8/2/23, 11:58 Creative Commons — Atribucién-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional — CC BY-NC-SA 4.0

Esta pagina esta disponible en los siguientes idiomas:

Abstract Licencia Creative
Commons

Atribucion-NoComercial-Compartirigual 4.0
Internacional (CC BY-NC-SA 4.0)

Este es un resumen legible por humanos de (y no un sustituto) de la licencia .

Usted es libre de:

Compartir — copiar y redistribuir el material en cualquier medio o formato
Adaptar — remezclar, transformary construir a partir del material

La licenciante no puede revocar estas libertades en tanto usted siga los términos de la licencia

Bajo los siguientes términos:

® Atribucion — Usted debe dar crédito de manera adecuada, brindar un enlace a la
licencia, e indicar si se han realizado cambios . Puede hacerlo en cualquier forma
razonable, pero no de forma tal que sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la
licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

@ Compartirlgual — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, debe distribuir su
contribucion bajo la misma licencia del original.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas
tecnoldgicas que restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la
licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o
cuando su uso esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable .

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es 1/2


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/legalcode

8/2/23, 11:58 Creative Commons — Atribucién-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional — CC BY-NC-SA 4.0

No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el
uso que tenga previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad o
derechos morales pueden limitar la forma en que utilizan el material.

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es 2/2



Departamento de CONICET

FARMACOLOGIA (\"\ Universidad
Otto Orsingher de Cérdoba
Facultad de Ciencias Quimicas

Universidad Nacional de Cérdoba I F E C

Efecto de a-MSH sobre el
deterioro cognitivo inducido
por neuroinflamacion
asociada al consumo de una
dieta rica en grasas.

TESIS DE DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

Lucia Guadalupe Ximena Herrera

Bioquimica

Universidad Nacional de Cérdoba
Facultad de Ciencias Quimicas
Departamento de Farmacologia Otto Orsingher
Instituto de Farmacologia Experimental Cérdoba (IFEC-CONICET)
Codrdoba, Argentina
2023



Comision de tesis

Directora:

Dra. Teresa Nieves Scimonelli. Departamento de Farmacologia Otto
Orsingher. Facultad de Ciencias Quimicas, UNC. IFEC-CONICET.

Comision Evaluadora:

Dra. Andrea Beatriz Cragnolini. Instituto de Investigaciones Bioldgicas y
Tecnoldgicas, CONICET-UNC.

Dr. Gabriel Ricardo Cuadra. Departamento de Farmacologia Otto
Orsingher. Facultad de Ciencias Quimicas, UNC. IFEC-CONICET.

Dr. Pablo Iribarren. Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de
Ciencias Quimicas, UNC. CIBICI-CONICET.

Evaluadora Externa:

Dra. Maria José Bellini. Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La
Plata "Prof. Dr. Rodolfo R. Brenner" — CONICET.



El presente trabajo de tesis ha sido realizado integramente en el Departamento
de Farmacologia Otto Orsingher, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional de Cérdoba (UNC), Instituto de Farmacologia Experimental Cérdoba
(IFEC-CONICET), de acuerdo a la reglamentacion vigente en dicha facultad para

optar por el grado de Doctor en Ciencias Quimicas.

Durante su ejecucion, la autora fue becada por el Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

Para la realizacion de este trabajo, se contd con el apoyo financiero de subsidios
otorgados por: CONICET, la Secretaria de Ciencia y Tecnologia (SECyT-UNC)
y la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Técnica (FONCyT).

Se cumplimentdé con los cursos requeridos y se realizaron actividades docentes
en las asignaturas Anatomia, Fisiologia y Fisiopatologia Humana | y Il (AFFH 'y
Il) de la carrera de Farmacia y Fundamentos de Fisiologia Vegetal y Animal de
la carrera de Biotecnologia, contando para ello con un cargo de Profesor
Asistente (dedicacion simple) obtenido por concurso y un cargo de Profesor

Asistente (dedicacion exclusiva) interino desde abril del 2022.



Agradecimientos

A la Facultad de Ciencias Quimicas por brindarme el espacio de formacion desde
mi carrera de grado hasta mi postgrado. Por darme la posibilidad de compartir
mis conocimientos en el aula y poder aportar mi granito de arena a la comunidad
de esta facultad.

A CONICET, SECyT y Agencia I+D+i por la financiacion para desarrollar el
trabajo de tesis.

Al departamento de Farmacologia Otto Orsingher e IFEC por brindarme el
espacio para mi crecimiento y formacién. A cada uno de los investigadores que
forman parte del departamento, por su trabajo incansable ante toda
circunstancia.

A la comisién asesora Dra. Andrea Cragnolini, Dr. Pablo Iribarren y Dr. Gabriel
Cuadra por acompafarme en estos afios y poner a disposicion sus
conocimientos y recursos para llevar adelante el proyecto de tesis. En cada
reunién anual me hicieron sentir su respeto. A la evaluadora externa Dra. Maria
José Bellini por ceder parte de su tiempo para evaluar la tesis.

A mi directora de tesis Dra. Teresa Scimonelli, Techi, gracias por abrirme las
puestas de tu grupo, por la paciencia, por ensefiarme a calmar mi espiritu y a
avanzar sin prisa, pero sin pausa. En estos afios nos pasaron todas, pero
siempre fuiste para adelante, siendo para mi un ejemplo de fortaleza y
compromiso.

Al equipo de investigadores del departamento, quienes han sido un ejemplo en
mi formacion y de todos recibi algun consejo. Gracias por la predisposicién cada
vez que necesité ayuda.

Al Dr. Gaston Calfa, por la paciencia, por las largas horas de charlas de espinas,
memoria y deporte. Por ensafiarme a cuestionar cada uno de mis experimentos
y resultados.

A la Dra. Irene Martijena por sus consejos y por guiarme en muchas cuestiones
administrativas.

Al equipo de técnicos Estela, Lorena y Leo, fueron fundamentales en lograr este
objetivo, de cada uno aprendi un montén y hoy les debo lo que se hacer en la
mesada. Gracias por tantas charlas de catarsis entre experimentos.

Al equipo del bioterio Yani, Javi y Nico por ensefiarme con tanta paciencia la
dinamica del trabajo dentro del bioterio y el cuidado de los animales.

A las secres Silvi y Maria José (Teacher) por estar atentas y tener todas las
cuestiones burocraticas al dia, fue (y es) una ayuda enorme.

A Gladys (Gladiola) por tantos cafecitos y tantas descongeladas del freezer.



Al equipo de AFFH de quienes aprendi a dictar clases, siempre dispuestos a
trabajar en conjunto y coordinando los trabajos practicos para poder realizar los
experimentos y asistir a los congresos.

A Silvi Bustos, Dani y Eli las mejores compareras de TP durante la pandemia,
me hicieron divertir y ensefiaron mucho durante ese periodo.

A Martin Basmadjian, compafiero de practicas quien me ayudo desde mi llegada
al departamento.

A lvana, hermana cientifica que me recibié en el grupo y me acompafié en los
primeros experimentos.

A Vane, amiga siempre presente sin importar la distancia ni la diferencia horaria,
por tantas charlas y preguntas picantes. Feliz de recibir tu apoyo amiga.

A Luz, con quien comparti tantos afios y construimos una amistad tan linda.
Gracias por tantas catarsis, por compartir tantos momentos de felicidad y otros
mas dificiles. Te quiero un montoén.

A Pauli Albrecht por compartir tantas horas de laboratorio y convencerme de
llegar a la montana.

A Lucia y Lean los mas pequefios compareros de escritorios, que me ponian al
dia con las novedades y escuchaban el minuto a minuto del avance de mi tesis.

A Ramiro, amigo gracias por estar en todo momento, por tanta ayuda, por
escucharme, por compartir el consejo departamental y ensefiarme como ser en
el mundo de la gestion de la facultad.

A Leito, construimos una gran amistad que mas alla de las diferencias
ideologicas me ensainaste a ver que no todo es blanco o negro, a exponer las
ideas en las actividades de gestion, me escuchaste con paciencia y mucho
respeto.

A todo el grupo de becarios, con los que comparti desde mi llegada al
departamento, los que se fueron sumando y los mas nuevos, de todos siempre
aprendi y sigo aprendiendo. Son un grupo de personas con una energia
incansable y muy solidarios, hicieron que cada dia de trabajo tenga un motivo
para sonreir.

A mi grupo de entrenamiento, Runners Cba, del que formo parte desde el mismo
comienzo de la tesis. Gracias por acompafiarme en todo este camino, conoci a
personas increibles cada uno con una historia diferente y todos pensando en
superarse dia a dia, fueron un ejemplo para mi.

A mi entrenador, Pablo Mana, quien confio en mi y me ensefié que siempre se
puede un poquito mas. Tu confianza me ayudd a superar cada desafio no solo
en lo deportivo.

A mis amigos, Los Huérfanos, Gabi, Jorgito, Dana, Mari y Koki los que me
hicieron parte de un grupo de personas tan buenas, los primeros que escucharon
el paso a paso de este gran proyecto, lograr hacer la tesis. Especialmente

v



agradecida con Danita, Mari y Koki por compartir todos los momentos, los
mejores y los mas criticos, siempre tan atentas y apoyandome en todo.

A Nati Tossollini, Vero Loyola, Fede Ogando y Tebi Mendez personas que
llegaron a enseiarme a ser paciente, que siempre demostraron tener una gran
confianza en mi y tenian los consejos justos en cada momento.

