 

profundizado sobre los efectos antioxidantes de α-MSH. Ramirez y col., 

demostraron recientemente que en cultivos de astrocitos tratados con ácido 

palmítico (ácido graso libre, abundante en alimentos calóricos) aumentan los 

niveles de ERO, se reduce la expresión de BDNF y la actividad de SOD (enzima 

antioxidante), mientras que la coincubación con NDP-α-MSH revierte estos 

efectos a niveles comparables a cultivos de astrocitos controles (Fig. 9) (Ramírez 

y col., 2019). En otro modelo in vitro, donde neuronas de hipocampo expuestas 

a etanol presentaron un daño mitocondrial y aumento de estrés oxidativo 

(incremento en los niveles de ERO), la estimulación del receptor MC4 atenúa 

estos efectos. En este mismo estudio, se evidenció que la vía de señalización 

involucrada en el efecto antioxidante fue mediante la translocación del factor de 

transcripción Nrf-2, el cual activa la expresión de varias enzimas antioxidantes 

como ligasa glutamato-cisteína, hemo-oxigenasa y NADPH oxido-reductasa 1 

(Quintanilla y col., 2020).  
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Efecto neuroprotector de α-MSH 

La acción neuroprotectora que presenta α-MSH es gran interés de estudio en 

diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas como enfermedad de 

Alzheimer (EA), modelos de isquemia cerebral y modelos de neuroinflamación.  

En relación al uso de modelos de ratones transgénicos de la EA, al ser tratados 

con agonistas del MC4R observaron disminución en el depósito de las placas de 

Amiloide β, con disminución tanto de astrocitos neurotóxicos como de activación 

de la microglía, efectos que fueron acompañados además con la atenuación de 

la neuroinflamación (Lau y col., 2021). Además, otro grupo de investigación 

demostró que el tratamiento con NDP-α-MSH es capaz de revertir el deterioro 

cognitivo asociado a la EA mediante la disminución de la pérdida neuronal, el 

aumento en la expresión de factor de transcripción dedos de zinc (Zif268), al 

mismo tiempo que estimula la neurogénesis en girus dentado (Giuliani y col., 

2014b, 2015). 

Por otro lado, se demostró en un modelo de isquemia cerebral que el tratamiento 

con NDP-α-MSH es capaz de recuperar el daño en el tejido, contrarresta la 

respuesta inflamatoria y apoptótica en hipocampo, efectos también 

acompañados con el aumento en la expresión de Zif268. Además, NDP-α-MSH 

revertió el déficit observado en la memoria espacial (dependiente de hipocampo) 

en el modelo de isquemia cerebral (Giuliani y col., 2006, 2009; Spaccapelo y col., 

2011). 

Nuestro grupo de trabajo demostró el efecto neuroprotector de α-MSH en un 

modelo de neuroinflamación aguda, mediante la administración intrahipocampal 

de la citoquina proinflamatoria IL-1β. Esta citoquina demostró interferir en los 

procesos de consolidación y reconsolidación de una memoria de miedo 

contextual. El tratamiento con α-MSH, también administrado de manera 

intrahipocampal, logró revertir el efecto de IL-1β en ambas atapas de la memoria. 

Los mecanismos propuestos en relación al proceso de reconsolidación describen 

una posible activación a nivel postsináptico del MC4R, lo cual lleva a un 

incremento en la expresión de Zif268, restaura los niveles de ERK fosforilado e 

incide sobre la expresión en superficie y la fosforilación de la subunidad GluA1 

del receptor AMPA (Machado y col., 2010, 2018).  
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En cuanto al efecto protector observado en la etapa de consolidación de una 

memoria de miedo asociada al contexto se demostró que α-MSH atenúa el déficit 

en la expresión de esta memoria ocasionada por IL-1β posiblemente mediante 

la acción a nivel postsináptico, a través de la activación del MC4R. La activación 

del receptor restableció los niveles de ERK fosforilado y de la proteína BDNF 

(Gonzalez y col., 2013, 2009). Teniendo en cuenta que la expresión de BDNF es 

importante durante el aprendizaje contextual, ya que una de sus funciones es la 

regulación de la plasticidad sináptica en el hipocampo, evaluamos los cambios 

en la densidad y morfología de las espinas dendríticas en hipocampo dorsal. 

Observamos que IL-1β administrada de manera intrahipocampal disminuye la 

densidad total de las espinas dendríticas a expensa de la disminución de la 

densidad de espinas maduras, mientras que el tratamiento con α-MSH revierte 

este efecto, en concordancia con la variación observada en los niveles de la 

proteína BDNF (Herrera y col., 2019). 

Estas propiedades del neuropéptido α-MSH hacen que sea de gran interés su 

estudio como posible blanco terapéutico en el tratamiento de patologías 

neuroinflamatorias y neurodegenerativas. 
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Figura 8- Eventos bioquímicos intracelulares implicados en los efectos de 

α-MSH en neuronas. Abreviaturas: α-MSH, hormona α-melanocito estimulante; 

MC4R, receptor MC4; GDP; guanosín difosfato; ATP, adenosín trifosfato; cAMP, 

adenosín monofosfato cíclico; PKA, proteína quinasa A; ERK, quinasa regulada 

por señales extracelulares; JNK, quinasa N-terminal c-Jun; CREB, proteína de 

unión al elemento que responde a AMPc; P, fosforo. Creado en BioRender 

(www.biorender.com).  
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Figura 9- Eventos bioquímicos intracelulares implicados en la acción 

antioxidante de α-MSH en astrocitos estimulados con ácido palmítico. 

Abreviaturas: α-MSH, hormona α-melanocito estimulante; MC4R, receptor MC4; 

SOD, superóxido dismutasa; BDNF, factor neurotrófico derivado del cerebro; γ-

GCL, gama cisteína glutamato ligasa; GSH, glutatión; ERO, especies reactivas 

de oxígeno. Figura adaptada de (Ramírez y col., 2019). Creado en BioRender 

(www.biorender.com).   
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HIPÓTESIS 

 

De acuerdo a los antecedentes expuestos, el consumo de DRG es capaz de 

generar inflamación periférica crónica de baja intensidad y en consecuencia 

afectar al SNC mediante la activación de procesos inflamatorios y estrés 

oxidativo. El consumo de estas dietas en un periodo corto de tiempo sensibiliza 

al sistema inmunológico, el cual ante un estímulo débil responde de manera 

exacerbada y afecta al SNC mediante alteraciones consistentes con 

neuroinflamación. En ambos casos (consumo prolongado o corto de DRG) una 

de las áreas del cerebro más vulnerable es hipocampo, por lo que se produce un 

deterioro cognitivo.    

El péptido α-MSH, mediante su acción antiinflamatoria y neuroprotectora revierte 

los efectos de la neuroinflamación sobre los procesos cognitivos dependientes 

de hipocampo, inducidos por la ingesta de DRG.  
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OBJETIVO GENERAL 

 

En el presente trabajo de tesis, nos proponemos como objetivo general abordar 

el impacto de la ingesta de una DRG durante un período corto (5 días) más un 

estímulo inmune débil (LPS) sobre la consolidación de una memoria contextual 

de miedo, determinando cambios en la plasticidad estructural (densidad y forma 

de espinas dendríticas), el estrés oxidativo y la reactividad astrocitaria en 

hipocampo dorsal. 

Además, nos proponemos determinar si α-MSH puede revertir los efectos de la 

neuroinflamación debida al consumo de DRG sobre procesos cognitivos 

dependientes de hipocampo, estableciendo los posibles mecanismos 

involucrados, a nivel de las células neuronales y gliales. 

El conocimiento de los efectos antiinflamatorios y neuroprotectivos de α-MSH en 

el modelo experimental nos motiva a evaluar posibles métodos de intervención 

terapéutica. Por consiguiente, abordamos el desarrollo y determinación de la 

eficacia de una nanoterapia. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Utilizando un modelo experimental de ratas Wistar alimentadas con DRG durante 

cinco días más un estímulo inmune débil, nos propusimos los siguientes 

objetivos: 

1. Evaluar los efectos sobre la consolidación de una memoria contextual de 

miedo. 

2. Estudiar cambios en la plasticidad estructural (densidad y forma de 

espinas dendríticas), el estrés oxidativo y la reactividad astrocitaria en 

hipocampo dorsal. 

Teniendo en cuenta la acción antiinflamatoria y neuroprotectora de α-MSH 

reportada por diferentes trabajos y por nuestro laboratorio, nos propusimos 

determinar en el presente modelo experimental:   

3. El efecto de α-MSH sobre la consolidación de una memoria contextual. 

4. El efecto de α-MSH sobre los cambios en la plasticidad estructural 

(densidad y forma de espinas dendríticas) en hipocampo dorsal durante 

el proceso de consolidación de una memoria contextual de miedo. 

5. El efecto de α-MSH sobre el estrés oxidativo. 

6. El efecto de α-MSH sobre la reactividad de astrocitos hipocampales 

mediante la cuantificación de la expresión de GFAP y la proliferación. 

Con el propósito de buscar métodos terapéuticos menos invasivos, que permitan 

estabilizar y proteger a α-MSH de la degradación enzimática, nos propusimos: 

7. Determinar la eficacia de una nanoterapia con NDP-α-MSH sobre las 

secuelas cognitivas asociadas al consumo de DRG durante 5 días más 

un estímulo inmune. 

8. Determinar la eficacia de una nanoterapia con NDP-MSH sobre las 

secuelas cognitivas asociadas al consumo de DRG durante 8 semanas. 
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ANIMALES 

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar criadas en el bioterio del 

Departamento de Farmacología Otto Orsingher, Facultad de Ciencias Químicas 

de la Universidad Nacional de Córdoba, IFEC-CONICET. Los animales se 

alojaron en grupos de 3 ó 4 individuos en cajas de plástico estándar de 

laboratorio (Plexiglas), con libre acceso al agua y al alimento. Los animales 

fueron albergados en salas con ciclo de 12 h de luz/oscuridad (encendido de luz 

de 7:00 a 19:00 h) y con temperatura constante de 22 ± 2 °C. Los procedimientos 

experimentales fueron realizados entre las 10:00 y 14:00 h.  

Para los experimentos de ingesta corta de DRG, durante cinco días. se utilizaron 

ratas machos de dos meses de edad. Para el experimento de ingesta prolongada 

(ocho semanas) se utilizaron animales de 45 días de edad. En ambos casos se 

dividieron en dos grupos al azar para ser expuestos a las diferentes dietas (dieta 

comercial estándar y dieta rica en grasas) con libre acceso.   

Los animales fueron habituados al contacto con el experimentador; para ello 

fueron trasladados a una habitación diferente, manipulados y luego retornados a 

sus cajas y a su sala de alojamiento común. Este procedimiento se repitió 3 días 

previos de iniciarse los experimentos. Las ratas fueron asignadas al azar a los 

distintos grupos experimentales y cada una fue utilizada una sola vez. Se 

realizaron todos los esfuerzos posibles para minimizar el sufrimiento y reducir el 

número de animales utilizados. Todos los procedimientos con animales se 

llevaron a cabo siguiendo las normas establecidas por el CICUAL de la FCQ-

UNC, de acuerdo con los lineamientos establecidos por la guía para el cuidado 

y uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de la Salud (NIH - National 

Institute of Health) de Estados Unidos de América. Se aprobó el protocolo 

presentado para el uso de animales de experimentación mediante las 

resoluciones: Res HCD 1503/2017 y RD-2021-809-E-UNC-DEC. 

Todos los experimentos del presente trabajo de tesis se realizaron con ratas 

machos, ya que en el actual bioterio del IFEC no se pueden alojar hembras y 

machos en las salas de tratamiento, ya que la presencia de hembras ciclando en 

la misma habitación pueden ocasionar cambios conductuales en los machos, lo 

cual dificulta trabajar con ambos sexos. Por otra parte, el uso de ratas hembras 
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requiere de la determinación del ciclo estral para realizar todas las pruebas 

experimentales con las hembras en el mismo día del ciclo, ya que los resultados 

podrían verse afectados por los niveles hormonales. Actualmente es 

cuestionable el hecho de que al ciclar cada día a los animales se incluye una 

variable de estrés (que los machos no reciben) y podría incidir en los resultados. 

En consecuencia, esto requiere de un gran número de animales, para disponer 

de un número apropiado para cada experimento, con hembras en el mismo día 

del ciclo. Debido a estos motivos no se incluyó un estudio paralelo en hembras. 

   

 

DIETA 

Los animales fueron divididos en dos grupos al azar y luego alimentados con una 

dieta estándar (grupo Dieta Control - DC: 31.65% de las calorías provenientes 

de proteínas, 57.41% de las calorías provenientes de hidratos de carbono y 

10.94% de las calorías provenientes de las grasas) o una dieta con alto contenido 

en grasas (grupo Dieta Rica en Grasas – DRG 19.88% de las calorías 

provenientes de proteínas, 23.50% de las calorías provenientes de hidratos de 

carbono y 56.62 de las calorías provenientes de grasas). La ingesta y el peso 

fueron monitoreados diariamente (experimentos DRG cinco días) o 

semanalmente (experimento DRG ocho semanas).  

 

CIRUGÍA ESTEREOTÁXICA 

Los animales expuestos a la DRG durante cinco días fueron previamente 

implantados bilateralmente en el área CA1 del hipocampo dorsal (HD) mediante 

técnicas estereotáxicas (Fig. 10A). Cada animal fue anestesiado mediante una 

inyección intraperitoneal (i.p.) de una mezcla de Ketamina (55 mg/kg) (Holliday) 

y Xilazina (10 mg/Kg) (Holliday) y colocado en el aparato estereotáxico (Stoelting, 

Wood Dale, IL) con la barra dental incisiva ubicada a -3.3 mm. Se realizó un corte 

en el cuero cabelludo para visualizar el cráneo y tomar las coordenadas según 

la posición del Bregma. Se realizaron dos orificios en el cráneo para implantar 
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las cánulas guías de acero inoxidable (22G) de 9 mm longitud. Las cánulas 

fueron fijadas al cráneo con un tornillo y acrílico dental. Las coordenadas para el 

área CA1 de hipocampo dorsal fueron tomadas del atlas de Paxinos, 2007 siendo 

las siguientes: anteroposterior (AP), −3,2 mm; lateral (L) ±1.8 mm; dorso ventral 

(DV), −1,9 mm. Las cánulas guías pasan el cuerpo calloso y quedan ubicadas 

justo por encima del área CA1, sin dañarla (Fig. 10B). Los animales fueron 

retirados del estereotáxico y colocados en una caja separada bajo supervisión 

constante hasta su recuperación. Después de la cirugía los animales recibieron 

una inyección subcutánea de una suspensión de estreptomicina y penicilina 

(Norcilina; Laboratorios NORT, Argentina) a fin de reducir el riesgo de 

infecciones. El tiempo de recuperación de la cirugía fue de 7 días. Durante este 

periodo, los animales comenzaron el periodo de ingesta de la DRG y los tres días 

previos a realizarse los experimentos fueron manipulados y se simuló la 

microinyección con el fin de minimizar las respuestas no específicas a este 

procedimiento durante el experimento. 

 

INYECCIÓN INTRAHIPOCAMPAL  

Para la realización del tratamiento intrahipocampal, se elaboraron inyectores con 

agujas de acero inoxidable (30G) de 10 mm de longitud que sobrepasaban la 

cánula guía en 1 mm. Al momento de la inyección intrahipocampal los animales 

fueron cubiertos con un paño, suavemente sujetados y se introdujeron los 

inyectores en las cánulas guía. La inyección intrahipocampal fue realizada 

mediante la conexión del inyector a través de un tubo de polietileno (PE 10, 

Becton Dickinson, MD) a una jeringa de 10μl (Hamilton, Reno, NV) montada en 

una bomba de microinyección (Stoelting, Illinois, USA). Cada animal fue 

inyectado bilateralmente con 0,25 μl de solución con una velocidad de flujo de 

0,25 μl/min. Los inyectores permanecieron en las cánulas guías durante un min 

adicional, para permitir la difusión de la droga. 
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Figura 10. A- Cirugía estereotáxica. B- Sitio de inyección intrahipocampal. 

Creado en BioRender (www.biorender.com).  

DROGAS: ADMINISTRACIÓN Y DOSIS 

Para el desarrollo de los experimentos se utilizaron diferentes vías de 

administración de los tratamientos, intraperitoneal (i.p.) e intrahipocampal.  

Para la administración el estímulo inmune débil se utilizó una solución de LPS E. 

coli 055:B5 (Sigma-Aldrich, Argentina) reconstituido en solución salina estéril 

0.9%, las alícuotas se guardaron a 4°C. Los animales fueron inyectados de 

manera i.p. con una única dosis de LPS (10 µg/Kg) dos horas previas al 

condicionamiento en el diseño experimental de consumo corto de DRG. 

Para el tratamiento intrahipocampal se utilizó α-MSH (agonista de los receptores 

MC3 y MC4) (NeoMPS, Francia) que fue reconstituida en solución salina estéril 

y las alícuotas se guardaron a –20°C. Se utilizó solución salina estéril 0,9% (SAL) 

como control debido a que no se encontraron diferencias a nivel conductual ni 

molecular cuando se administró salina conteniendo 0,01% de albúmina sérica 

bovina (ASB). Los animales fueron inyectados bilateralmente en hipocampo 

dorsal con salina o α-MSH (0.1 μg/0.25 μl). El tratamiento se administró 
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inmediatamente después del condicionamiento de la memoria de miedo 

contextual. Las dosis utilizadas fueron seleccionadas en base a estudios previos 

y a pruebas realizadas en el laboratorio. 

Para la administración de la nanoterapia se utilizó (Nle4,D-Phe7)-α-MSH (NDP-

α-MSH) (BACHEM, California). El NDP-α-MSH fue administrado vía i.p. unido a 

nanopartículas de quitosano con tween 80% (CHI-Tw-NDP-α-MSH) sintetizadas 

por la Dra. Onnainty Renée (UNITEFA CONICET/FCQ UNC). 

Para el diseño experimental de ingesta corta, cinco días de DRG, dos horas y 

medias previas al condicionamiento se administró el desafío inmune débil LPS 

i.p. y media hora posterior a LPS se administraron las nanopartículas (NP) en 

solución (0.022 μg/μl). Se inyectaron 300 μl los cuales contenían 6.5 μg de NDP-

α-MSH (nanopartículas cargadas, NPc). Se utilizó solución de NP sin NDP-α-

MSH (nanopartículas vacías, NPv) como control.  

Para el diseño experimental de ingesta larga, ocho semanas de DRG, dos horas 

previas al condicionamiento se administraron NPc (0.022 μg/μl), en un volumen 

de 300 μl. Se utilizó solución de NPv como control.  

 

DETERMINACIÓN DE METABOLITOS PERIFÉRICOS 

Al finalizar la ingesta de cinco días de DRG se determinaron los niveles séricos 

de glucosa, colesterol total y triglicéridos por espectrofotometría, como 

indicadores de cambios metabólicos inducidos por la DRG. 

Para la determinación de glucosa se utilizó el método automático GOD-POD, 

para colesterol total se utilizó el método automático CHOD-PAP y para 

triglicéridos GPO-PAP. Todas las cuantificaciones se obtuvieron mediante 

reacciones enzimáticas realizadas utilizando un analizador automático de 

espectrofotometría. Las mediciones se realizaron en el laboratorio central del 

Hospital Italiano de Córdoba.  
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ANÁLISIS HISTOLÓGICO  

Al finalizar los experimentos conductuales, los animales que fueron sacrificados 

por perfusión bajo el efecto anestésico de Ketamina-Xylazina (55/11 mg/kg de 

peso, i.p.) y previo al uso de los cortes se evalúo la correcta difusión de la droga 

en el área CA1 de hipocampo, así como la ausencia de necrosis y/o hemorragias 

en el sitio de infusión causado por la implantación de la cánula guía. Para 

visualizar los cortes se empleó una lupa binocular (Arcano). Los datos 

correspondientes a los animales que presentaron una localización incorrecta de 

las cánulas o daño tisular fueron excluidos del análisis de resultados. Las 

imágenes tomadas de los cortes que presentaron una localización correcta de la 

infusión se tomaron en zonas próximas a la difusión de la droga siempre 

respetando mantenerse dentro del área CA1 de hipocampo dorsal. A 

continuación, se representa en láminas del atlas Allen Mouse Brain Atlas and 

Allen Reference Atlas los sitios de inyección correspondientes a diferentes 

grupos de animales (Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Cortes histológicos de cerebro de rata con marca representativa 

del sitio de inyección intrahipocampal en CA1. 
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CONDICIONAMIENTO DE MIEDO CONTEXTUAL 

Para estudiar el efecto de la DRG y de los diferentes tratamientos sobre el 

proceso de consolidación se utilizó el paradigma de condicionamiento de miedo 

asociado al contexto. 

Aparato de condicionamiento de miedo 

El contexto de condicionamiento utilizado fue una caja de acrílico blanco (20 x 

23 x 20 cm) con tapa superior transparente, dividida en dos compartimentos 

iguales. La base de la caja posee una grilla de acero inoxidable que consta de 

10 barras paralelas de 4 mm de diámetro. Las barras están conectadas a una 

fuente de corriente eléctrica que permite la administración de shocks eléctricos 

en las patas del animal (Fig. 12). Para la limpieza de la caja antes y después de 

cada sesión experimental se utilizó una solución de etanol al 30 %. Este equipo 

fue colocado en una habitación aislada acústicamente con iluminación (tubo de 

luz blanca de 30 W) y climatización controlada (22 ± 2 °C). 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Caja de condicionamiento de miedo. Creado en BioRender 

(www.biorender.com).  

 

 

Sesión de entrenamiento 

El día del condicionamiento cada animal fue trasladado a la habitación 

experimental cubierto por un paño y colocado individualmente en la caja de 

condicionamiento que corresponde al EC. Luego de 4 min de habituación 

(período preshock) los animales recibieron 3 shocks eléctricos en las patas 

(intensidad: 0,55 mA, duración: 3 s, intervalo entre shocks: 30 s), dicho evento 

aversivo constituye el EI. Los animales permanecieron en el contexto asociado 

con el shock por 2 min adicionales (período postshock) (Fig. 13). Luego fueron 
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retirados de la caja de condicionamiento e inyectados de manera intra 

hipocampal con las diferentes drogas. Posteriormente fueron llevados en sus 

cajas de alojamiento a la habitación de la colonia. 

 

Sesión de test 

24 h posteriores del entrenamiento, los animales fueron expuestos nuevamente 

al contexto apareado con el shock y se midió la respuesta de miedo durante un 

periodo de 5 min mediante la utilización de cronómetros (Fig. 13). El tiempo total 

que el animal realiza la conducta de congelamiento en cada periodo (preshock; 

postshock; test) se cuantificó en segundos y se expresó como porcentaje con 

relación al tiempo total. 

 

Evaluación del miedo condicionado 

El parámetro utilizado como expresión del comportamiento de miedo en roedores 

fue la conducta de congelamiento, la cual se define como la adopción de una 

postura de inmovilidad total en la cual el animal sólo realiza los movimientos 

asociados a la respiración. 

 

 

 

 

Figura 13. Esquema del paradigma del condicionamiento de miedo 

contextual. Creado en BioRender (www.biorender.com).  

 

DISECCIÓN 

Luego de la sesión del test, los animales correspondientes a los distintos grupos 

experimentales fueron transferidos individualmente a otra sala e inmediatamente 

sacrificados por decapitación con guillotina, momento en el cual se obtuvo 

sangre troncal para la posterior determinación de parámetros metabólicos. Los 

cerebros fueron removidos rápidamente y colocados en una matriz de acrílico 
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(Stoelting CO, USA) sobre hielo. Se realizaron cortes coronales del cerebro de 4 

mm de espesor utilizando 2 mm por delante y 2 mm detrás de la marca de la 

cánula guía y posteriormente se procedió a realizar la disección del hipocampo 

dorsal (Paxinos, 2007). El tejido extraído fue suficiente para proveer la cantidad 

de muestra necesaria para determinar los biomarcadores indirectos de estrés 

oxidativo. 

 

DETERMINACIÓN DE BIOMARCADORES INDIRECTOS DE ESTRÉS 

OXIDATIVO  

Preparación del homogenato de hipocampo dorsal 

El hipocampo dorsal obtenido mediante disección se homogeneizó en 500 μl de 

PBS 0.1 M diluido 1/30, se centrifugó a 11441 rpm 10 min a 4°C. Se recuperaron 

40 μl del sobrenadante y se diluyeron en 1160 μl de PBS 0.1 M (solución del 

sobrenadante diluido).   

 

Cuantificación de productos proteicos de oxidación avanzada (AOPP) 

La determinación de AOPP se basó en la detección espectrofotométrica según 

(Witko-Sarsat y col., 1996). Se realizó una curva de calibración con 200 μl de 

cloramina T en concentraciones conocidas de 0-100 μmol/L, se midieron las 

absorbancias a 340 nm.  

Se cuantificó el contenido total de proteínas del sobrenadante mediante el 

reactivo de Bradford y posterior detección de la absorbancia a 595 nm. Se 

utilizaron 200 μl de solución del homogenato diluido de cada muestra, los cuales 

fueron colocados en una placa de microtitulación, se les añadieron 10 μl de 

potasio iodado 1.16 M y 20 μl de ácido acético (glacial) e inmediatamente se 

midió la absorbancia a 340 nm. La concentración de AOPP se expresa en 

unidades de cloramida T (μmol/L) por miligramo de proteína.    
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Cuantificación del producto derivado de la oxidación lipídica, 

malondialdehido (MDA)  

Se recuperaron 400μl de homogenato de hipocampo dorsal, se les añadieron 

400 μl de una solución de ácido tiobarbitúrico y ácido tricloroacético, y se los 

llevó a baño maría 100°C durante 10 min. Luego, las muestras fueron 

centrifugadas a 11441 rpm durante 10 min a 25°C para eliminar del sobrenadante 

las proteínas desnaturalizadas, se cuantificó inmediatamente la absorbancia a 

525 nm. Las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico se cuantificaron 

utilizando un coeficiente de extinción de 1.56 x 105 M– 1 cm– 1 y se expresaron 

como nanomol de malondialdehido por miligramo de proteína. El contenido total 

de proteínas del sobrenadante se determinó mediante el reactivo de Bradford 

seguido de la detección de la absorbancia. 