A mis amigos de siempre, los del comienzo, los que son mi ejemplo quienes
ademas de ser grandes profesionales son sobre todo buenas personas. Siempre
son motivo de risas y buenas juntadas que me llenan el alma de felicidad. Los
quiero un montén Dani, Vane, Romi, Lobito, Crico, Nery, Charly, Juan Cruz,
Juancito Bianco.

A mis abuelos, Lela y Lelo, mis abuelos que me ensefiaron a darlo lo mejor de
mi siempre y trabajar con honestidad. Anita y Coco, quienes me acompafan
desde siempre estan siempre atentos a que nada me falte y son mi mayor
ejemplo de personas buenas y nobles. Bicho y Fany, gracias por confiar en mi.

A mis hermanos, Ro, Lucas y Belén, nada seria lo mismo sin ustedes. Nadie me
conoce y me aguanta mas que ustedes. Son indispensables en mi vida y un
ejemplo de superacion y luchadores por cumplir cada meta.

A mis padres, quienes me ensefan a seguir adelante a ir por lo dificil y no bajar
los brazos. Quienes siempre trabajan en equipo por la familia y nos ensefaron
mas de una vez la resiliencia. Pilares fundamentales en mi crecimiento como
persona, gracias por ensefarme a vivir con valores de responsabilidad,
solidaridad y humanos.

Por udltimo, y no menos importante, gracias a mi por entender que nada se
consigue sin trabajo y que cada paso conseguido vale mas cuando se hace en
base a honestidad, disciplina y esfuerzo.

Pero antes de empezar un viaje
debemos pensar a donde
queremos llegar. Y, mas importante,

en quién nos queremos convetrtir.

A MI FAMILIA



iNDICE

ABREVIATURAS ...t s s s s s s s s s s s s s as s s sssnsnnsnsnnnnn 9
RESUMEN........ s s s s s e e s s 12
Y= 25 1 3 O N 16
INTRODUCCION........oucueeicscerescsssseseessssesesssesessssases s sse st aessssessasssansassssesssssseseasanes 20
DIETAS RICAS EN GRASAS Y NEUROINFLAMACION ........ccceveemrreercreereeseesesnens 23
Efectos de DRG sobre memorias dependientes de hipocampo..............cccccoveeieinrennnen. 26
APRENDIZAJE Y MEMORIA ... s s s s s 28
Condicionamiento de miedo contextual ..............cooceeiiiniiiiiiiiiien 29

Estructura del hipocampo y su participacion en la formaciéon de una memoria de miedo

oo T 1 =) T U - P PRSP 31
Plasticidad SiNAPLICA..........coooiiicee et eaaee s 32
MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LOS EFECTOS DE DRG SOBRE
PROCESOS DE MEMORIA ..o s s s s s s s e s snnnnens 34
SISTEMA MELANOCORTINERGICO ........ccoeveuiereiereeeseeeseesseessesessesessssessssesssnens 40
Mecanismos de accion de o-IMISH .............coiiiiiiiiiiiiee e 43
Efecto antiinflamatorio y antioxidante de a-MSH ..............ccccoooiiii i, 44
Efecto neuroprotector de 0-IVISH ............coccviiiiiiiiiiiiiie e e 46
HIPOTESIS Y OBJETIVOS .......coueieueieaeteseseeseeesesessesesseseessssssessssessssessssenssssssssssssnens 50
HIPOTESIS .....coueieacerecaessesee e sssesessss s s sse s sesss s ssasesssss s ssssssesssssssnssassnens 51
OBJETIVO GENERAL.........e s s s s s s mmnnnn 52
OBJETIVOS ESPECIFICOS........coeueieeerieecseeesseesssesssessssesssssssssesssssssssssssssssssssssanes 53
MATERIALES Y METODOS .......occceteuerirueeessesessesessesesessssessssessssssssssssssssssssssssssssensens 54
ANIMALES ... s 55
D | 56
CIRUGIA ESTEREOTAXICA.....c.cuvurmeuemrereesesseessssasmessssesessssssessasssasssssssessssssansass 56
INYECCION INTRAHIPOCAMPAL.........coeeereeereeenesesseseesssessssessssssssssssssssssssssssns 57
DROGAS: ADMINISTRACION Y DOSIS......cocoeeeeereeeeceeeseesssessssessssessssessssesssssans 58
DETERMINACION DE METABOLITOS PERIFERICOS........ccccceveemreerereeeseensaeans 59
ANALISIS HISTOLOGICO.........cocerecucmrereeeeseresesssseeasssasessssssessssssasssssssessssssessasases 60
CONDICIONAMIENTO DE MIEDO CONTEXTUAL........ccumummmmmmmnmrnnnnnnnnnennnnennnnnnnnns 61
Aparato de condicionamiento de miedo.............c.ccceeiiiiiiii i 61
Sesion de entrenamiento ... 61
SESION @ LESK ...t 62
Evaluacion del miedo condicionado..............cccccooiiiinciniinicee 62
DISECCION .......oeiiueerercuessest e e e seassses st sess e aesss e st s s e e aeass e eas s et ennssaeas 62
DETERMINACION DE BIOMARCADORES INDIRECTOS DE ESTRES OXIDATIVO
................................................................................................................................ 63



Preparacion del homogenato de hipocampo dorsal..............cccccovviiiiiiieiiccciie e, 63
Cuantificacion de productos proteicos de oxidacidon avanzada (AOPP)...............ccee...ee.. 63

Cuantificacion del producto derivado de la oxidacion lipidica, malondialdehido (MIDA) 64

PERFUSION ...ttt seceeee s eesas s sse s e s s e e et sa st s s e s s s ae e e e eesnens 64
Preparacion de las muestras para evaluacion de plasticidad sinaptica estructural ........ 64
ANALISIS DE LA PLASTICIDAD SINAPTICA ESTRUCTURAL........ccceeereeruenrnnn. 65
Preparacion de las muestras para evaluacion de reactividad y proliferacién de astrocitos
............................................................................................................................................. 66
ANALISIS DE LA REACTIVIDAD Y PROLIFERACION DE ASTROCITOS
INMUNOFLUORESCENCIA ...ttt s e s e s e s e s e e s s s mm s s s s e e e e nnmnnn 67
ANALISIS ESTADISTICO........cceoeeererirereressssrssssssssssesssssssesssesssssssssssssasssssssssssssnes 69
RESULTADOS ...t s s s s s re s msasssss s s s s e s s s mmm s sss s e e e s s s mmmssssssssenennnnannssnnnssnnnnnnn 70
CAPITULO I: Déficit cognitivo inducido por una DRG asociada a un estimulo
inmune. Rol modulador de a-MSH ... e 71

la. Efecto del consumo de una DRG sobre la variacion del peso y los niveles de glucosa,
colesterol y trigliCeridos. ...........oooviiiiiec e e 72

Ib. Efecto de a-MSH sobre la consolidacion de una memoria de miedo contextual en
animales que consumieron DRG durante cinco dias y recibieron un estimulo inmune
Lo 1]+ Y1 1RO 74

CAPITULO II: Efecto de a-MSH sobre cambios en la plasticidad estructural del
hipocampo dorsal durante el proceso de consolidacién de una memoria
contextual de miedo, en animales expuestos a DRG mas un estimulo inmune

L 1= o | 77

lla. Efecto de a-MSH sobre cambios en la densidad total de espinas dendriticas en
hipocampo dorsal inducidos por el consumo de una DRG asociada a un estimulo inmune
Lo 1= o | PSS 78

Ilb. Efecto de a-MSH sobre cambios en la densidad de espinas finas y maduras en
hipocampo dorsal inducidos por el consumo de una DRG asociada a un estimulo inmune
Lo 1= o | PSS 81

CAPITULO lIl: Efecto de a-MSH sobre el estrés oxidativo en animales que
recibieron una DRG durante cinco dias mas un estimulo inmune débil........... 84

CAPITULO IV: Efecto de a-MSH sobre la reactividad de astrocitos
hipocampales en animales que recibieron una DRG durante cinco dias mas un

eStimUlO INMUNE DI .......eeeieeieecir e e e s e rer e e s rem e rnsrrn e snsrrnsrensrenssensrrnssens 88
CAPITULO V: Eficacia de una nanoterapia con NDP-MSH en el déficit cognitivo
asociado al conNSUMO de DRG......cccoiviiimiireiriiresrrerssssrssssnssrssssnssrsssenssrassenssenssens 92

Va. Determinacion de la capacidad de las NP para llegar a hipocampo dorsal, region
0 N TP 93

Vb. Eficacia de una nanoterapia con NDP-MSH en el déficit cognitivo asociado al
consumo de DRG por un periodo corto de tiempo (5 dias) mas un estimulo inmune
Lo 1= o | PSS 94

VI



CAPITULO VI: Eficacia de una nanoterapia con NDP-MSH en el déficit
cognitivo asociado al consumo de DRG por un periodo prolongado (8
E= =T 4 T3 - T 98

Vla. Impacto del consumo de DRG sobre la variacion del peso..............cccceevveererennennee. 99