 

PERFUSIÓN 

Luego de la sesión del test, los animales fueron anestesiados con Ketamina-

xylazina (55/11 mg/kg de peso, i.p.), perfundidos intracardiacamente con buffer 

fosfato (PB) (0.1 M, pH 7.4) frío y luego con una solución de paraformaldehído 

(PFA) 4% en PB. 

Se extrajeron los cerebros, que fueron utilizados para la evaluación de 

plasticidad sináptica estructural o para la evaluación de reactividad y 

proliferación de astrocitos.  

 

Preparación de las muestras para evaluación de plasticidad sináptica 

estructural  

Los cerebros utilizados para determinar cambios en la plasticidad sináptica 

estructural fueron conservados en PFA 4% a 4°C hasta realizar cortes de 150 

μm de espesor utilizando el Vibrátomo Series 1000 semiautomático. Las 

rebanadas de la región CA1 de hipocampo dorsal obtenidas se conservaron a 

4°C en solución de PBS 0.1% y PFA 4%, 50% v/v.  
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ANÁLISIS DE LA PLASTICIDAD SINÁPTICA ESTRUCTURAL 

Se tomaron al azar rebanadas de hipocampo dorsal de cada grupo experimental. 

Se tiñó la región de CA1 con pequeñas gotas de una solución saturada del 

colorante lipofílico 1,1′-dioctadecil-3,3,3′,3′-tetrametil indocarbocianina perclorato 

(DiI, InVitrogen; Carlsbad, CA) suspendido en aceite de pescado (Giachero y 

col., 2015) (Fig. 14 A). Luego, se tomaron imágenes en Z de segmentos 

dendríticos marcados utilizando un microscopio confocal de barrido laser 

Olympus - Fluoview FV-1200 con lente objetivo invertido de inmersión en aceite 

(NA 1,42) (PlanApo) del Centro de Microscopía Óptica y Confocal de Avanzada, 

Córdoba, Argentina.  

Las imágenes obtenidas fueron deconvolucionadas utilizando el programa 

Huygens Professional (SVI, Netherlands) ajustado con 15 interaciones, y un 

subvolumen superpuesto de 10 píxeles. Luego, cada segmento fue analizado 

manualmente utilizando el software ImageJ. Las proyecciones dendríticas 

mayores de 3µm, clasificadas como filopodias fueron excluidas (Phillips y Pozzo-

Miller, 2014). Se cuantificó el número total de protuberancias en contacto 

evidente con la dendrita madre. A su vez, se clasificaron los diferentes tipos de 

espinas como: tipo I o “stubby”, tipo II o “mushroom” y tipo III o “thin” (Fig. 14 C). 

Se consideraron como espinas maduras las espinas stubby y mushroom. El 

número total de espinas y el número de cada tipo particular de espinas fueron 

normalizadas a 10µm de longitud en relación al segmento de la dendrita (Calfa 

G. y col., 2012; Giachero y col., 2015; Koh y col., 2002). 

La clasificación de cada tipo de espinas se realizó según las dimensiones del 

largo total (L) (desde la base de conexión con la dendrita madre), del diámetro 

de la cabeza (dh) y del diámetro del cuello (dn) (Fig. 14 B). Luego estas medidas 

se relacionaron de la siguiente manera: L/dn y dh/dn (Koh y col., 2002). 
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Figura 14. Imágenes representativas de la metodología utilizada para 

evaluar la plasticidad sináptica estructural. A- Sitios de inyección de DiI en 

CA1 de hipocampo dorsal. B- Medidas tomadas para la clasificación. C- Imagen 

de un fragmento de dendrita con espinas representativas de cada tipo. 

   

Preparación de las muestras para evaluación de reactividad y 

proliferación de astrocitos 

Los cerebros utilizados para determinar cambios en la reactividad y proliferación 

de astrocitos fueron conservados 24 h en PFA 4% a 4°C y posteriormente en 

una solución de sucrosa disuelta en PBS 30% hasta que el cerebro decantó 

completamente dentro del recipiente contenedor. Luego se almacenaron 
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inmersos en tacos de medio de montaje para congelar a -80°C (CRYOPLAST, 

Biopack) hasta ser cortados utilizando el criostato. 

Las rebanadas obtenidas del criostato fueron de 18µm, se montaron en 

portaobjetos previamente gelatinizados. Los portaobjetos se almacenaron a           

-80°C hasta la realización de la inmunofluorescencia.  

 

ANÁLISIS DE LA REACTIVIDAD Y PROLIFERACIÓN DE ASTROCITOS 
INMUNOFLUORESCENCIA 

Las rebanadas obtenidas del criostato fueron doblemente marcadas con 

anticuerpos primarios anti-GFAP y anti-Ki67 de la siguiente manera: primero se 

realizó una recuperación antigénica con buffer citrato de sodio (pH: 6) 20 min a 

37°C. Luego, se incubó el tejido con una solución de bloqueo, de suero de cabra 

5% durante 2 h a temperatura ambiente (TA). Se retiró la solución de bloqueo y 

se incubó durante toda la noche a 4°C con anticuerpo primario monoclonal rabbit 

anti-Ki67 1:250 (Abcam) diluido en PBS 1X y 0.1% Triton X-100. Después de 

lavar el tejido con PBS 1X se incubó 2hs a TA, con anticuerpo secundario goat 

anti-rabbit IgG FITC 1:1000 (Jackson ImmunoResearch). Luego se lavó el tejido 

con PBS 1X y se incubó toda la noche a 4°C con anticuerpo primario monoclonal 

mouse anti-GFAP 1:300 (MAB360, Millipore) diluido en PBS 1X y 0.1% Triton X-

100. Después de lavar el tejido con PBS 1X se incubó 2 h a TA, con anticuerpo 

secundario donkey anti-mouse 1:1000 (Jackson ImmunoResearch). Por último, 

los tejidos fueron teñidos con DAPI (1:10.000, Calbiochem) y sellados usando el 

medio de montaje para resguardar la fluorescencia, Fluor Save (Millipore). 

Se tomaron imágenes en Z de la región CA1 de hipocampo dorsal de 60X 

utilizando un microscopio confocal de barrido laser Olympus - Fluoview FV-1200 

con lente objetivo invertido de inmersión en aceite (NA 1,42) (PlanApo) del 

Centro de Microscopía Óptica y Confocal de Avanzada, Córdoba, Argentina. 

Para determinar la proliferación de astrocitos se cuantificaron las células GFAP+ 

totales y las células GFAP+/Ki67+ y se expresó el porcentaje de estas últimas 

referidas al total de células GFAP+ (Fig 16 A-C). 

Para determinar el porcentaje del área ocupado por GFAP se estableció un 

umbral de señal positiva que incluyó todos cuerpos y procesos celulares, al 
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mismo tiempo que excluyó la señal de fondo inespecífica (Fig. 15 A-B). Los 

resultados fueron expresados como el porcentaje medio del área que superó el 

umbral positivo de todas las imágenes tomadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Imagen representativa del análisis del % de área ocupado por 

células GFAP+. A- Imagen representativa de CA1 de hipocampo dorsal tomada 

con el objetivo 60X. Células GFAP+/DAPI. Barra de escala 30µm. B- Imagen 

binaria del campo sobre la cual se eliminó la señal inespecífica de fondo y se 

determinó el % del área ocupado por la señal que superó el umbral positivo. 
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16. Imagen representativa del análisis de células GFAP+/Ki67+. A- Imagen 

representativa de CA1 de hipocampo dorsal tomada con el objetivo 60X. Células 

marcadas con GFAP+ (blanco), DAPI (azul) y Ki-67 (verde). Recuadro rojo 

enmarca célula aislada. B- Aumento de célula aislada GFAP+. C- Visualización 

de colocalización.  indica célula GFAP+/Ki-67+.     indica célula Ki-67+, 

célula en proliferación diferente de astrocito, no cuantificada.       

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos se expresaron como la media ± error estándar de la media 

(E.E.M.). Los resultados de la ganancia de peso fueron analizados utilizando el 

análisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas. Los resultados de los 

parámetros bioquímicos periféricos fueron analizados utilizando el test t de 

Student. El análisis de las espinas dendríticas se realizó utilizando “nested” 

ANOVA. Los análisis estadísticos restantes se realizaron empleando ANOVA de 

dos vías. En el caso de la existencia de diferencias significativas, se realizó un 

test de comparación post hoc de Newman Keuls. Las diferencias con un valor de 

p≤0,05 fueron consideradas estadísticamente significativas. Los datos se 

analizaron con el software estadístico STATISTICA.  
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CAPÍTULO I: Déficit cognitivo inducido por 

una DRG asociada a un estímulo inmune. Rol 
modulador de α-MSH 
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El consumo de DRG durante períodos cortos de tiempo es capaz de alterar la 

homeostasis del organismo tanto en humanos como en roedores, aún antes de 

observarse signos de obesidad (Campillo y col., 2022; de Paula y col., 2021; 

Waise y col., 2015). En este contexto, el SI se encuentra sensibilizado y 

responde de forma exacerbada ante un estímulo débil (Martins y col., 2021). Bajo 

estas condiciones, se puede producir neuroinflamación, afectando entre otras 

áreas al hipocampo, el cual tiene un rol importante la formación de memorias 

contextuales. 

Por otra parte, la hormona α-MSH presenta efectos antiinflamatorios, los cuales 

ejerce a través de la activación de sus receptores MC3 y MC4 que se expresan 

predominantemente en el SNC, siendo el área de mayor densidad de expresión 

el hipocampo (Catania y col., 2004; Chen y col., 2000; Getting y Perretti, 2000). 

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que la administración 

intrahipocampal de α-MSH fue capaz de revertir los efectos de IL-1β (citoquina 

proinflamatoria) sobre la consolidación de una memoria de miedo contextual 

(Gonzalez y col., 2009, 2013). 

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, nos propusimos estudiar el 

efecto de α-MSH sobre los cambios en una memoria dependiente de hipocampo 

durante el proceso de consolidación de una memoria de miedo contextual, en 

animales que recibieron una DRG durante 5 días más un estímulo inmune débil. 

 

Ia. Efecto del consumo de una DRG sobre la variación del peso y los 

niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos. 

Ratas macho Wistar de dos meses de edad fueron divididas aleatoriamente en 

dos grupos para ser alimentadas durante cinco días con dieta control (DC) o 

dieta rica en grasas (DRG). Durante los cinco días de exposición a las diferentes 

dietas se realizó el seguimiento de la variación de peso y el día del sacrificio se 

recolectó suero para la determinación de diferentes parámetros bioquímicos.  

El consumo de una DRG durante cinco días no produjo un aumento de peso 

significativo respecto al consumo de DC (Fig. 17 A). 
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En los animales sometidos a la DRG se observa un aumento significativo de la 

concentración de colesterol total en plasma, pero no se producen cambios en la 

concentración de glucosa y triglicéridos (Fig. 17 B). 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Efecto del consumo de una DRG durante cinco días sobre el 

peso y sobre parámetros bioquímicos. A- Curva de variación de peso. Los 

resultados se representan como la Media ± E.E.M. ANOVA de medidas repetidas 

(n=6 por grupo) B- Parámetros bioquímicos. Los resultados se representan como 

la Media±E.E.M. Student's t-test. *p<0.05 vs. DC. (n=6 por grupo). 

 

El ANOVA de medidas repetidas no mostró diferencias significativas en la 

variación de peso diario entre ambos tipos de dietas [F(5,6)=0.63; p=0.68] (Fig. 

17 A). Por otra parte, el análisis estadístico Student's t-test usado para comparar 

la variación de glucosa, colesterol total y triglicéridos mostró un aumento 

significativo sólo en los niveles de colesterol total del grupo de animales que 

consumió DRG comparado con el grupo DC (t (10) =-2.52, p=0.03, d=1.45) (Fig. 

17 B).  

Estos resultados muestran que el consumo de una DRG durante este periodo de 

tiempo no genera un aumento de peso significativo, ni modifica marcadamente 

el metabolismo, aunque se observa un aumento del colesterol total.  
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Ib. Efecto de α-MSH sobre la consolidación de una memoria de miedo 
contextual en animales que consumieron DRG durante cinco días y 
recibieron un estímulo inmune débil.  

Con el objetivo de determinar el efecto de α-MSH sobre el deterioro cognitivo en 

animales que consumieron una DRG asociada a un estímulo inmune débil se 

realizó un implante bilateral de cánulas guías para llegar hasta la región CA1 de 

HD, para la posterior microinyección de los tratamientos. 

Durante el período de recuperación de la cirugía los animales fueron divididos al 

azar en dos grupos para ser expuestos a DC o DRG, ad libitum, durante cinco 

días. Dos horas previas al condicionamiento de miedo contextual se les 

administró una inyección intraperitoneal (i.p.) de LPS (10 μg/kg) o SAL. Esta 

dosis de LPS representa un desafío inmune débil que por sí sólo no 

desencadena signos ni síntomas asociados a una respuesta inmune. 

Inmediatamente después del condicionamiento se les administró bilateralmente, 

en HD, α-MSH (0.1 μg/0.25 μl) o SAL (0.25 μl). La expresión de la memoria de 

miedo se evaluó 24 h después mediante el test de reexposición al contexto 

durante 5 min (Fig. 18 A). Los resultados se expresan como el porcentaje de 

tiempo de congelamiento.  