Vlb. Eficacia de una nanoterapia con NDP-MSH sobre el deterioro cognitivo asociado al

consumo de DRG durante 8 SEMaNas. ...........ccccceiuuuniuniiiect s b aaaaanes 100
DISCUSION.........oceeeteerereeneseeeseeseseesssessssessssessssessesessssessasesssssssssessssesssssssssssssssssenes 103
(oo ] N o I U< [ ] X 1 117
BIBLIOGRAFIA ...ttt eeasseeesseessssssssessssesssssssssessssess s e s sse s ssesessssssassssssans 120
PRODUCCION CIENTIFICA .......oceeueieeeeereeeseseeseseesessessseeseseesesesssssessssssessessssssensnns 140

Vil



ABREVIATURAS

a7’nAChR: Receptor nicotinico de acetilcolina alfa 7
ACTH: Hormona adrenocorticotropica

AgRP: Proteina relacionada al gen agouti

AGS: Acidos grasos saturados libres

AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ANOVA: Analisis de la varianza

AOPP: Producto final de la oxidacién proteica

AP: Acido palmitico

ASIP: Proteina de sefializacién agouti

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro
BHE: Barrera hematoencefalica

CA: Cuerno de ammonis

CaMKII: Calcio/calmodulina quinasa Il

CMC: Condicionamiento de miedo contextual
COX-2: Ciclooxigenasa 2

CREB: Proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc
DC: Dieta Control

DRG: Dieta ricas en grasas saturadas

EA: Enfermedad de Alzheimer

EC: Estimulo condicionado

El: Estimulo incondicionado

EN: Estimulo neutro



ERK: Proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares
ERO: Especies reactivas de oxigeno

GD: Giro dentado

GFAP: Proteinas de filamento intermedio

HD: Hipocampo dorsal

IL-18: Interleucina 1 beta

IL-1R1: Receptor IL-1 tipo 1

IL-6: Interleucina 6

iINOS: Oxido nitrico sintetasa inducible

JNK: Quinasa c-Jun N-terminal

LPS: Lipopolisacaridos

LTP: Potenciacion a largo plazo

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitbgenos
ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

MC: Melanocortinas

MCP: Memoria de corto plazo

MCP1: Proteina quimiotaxica 1 de monocitos y macrofagos
MCR: Receptor melanocortinérgico

MDA: Malondialdehido

MLP: Memoria de largo plazo

NF-kB: Factor de transcripcion nuclear-kB

NMDA: N-metil-D-aspartato

NOS: Oxido nitrico sintasa

NPc: Nanoparticulas cargadas

10



NPv: Nanoparticulas vacias

ON: Oxido nitrico

PGE2: Prostaglandina E2

PKA: Proteina quinasa A

POMC: Proopiomelanocortina

PSD 95: Proteina de densidad postsinaptica 95
RC: Respuesta condicionada

Sl: Sistema inmune

SNC: Sistema nervioso central

SOD: Superoxido dismutasa

TA: Temperatura ambiente

TG: Tracto gastrointestinal

TLR4: Receptores tipo Toll 4

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa
Zif268: Factor de transcripcion dedos de zinc
a-MSH: Hormona alfa melanocito estimulante

y-GSH: y-glutamato cisteina ligasa

11



RESUMEN



Resumen

El consumo de alimentos con alto contenido de grasas saturadas conduce a una
alta prevalencia de sobrepeso y obesidad. En Argentina mas del 60% de la
poblacién adulta tiene exceso de peso, en una proporcion de 36.3% de personas
con sobrepeso y 25,3% con obesidad. Las dietas ricas en grasas saturadas
(DRG) no so6lo generan alteraciones metabdlicas importantes, sino que pueden

afectar al sistema nervioso central (SNC).

Los resultados expuestos en el presente trabajo de tesis sustentan la hipotesis
inicial en la cual se plantea que el consumo de una DRG, aun por periodos cortos
de tiempo, sensibilizara al sistema inmunoldgico, el cual ante un estimulo débil
respondera de manera exacerbada y se producira neuroinflamacion. Este
contexto tiene un impacto negativo debido al incremento de mediadores
inflamatorios y oxidativos que afectan la funcién cerebral. Una de las areas mas
vulnerable es el hipocampo, por lo que se afectan procesos cognitivos. Por otra
parte, a-MSH mediante su accion antiinflamatoria y neuroprotectora, podra

revertir los efectos de la neuroinflamacién 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 consolidacion de una memoria de miedo contextual, dependiente de
hipocampo, estableciendo los posibles mecanismos involucrados, asi como el
posible rol modulador de a-MSH.

Los resultados obtenidos demostraron que el consumo de una DRG durante un
periodo corto (cinco dias), asociada a un desafio inmune débil (LPS, en una
dosis baja), disminuyo la expresion 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 mas el desafio inmune en
la plasticidad sinaptica 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 demostré que el deterioro cognitivo esta relacionado con la
disminucion de la densidad total de espinas dendriticas a expensas de la

disminucion de espinas maduras y finas.
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Resumen

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 asociacion entre
DRG-LPS aumentd biomarcadores indirectos de estrés oxidativo, lo que también

sugiere la activacion de una respuesta neuroinflamatoria.

Los astrocitos participan de la resolucion de los procesos inflamatorios, tienen la
capacidad de polarizarse a un estado de astrogliosis reactiva y en consecuencia
experimentan cambios en la expresion de genes y en su morfologia. La DRG
asociada a LPS aumento la proliferacion de los astrocitos y la intensidad de
GFAP en hipocampo, ambos marcadores indicativos de la polarizacion al estado

de astrogliosis reactiva.

Por otra parte, las melanocortinas, y principalmente a-MSH, ejercen potentes
acciones antiinflamatorias en el SNC. En este estudio se determind que la
inyeccion de a-MSH en hipocampo dorsal revirtié la disminucién de la expresion
de la memoria de miedo contextual inducida por la ingesta de la DRG mas el
desafio inmune con LPS. Asimismo, se demostré que a-MSH también fue capaz
de modificar la disminucién de la densidad total de espinas, a expensas del
aumento de ambos tipos de espinas, maduras y finas. También se determind
que el tratamiento con a-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 a-MSH podria estar ejerciendo su capacidad
antioxidante a través de la activacion de los MC4R expresados en los astrocitos.
Sin embargo, no se observaron efectos significativos de a-MSH respecto a la

reactividad astrocitaria.

Los sistemas nanoparticulados pueden ser utilizados para atravesar la barrera
hematoencefalica y mejorar la biodisponibilidad de farmacos en el tejido cerebral.
Utilizamos un tratamiento con nanoparticulas con NDP-a-MSH (analogo de a-
MSH) para revertir la disminucion en la expresion 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.
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Resumen

Nuestros resultados demostraron que el tratamiento con nanoparticulas con
NDP-a-MSH revirtié la disminucion en la expresion 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 demostro favorecer la llegada del NDP-a-MSH

al hipocampo sin modificar su afinidad por su receptor MC4.

Los resultados descriptos demostraron la accién neuroprotectora de a-MSH en
un modelo de neuroinflamacion inducido por el consumo de DRG, ya que fue
capaz de revertir la disminucién de la expresion de la memoria de miedo
contextual. Este efecto neuroprotector se evidencio en la plasticidad sinaptica
estructural, el estrés oxidativo y posiblemente modulando la reactividad

astrocitaria.

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

y plantea el potencial desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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Abstract

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, a-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 a-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 a-MSH, exert potent anti-
inflammatory actions in the CNS. In this study, it was determined that the injection
of a-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 a-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 a-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 a-MSH could be
exerting its antioxidant capacity through the activation of MC4R expressed in
astrocytes. However, no significant effects of a-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-a-MSH (an analog of a-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-o-
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-a-MSH to the hippocampus without modifying its affinity for its MC4
receptor.

The described results demonstrated the neuroprotective action of a-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.
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Introduccion

El consumo de dietas con alto contenido calorico esta en aumento en las ultimas
décadas, produciendo en la poblacién mundial un incremento de personas con
sobrepeso y obesidad, lo que supone un desafio al sistema de salud ya que esta
condicion representa entre el 2 y el 10% del gasto nacional en salud. El ultimo
reporte realizado por la Word Obesity Federation muestra que en Argentina mas
del 60% de la poblacion adulta tiene exceso de peso, en una proporcion de
36.3% de personas con sobrepeso y 25,3% con obesidad. Ademas, muestran
una proyeccion para 2030 con un incremento del porcentaje de personas con
obesidad que llegaria al 35.8% (4° Encuesta Nacional de Factores de Riesgo.
Direccion Nacional de Promocién de la Salud y Control de Enfermedades

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

Las personas que presentan sobrepeso y obesidad tienen mayor riesgo de
padecer diversas enfermedades cronicas no transmisibles como afecciones
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, algunos canceres, depresion y

patologias neurodegenerativas (Garcia-Garcia y col., 2022; Kolotkin y col., 2001)

El habito alimenticio de gran parte de la poblacion occidental esta basado en
dietas con alto contenido en azucares refinados y/o ricas en grasas saturadas
(DRG). Este desequilibrio entre la ingesta caldrica y el gasto energético diario
llevan a un acumulo anormal o excesivo de tejido adiposo, el cual es

metabdlicamente activo y tiene efectos sobre la homeostasis del organismo.

El aumento de las células adiposas y su gran actividad metabolica estimula la
quimiotaxis de macrofagos, los cuales polarizan desde su estado M2
(antiinflamatorio) al estado M1 (proinflamatorio), llevando a un incremento en la
expresion de mediadores inflamatorios y al reclutamiento de monocitos (Martinez
Leo y col., 2021).