El consumo de DRG durante cinco días no modificó la expresión de la memoria 

de miedo contextual al ser comparada con el grupo DC. Sin embargo, la ingesta 

de DRG asociada a un desafío inmune periférico débil (inyección i.p. LPS (10 

μg/kg)) disminuyó significativamente la expresión de esta memoria al ser 

comparada con todos los grupos experimentales (Fig. 18 B).   

Por otra parte, el grupo de animales que fue alimentado con DRG, recibió el 

desafío inmune y luego del condicionamiento se les inyectó de manera 

intrahipocampal α-MSH (0.1 μg/0.25 μl bilateralmente) no mostró diferencias 

significativas en el porcentaje de congelamiento respecto a los grupos 

experimentales alimentados con DC y al grupo DRG (Fig. 18 B).  

Los animales alimentados con DC o DRG que fueron tratados con α-MSH (0.1 

μg/0.25 μl) no mostraron diferencias significativas respecto a los animales 

tratados con SAL (Fig. 18 B). 
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Figura 18. α-MSH revierte la disminución en la respuesta de miedo 

contextual inducida por el consumo de una DRG por un periodo corto en 

combinación con un estímulo inmune débil. A- Esquema experimental. B- 

Respuesta de congelamiento durante el test de 5 minutos. Los resultados se 

expresan como la Media ± E.E.M. del porcentaje de tiempo en que los animales 

permanecen inmóviles. ANOVA dos vías seguido por Newman Keuls post-hoc 

test. *p<0.05 DRG-LPS vs. todos los grupos. Tratamientos: LPS (i.p.) 10 μg/kg / 

α-MSH (intra-HD) 0.1 μg/0.25 μl. (n=10-16 ratas por grupo). 

 

El ANOVA de dos vías no mostró un efecto significativo de la dieta [F(1,96)=1.77; 

p=0.18]. Sin embargo, reveló un efecto significativo del tratamiento 

A

B
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[F(3,96)=3.31; p<0.05] y de la interacción entre ambas variables [F(3,96)=5.70; 

p<0.01]. El test de Newman Keuls indica que el porcentaje de congelamiento del 

grupo que consumió DRG durante cinco días no es estadísticamente diferente 

del grupo DC (p=0.59). La ingesta de DRG asociada a un desafío inmune 

periférico débil disminuyó significativamente la expresión de la memoria de 

miedo contextual, al ser comparada con todos los grupos experimentales 

(p<0.05). Por otra parte, el grupo de animales alimentado con DRG más el 

estímulo inmune que fue tratado con α-MSH no mostró diferencia significativa en 

la conducta de congelamiento respecto de los grupos DC y DRG (p>0.05). 

Los resultados indican que la ingesta de DRG durante un período corto de tiempo 

no interfiere en la expresión de la memoria de miedo contextual, sin embargo, si 

se asocia a un desafío inmune débil se evidencia una disminución en la 

expresión de dicha memoria. Estos resultados confirmarían que la ingesta de 

DRG produce una sensibilización del SI, que, ante un estímulo posterior puede 

producir neuroinflamación. El tratamiento con α-MSH, un neuropéptido con 

potentes efectos antiinflamatorios revierte este efecto. 
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Durante la ventana temporal del proceso de consolidación de la memoria se 

desarrollan cambios bioquímicos, moleculares y estructurales. Los cambios 

estructurales permiten la reorganización de circuitos neuronales con el fin de 

estabilizar la memoria adquirida, generando una memoria a largo plazo (Dudai, 

2002; Kandel, 2001; McGaugh, 2000).  

Hemos establecido que la inyección intrahipocampal de IL-1β, un modelo de 

neuroinflamación aguda, fue capaz de interferir en los cambios estructurales que 

subyacen al proceso de consolidación de una memoria de miedo contextual. 

Además, en el mismo modelo experimental, demostramos que el tratamiento con 

α-MSH fue capaz de revertir esta interferencia (Herrera y col., 2019). Estos 

resultados fueron consistentes con estudios que demuestran que la activación 

del receptor MC4 en hipocampo favorece la neurotransmisión y plasticidad 

sináptica (Shen y col., 2013). 

Considerando estos antecedentes junto a los mencionados en la introducción, 

nos propusimos estudiar el efecto de α-MSH sobre cambios en la densidad total 

y forma de espinas dendríticas en animales que consumieron la DRG más un 

estímulo inmune débil. 

 

IIa. Efecto de α-MSH sobre cambios en la densidad total de espinas 

dendríticas en hipocampo dorsal inducidos por el consumo de una DRG 

asociada a un estímulo inmune débil. 

Los animales fueron sacrificados por perfusión intracardiaca inmediatamente 

después del test conductual y se extrajo el cerebro, del cual se obtuvieron 

rebanadas de HD. Posteriormente se realizó la técnica de tinción con DiI en la 

región CA1 de HD y se tomaron fotografías con el microscopio confocal FV 1200. 

Las imágenes fueron analizadas con el software ImageJ y los valores de las 

espinas fueron normalizados cada 10 μm.  

El grupo de animales alimentados con DRG que recibió el desafío inmune débil 

mostró una disminución significativa de la densidad total de espinas dendríticas 

en área CA1 de hipocampo dorsal respecto a todos los grupos experimentales. 
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No se observó una diferencia significativa en la densidad de espinas dendríticas 

entre los animales que consumieron DC y DRG (Fig. 19 B).  

El tratamiento intrahipocampal con α-MSH aumentó la densidad de espinas 

dendríticas en los animales que recibieron DRG asociada a LPS, siendo la 

densidad de las mismas similar a los grupos DC y DRG (Fig. 19 B). 
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Figura 19. Efecto de α-MSH en los cambios inducidos por el consumo de 

una DRG más LPS sobre la densidad total de espinas dendríticas. A- 

Imágenes representativas de los grupos DC y DRG asociados a los diferentes 

tratamientos. Barra de escala representa 2 μm. B- Densidad total de espinas 

dendríticas. Los resultados se representan como la Media ± E.E.M. Nested 

ANOVA seguido por Newman Keuls post-hoc test. *p<0.001 DRG-LPS vs. todos 

los grupos. #p<0.001 DC vs. DC asociada a LPS, α-MSH y LPS-α-MSH. 

a,b,cp<0.001, a vs. DRG-LPS, b vs. DRG-α-MSH y c vs. DRG-LPS-α-MSH. 

Tratamientos: LPS (i.p.) 10 μg/kg / α-MSH (intra-HD) 0.1 μg/0.25 μl. (n= 2-4 ratas, 

600-800μm longitud total).  
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El Nested ANOVA indicó un efecto del tratamiento sobre la densidad total de las 

espinas dendríticas [F(7,140)=38.79; p<0.05]. El test a posteriori Newman Keus 

no mostró diferencia significativa entre los grupos DC y DRG, mientras que en el 

grupo de animales alimentados con DRG que recibió el desafío inmune débil 

disminuyó significativamente la densidad total de espinas dendríticas (p<0.001) 

respecto a todos los grupos experimentales (Fig. 19 B). Por otra parte, el grupo 

de animales expuestos a DRG más LPS, que además recibió el tratamiento con 

α-MSH no mostró diferencias significativas respecto a los grupos DC (p=0.28) y 

DRG (p=0.13) (Fig. 19 B).  

Por otra parte, el análisis a posteriori Newman Keus también mostró que α-MSH, 

en la dosis utilizada, produjo un incremento en la densidad de espinas 

dendríticas en animales que recibieron DC, asociada o no a LPS (p<0.05); 

también se observó un aumento en la densidad de espinas en los animales que 

recibieron DC más LPS (p<0.05), comparados con el grupo DC. Además, este 

análisis demostró un incremento en los grupos DC-LPS, DC- α-MSH y DC-LPS-

α-MSH respecto a los grupos bajo los mismos tratamientos alimentados con 

DRG (Fig. 19 B). 

Estos resultados sugieren que α-MSH es capaz de modular los cambios en la 

plasticidad sináptica estructural observados en los animales alimentados con 

DRG asociada a un estímulo inmune débil.  

IIb. Efecto de α-MSH sobre cambios en la densidad de espinas finas y 

maduras en hipocampo dorsal inducidos por el consumo de una DRG 

asociada a un estímulo inmune débil. 

Posteriormente analizamos si este efecto en la densidad total estaba asociado a 

cambios en algún tipo particular de espinas. Las espinas dendríticas se 

clasificaron en: maduras (tipo stubby y mashroom) y finas (tipo thin) según la 

relación entre las siguientes longitudes: largo total, largo del cuello y diámetro de 

la cabeza de cada una, según Koh y col., 2002. 

Los resultados mostraron que la disminución de la densidad total de espinas del 

grupo de los animales alimentados con DRG más LPS está asociada a la 

disminución tanto de la densidad de espinas finas como de espinas maduras 
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(Fig. 20 A-B). Por otro lado, y en consistencia con lo observado en la densidad 

total de espinas, los grupos DC y DRG no fueron diferentes entre sí al comparar 

la densidad de ambos tipos de espinas (Fig. 20 A-B). Además, la densidad de 

ambos tipos de espinas en los animales alimentados con DRG más el estímulo 

inmune débil que recibieron tratamiento con α-MSH no fue diferente de los 

grupos DC y DRG (Fig. 20 A-B).    

                                                                  

 

 

 

 

 

Figura 20. Efecto de α-MSH sobre los cambios inducidos por el consumo 

de una DRG más LPS sobre la densidad de distintos tipos de espinas 

dendríticas. A- Densidad de espinas finas. B- Densidad de espinas maduras. 

Los resultados se representan como la Media ± E.E.M. Nested ANOVA seguido 

por Newman Keuls post-hoc test. A- *p<0.05 DRG-LPS vs. todos los grupos. 
#p<0.05 DC-α-MSH vs. todos los grupos. B- *p<0.001 DRG-LPS vs. todos los 

grupos. #p<0.01 DC vs. DC asociada a LPS, α-MSH y LPS-α-MSH. a,b,cp<0.001; 

a vs. DRG-LPS, b vs. DRG-α-MSH y c vs. DRG-LPS-α-MSH. Tratamientos: LPS 

(i.p.) 10 μg/kg / α-MSH (intra-HD) 0.1 μg/0.25 μl. (n= 2-4 ratas, 600-800μm 

longitud total).  

 

El Nested ANOVA indicó un efecto del tratamiento sobre la densidad de ambos 

tipos de espinas, finas [F(7,140)=9.96; p<0.05] y maduras [F(7,140)=31.78; 

p<0.05].  

En relación a las espinas finas, en el análisis a posteriori Newman-Keuls, los 

grupos DC y DRG no mostraron ser diferentes (p=0.77). El grupo expuesto a 

DRG-LPS mostró una disminución significativa de la densidad de espinas finas 
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respecto a todos los grupos (p<0.05). Asimismo, el análisis estadístico reveló 

que el grupo DRG-LPS tratado posteriormente con α-MSH no fue diferente a los 

grupos DC (p=0.51) y DRG (p=0.61) (Fig. 20 A). 

Por otro lado, el test a posteriori Newman-Keuls mostró un aumento significativo 

de la densidad de espinas finas del grupo DC-α-MSH respecto de todos los 

grupos (p<0.05) (Fig. 20 A).  

En cuanto al test a posteriori Newman-Keuls realizado para analizar el efecto en 

la densidad de espinas maduras, no se observaron diferencias significativas 

entre los grupos DC y DRG (p=0.39). Al igual que en la densidad de espinas 

finas, el grupo DRG-LPS disminuyó significativamente respecto de todos los 

grupos (p<0.001) y el grupo DRG-LPS más el tratamiento con α-MSH no fue 

diferente de los grupos DC (p=0.39) y DRG (p=019) (Fig. 20 B). 

Por otra parte, en el análisis a posteriori Newman Keus también se observó un 

incremento significativo en la densidad de espinas maduras de los grupos DC-

LPS, DC-α-MSH, DRG-α-MSH y DC-LPS-α-MSH respecto al grupo DC sin 

tratamiento asociado (p<0.01) (Fig. 20 B). El aumento en la densidad de espinas 

maduras de los grupos DC-LPS, DC-α-MSH y DC-LPS-α-MSH también fue 

significativo respecto a los mismos tratamientos alimentados con DRG (p<0.001) 

(Fig. 20 B). Este efecto incidió en la densidad total de espinas dendríticas, 

aunque no modificó la expresión de la memoria de miedo contextual.  

Estos resultados sugieren que la disminución observada en la expresión de la 

memoria de miedo contextual del grupo de animales DRG-LPS puede estar 

relacionada a cambios en la plasticidad sináptica estructural, debidos a una 

disminución de la densidad total de espinas dendríticas a expensas de ambos 

tipos de espinas (maduras y finas). El tratamiento con α-MSH es capaz de 

modular este efecto. 
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Las alteraciones conductuales y estructurales encontradas en los animales que 

recibieron DRG y LPS podrían estar asociadas a un proceso neuroinflamatorio. 