El incremento de las células adiposas favorece el aumento de acidos grasos
saturados libres (AGS) en circulacion. 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 transcripcion nuclear-kB (NF-kB) y
consecuentemente aumentar los niveles de citoquinas proinflamatorias
(interleucina 1 beta, IL-1B; interleucina 6, IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa,

TNF-a) (Van Dyken y Lacoste, 2018). Sin embargo, otros estudios proponen que
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los AGS no actuan de manera directa sobre los TLR4, sino que estos ultimos
necesitan ser activados mediante la accion de macréfagos M1, polarizados a

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

Por otra parte, las células adiposas son capaces de secretar factores
bioldgicamente activos llamados adipoquinas o adipocitoquinas; entre ellos se
encuentran: leptina, adipoleptina, apelina, resistina, proteina quimiotaxica 1 de
monocitos y macrofagos (MCP1), ademas, pueden secretar IL-183, IL-6 y TNF-a
los cuales tienen efectos proinflamatorios dentro del contexto de sobrepeso y
obesidad, generando de esta manera un estado cronico de inflamacion leve

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

El consumo de DRG también se ha asociado a la disfuncion mitocondrial, con lo
cual hay un incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO)
aumentando asi 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 lipopolisacaridos
(LPS), los cuales estan 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 proliferacion de las bacterias del tipo Firmicutes, las cuales degradan
el mucus intestinal, y disminuyen las bacterias del tipo Bacteroidetes, implicadas
en la expresion de proteinas de unidn estrecha que atenuan la permeabilidad
intestinal. Esta disbiosis causa endotoxemia que estimula la activacion del

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

Los efectos a nivel periférico asociados al consumo de DRG tienen

consecuencias en el sistema nervioso central (SNC).

Como se menciono anteriormente el aumento de las células adiposas y su gran
actividad metabdlica produce un incremento en la expresiéon de mediadores

inflamatorios y en consecuencia aumentan sus niveles en el sistema vascular
(Fig. 1).

Por otra parte, estda ampliamente demostrado que existe una comunicacion
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 observé la activacion de células
dendriticas residente del intestino, las cuales estan implicadas en la regulacion
de la respuesta del sistema inmune (Sl). Estos efectos llevan a un aumento de
citoquinas proinflamatorias en la circulacion sistémica. El aumento de los
mediadores inflamatorios en el torrente sanguineo puede llegar al SNC, ya que
algunas de las citoquinas inflamatorias pueden atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE) al unirse a sus receptores y activar el mecanismo de
transcitosis. Ademas, pueden ingresar al SNC a través de la interaccion con los
organos circunventriculares, los cuales estan 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 disminucion de las proteinas que
forman las uniones estrechas entre las células endoteliales que forman la BHE
(ocludina, occludin 5, occludin 12 y proteina occludin de la zona citoplasmatica
zo-1 y zo-2) favoreciendo el ingreso de agentes patdgenos 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 circulacion 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 clinicos y preclinicos demuestran que en pacientes obesos existe un
incremento de IL-6. Esta citoquina inhibe la expresion de 6xido nitrico endotelial
y en consecuencia se produce un dafo en la integridad de las células
endoteliales de la BHE. Sumado a este efecto, el aumento de TNF-a también
favorece al desarrollo de la permeabilidad de la BHE (Buie y col., 2019; O’Brien
y col., 2017).

IL-1B es una de las principales citocinas proinflamatorias que se encuentra
elevada durante procesos inflamatorios (Gabay y col., 2010). IL-18 en circulacién
sistémica puede actuar sobre el SNC mediante diferentes vias (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 esta asociado a la proteina
accesoria IL-1RacP. La unién de este complejo con IL-1f inicia una cascada de
reacciones que inducen la activacion de proteinas quinasas activadas por
mitogenos (MAPK) y movilizacion de NF-kB, que estimula la transcripcion de
genes proinflamatorios (Hauptmann y col., 2020; Weber y col., 2010).

Por otra parte, en el SNC, IL-13 es sintetizada por diferentes tipos de células,
principalmente por la microglia y astrocitos, y en menor medida por neuronas,
como respuesta a un trauma o a la presencia de patégenos (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 unién 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 (llyin y Plata-Salaman, 1996; Parnet y
col., 2002).

Otra de las citoquinas que se encuentran aumentadas en el contexto
neuroinflamatorio es TNF-a. La cual estimula la activacion de las células gliales,
y se produce un ciclo de retroalimentacion positiva con lo cual hay mayor
liberacion de la citoquina desde estas células (Benveniste y col., 1995; Jiang y
col., 2021).
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Otra via de comunicacion implicada en las consecuencias del consumo de DRG
sobre el SNC es la via neural (Fig. 1). Mediante la activacion de la via aferente
del nervio vago, se produce una comunicacion rapida del Sl 'y el cerebro, ya que
no requiere del pasaje a través de la BHE, llevando la informacion 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 areas del SNC siendo una de las
mas 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 formacion de la memoria
declarativa, tanto en humanos como en roedores, la cual implica la recuperacion
consciente de la informacion relacionada con lugares (memoria espacial o

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

Se demostrd que el consumo de DRG, aun por un periodo corto, es capaz de
sensibilizar al Sl ante un estimulo, ya sea inmune o ante un evento relevante de
estrés. Esta sensibilizacion del S| se observa aun antes de desarrollarse cambios
asociados a desordenes metabodlicos y obesidad. Diferentes estudios han
demostrado que el consumo de DRG durante tres dias asociado a un desafio
inmune débil, mediante la inyeccion intraperitoneal de una dosis baja de LPS o
la administracion oral de la bacteria Listeria monocitogenes fueron capaces de
generar una respuesta exacerbada del Sl. Se han establecido los posibles
mecanismos por los cuales se produce esta respuesta, los cuales llevan al
incremento de la liberaciéon de IL-1B e IL-6 y en la inhibicién del receptor
nicotinico de acetilcolina alfa 7 (a7nAChR), el cual atenua la respuesta
inflamatoria y la liberacién 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 azucares refinados y grasas saturadas. Se producen alteraciones
periféricas como un exceso del depédsito de células adiposas, modificacion en la
microbiota intestinal (disbiosis), presencia de endotoxemia, activacion inmune
del nervio vago. Estas alteraciones en conjunto llevan a un estado inflamatorio
cronico de bajo grado el cual mediante diferentes vias de comunicacion 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, ademas de estar asociado al desarrollo de desordenes
metabdlicos, puede contribuir a la aparicion temprana de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, depresion o disfuncién cognitiva.
Diferentes reportes han establecido la asociacién 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 desempeiio en diversos test de memoria: laberinto acuatico 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 composicion de la dieta.

Las evidencias que asocian el consumo de DRG con déficit en memorias
dependiente de hipocampo han sido observadas en su mayoria en modelos de
ingesta por periodos prolongados de tiempo (Kanoski y Davidson, 2011; Lama 'y
col., 2021). Ademas, hay algunas evidencias de los efectos de la exposicion a
las DRG con protocolos de corta duracion. También en estos modelos, hay gran
diversidad en el tiempo de ingesta (desde 3 dias hasta 7 dias), en la composicion
de la dieta (% de calorias proveniente de las grasas) y de la edad de los animales
de experimentacion. Podemos mencionar el trabajo de Spencer y col., quienes
observaron que animales envejecidos alimentados con DRG durante tres dias
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 jovenes
(Spencer y col., 2017). Otra publicacién demostré un detrimento en memorias
dependiente de hipocampo en un modelo de 7 dias de ingesta de DRG. Se
examin¢ diariamente este deterioro y en el tercer dia de ingesta ya se
manifestaba esta deficiencia en el test de memoria contextual. Por otro lado,
evaluaron la conducta de depresion mediante el test de suspensiéon de la cola, la
cual se manifestd luego del quinto dia (de Paula y col., 2021). Consistente con
estos reportes, Khazen y col. demostraron que ratones jovenes (21 dias de edad)
alimentados durante 7 dias con DRG, tuvieron un pobre desempefio en el test
de memoria de localizacién de objeto, el cual depende de hipocampo. Al evaluar
locomocion y la ansiedad no observaron efectos del consumo de la DRG por un
periodo corto de tiempo (Khazen y col., 2019).

Estos antecedentes, sumados al interés creciente en los ultimos afios de los
efectos del consumo de DRG sobre los procesos cognitivos incentivaron a la
realizacion de meta-analisis, los cuales concluyen que los test mas vulnerables
son aquellos que implican memorias contextuales, siendo hipocampo la
estructura cerebral clave para la formacion de estas memorias (Abbott y col.,
2019; Olsthoorn y col., 2021).

27



Introduccion

APRENDIZAJE Y MEMORIA

Los seres humanos, al igual que otras especies, tenemos la capacidad de recibir,
codificar y almacenar informacion que percibimos a partir de diferentes
estimulos. Esto es de gran relevancia ya que permite el almacenamiento de

informacion, importante para la supervivencia de las especies.

Un individuo expuesto a una experiencia novedosa es capaz de adquirir la
informacion 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
informacion 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 consolidacion de la memoria. La consolidacién es una etapa
dinamica dependiente de cambios en la transcripcion de genes, en la expresion
de proteinas 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 informacién 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 caracteristicas como la
edad y la fuerza de la memoria y la duracién de las sesiones de reactivacion, se
puede inducir a una etapa de labilizacion la cual involucra modificaciones
dinamicas que pueden iniciar dos procesos: la reconsolidacién o la extincion de
la memoria (Dudai, 2002). Ambos procesos requieren de cambios bioquimicos y
estructurales y estan delimitados temporalmente (Fig. 2) (Bellfy y Kwapis, 2020;
Liu y col., 2019). Todas las etapas mencionadas (consolidacion, evocacion,
reconsolidacidn y extincion) difieren entre si en los sustratos bioquimicos y las
conexiones entre las areas 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 informacion.
Creado en BioRender (www.biorender.com).

Se han establecido diferentes tipos de memorias las cuales implican la
recuperacion consciente o inconsciente de la informacion, y se denominan
memoria declarativa o explicita y memoria de procedimiento o implicita,
respectivamente. La participacion de diferentes estructuras cerebrales es

responsable de la formacién de los distintos tipos de memoria.

Dentro de la memoria declarativa el hipocampo esta implicado en la
consolidacion de una memoria asociada a un contexto y a un estimulo,
denominada memoria asociativa (Eichenbaum, 2000; Morgado-Bernal, 2011;
Wallenstein y col., 1998).

En roedores, la memoria asociativa entre un contexto y un estimulo lleva a
cambios conductuales que se expresan en el comportamiento del individuo y
constituyen el principio basico del condicionamiento. Esto ha permitido el estudio
de la memoria mediante la observacion de la conducta en sujetos expuestos al

condicionamiento clasico o pavloviano (Quillfeldt, 2015).

Condicionamiento de miedo contextual

El condicionamiento de miedo contextual (CMC) se ha observado desde
diferentes grupos de invertebrados hasta los mamiferos, incluidos los humanos.
El CMC es el paradigma experimental mas usado para el estudio de la memoria

y de las adaptaciones fisiolégicas y comportamentales que la subyacen.

Este paradigma consiste en la exposicion del individuo a un estimulo neutro (EN)

el cual posteriormente va a ser apareado a un estimulo aversivo incondicionado
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(El) de relevancia biologica. De este modo, el contexto del EN pasa a tener valor
emocional convirtiéndose en un estimulo condicionado (EC). La futura
exposicion del individuo al EC predice la ocurrencia del El y en consecuencia se
produce una respuesta condicionada (RC) (Fig. 3). En roedores se utiliza como
indice de la RC de miedo la conducta de congelamiento, definida como la
inmovilidad total del animal acompafada soélo por los movimientos necesarios

para respirar (Maren, 2001).

ESTIMULO

ESTIMULO NEUTRO ESTIMULO CONDICIONADO (EC)

(EN) INCONDICIONADO (EI)

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

BioRender (www.biorender.com).

Durante el procesamiento de la memoria de miedo contextual esta implicado el
sistema limbico, formado por diferentes estructuras cerebrales subcorticales.
Estas estructuras son: corteza media prefrontal, amigdala e hipocampo, las
cuales estan interconectadas. La amigdala recibe aferencias de la corteza con
informacion somatosensorial y del hipocampo con informacion de representacion
contextual. Estos estimulos 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 formaciéon de esta memoria

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

memoria de miedo contextual

Como fue mencionado anteriormente, el hipocampo participa en la formacién de
la memoria de miedo contextual ya que cumple un rol fundamental en la
integracion de multiples claves del contexto y genera una representacion
unificada. Luego, esta informacion es transmitida hacia amigdala donde adquiere
una relevancia emocional, estableciéndose asi, una asociacion entre el contexto
y el estimulo 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 porcidon medial del Iébulo temporal y esta
formado por el hipocampo propiamente dicho, el giro dentado (GD) y el complejo
subicular. Estas areas estan conectadas entre si fundamentalmente por

conexiones excitatorias glutamatérgicas.

La informacion llega al hipocampo mediante la via excitatoria perforante, ingresa
a GD desde la corteza entorrinal, con informacion proveniente desde areas
corticales o subcorticales. GD esta conformado por células granulares las cuales
reciben esta informacion para luego transmitirlas al hipocampo propiamente
dicho.

El hipocampo propiamente dicho esta constituido por neuronas piramidales
ubicadas en una capa unica, densamente empaquetadas, llamada Cuerno de
Ammonis (CA) que a su vez se divide en las regiones: CA1, CA2 y CA3. La
informacion proveniente de GD lo hace a través de las vias de las fibras
musgosas hacia el area CA3. Posteriormente, las neuronas de CA3 por
intermedio de la via de las colaterales de Schaffer proyectan la informacion hasta
CA1. Por ultimo, la informacion 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 basica de hipocampo de un roedor.
Representacion de los circuitos excitatorios principales. Creado en

BioRender (www.biorender.com).

Plasticidad sinaptica

Durante el proceso de recepcion y almacenamiento de la informacion el SNC
experimenta cambios en los circuitos sinapticos con el fin de mejorar la
comunicacion entre neuronas. Esta propiedad del SNC se denomina plasticidad
sinaptica. En consecuencia, estas modificaciones permiten el almacenamiento

persistente de la informacién.

Todas las vias de conexion de hipocampo mencionadas anteriormente son de
naturaleza excitatoria y dependen principalmente de la liberacion de glutamato y
la activacion de sus receptores post sinapticos, acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-
4-isoxazolpropionico (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA). Estos ultimos
favorecen el ingreso del ion calcio, el cual activa diferentes proteinas quinasas
que a su vez estimulan la sintesis de proteinas como el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) y diferentes proteinas que
participan en las modificaciones del citoesqueleto, con lo cual se producen
cambios en la plasticidad estructural, tanto en la morfologia como en la densidad

de espinas dendriticas (Chidambaram y col., 2019)
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Esta ampliamente demostrado que durante la consolidacion de la memoria hay
un incremento en la sintesis de BDNF. Este factor neurotréfico tiene diferentes
funciones que incluyen el desarrollo, crecimiento y supervivencia axonal,
participacion en las conexiones sinapticas, en la liberacion de neurotransmisores
y participa en la plasticidad sinaptica estructural, favoreciendo la estabilidad de
espinas dendriticas (Alonso y col., 2004; Caviedes y col., 2017; Chapleau y
Pozzo-Miller, 2012; Zaletel y col., 2017). Ademas, los cambios estructurales que
llevan a la estabilidad de las conexiones sinapticas durante el proceso de
consolidacion estan asociados al incremento en la expresidn de diferentes
proteinas como F-actina, RhoA, Rac1, proteina de densidad postsinaptica 95
(PSD-95) y Homer1c, las cuales se correlacionan con la estabilizacion de los
cambios morfologicos de las espinas dendriticas y la fuerza sinaptica
(Chidambaram y col., 2019; Goto, 2022).

Las espinas dendriticas son protrusiones que adoptan diferentes formas en
respuesta a la estimulacion sinaptica (Parnass y col., 2000). Las espinas, median
las conexiones excitatorias ya que se localizan en la membrana postsinaptica y
reciben la informacién desde el espacio sinaptico. Los cambios morfolégicos que
experimentan, junto a los avances tecnolégicos del analisis de imagenes, han
permitido la clasificacion de las espinas y la correlacion con su actividad
sinaptica. Una de las metodologias ampliamente utilizada para la clasificacion de
las espinas se basa en la observacién y cuantificacion de la longitud del largo
total de la espina, del diametro de su cabeza y del diametro del cuello.
Posteriormente, mediante relaciones entre estas medidas, se clasifican en tres
tipos principales: tipo | o “stubby”, tipo Il o “mushroom”y tipo Il o “thin” (Fig. 5)
(Koh y col., 2002).

Las espinas ‘thin”, presentan una cabeza de diametro pequefo 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 ultimo, las espinas “stubby” no presentan un cuello evidente
que conecte su cabeza de gran tamafo con la dendrita (Chapleau y col., 2009).

Numerosas evidencias han demostrado que las espinas con forma de

‘mushroom”y “stubby” presentan mayor insercion de receptores AMPA, lo que
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sugiere una conexion sinaptica estable (Matsuo y col., 2008). En el presente
trabajo consideramos ambos tipos de espinas, “mushroom”y “stubby”, bajo la
clasificacion de espinas maduras. Por otra parte, se considera que las espinas
‘thin” son altamente dinamicas y precursoras de las espinas maduras
(Chidambaram y col., 2019).

- u K
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- |
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PR ARNEZARATY
YRS INYLE

Figura 5- Esquema de neurona piramidal de hipocampo. Imagenes
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 menciond anteriormente, el consumo de DRG genera un estado de
inflamacion periférica cronica leve que mediante diferentes vias de comunicacion
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 dafio

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-1B, IL-6 y TNF-a) no s6lo se limita a afectar a los 6rganos
periféricos, sino que también afecta a diferentes areas del cerebro,
principalmente al hipocampo. Estas citoquinas, en el SNC, activan sus
receptores estimulando vias de sefializacién que incrementan la sintesis local de
estos mediadores proinflamatorios los cuales tienen la capacidad de activar a las
células de la glia. Ademas, 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 dafios en la actividad y
plasticidad neuronal. Estos dafos 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 investigacion estudiamos el efecto de IL-
18 sobre cambios en la plasticidad estructural durante la consolidacion de una
memoria de miedo contextual. Hemos observado una disminucién en la densidad
total de espinas dendriticas en la regiéon CA1 de hipocampo dorsal, que se
correlacion6 con la disminucidn de espinas dendriticas maduras. Este resultado
fue consistente con antecedentes previos del grupo donde se demostré que IL-
18 indujo un deterioro en la expresién de la memoria de miedo contextual
asociado a la disminucion en la liberacion de glutamato, la disminucion en la
fosforilacion de proteinas quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK),
el cual se activa luego de la estimulacidon del receptor NMDA en presencia de
glutamato y la disminucién en la expresion de BDNF (Gonzalez y col., 2009;

Herrera y col., 2019).