Este proceso, en primera instancia, es una respuesta fisiopatológica que tiene 

como fin reparar y eliminar los daños ocasionados en el microambiente neuronal 

(Jaganjac y col., 2022). Sin embargo, cuando esta condición inflamatoria es difícil 

de revertir se asocia a un incremento de ERO y en consecuencia el sistema 

antioxidante no es capaz de eliminarlas, lo que lleva a un aumento del estrés 

oxidativo. Las ERO presentan una gran inestabilidad y reaccionan con diferentes 

macromoléculas de los tejidos como lípidos, proteínas y ADN. Los productos de 

estas reacciones tienen mayor estabilidad (horas a semanas de vida media) por 

lo que son utilizados como marcadores indirectos del estrés oxidativo (Ogundele 

y col., 2014) .  

Nos propusimos determinar si nuestro modelo experimental se asocia a un 

aumento del estrés oxidativo; para lo cual se realizó la cuantificación de los 

productos de las interacciones de las ERO con proteínas (productos proteicos 

de oxidación avanzada - AOPP) y lípidos (malondialdehido - MDA) en 

homogenatos de HD. Además, evaluamos si el tratamiento con α-MSH tiene 

efecto sobre los posibles cambios en el estrés oxidativo.  

Los resultados mostraron un significativo aumento de AOPP y MDA en el grupo 

de animales alimentados con DRG más el estímulo inmune débil con LPS (Fig. 

21 A-B) lo que indica un incremento del estrés oxidativo en HD. En el grupo de 

animales que consumió DRG no se evidenció un aumento significativo de AOPP 

y MDA al ser comparado con el grupo alimentado con DC (Fig. 21 A-B). Por otro 

lado, el grupo experimental DRG más LPS asociado al tratamiento 

intrahipocampal con α-MSH mostró niveles de AOPP y MDA similares a los 

grupos DC y DRG (Fig. 21 A-B).    
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Figura 21. Efecto de α-MSH sobre el aumento de los marcadores indirectos 

de estrés oxidativo inducido por el consumo de una DRG más LPS. A- 

Productos avanzados de la oxidación proteica (AOPP). B- Producto derivado de 

la oxidación lipídica (MDA). Los resultados se representan como la Media ± 

E.E.M. ANOVA de dos vías seguido por Newman Keuls post-hoc test. A- 

*p<0.001 DRG-LPS vs. todos los grupos. #p<0.05 DRG y DRG-LPS-α-MSH vs. 

DC-LPS, DC-α-MSH, DC-LPS-α-MSH y DRG-α-MSH. B- *p<0.05 DRG-LPS vs. 

todos los grupos. Tratamientos: LPS (i.p.) 10 μg/kg / α-MSH (intra-HD) 0.1 

μg/0.25 μl. (n=4 ratas por grupo).  

El ANOVA de dos vías realizado para el análisis de AOPP indicó un efecto 

significativo de la dieta [F(1,24)=144.44; p<0.05], del tratamiento [F(3,24)=59.70; 

p<0.05] y una interacción significativa entre la dieta y el tratamiento 

[F(3,24)=72.81; p<0.05]. El post hoc Newman Keuls no reveló diferencias 

significativas entre los grupos DC y DRG (p=0.09). No obstante, los animales 

alimentados con DRG que recibieron LPS i.p. mostraron un incremento 

significativo respecto a todos los grupos experimentales (p<0.001). Además, el 

test Newman Keuls mostró que el grupo DRG-LPS con el posterior tratamiento 

con α-MSH no fue diferente de los grupos DC (p=0.34) y DRG (p=0.22) (Fig. 21 

A). 

En este análisis también se observó un leve incremento, aunque significativo de 

AOPP en los grupos DRG y DRG-LPS-α-MSH respecto a los grupos DC bajo los 

diferentes tratamientos y DRG-α-MSH (p<0.05) (Fig. 21 A).  
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Por otra parte, el ANOVA de dos vías para el análisis de MDA mostró un efecto 

significativo de la dieta [F(1,24)=23.01; p<0.05], del tratamiento [F(3,24)=4.60; 

p<0.05] y una interacción significativa entre la dieta y el tratamiento 

[F(3,24)=3.28; p<0.05]. El test a posteriori Newman-Keus no mostró diferencias 

significativas entre los grupos DC y DRG (p=0.16). El grupo DRG-LPS mostró un 

aumento significativo de MDA respecto de todos los grupos (p<0.05). Por otra 

parte, se observó que el grupo DRG-LPS-α-MSH no fue diferente respecto de 

los grupos alimentados con DC, asociados o no a los diferentes tratamientos y 

tampoco respecto a los grupos DRG y DRG-α-MSH (p>0.05) (Fig. 21 B). 

Estos resultados demuestran un incremento en el estrés oxidativo que se asocia 

a un contexto inflamatorio, inducido por el consumo de una DRG más un desafío 

inmune débil. Los resultados son consistentes con los efectos observados en el 

test conductual y en los cambios de la plasticidad sináptica estructural. El 

tratamiento con α-MSH fue capaz de revertir este efecto.  
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Los astrocitos, células gliales, participan activamente en diferentes procesos 

como la actividad sináptica, el balance homeostático del microambiente neuronal 

y la respuesta ante agentes patógenos (Sanmarco y col., 2021). 

Dentro de sus funciones se ha demostrado que ejercen un papel dual en la 

mantención del equilibrio redox: por un lado, pueden secretar agentes 

antioxidantes, pero, por otra parte, en un ambiente neuroinflamatorio generan un 

exceso de ERO.  

La respuesta de los astrocitos en un microambiente inflamatorio está asociada a 

cambios moleculares, funcionales y morfológicos que son ampliamente 

utilizados como indicadores que permiten determinar la reactividad astrocitaria. 

Por lo cual, nos propusimos evaluar este fenómeno en nuestro modelo 

experimental. Para este fin, analizamos cambios en porcentaje de área ocupado 

por GFAP y cambios en la proliferación de astrocitos (Ki-67) en la región CA1 de 

hipocampo dorsal mediante la metodología de inmunofluorescencia. El 

porcentaje de GFAP se determinó como la relación del área inmunorreactiva 

respecto del área total examinada. Las imágenes fueron tomadas con el 

microscopio confocal FV 1200 y posteriormente fueron analizadas con el 

software ImageJ.  

La proliferación de astrocitos fue cuantificada como el porcentaje de células 

GFAP+ que colocalizan con el marcador de proliferación celular Ki-67+ (Fig. 22 

A). Los resultados mostraron un incremento significativo en el porcentaje de 

células GFAP+/Ki-67+ del grupo DRG-LPS respecto a todos los grupos 

experimentales. Al comparar el porcentaje de células GFAP+/Ki-67+ de los 

grupos DC y DRG no se encontraron diferencias significativas entre sí. En el 

grupo DRG-LPS más la inyección intrahipocampal de α-MSH este porcentaje fue 

significativamente menor respecto del grupo DRG-LPS, aunque esta disminución 

no fue suficiente para reestablecer valores comparables con los grupos DC y 

DRG (Fig. 22 A).    

Los resultados obtenidos con relación al porcentaje de área ocupado por GFAP 

mostraron que el consumo de DRG es capaz de aumentar significativamente el 

% de GFAP respecto del grupo DC. Por otra parte, el análisis estadístico mostró 



Resultados – Capítulo IV 

90 
 

que el grupo alimentado con DRG asociado al estímulo inmune débil incrementó 

aún más este % de área ocupado por GFAP. De manera interesante, este 

análisis también reveló un aumento del % de GFAP en el grupo DRG-LPS-α-

MSH, que fue significativamente mayor a todos los grupos experimentales (Fig. 

22 B).     

 

 

 

                                                                  

 

 

Figura 22. Efecto de α-MSH sobre cambios en la proliferación y el % de área 

ocupado por GFAP de astrocitos hipocampales. A- Porcentaje de células 

GFAP+/Ki-67+. B- Porcentaje de área ocupado por GFAP. Todas las imágenes 

fueron tomadas en la región CA1 de hipocampo dorsal. Los resultados se 

representan como la Media ± E.E.M. ANOVA de dos vías seguido por Newman 

Keuls post-hoc test. A- *p<0.001 DRG-LPS vs. todos los grupos. yp<0.001 DRG-

LPS-α-MSH vs DC, DC-LPS, DC-α-MSH, DC-LPS-α-MSH, DRG y DRG-α-MSH. 

#p<0.05 DC-α-MSH y DRG-α-MSH vs. DC y DC-LPS. B- *p<0.001 DRG vs. todos 

los grupos. #p<0.001 DRG-LPS vs. todos los grupos. yp<0.001 DRG-LPS-α-MSH 

vs. todos los grupos. Tratamientos: LPS (i.p.) 10 μg/kg / α-MSH (intra-HD) 0.1 

μg/0.25 μl. (n=3 ratas por grupo, 6 rebanadas de 18 μm por rata, 16 imágenes 

por rebanada).  

El ANOVA de dos vías realizado para el análisis de la proliferación de astrocitos 

mostró un efecto significativo de la dieta [F(1,1999)=39.50; p<0.05], del 

tratamiento [F(3,1999)=45.44; p<0.05] y una interacción significativa entre la 

dieta y el tratamiento [F(3,1999)=25.25; p<0.05]. El post hoc Newman-Keus no 

reveló diferencias significativas entre los grupos DC y DRG (p=0.38). Sin 

embargo, sí mostró un incremento significativo del grupo experimental 

alimentado con DRG que recibió el estímulo inmune, LPS, en relación con todos 
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los demás grupos experimentales (p<0.001). El grupo DRG-LPS que además 

recibió el tratamiento con α-MSH intrahipocampal mostró una proliferación 

significativamente menor respecto del grupo DRG-LPS aunque la proliferación 

continuó siendo significativamente mayor respecto de los grupos DC asociada a 

todos los tratamientos y a los grupos que recibieron DRG y DRG-α-MSH 

(p<0.001) (Fig. 22 A).  

Además, el análisis post hoc mostró que el tratamiento con α-MSH en los 

animales expuestos a ambas dietas (DC-α-MSH y DRG-α-MSH) disminuyó la 

colocalización de células GFAP+/Ki-67+ respecto de los grupos DC y DC-LPS 

(p<0.05) (Fig. 22 A).   

El análisis estadístico del % de área ocupado por GFAP mediante el ANOVA de 

dos vías reveló un efecto significativo de la dieta [F(1,1886)=562.38; p<0.05], del 

tratamiento [F(3,1886)=205.27; p<0.05] y una interacción significativa entre la 

dieta y el tratamiento [F(3,1886)=188.10; p<0.05]. El test a posteriori Newman-

Keuls reveló un aumento significativo del porcentaje de área ocupado por GFAP 

del grupo DRG respecto de los grupos alimentados con DC (p<0.001). Además, 

el análisis estadístico mostró un incremento de este porcentaje del grupo DRG-

LPS respecto a todos los grupos DC y a los grupos DRG y DRG-α-MSH 

(p<0.001). Por otra parte, el grupo DRG-LPS-α-MSH mostró un incremento del 

porcentaje de área ocupado por GFAP estadísticamente mayor con relación a 

todos los grupos experimentales (p<0.001) (Fig. 22 B).  

Estos resultados sugieren que la DRG asociada al estímulo inmune es capaz de 

aumentar la proliferación y el porcentaje de GFAP. El tratamiento con α-MSH fue 

capaz de atenuar la proliferación de los astrocitos. Mientras que el tratamiento 

con α-MSH aumentó el porcentaje de GFAP. 
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El conocimiento de los mecanismos asociados a las secuelas cognitivas 

ocasionadas por el consumo de DRG y las posibles vías de modulación por α-

MSH nos indujo a buscar nuevos métodos terapéuticos. Con este propósito, se 

evaluó si los cambios cognitivos descritos previamente pueden ser modificados 

mediante una terapia con NP como medio de transporte de NDP-MSH. 

NDP-MSH es un análogo de α-MSH que presenta estabilidad ante la 

degradación enzimática, aumentando así su biodisponibilidad. Además, 

presenta alta afinidad por los receptores MC4. 

Va. Determinación de la capacidad de las NP para llegar a hipocampo 

dorsal, región CA1.  

Previo a los experimentos conductuales se evaluó la capacidad de las NP para 

atravesar la BHE y llegar al HD. Se inyectaron por vía i.p. 300µl de una solución 

de NP marcadas con el fluorescente FITC (NP-FITC), y luego de 2 h se realizó 

una perfusión intracardiaca y se extrajo el cerebro.  

Se obtuvieron rodajas del cerebro para luego tomar imágenes del HD en el 

microscopio confocal FV 1200 (Fig. 23). Las imágenes obtenidas nos permitieron 

verificar que las NP fueron capaces de atravesar la BHE. 
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Figura 23. NP-FITC en hipocampo dorsal región CA1. A- NP-FITC en solución 

(derecha). Selección de una NP (izquierda). B- Gráfico de emisión de 

fluorescencia para FITC estándar (línea verde) y emisión de la solución de NP-

FITC (línea roja). C- Células de HD CA1 con presencia de NP-FITC. Núcleos 

celulares marcados con DAPI (azul). Imágenes 20X - zoom 2.5X. Microscopio 

confocal FV 1200.  

 

Vb. Eficacia de una nanoterapia con NDP-MSH en el déficit cognitivo 

asociado al consumo de DRG por un periodo corto (5 días) más un 

estímulo inmune débil. 

Se sintetizaron nanopartículas de quitosano recubiertas de tween y cargadas con 

NDP-MSH para ser administradas vía intraperitoneal.  

Los animales alimentados con DC o DRG durante cinco días recibieron una 

inyección i.p. de LPS (10 μg/kg) o vehículo 2:30 h previas al condicionamiento. 

El tratamiento con NP vacías (NPv) o cargadas con NDP-MSH (NPc: 300 µl de 

una solución de NDP-MSH 0.022 μg/μl.) fue administrado i.p 2 h previas al 

condicionamiento de miedo contextual y 24 h posteriores se realizó el test de 

memoria de miedo condicionada al contexto (Fig. 24 A). 

Los resultados mostraron nuevamente que el consumo de la DRG durante cinco 

días asociada al estímulo inmune débil con LPS interfirió en la expresión de la 

memoria de miedo contextual disminuyéndola de manera significativa respecto 
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al grupo que consumió DC, también asociada al desafío inmune con LPS (Fig. 

24 B). Estos resultados confirman los resultados previos (ver Fig. 18 B). 

El empleo de la nanoterapia con NDP-MSH en el grupo DRG+LPS logró revertir 

la disminución en la expresión de la memoria de miedo, ya que no fue 

significativamente diferente del grupo DC+LPS. Por otra parte, los resultados 

también muestran que la dosis utilizada de nanopartículas no interfiere en la 

expresión de la memoria de miedo contextual ya que el grupo DC+LPS-NPc no 

mostró diferencias estadísticamente significativas en el test conductual respecto 

del grupo DC+LPS-NPv (Fig. 24 B).       
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Figura 24. La nanoterapia con NDP-MSH revierte la disminución de la 

respuesta de miedo contextual inducida por el consumo de una DRG por 

un periodo corto más un estímulo inmune débil. A- Esquema experimental. 

B- Respuesta de congelamiento durante el test de 5 minutos. Los resultados se 

expresan como la Media ± E.E.M. del porcentaje de tiempo en que los animales 

permanecen inmóviles. ANOVA dos vías seguido por Newman Keuls post-hoc 

test. *p<0.05 DRG-LPS -NPv vs. todos los grupos. (n= 7/9 ratas por grupo). 

El ANOVA de dos vías mostró un efecto significativo de la dieta [F(1,29)=10.97; 

p<0.05], no reveló un efecto significativo del tratamiento [F(1,29)=2.36; p=0.14]. 

La interacción entre la dieta x tratamiento mostró tener efecto significativo 

[F(1,29)=5.66; p<0.05. El test Newman-Keuls reveló una disminución 

significativa en el porcentaje de congelamiento del grupo DRG-LPS tratado con 
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NP vacías respecto a todos los grupos (p<0.05)]. El test Newman-Keuls no 

mostró diferencia entre los grupos DC-LPS tratados con NP vacías y cargadas 

(p=0.55). El grupo DRG-LPS que fue tratado con NP cargadas con NDP-MSH 

no fue diferente de DC-LPS, tratados con NP vacías o cargadas (p>0.05) (Fig. 

24 B). 

Estos resultados sugieren que el tratamiento con NP conteniendo NDP-MSH es 

eficaz de revertir el deterioro cognitivo observado en el grupo alimentado con 

DRG más el estímulo inmune débil. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
  

 

CAPÍTULO VI: Eficacia de una nanoterapia 
con NDP-MSH en el déficit cognitivo asociado 

al consumo de DRG por un periodo prolongado 
(8 semanas) 
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Como se describió anteriormente, el consumo de DRG durante un tiempo 

prolongado lleva al organismo a un estado de inflamación crónica de baja 

intensidad que por diferentes vías de comunicación entre la periferia y el 

sistema nervioso central afecta la homeostasis cerebral causando deterioro 

cognitivo.  

Nos propusimos evaluar si el tratamiento con nanoterapia con NDP-MSH 

es capaz de revertir los efectos cognitivos del consumo de DRG durante 8 

semanas.  

VIa. Impacto del consumo de DRG sobre la variación del peso.  

Ratas macho Wistar de 45 días de edad fueron divididas aleatoriamente en 

dos grupos para ser alimentadas durante 8 semanas con DC o DRG.  

Durante la exposición a las diferentes dietas se realizó el seguimiento de la 

variación de peso de manera semanal. Se observó una diferencia 

significativa entre los grupos a partir de la tercera semana de ingesta de las 

dietas, siendo superior el peso del grupo de animales alimentados con DRG 

(Fig. 25).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados – Capítulo VI 

100 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Efecto del consumo de DRG durante 8 semanas sobre el 

peso. Curva de variación de peso. Los resultados se representan como la 

Media ± E.E.M. ANOVA de medidas repetidas seguido de Newman-Keuls 

test. *p<0.05. (n=10 ratas por grupo). 

El ANOVA de muestras repetidas mostró un efecto de la dieta 

[F(9,2)=63.01; p<0.05]. El test a posteriori Newman-Keus reveló una 

diferencia significativa a partir de la tercera semana del consumo de las 

dietas (p<0.05) (Fig. 25). 

VIb. Eficacia de una nanoterapia con NDP-MSH sobre el deterioro 

cognitivo asociado al consumo de DRG durante 8 semanas.  

Los animales alimentados con DC o DRG durante 8 semanas recibieron el 

tratamiento con NP vía intraperitoneal. Se les administraron NP vacías 

(NPv) o cargadas con NDP-MSH (NPc: 300 µl de una solución de NDP-

MSH 0.022 μg/μl i.p.) 2 h previas al condicionamiento de miedo contextual 

y a las 24 h se realizó el test de memoria de miedo condicionada al contexto 

(Fig. 26 A). 
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Los resultados mostraron que el consumo de DRG durante un periodo 

prolongado es capaz de disminuir, de manera significativa, la expresión de 

la memoria de miedo contextual (Fig. 26 B). 

El tratamiento con las NP conteniendo NDP-MSH en el grupo DRG logró 

revertir la disminución en la expresión de la memoria evaluada, ya que no 

fue diferente del grupo DC. Además, los resultados muestran que la dosis 

utilizada de nanopartículas cargas con NDP-MSH no modifica el porcentaje 

de la conducta de congelamiento, ya que los grupos DC con NPv y NPc no 

son diferentes entre sí (Fig. 26 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. La nanoterapia con NDP-MSH revierte la disminución de la 

respuesta de miedo contextual inducida por el consumo de una DRG 

por un periodo prolongado de tiempo. A- Esquema experimental. B- 

Respuesta de congelamiento durante el test de 5 minutos. Los resultados 

se expresan como la Media ± E.E.M. del porcentaje de tiempo en que los 

animales permanecen inmóviles. ANOVA dos vías seguido por Newman 

Keuls post-hoc test. *p<0.05 DRG-NPv vs. todos los grupos. (n=9/12 ratas 

por grupo).  
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El ANOVA de dos vías no mostró un efecto significativo de la dieta 

[F(1,38)=1.99; p=0.17], reveló un efecto significativo del tratamiento 

[F(1,38)=1.96; p<0.05] y un efecto de la interacción entre la dieta x 

tratamiento [F(1,38)=7.34; p<0.05]. El test a posteriori Newman-Keuls, en 

concordancia con el capítulo anterior, no mostró diferencias significativas 

entre los grupos alimentados con DC tratados con NP vacías y cargadas 

con NDP-MSH (p=0.94). Sin embargo, reveló una disminución significativa 

en la conducta de congelamiento del grupo DRG-NPv respecto a todos los 

grupos (p<0.05). En cuanto al grupo DRG-NPc no fue diferente 

estadísticamente de los grupos DC tratados tanto con NP vacías, como con 

NP cargadas (p>0.05) (Fig. 26 B).  

Estos resultados sugieren que el tratamiento con NDP-MSH mediante el 

uso de nanopartículas es eficaz para atenuar el daño cognitivo observado 

en los animales alimentados con DRG durante 8 semanas. 
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Teniendo en cuenta el impacto a nivel social, económico y en la salud del 

sobrepeso y la obesidad, es de interés conocer los cambios fisiológicos que 

llevan al desarrollo de enfermedades crónicas no transmisibles. Dentro de este 

grupo de enfermedades, como consecuencia del sobrepeso y la obesidad, se 

encuentran el síndrome metabólico, diabetes mellitus tipo II, hipertensión y la 

predisposición a la aparición temprana de enfermedades neurodegenerativas. 

En la actualidad, existe una tendencia a estilos de vida con preponderancia en 

el sedentarismo y hábitos alimenticios poco favorables, con gran ingesta de 

alimentos ultra procesados, los cuales son ricos en hidratos de carbono simples 

y grasas saturadas. En Argentina, se proyectó un incremento anual de adultos 

con obesidad, desde 2010 al 2030, del 1.6%. Se estima que para 2030 el 

porcentaje de adultos con obesidad sea del 35.8%, mientras que el incremento 

de niños con obesidad desde 2010 a 2030, se estimó en un 2.2%. A su vez, se 

proyecta hacia el 2030 que, de las muertes prematuras asociadas a 

enfermedades crónicas no trasmisibles, el 33.3% del total correspondan a 

comorbilidades asociadas a la obesidad (Barata Cavalcanti y col., 2022).  

El consumo de dietas ricas en grasas lleva al aumento del depósito de tejido 

graso visceral, el cual es capaz de secretar citoquinas proinflamatorias, 

produciendo así una inflamación periférica crónica de baja intensidad, que a su 

vez afecta al SNC, favoreciendo el desarrollo de neuroinflamación, deterioro 

cognitivo, depresión y desordenes de ansiedad. Además, la neuroinflamación 

contribuye al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer 

y Parkinson (Flores-Dorantes y col., 2020; Sharma, 2021).  

Se ha establecido el efecto en el SNC del consumo de las DRG por periodos 

prolongados de tiempo tanto en humanos como en roedores. Es conocido que 

una de las áreas del cerebro más vulnerable al daño inducido por el consumo de 

DRG es el hipocampo. El hipocampo es una estructura crítica para procesos de 

aprendizaje y memoria, por los que su deterioro puede observarse en etapas 

tempranas de varias enfermedades neurodegenerativas (Lama y col., 2021; 

Leigh Gibson y col., 2013; Olsthoorn y col., 2021). 

Numerosas investigaciones evalúan el efecto en el SNC del consumo de DRG 

durante periodos prolongados de tiempo. Sin embargo, existe poca evidencia en 
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modelos de consumo de DRG por periodos cortos de tiempo, de los cuales se 

muestran sólo efectos aislados (Attuquayefio y col., 2017; Baym y col., 2014; de 

Paula y col., 2021; Leigh Gibson y col., 2013). Los efectos en el SNC del 

consumo de DRG durante periodos cortos de tiempo (3, 5 y hasta 7 días) han 

sido demostrados incluso mucho antes de la ocurrencia de signos de 

alteraciones metabólicas y obesidad (Beilharz y col., 2014). Sin embargo, los 

mecanismos por los cuales periodos tan cortos de ingesta de DRG afectan al 

SNC no son muy claros todavía.   

Ha sido demostrado previamente que el consumo de DRG por periodos cortos 

de tiempo es capaz de sensibilizar el SI, el cual ante un estrés o un estímulo 

inmune débil produce una respuesta exacerbada. En este contexto el SNC se 

encuentra afectado y a su vez se producen deterioros funcionales en diversas 

áreas, siendo una de las más vulnerables el hipocampo (Kanoski y Davidson, 

2011; Sobesky y col., 2016). 

En el presente trabajo de tesis doctoral nos interesó evaluar el efecto en el SNC 

del consumo de DRG por un periodo corto de tiempo. Utilizamos un modelo de 

ingesta de DRG por 5 días, asociada a un estímulo inmune débil con LPS. Nos 

enfocamos específicamente en un proceso cognitivo dependiente de hipocampo, 

la consolidación de una memoria de miedo contextual. Nos propusimos 

determinar el efecto de este tipo de alimentación en etapas tempranas del 

consumo y los mecanismos involucrados. Determinamos además el efecto de α-

MSH, un neuropéptido de probado efecto antiinflamatorio y neuroprotector. 

Durante el tiempo de exposición a la DRG y DC se realizó el seguimiento en el 

incremento de peso de los grupos experimentales, sin encontrar diferencias 

significativas al comparar ambos grupos. Además, se determinaron diferentes 

parámetros periféricos al finalizar el periodo de la ingesta de ambas dietas. Las 

concentraciones de glucosa y triglicéridos no fueron diferentes entre ambos 

grupos, mientras que el nivel de colesterol total fue mayor en el grupo de 

animales alimentado con DRG en comparación al grupo alimentado con DC. 

Estos resultados sugieren que el consumo de DRG con el presente diseño 

experimental no genera alteraciones consistentes con síndrome metabólico. Sin 

embargo, el aumento observado en el colesterol total puede estar asociado a 

cambios en la expresión de proteínas hepáticas claves en el metabolismo del 
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mismo, induciendo de esta manera su aumento a nivel plasmático, como ha sido 

demostrado previamente en animales sometidos a una DRG durante 14 días 

(Magri-Tomaz y col., 2018). 

Para evaluar el deterioro en la expresión de una memoria de miedo contextual 

dependiente de hipocampo, se midió la conducta de congelamiento de los 

diferentes grupos experimentales. Los resultados demuestran que la ingesta de 

DRG por sí sola no produce alteraciones en la expresión de la memoria de miedo 

contextual respecto del grupo control. La ingesta de DRG asociada a LPS 

disminuye la expresión de esta memoria respecto de los grupos DC y DRG. 