Ademas, existen numerosos reportes que describen los efectos de las citoquinas
proinflamatorias sobre la plasticidad neuronal mediante el empleo de la
potenciacion a largo plazo (LTP). Esta herramienta permite evaluar la capacidad
de respuesta de los circuitos sinapticos luego de una estimulacion de alta

frecuencia (Lomo, 2003). Se ha demostrado que la presencia de IL-1 reduce el
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LTP de neuronas piramidales de CA1 de hipocampo dorsal (Bellinger y col.,
1993).

Numerosos estudios demostraron que la estimulacion del S| fue capaz de
aumentar los niveles de IL-1B, y observaron un efecto negativo en el LTP,
disminucién en la expresion de BDNF, disminucion en la activacion del receptor
AMPA vy disminucion 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 generacion del LTP en hipocampo. Con
la finalidad de comprender los procesos moleculares que interfieren en la
disminucién del LTP se han investigado cambios en proteinas especificas
involucradas tanto en la actividad presinaptica (sinaptofisina), como en la
actividad postsinaptica (PSD 95), observandose en ambos casos una
disminucion en animales alimentados con DRG. También, se observd la
desregulacion de la enzima calcio/calmodulina quinasa Il (CaMKIl), la cual
modula la actividad de proteinas de la densidad postsinaptica, y la desregulacion
de la subunidad GIuR2 de los receptores AMPA postsinapticos. En consistencia
con estos reportes, se han observado cambios en la expresion de genes
involucrados en la actividad sinaptica y cambios en la plasticidad estructural, con
disminucion de la densidad total de espinas dendriticas (Fig. 6) (Dingess y col.,
2017; Hao y col., 2016; Valcarcel-Ares y col., 2019; Wang y col., 2020).

Asociado a la neuroinflamacién inducida por el consumo de DRG se produce un
aumento del estrés oxidativo, que se define como el incremento en la sintesis de

especies reactivas del oxigeno (ERO).

Las neuronas, son células con gran actividad metabdlica y consumo de oxigeno,
con lo cual presentan una alta produccion de ERO. Sin embargo, estas ERO son
neutralizadas por accion de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, glutatidon
reductasa y glutation peroxidasa) y de moléculas antioxidantes de bajo peso
molecular (glutatién, acido urico, acido ascérbico y melatonina). Cuando existe
un incremento de ERO que excede la capacidad antioxidante de las neuronas

ocurre la oxidacioén de las proteinas y de los lipidos, en consecuencia, se produce
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un dafio oxidativo y degeneracion celular. Asociado a este desbalance en la
capacidad antioxidante de las neuronas se ha demostrado una disminucién en
el LTP, un deterioro en los mecanismos asociados a la plasticidad sinaptica y un
efecto negativo sobre los procesos de formaciéon 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 produccion de ERO y el sistema antioxidante, con lo
cual se encuentra favorecida la formacion de ERO. Las ERO presentan gran
inestabilidad y reactividad, siendo capaces de reaccionar con macromoléculas
presentes en las células: ADN, lipidos y proteinas. De esta manera generan un
dafio celular, ya que reaccionan con los componentes que forman parte de la
membrana (lipidos y proteinas). Los productos generados son mas estables y
han sido utilizados ampliamente para medir, de manera indirecta, el estado de

estrés oxidativo (Ogundele y col., 2014).

Durante el proceso de neuroinflamacién las principales células residentes del
SNC encargadas de responder a estos cambios en el microambiente son las
células de la glia, de la cual forman parte la microglia y los astrocitos (Fig. 6).
Estas células contribuyen al mantenimiento de la homeostasis del SNC con un
rol importante en la maduracion, sobrevida y actividad neuronal y en la
sinaptogénesis, asi también como en la conservacion de las conexiones
sinapticas en condiciones fisioldgicas. En condiciones fisiopatolégicas, como
dafio neuronal o infecciones son las primeras en detectar los cambios y

responder a estos.

La microglia en su estado reactivo (M1) es capaz de influenciar a los astrocitos
y las neuronas adyacentes mediante la liberacion de IL-13, TNF-a e iNOS (6xido
nitrico sintetasa inducible) (Liu y Quan, 2018; Olcum y col., 2020; Sabogal-
Guaqueta y col., 2020).

El desbalance del estado redox de los astrocitos lleva a la peroxidacion lipidica,
que afecta a los fosfolipidos de la membrana de las neuronas y el producto
resultante de esta interaccion (malondialdehido, MDA) es un indicador del
aumento de estrés oxidativo. Por otra parte, las proteinas presentes en la

membrana celular que incluyen enzimas, proteinas con funciones de conexién y
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proteinas que forman transportadores, como el transportador del
neurotransmisor glutamato, también son oxidadas por la presencia de las ERO.
El producto final de la oxidacion proteica (AOPP), es un marcador del estrés

oxidativo.

La presencia de ERO estimula la polarizacion de los astrocitos a su estado
reactivo, y en consecuencia se activan diferentes vias de sefalizacion que
favorecen la sintesis y liberacién de mas citoquinas proinflamatorias. Ademas, la
presencia de ERO produce un aumento en la expresion de proteinas de filamento
intermedio (GFAP) lo cual esta asociado con cambios en la morfologia e
incremento en las proyecciones de las células astrocitarias (Daverey y Agrawal,
2016).

Todos estos efectos llevan a una disrupcion en la interaccion de los astrocitos
con las neuronas, con un consecuente dafo neuronal (Lee y col., 2021; Swarnkar
y col., 2009; Zhu y col., 2022).

La funcion de los astrocitos en condiciones fisiologicas es muy importante, ya
que cumplen un rol fundamental en la formacién, mantencién y estabilidad de las
conexiones sinapticas. Esto es debido a la comunicacién bidireccional que existe
entre las neuronas y los astrocitos. Dentro de las funciones que favorecen las
conexiones sinapticas, 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
recaptacion del glutamato presente en la sinapsis, evitando asi la neurotoxicidad.
Ademas, se ha demostrado que la activacién selectiva de astrocitos en CA1
durante la adquisicion de una memoria de miedo contextual aumenta la
expresion 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 expresion de proteinas que son caracteristicas 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
expresion de GFAP también se induce ante el dafio cerebral, la degeneracion

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

En este contexto, se ve comprometida su interaccion con las neuronas afectando
la participacion en la transmision sinaptica y se modifica la expresién de
proteinas hacia un perfil inflamatorio favoreciendo la sintesis y liberacion de
mediadores inflamatorios como quimioquinas (CCL2, CCL5 y CXCL10) y
citoquinas (IL-1B, IFNy, and TNF-a) (Hyvarinen y col., 2019; Soung y Klein,
2020).

Las caracteristicas de la gliosis reactiva son altamente heterogéneas y pueden,
dependiendo de las circunstancias, proteger o perpetuar la patologia
subyacente. Se ha descripto la presencia de diferentes subpoblaciones de
astrocitos en respuesta a diferentes estimulos nocivos para el SNC y en el
desarrollo y progresion de diferentes enfermedades neurodegenerativas. Estas
subpoblaciones pueden adquirir un perfil proinflamatorio (frecuentemente
denominados A1), el cual estaria favoreciendo la expresion de mediadores
inflamatorios, o bien pueden adquirir un perfil antiinflamatorio (frecuentemente
denominados A2) caracterizado por el aumento en la expresidn 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 menciono, 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 multiples parametros moleculares y funcionales e incluso el impacto
en las caracteristicas patologicas de modelos de neurodegeneracion, 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

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

Dafio en la BHE Astrocito reactivo 1, Estrés oxidativo
T Permeabilidad

. . ®
WA
DIETA RICA EN GRASAS . oo rs S *

SATURADAS \ Astrocito reactivo ﬁ \ > .

23 o o . ¥ 1774\

& i A~ R

~ ~ Citoquinas \ /

e Proinflamatorias /0 \\

_— ; \

.
e
l I ‘
.
Microglia reactiva -:

s /
</ Lplasticidad Y
sinéptica
=
< AN

Figura 6- Esquema representativo de los efectos del consumo de dietas
ricas en grasas saturadas (DRG) en el sistema nervioso central (SNC). Dario
de la barrera hematoencefalica, reactividad de las células gliales, alteraciones

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

SISTEMA MELANOCORTINERGICO

El sistema melanocortinérgico esta constituido por las melanocortinas (MC), los
receptores (MCR) y los antagonistas de receptores melanocortinérgicos. Las MC
son péptidos enddgenos que derivan de una proteina precursora comun 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 sintesis de
productos finales diferentes (Benjannety col., 1991; Pritchard y col., 2002). Estos
constituyen las MC, las cuales son un grupo de péptidos enddégenos integrados
por las hormonas melanocito estimulante a (a-MSH), B (B-MSH), y (y-MSH) y la
hormona adrenocorticotréfica (ACTH) (Fig. 7). La actividad biolégica de las MCs
esta determinada por una secuencia comun de aminoacidos (His-Phe-Arg-Trp)
(Holder y Haskell-Luevano, 2004).
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Este conjunto de MC ejerce su efecto mediante la activacion 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 estan
acoplados a proteina G. Los MCR presentan diferencias entre si lo que
determina el grado de afinidad por las MC y los antagonistas (Abdel-Malek,

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

MC1R se expresa en la piel y presenta gran afinidad por a-MSH. La estimulacién
de este receptor interviene en el proceso de melanogénesis. Ademas, se ha
demostrado su expresion en células del SI donde media su accién
antiinflamatoria, al ser estimulado por a-MSH. MC2R presenta afinidad selectiva
por ACTH, y se encuentra expresado en la glandula adrenal donde participa en
la sintesis 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 y-MSH y ACTH, y en menor medida por a-MSH; su activacién regula
la homeostasis de la energia y el control de la inflamacion. MC4R se expresa
predominantemente en el SNC en diferentes areas, entre ellas el hipotalamo,
talamo, corteza e hipocampo. Tiene alta afinidad por a-MSH y su activacién, al
igual que la de MC3R, participa en la regulacion de la homeostasis de la energia
y en la regulacion de procesos inflamatorios. Por ultimo, MC5R se encuentra
expresado en diversos tejidos periféricos donde participa en la regulacion de la
actividad de glandulas exocrinas sebaceas (Catania y col., 2004; Gantz y Fong,
2003).