Por otro lado, los resultados muestran que la dosis de LPS utilizada no produce 

cambios en la memoria en los animales que recibieron la DC. Esta dosis fue 

seleccionada en base a investigaciones publicadas, donde demostraron que no 

induce fiebre u otros síntomas inflamatorios severos (Johnson y col., 2002; 

Sobesky y col., 2016).  

Estos resultados avalan la hipótesis de que el consumo de una DRG durante un 

periodo corto sensibiliza al SI, que responde en forma aumentada ante un 

estímulo inmune e induce neuroinflamación. 

Con el fin de determinar el efecto de α-MSH sobre los cambios en la expresión 

de la memoria de miedo contextual observados en el grupo experimental DRG-

LPS, se administró α-MSH intrahipocampal. Al evaluar la expresión de la 

memoria, los resultados revelaron que el tratamiento con α-MSH revierte el 

efecto de la DRG asociada al estímulo inmune con LPS. Además, demuestran 

que α-MSH en ausencia de estímulos inflamatorios no produce modificaciones 

en esta memoria dependiente de hipocampo. 

Numerosas evidencias comprueban que el consumo de DRG por periodos 

prolongados de tiempo produce deterioro en las funciones cognitivas. Se han 

empleado diferentes test conductuales como laberinto acuático de Morris, 

laberinto de agua de brazos radiales, alternancia espontánea en laberinto en T 

o en Y y test de evitación para evaluar la memoria espacial, la cual depende de 

hipocampo. En todos estos modelos experimentales se encontró una asociación 

entre el consumo de DRG y el deterioro en el desempeño durante las sesiones 

de test de los animales de experimentación, aunque no siempre estos efectos 
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fueron asociados con un aumento de peso (Abbott y col., 2019; Park y col., 

2018). 

Por otra parte, existen escasas y controversiales evidencias que demuestran 

alteraciones conductuales en modelos de ingesta de DRG por periodos cortos 

de tiempo. En el reciente trabajo publicado por de Paula y col., demuestran que 

el consumo de DRG interfiere en el test de reconocimiento de objeto al tercer día 

de ingesta (de Paula y col., 2021). Trabajos anteriores muestran que durante 

este tiempo de ingesta de DRG no se observa deterioro en el aprendizaje de 

memorias dependientes de hipocampo. Sin embargo, sí observan el deterioro 

cognitivo cuando asocian el consumo de la dieta a un estímulo inmune débil o 

en animales de experimentación longevos (Sobesky y col., 2016; Spencer y col., 

2017). En todos estos reportes determinan que las alteraciones observadas en 

los test conductuales se acompañan del incremento de mediadores 

inflamatorios, principalmente en el hipocampo. 

En nuestro grupo de trabajo se demostró previamente, que la administración de 

IL-1β, citoquina proinflamatoria, interfiere durante el proceso de consolidación y 

reconsolidación de una memoria de miedo contextual en un modelo in vivo.  

Asimismo, se observó que el tratamiento con α-MSH fue eficaz para revertir el 

efecto de IL-1β (Gonzalez y col., 2009; Machado y col., 2010). En el presente 

trabajo, se probó el efecto neuroprotector de α-MSH, ya que fue capaz de revertir 

de manera significativa el deterioro causado por la ingesta de DRG más LPS 

sobre la consolidación de la memoria de miedo contextual evaluada.   

Resultados previos de nuestro grupo de investigación, particularmente 

enfocados en el efecto de IL-1β durante el proceso de consolidación de una 

memoria de miedo contextual, han revelado que esta citoquina interfiere a nivel 

presináptico disminuyendo la liberación de glutamato, mediante la vía de 

activación de la MAPK p38. También se determinó cuáles son las posibles vías 

por las que IL-1β afecta el proceso de consolidación a nivel postsináptico. Se 

observó que IL-1β retarda de manera temporal la activación de ERK2, el cual 

estimula la transcripción génica de BDNF, que también se encontró disminuido 

en presencia de IL-1β. Asimismo, se determinó el efecto de α-MSH posterior a 

la administración de IL-1β. Los resultados mostraron que la melanocortina, 
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restablece los niveles de fosforilación de ERK2 y los niveles de la proteína BDNF  

(Gonzalez y col., 2013, 2009). 

Las evidencias mencionadas anteriormente, junto al conocimiento del rol de la 

activación de las vías de señalización que llevan en última instancia a la síntesis 

de proteínas como BDNF, implicadas en los cambios estructurales claves para 

el almacenamiento de una memoria, nos llevaron a investigar si IL-1β interfiere 

en las modificaciones de la plasticidad sináptica estructural que subyacen al 

proceso de consolidación de una memoria de miedo contextual. Los resultados 

obtenidos del análisis de la densidad total de espinas dendríticas de neuronas 

piramidales de hipocampo demostraron que el tratamiento con IL-1β disminuye 

dicha densidad a expensas de la disminución en la densidad de espinas 

maduras, que son las de mayor actividad sináptica. La posterior administración 

de α-MSH fue capaz de atenuar este efecto (Herrera y col., 2019). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes respecto a los efectos de α-MSH en un 

contexto neuroinflamatorio, inducido por la administración de IL-1β, es probable 

que este neuropéptido revierta el efecto de la ingesta de una DRG más un 

estímulo inmune sobre la expresión de una memoria de miedo contextual 

mediante mecanismos similares. 

Como mencionamos anteriormente durante el proceso de consolidación de una 

memoria es crítica la regulación de los cambios bioquímicos, moleculares y 

estructurales que subyacen a la formación de los procesos sinápticos 

excitatorios estables. 

A continuación, evaluamos si el déficit en la expresión de la memoria de miedo 

contextual observado en el presente modelo experimental (consumo de DRG 

más un estímulo inmune débil con LPS) está asociado a cambios en la 

plasticidad sináptica estructural. Los resultados nos muestran que la DRG por sí 

sola no afecta la densidad total de espinas dendríticas, sin embargo, al estar 

asociada al estímulo inmune se observa una disminución significativa de esta 

densidad respecto de todos los grupos experimentales. Al clasificar los diferentes 

tipos de espinas observamos una disminución tanto en la densidad de espinas 

maduras como de espinas finas.  
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Al analizar si el tratamiento con α-MSH interfiere en los cambios estructurales 

ocasionados por la DRG más LPS, observamos un aumento de la densidad total 

de espinas dendríticas a expensas de ambos tipos de espinas, maduras y finas. 

Los cambios observados en el número y forma de espinas dendríticas son 

consistentes con los resultados del test conductual. 

Además, observamos un aumento significativo de la densidad de espinas 

maduras en los animales que recibieron DC y el tratamiento de LPS respecto a 

los grupos DC y DRG. Este efecto podría estar asociado a un aumento moderado 

de citoquinas inflamatorias en el SNC, ya que se ha descripto que IL-1β e IL-2, 

en bajas concentraciones, favorecen la actividad sináptica (Alves y col., 2017; 

Goshen y col., 2007). Por otra parte, la dosis de α-MSH empleada produjo un 

incremento significativo en la densidad de espinas maduras en el grupo de 

animales alimentado con DC. Se ha demostrado en modelos in vitro de neuronas 

de hipocampo que la estimulación de los MC4R postsinápticos favorecen tanto 

la plasticidad sináptica estructural (aumento de espinas maduras) como la 

plasticidad sináptica funcional (facilitación de LTP). Esta evidencia indica la 

importante participación del receptor en la regulación de la plasticidad sináptica 

excitatoria (Shen y col., 2013), lo cual es consistente con el efecto de α-MSH 

observado en el presente modelo in vivo. Sin embargo, este aumento de la 

plasticidad sináptica estructural si bien fue significativo, no fue suficiente para 

producir cambios en la expresión de la memoria en los animales alimentados con 

DC. 

Una de las metodologías que se utiliza para determinar la plasticidad sináptica 

funcional, la cual está correlacionada con el número y la fuerza de conexiones 

sinápticas, son los registros de LTP. Los cambios observados en la plasticidad 

sináptica estructural se correlacionan con antecedentes que describen el efecto 

del consumo de DRG en registros de LTP. Diferentes modelos de animales 

expuestos al consumo de DRG, ya sea en modelos de consumo prolongado en 

animales jóvenes o longevos, como en animales expuestos a periodos cortos de 

tiempo, revelaron una reducción de los registros de LTP en hipocampo, Además, 

demostraron que esta disminución del LTP se asoció a un déficit en la expresión 

del receptor TrkB (receptor de BDNF) y de la proteína PSD-95, proteína 
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postsináptica esencial en la maduración de sinapsis excitatoria (Crispino y col., 

2020; Davis y col., 2021; Paulo y col., 2021; Ramírez y col., 2022). 

Por otro lado, el efecto modulador de α-MSH observado en el presente modelo 

experimental podría estar asociado a la activación de su receptor MC4, presente 

en la región postsináptica. Está demostrado que la activación de MC4R estimula 

la inserción de receptores AMPA y en consecuencia facilita la generación de LTP 

e incrementa la fuerza sináptica. Además, se describió que la activación de 

MC4R en un modelo de ratón con EA es capaz de atenuar el daño en la 

plasticidad sináptica (Shen y col., 2013, 2016). Estos antecedentes, son 

consistentes con resultados previos de nuestro grupo de investigación sobre el 

efecto modulador de α-MSH en los cambios de la plasticidad sináptica estructural 

en un modelo de neuroinflamación aguda (Herrera y col., 2019). 

El SNC requiere de gran generación de energía para desarrollar sus funciones, 

por lo que la actividad durante los procesos de trasmisión sináptica presenta una 

alta demanda de la función mitocondrial. Las mitocondrias son fundamentales 

para la generación de energía mediante la cadena respiratoria, además, son 

altamente dinámicas y tienen la capacidad de responder ante cambios en el 

microambiente celular. Durante los procesos neuroinflamatorios la función 

metabólica de las mitocondrias se encuentra alterada y en consecuencia se 

produce un desbalance en la producción de ERO que excede la capacidad 

antioxidante del SNC, causando daño celular por aumento del estrés oxidativo  

(Carraro y col., 2018; Cavaliere y col., 2019; Dietrich y col., 2013). 

Las ERO son moléculas inestables de vida media muy corta que presentan alta 

capacidad de reaccionar con macromoléculas presentes en los tejidos como 

lípidos, proteínas y ADN. Los productos resultantes de estas reacciones son más 

estables e indicativos indirectos del estado de estrés oxidativo. En el modelo 

experimental utilizado medimos los niveles de AOPP y MDA. El consumo de 

DRG durante cinco días no produjo un incremento en los niveles de AOPP o de 

MDA, respecto al consumo de DC. Sin embargo, al estar asociado al estímulo 

inmune débil (LPS) los niveles de ambos indicadores fueron significativamente 

mayores. Por otra parte, este incremento se revirtió en el grupo experimental 

DRG más LPS, que además fue tratado con α-MSH. Estos resultados sugieren 

que el consumo de DRG aumenta la vulnerabilidad del hipocampo a que se 
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produzca una disfunción mitocondrial, lo cual podría estar reflejado en el 

desbalance entre la capacidad antioxidativa y oxidativa del SNC. El tratamiento 

con α-MSH es capaz de atenuar el efecto de la DRG asociada a LPS.  

Se ha demostrado que existen receptores MC4 en células de la glía, 

particularmente en astrocitos. La activación de estos receptores por α-MSH, fue 

capaz de atenuar la producción de iNOS y COX2 en cultivo de astrocitos bajo la 

estimulación inflamatoria con LPS-IFN-γ (Caruso y col., 2007a). Además, se ha 

demostrado que el ácido palmítico (AP), el ácido graso libre más abundante en 

alimentos ricos en grasa, produce una respuesta proinflamatoria en astrocitos y 

microglía. El AP aumenta el daño oxidativo siendo una de las posibles vías de 

acción la disminución en la actividad de las enzimas antioxidantes, superóxido 

dismutasa (SOD) y γ-glutamato cisteína ligasa (γ-GSH). El tratamiento con NDP-

α-MSH demostró favorecer la actividad de SOD e incrementar los niveles de 

GSH. En el mismo modelo experimental se observó que AP disminuye la 

expresión de BDNF. El tratamiento con NDP-α-MSH revierte este efecto 

(Ramírez y col., 2019; Saba y col., 2018). Además, el efecto neuroprotector de 

α-MSH se ha demostrado en otros modelos experimentales como el de EA, 

donde fue capaz de disminuir el nivel de mediadores inflamatorios y apoptóticos 

y el estrés oxidativo disminuyendo de esta manera la pérdida neuronal. También 

se observó la reversión del deterioro cognitivo (Giuliani y col., 2014a; Zhang y 

col., 2014). 

Estas evidencias en conjunto sustentan los posibles mecanismos de acción por 

los cuales α-MSH ejerce su acción antioxidante, los cuales podrían estar 

mediando los efectos observados en el presente modelo experimental.  

En el proceso de peroxidación lipídica, el radical hidroxilo y el peroxinitrilo 

reaccionan con los enlaces dobles de los ácidos grasos presentes en las 

membranas celulares. Estos productos y las ERO, a su vez modifican las 

proteínas de tal forma que afectan sus funciones, esto puede resultar en la 

agregación y entrecruzamiento de proteínas del citoesqueleto que participan en 

la regulación de la estructura neuronal y el transporte axonal (Mattson y Liu, 

2002), con lo cual el estrés oxidativo podría interferir en las modificaciones de la 

plasticidad sináptica estructural que subyacen al proceso de consolidación de la 

memoria.  
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En el hipocampo también se incrementa el estado de estrés oxidativo por causa 

de la vejez, la exposición a radiación o deficiencia de SOD. Se ha demostrado 

que estos factores son capaces de afectar la estructura y densidad de las 

espinas dendríticas. Particularmente, la irradiación en el cráneo es capaz de 

incrementar el estrés oxidativo y la neuroinflamación llevando a una disminución 

de espinas maduras y en consecuencia interfiere en la estabilidad y fuerza 

sináptica (Huang y col., 2015). 

Por otra parte, se demostró que la ingesta de DRG por un periodo prolongado 

de tiempo también fue capaz de incrementar las ERO en hipocampo, este 

aumento del estrés oxidativo se observó junto a la pérdida del número de espinas 

dendritas y a una disminución de la sobrevida de neuronas (Saiyasit y col., 2020).  

Estos antecedentes, junto a los resultados obtenidos en el presente trabajo 

siguieren que el desbalance redox es capaz de afectar la plasticidad sináptica 

estructural y en consecuencia afectar de manera negativa los procesos de 

aprendizaje y memoria dependiente de hipocampo. 

Los astrocitos forman parte de las células de la glía, y presentan un rol 

fundamental en la fisiología y en la resolución de procesos patológicos del SNC. 

Estás células intervienen en diversas funciones desde la sinaptogénesis hasta la 

regulación del metabolismo neuronal. Mediante su participación en la BHE 

regulan la comunicación del SNC con la periferia. En condiciones fisiológicas 

estas células son un componente importante en la sinapsis tripartita, ya que sus 

proyecciones contactan con las membranas pre y postsináptica, participando de 

esta manera en la liberación y recaptación de neurotransmisores, en la 

modulación de la excitabilidad neuronal y de la plasticidad sináptica. Influyendo 

así en múltiples procesos de aprendizaje y memoria (Sanmarco y col., 2021). 

Por otra parte, los astrocitos presentan una población heterogénea dentro del 

SNC, la cual varia en las diferentes regiones del cerebro e incluso dentro la 

misma región. Se han descripto diferentes subconjuntos de astrocitos basándose 

en los diferentes estímulos a los cuales responden, en la morfología y en la 

expresión de genes. Ante diferentes procesos patológicos los astrocitos 

responden modificando sus características, esta respuesta se denomina 

astrogliosis reactiva y también ocurre de manera heterogénea. Diversos estudios 
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han demostrado que dentro del estado de astrogliosis reactiva existe un 

subconjunto de astrocitos que expresan moléculas que limitan el proceso 

inflamatorio (frecuentemente denominados A2), mientras que otro subconjunto 

expresan moléculas que favorecen la neuroinflamación (frecuentemente 

denominados A1) (Boghdadi y col., 2020). Los astrocitos desencadenan su 

polarización al estado reactivo a través de la vía de señalización de NF-κB la 

cual es estimulada por la presencia de mediadores inflamatorios (TNF-α, IL-1β 

and IL-17), de ERO y de agonistas del receptor Toll-like (Giovannoni y Quintana, 

2020; Lee y col., 2022). 

Los cambios en la expresión de proteínas que experimentan los astrocitos 

reactivos son ampliamente utilizados para monitorear la astrogliosis reactiva. El 

marcador mayormente empleado es la expresión de GFAP. Esta proteína 

aumenta su expresión en muchos astrocitos ante diferentes estímulos nocivos 

para el SNC. Sin embargo, no todos experimentan el aumento de GFAP, dando 

cuenta de la heterogeneidad de la respuesta de los diferentes subconjuntos de 

astrocitos, que depende de la localización en el SNC, del tipo de injuria que los 

estimula y de su proximidad a la injuria o lesión. El cambio en la expresión de 

GFAP, a su vez se acompaña de modificaciones en el volumen (hipertrofia) y 

número de ramificaciones de los astrocitos. Otro cambio característico que se 

puede observar en la astrogliosis reactiva es la proliferación de astrocitos. 

Durante este proceso de proliferación hay un incremento en la proteína nuclear 

Ki-67, cuya función es regular la proliferación celular, que al ser combinada con 

la inmunomarcación de células GFAP+ aporta una herramienta que nos indica el 

porcentaje de proliferación celular especifica de astrocitos (Cui y col., 2011; Lee 

y col., 2022; Pekny y col., 2014).  

Teniendo en cuenta la participación de los astrocitos en la mantención de la 

homeostasis del SNC y en la resolución de procesos nueroinflamatorios 

evaluamos cambios en la expresión de GFAP y en la proliferación de los 

astrocitos presentes en HD.  

Los resultados obtenidos en cuanto a la proliferación de astrocitos (células 

GFAP+/Ki-67+) indican que la DRG por sí sola no induce cambios, sin embargo, 

cuando la DRG está asociada al estímulo inmune débil la proliferación se 

incrementa significativamente. Por otra parte, al evaluar esta característica en el 
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grupo experimental alimentado con DRG más el estímulo inmune y el tratamiento 

con α-MSH se observó una disminución significativa en la proliferación de 

astrocitos respecto del grupo DRG-LPS, aunque no fue suficiente para 

restablecer los valores de los grupos controles.  

El efecto de α-MSH en la activación y proliferación de astrocitos también se ha 

demostrado en un modelo de isquemia cerebral, el cual induce neuroinflamación. 

En este modelo se observó una reducción de la proliferación de astrocitos y de 

GFAP luego del tratamiento con α-MSH. Cabe destacar que, esta acción 

neuroprotectora fue observada empleando un tratamiento con inyecciones i.p. 

de α-MSH (0.5 mg/kg) 30 min posteriores a la inducción de la isquemia cerebral, 

seguida de inyecciones diarias durante cuatro días consecutivos (Forslin 

Aronsson y col., 2006). 

En cuanto al porcentaje de área ocupado por GFAP, pudimos observar que el 

consumo de la DRG durante los cinco días fue suficiente para aumentar dicha 

área, respecto al consumo de DC. Además, el consumo de DRG asociado al 

desafío inmune, incrementó aún más el área ocupada por GFAP. En el grupo 

DRG-LPS tratado con α-MSH también se observó un incremento significativo del 

porcentaje de área ocupado por GFAP.  

Los cambios observados en las características que indican astrogliosis reactiva, 

por un lado, nos dan cuenta de la heterogeneidad en la respuesta de los 

astrocitos ya que el grupo DRG no presentó modificaciones en la proliferación, 

sin embargo, demostró un aumento en la expresión de GFAP; por otra parte, los 

grupos DRG-LPS y DRG-LPS-α-MSH aumentaron tanto la proliferación de 

astrocitos como el porcentaje de área ocupado por GFAP.  

El aumento de GFAP del grupo DRG-LPS podría estar estimulando la 

polarización de los astrocitos hacia una subpoblación asociada a una respuesta 

inflamatoria, ya que este grupo experimental también presentó una disminución 

en la plasticidad sináptica estructural e incremento de los marcadores indirectos 

de estrés oxidativo.     

Los astrocitos presentan diversos receptores acoplados a proteína G que 

pueden ser activados por neurotrasmisores, neuromoduladores y neuropéptidos. 

Estos receptores regulan los niveles de AMPc intracelular. La presencia de 
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citoquinas proinflamatorias disminuye los niveles de AMPc y estimula la 

activación de NF-κB, mientras que el incremento de AMPc previene la acción de 

NF-κB y la subsecuente neuroinflamación (Zhou y col., 2019). Como fue 

mencionado anteriormente los astrocitos presentan receptores MC4, los cuales 

están asociados a proteína G que activan a la enzima adenilato ciclasa y el 

consecuente incremento de AMPc (Caruso y col., 2012). Se ha demostrado, en 

cultivo de astrocitos estimulados con mediadores inflamatorios, que la activación 

de MC4R reduce la producción de ON e iNOS, presenta acción antiapoptótica, 

incrementa la expresión de BDNF y la expresión de enzimas antioxidantes 

(Caruso y col., 2007b, 2012; Ramírez y col., 2019). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, es posible que el grupo DRG-LPS 

tratado con α-MSH presente astrocitos que estén asociados a una respuesta 

antiinflamatoria, ya que el tratamiento con α-MSH también demostró tener un 

efecto favorable en la expresión de la memoria de miedo contextual, en la 

plasticidad sináptica estructural y en el estrés oxidativo. Estos efectos no fueron 

acompañados de la disminución en el porcentaje de área ocupado por GFAP. 

Sin embargo, en algunas publicaciones se describe un aumento de GFAP tanto 

en astrocitos pro como antiinflamatorios (A1 o A2) (Potokar y col., 2020). 

La importancia de conocer los efectos del consumo de una DRG sobre la 

consolidación de una memoria de miedo contextual y los mecanismos 

involucrados permitiría abordar posibles estrategias para lograr tratamientos que 

reviertan estos efectos.  

Basándonos en antecedentes de nuestro laboratorio y de otras publicaciones, 

donde se demostró ampliamente el efecto neuroprotector, antiinflamatorio y 

antioxidante del péptido melanocortinérgico α-MSH, y más aún con los 

resultados obtenidos en este trabajo de tesis, es que nos propusimos diseñar 

una posible estrategia terapéutica para la administración periférica del péptido. 

Se desarrollaron NP de quitosano con tween cargadas con un agonista sintético 

del receptor MC4, denominado [Nle4,D-Phe7]-α-MSH (NDP-α-MSH).  

α-MSH no presenta toxicidad para el organismo, sin embargo, su vida media es 

muy corta ya que es susceptible a la degradación enzimática. Por este motivo se 

han sintetizado agonistas capaces de aumentar la vida media del péptido sin 



Discusión 

116 
 

perder la afinidad por los receptores MC4, manteniendo de esta manera las 

características farmacodinámicas y cinéticas adecuadas para su distribución y 

acción. Se ha demostrado previamente en ensayos in vitro e in vivo que NDP-α-

MSH conserva los efectos del péptido α-MSH (Caruso y col., 2012; Ramírez y 

col., 2019). 

Los experimentos conductuales que se utilizaron para determinar la eficacia de 

la terapia con nanopartículas fueron realizados en el modelo experimental de 

consumo de DRG por cinco días más el desafío inmune y también en un modelo 

experimental de consumo prolongado de DRG, de ocho semanas de ingesta.  

En el modelo experimental de consumo corto de DRG asociado al estímulo con 

LPS, el tratamiento periférico con las NP cargadas con NDP-α-MSH revirtió el 

deterioro en la expresión de la memoria evaluada.  

Evaluamos también un modelo de consumo prolongado de DRG (ocho semanas 

de ingesta), en el cual también observamos la interferencia en la expresión de la 

memoria. Estos resultados son consistentes con numerosos antecedentes que 

describen déficits cognitivos y otros cambios a nivel de SNC. Al igual que en el 

diseño experimental anterior, el empleo de la nanoterapia con NDP-α-MSH 

demostró ser efectiva para revertir el deterioro en la expresión de la memoria de 

miedo contextual.  

Estos hallazgos sugieren que el uso de la nanoterapia es efectivo como 

estrategia para proteger al análogo de α-MSH de la degradación enzimática y 

favorecer su llegada al hipocampo, y lo que es más importante, atenuar los daños 

a nivel cognitivo, asociados al consumo de DRG. 
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Los efectos neuroprotectores de α-MSH han sido demostrados en modelos de 

neuroinflamación y de enfermedades neurodegerativas. En este trabajo de tesis 

estudiamos su efecto en un modelo de neuroinflamación inducida por la ingesta 

de DRG, que no ha sido previamente abordado. Dado que el hipocampo es un 

área involucrada en los procesos de memoria y particularmente sensible a los 

procesos neuroinflamatorios, estudiamos los efectos de la dieta en la memoria 

contextual y los mecanismos involucrados. Se determinaron cambios en la 

plasticidad sináptica estructural, en el estado de estrés oxidativo y la reactividad 

de los astrocitos. 

Los resultados demuestran que α-MSH es capaz de revertir el déficit cognitivo 

actuando tanto a nivel neuronal como glial, induciendo cambios en la plasticidad 

sináptica, el estrés oxidativo y modulando la reactividad astrocitaria (Fig. 27).  

El uso de la nanoterapia demostró ser eficiente para revertir el deterioro cognitivo 

en animales sometidos a DRG durante distintos períodos, y plantea el potencial 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas (Fig. 28). 

Los resultados obtenidos demuestran el importante efecto neuromodulador de 

α-MSH en un proceso de neuroinflamación inducido por la ingesta de una dieta 

rica en grasas. 
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Figura 27. Resumen gráfico del efecto neuroprotector de α-MSH sobre el 
deterioro de una memoria dependiente de hipocampo y los cambios 
estructurales y moleculares inducidos por el consumo de DRG a corto 
plazo asociado a un estímulo inmune débil. Creado en BioRender 
(www.biorender.com).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Resumen gráfico del efecto eficaz de la nanoterapia sobre el 
deterioro de una memoria dependiente de hipocampo inducido por el 
consumo de DRG a corto plazo asociado a un estímulo inmune débil y a 
largo plazo. Creado en BioRender (www.biorender.com).  
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