Los péptidos antagonistas que forman parte del sistema melanocortinérgico son
la proteina agouti y la proteina relacionada al gen agouti (AgRP) (Fig. 7). Son
péptidos enddgenos con actividad paracrina que también presentan selectividad
en la union a los MCR. Agouti se expresa en la piel y se relaciona con la
regulacion de la pigmentaciéon. Mientras que AgRP se expresa en neuronas del
nucleo 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: proteina de sefalizacién agouti, AGRP: proteina
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, a-MSH. Se ha demostrado que este
péptido enddégeno presenta gran accion antiinflamatoria, antipirética y un potente
rol neuroprotector. a-MSH actua mediante la activacién de los receptores MC3 y
MC4. En el cerebro se observo gran expresion del MC3R en corteza, talamo,
hipotalamo, hipocampo, amigdala y septum. En cuanto al receptor MC4, se
encuentra expresado principalmente en cerebro, en diversas areas como en el
talamo, hipotalamo, hipocampo (girus dentado y regiones CA1y CA2), corteza 'y

amigdala. La activacion de estos receptores media respuestas que incluyen la
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regulacion de la ingesta de alimentos, el metabolismo energético y control de la
inflamacion (Catania y col., 2004; Chen y col., 2000; Getting y Perretti, 2000).

a-MSH es predominantemente producida en la parte intermedia de la glandula
pituitaria, en el nucleo arcuato del hipotalamo y el nucleo del tracto solitario en el
tallo cerebral. Las neuronas POMC presentes en el nucleo arcuato proyectan
fibras, denominadas fibras melanocortinérgicas, hacia diferentes areas
cerebrales como al nucleo paraventricular y lateral del hipotalamo, nucleo
acumbens, talamo, corteza, tallo cerebral, amigdala, hipocampo y meédula
espinal (Bertagna y col., 1986; Mountjoy, 2015). Ademas, Yang Shen y col. han
demostrado la existencia del circuito POMC/a-MSH/MC4R hipocampal. En su
trabajo describen la expresion de células POMC principalmente en neuronas
piramidales del area CA3 de hipocampo, las cuales al ser estimuladas aumentan
la secrecion de a-MSH. En el area CA1 encuentran niveles elevados en la
expresion del MC4R, que es activado mediante la unién de a-MSH proveniente
de CA3. Demostraron que el bloqueo de este circuito, POMC/a-MSH/MC4R
hipocampal, interfiere en el LTP, evidenciando defectos en la plasticidad

sinaptica (Shen y col., 2016).

Mecanismos de accion de a-MSH

Como ya fue mencionado, a-MSH presenta gran afinidad por el receptor MC4.
La via de sefalizacion que predomina incluye la activacion de la enzima
adenilato ciclasa, la que en consecuencia produce un aumento de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc). De esta manera, AMPc activa a la proteina quinasa
A (PKA), la cual fosforila a la proteina de union al elemento de respuesta a AMPc
(CREB), estimulando asi la expresion génica (Caruso y col., 2010, 2012; Luger
y Brzoska, 2007; Sarkar y col., 2002; Schiéth y col., 2014; Sutton y col., 2005).
Se conoce ademas que la activacion de MC3R y MC4R puede inducir un
incremento de calcio intracelular independientemente de la activacion de PKA
(Catania y col., 2010; Eves y col., 2003; Konda y col., 1994; Newman y col.,
2006). Otra via de sefializacion descrita en un modelo de isquemia cerebral
demuestra una interaccion entre a-MSH, la atenuacion de la activacion de p38 y
la disminucion de la quinasa activada por estrés, c-Jun N-terminal (JNK). En este

modelo también observaron la inhibicion del factor de transcripcion NF-kB y en
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consecuencia la disminucién en la produccion de TNF-a (Eves y Haycock, 2010;
Giuliani y col., 2006, 2014a). Por otro lado, la inhibicion de NF-kB puede deberse
al aumento de AMPc y la activacion de PKA que impiden la fosforilacion de I-kB,
lo cual es necesario para la translocacion de NF-kB al nucleo (Natarajan y col.,
1998; Varadi y col., 2017). Otra via de sefializacién ligada a la atenuacion en la
activacion de p38 y JNK, es la via de fosforilacion de MAPK ERK1/2, la cual es
estimulada por la activacion de los receptores MC4 (Fig. 8) (Chai y col., 2006,
2007; Herraiz y col., 2011; Vongs y col., 2004).

Efecto antiinflamatorio y antioxidante de a-MSH

La potencial accion antiinflamatoria de a-MSH ha sido demostrada en diversos
modelos animales de inflamacidn como dermatitis, vasculitis cutanea,
enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide e inflamacion ocular. En
estos modelos, la aplicacion tépica o intraperitoneal de a-MSH resultdé en la

atenuacién de los dafos inflamatorios de la mucosa y la piel.

En varios experimentos in vitro, con diferentes tipos celulares, en los cuales se
estimuld la translocacién de NF-kB al nucleo mediante el tratamiento con LPS,
IL-18 o TNF-a, se observo una disminucion de esta translocacion en presencia
de a-MSH (Catania y col., 2010; Luger y Brzoska, 2007).

Se ha demostrado el efecto modulador de a-MSH en la producciéon de TNF-a y
oxido nitrico (ON) en la circulacion, los pulmones e higado de ratones con
endotoxemia al ser tratados por via intracerebroventricular con a-MSH, en bajas

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

En cuanto a la accién de a-MSH a nivel del hipotalamo, bajo la induccion de
endotoxemia se ha demostrado que la administracion local de a-MSH en el
hipotdlamo medio basal disminuyé la expresion de iINOS y ciclooxigenasa 2
(COX-2) a través de la activacién de MC4R (Caruso y col., 2004).

Es importante mencionar que se ha demostrado la expresidon de acido
ribonucleico mensajero (MRNA) para los receptores de a-MSH en cultivo de
lineas celulares humanas, tanto de microglia como de astrocitos. Asimismo, la
estimulacion 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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a-MSH o moléculas analogas (Lindberg y col., 2005; Wong y col., 1997). Por otro
lado, se evidencid en cultivo de astrocitos provenientes de ratas la expresion del
MCA4R, pero no del MC3R. También, se ha demostrado que el tratamiento del
cultivo con a-MSH inhibié el incremento de mediadores inflamatorios; ON,
prostaglandina E2 (PGEZ2), INOS y COX-2, inducidos mediante la exposicion a
LPS/IFN-y. Ademas, a-MSH contrarresté el incremento de la proteina

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

Asimismo, se ha demostrado la expresion de MC4R en células microgliales que
al ser estimuladas con NDP-a-MSH, un analogo de a-MSH, se produce una
inhibicion de los mecanismos que favorecen la liberacion de mediadores
inflamatorios y se promueve el fenotipo microglial M2, cuya accion incluye
inmunomodulacion, inmuno supresion y reparacion tisular (Carniglia 'y col., 2013,
2016; Delgado y col., 1998).

Podemos encontrar un gran numero de publicaciones referidas a la accion
antiinflamatoria y neuroprotectora de a-MSH, sin embargo, poco se ha
profundizado sobre los efectos antioxidantes de a-MSH. Ramirez y col.,
demostraron recientemente que en cultivos de astrocitos tratados con acido
palmitico (acido graso libre, abundante en alimentos caléricos) aumentan los
niveles de ERO, se reduce la expresion de BDNF y la actividad de SOD (enzima
antioxidante), mientras que la coincubacion con NDP-a-MSH revierte estos
efectos a niveles comparables a cultivos de astrocitos controles (Fig. 9) (Ramirez
y col., 2019). En otro modelo in vitro, donde neuronas de hipocampo expuestas
a etanol presentaron un dafio mitocondrial y aumento de estrés oxidativo
(incremento en los niveles de ERO), la estimulacién del receptor MC4 atenua
estos efectos. En este mismo estudio, se evidencié que la via de sefalizacion
involucrada en el efecto antioxidante fue mediante la translocacion del factor de
transcripcion Nrf-2, el cual activa la expresion de varias enzimas antioxidantes
como ligasa glutamato-cisteina, hemo-oxigenasa y NADPH oxido-reductasa 1
(Quintanilla y col., 2020).
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Efecto neuroprotector de a-MSH

La accidén neuroprotectora que presenta a-MSH es gran interés de estudio en
diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas como enfermedad de

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

En relacién al uso de modelos de ratones transgénicos de la EA, al ser tratados
con agonistas del MC4R observaron disminucién en el depdsito de las placas de
Amiloide B, con disminucién tanto de astrocitos neurotdxicos como de activacion
de la microglia, efectos que fueron acompafados ademas con la atenuacion de
la neuroinflamacion (Lau y col., 2021). Ademas, otro grupo de investigacion
demostré que el tratamiento con NDP-a-MSH es capaz de revertir el deterioro
cognitivo asociado a la EA mediante la disminucién de la pérdida neuronal, el
aumento en la expresion de factor de transcripcion dedos de zinc (Zif268), al
mismo tiempo que estimula la neurogénesis en girus dentado (Giuliani y col.,
2014b, 2015).

Por otro lado, se demostré en un modelo de isquemia cerebral que el tratamiento
con NDP-a-MSH es capaz de recuperar el dafo en el tejido, contrarresta la
respuesta inflamatoria y apoptética en hipocampo, efectos también
acompanados con el aumento en la expresiéon de Zif268. Ademas, NDP-a-MSH
revertio 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 demostro el efecto neuroprotector de a-MSH en un
modelo de neuroinflamacion aguda, mediante la administracion intrahipocampal
de la citoquina proinflamatoria IL-1B3. Esta citoquina demostro interferir en los
procesos de consolidacion y reconsolidacion de una memoria de miedo
contextual. El tratamiento con a-MSH, también administrado de manera
intrahipocampal, logré revertir el efecto de IL-1 en ambas atapas de la memoria.
Los mecanismos propuestos en relacion al proceso de reconsolidacion describen
una posible activacién a nivel postsinaptico del MC4R, lo cual lleva a un
incremento en la expresion de Zif268, restaura los niveles de ERK fosforilado e
incide sobre la expresion en superficie y la fosforilacion 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 consolidacion de una
memoria de miedo asociada al contexto se demostré que a-MSH atenua el déficit
en la expresion de esta memoria ocasionada por IL-13 posiblemente mediante
la accion a nivel postsinaptico, a través de la activacién del MC4R. La activaciéon
del receptor restablecio los niveles de ERK fosforilado y de la proteina BDNF
(Gonzalez y col., 2013, 2009). Teniendo en cuenta que la expresién de BDNF es
importante durante el aprendizaje contextual, ya que una de sus funciones es la
regulacion de la plasticidad sinaptica en el hipocampo, evaluamos los cambios
en la densidad y morfologia de las espinas dendriticas en hipocampo dorsal.
Observamos que IL-1B administrada de manera intrahipocampal disminuye la
densidad total de las espinas dendriticas a expensa de la disminucion de la
densidad de espinas maduras, mientras que el tratamiento con a-MSH revierte
este efecto, en concordancia con la variacion observada en los niveles de la
proteina BDNF (Herrera y col., 2019).

Estas propiedades del neuropéptido a-MSH hacen que sea de gran interés su
estudio como posible blanco terapéutico en el tratamiento de patologias

neuroinflamatorias y neurodegenerativas.
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Figura 8- Eventos bioquimicos intracelulares implicados en los efectos de
a-MSH en neuronas. Abreviaturas: a-MSH, hormona a-melanocito estimulante;
MC4R, receptor MC4; GDP; guanosin difosfato; ATP, adenosin trifosfato; cCAMP,
adenosin monofosfato ciclico; PKA, proteina quinasa A; ERK, quinasa regulada
por sefales extracelulares; JNK, quinasa N-terminal c-Jun; CREB, proteina de
unidon al elemento que responde a AMPc; P, fosforo. Creado en BioRender

(www.biorender.com).
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Figura 9- Eventos bioquimicos intracelulares implicados en la accién
antioxidante de a-MSH en astrocitos estimulados con acido palmitico.
Abreviaturas: a-MSH, hormona a-melanocito estimulante; MC4R, receptor MC4;
SOD, superoéxido dismutasa; BDNF, factor neurotrofico derivado del cerebro; y-
GCL, gama cisteina glutamato ligasa; GSH, glutation; ERO, especies reactivas

de oxigeno. Figura adaptada de (Ramirez y col., 2019). Creado en BioRender

(www.biorender.com).
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Hipétesis y Objetivos

HIPOTESIS

De acuerdo a los antecedentes expuestos, el consumo de DRG es capaz de
generar inflamacion periférica crénica de baja intensidad y en consecuencia
afectar al SNC mediante la activacion de procesos inflamatorios y estrés
oxidativo. El consumo de estas dietas en un periodo corto de tiempo sensibiliza
al sistema inmunoldgico, el cual ante un estimulo débil responde de manera
exacerbada y afecta al SNC mediante alteraciones consistentes con
neuroinflamacion. En ambos casos (consumo prolongado o corto de DRG) una
de las areas del cerebro mas vulnerable es hipocampo, por lo que se produce un

deterioro cognitivo.

El péptido a-MSH, mediante su accion antiinflamatoria y neuroprotectora revierte
los efectos de la neuroinflamacion 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 periodo corto (5 dias) mas un
estimulo inmune débil (LPS) sobre la consolidacién de una memoria contextual
de miedo, determinando cambios en la plasticidad estructural (densidad y forma
de espinas dendriticas), el estrés oxidativo y la reactividad astrocitaria en

hipocampo dorsal.

Ademas, nos proponemos determinar si a-MSH puede revertir los efectos de la
neuroinflamacion 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 a-MSH en
el modelo experimental nos motiva a evaluar posibles métodos de intervencién
terapéutica. Por consiguiente, abordamos el desarrollo y determinacion de la

eficacia de una nanoterapia.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizando un modelo experimental de ratas Wistar alimentadas con DRG durante

cinco dias mas un estimulo inmune débil, nos propusimos los siguientes

objetivos:

Evaluar los efectos sobre la consolidacion de una memoria contextual de
miedo.

Estudiar cambios en la plasticidad estructural (densidad y forma de
espinas dendriticas), el estrés oxidativo y la reactividad astrocitaria en

hipocampo dorsal.

Teniendo en cuenta la acciéon antiinflamatoria y neuroprotectora de a-MSH

reportada por diferentes trabajos y por nuestro laboratorio, nos propusimos

determinar en el presente modelo experimental:

3.

El efecto de a-MSH sobre la consolidacion de una memoria contextual.

El efecto de a-MSH sobre los cambios en la plasticidad estructural
(densidad y forma de espinas dendriticas) en hipocampo dorsal durante

el proceso de consolidacion de una memoria contextual de miedo.
El efecto de a-MSH sobre el estrés oxidativo.

El efecto de a-MSH sobre la reactividad de astrocitos hipocampales

mediante la cuantificacion de la expresion de GFAP vy la proliferacién.

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

estabilizar y proteger a a-MSH de la degradacién enzimatica, nos propusimos:

7.

Determinar la eficacia de una nanoterapia con NDP-a-MSH sobre las
secuelas cognitivas asociadas al consumo de DRG durante 5 dias mas
un estimulo inmune.

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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Materiales y Métodos

ANIMALES

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar criadas en el bioterio del
Departamento de Farmacologia Otto Orsingher, Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Nacional de Cérdoba, IFEC-CONICET. Los animales se
alojaron en grupos de 3 6 4 individuos en cajas de plastico estandar 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 dias. se utilizaron
ratas machos de dos meses de edad. Para el experimento de ingesta prolongada
(ocho semanas) se utilizaron animales de 45 dias de edad. En ambos casos se
dividieron en dos grupos al azar para ser expuestos a las diferentes dietas (dieta
comercial estandar y dieta rica en grasas) con libre acceso.

Los animales fueron habituados al contacto con el experimentador; para ello
fueron trasladados a una habitacién diferente, manipulados y luego retornados a
Sus cajas Yy a su sala de alojamiento comun. Este procedimiento se repitié 3 dias
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
numero 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 guia 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 aprobo el protocolo
presentado para el uso de animales de experimentacion 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 habitacion 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 determinacion del ciclo estral para realizar todas las pruebas
experimentales con las hembras en el mismo dia del ciclo, ya que los resultados
podrian verse afectados por los niveles hormonales. Actualmente es
cuestionable el hecho de que al ciclar cada dia a los animales se incluye una
variable de estrés (que los machos no reciben) y podria incidir en los resultados.
En consecuencia, esto requiere de un gran numero de animales, para disponer
de un numero apropiado para cada experimento, con hembras en el mismo dia

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

DIETA

Los animales fueron divididos en dos grupos al azar y luego alimentados con una
dieta estandar (grupo Dieta Control - DC: 31.65% de las calorias provenientes
de proteinas, 57.41% de las calorias provenientes de hidratos de carbono y
10.94% de las calorias provenientes de las grasas) o una dieta con alto contenido
en grasas (grupo Dieta Rica en Grasas — DRG 19.88% de las calorias
provenientes de proteinas, 23.50% de las calorias provenientes de hidratos de
carbono y 56.62 de las calorias provenientes de grasas). La ingesta y el peso
fueron monitoreados diariamente (experimentos DRG cinco dias) o
semanalmente (experimento DRG ocho semanas).

CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Los animales expuestos a la DRG durante cinco dias fueron previamente
implantados bilateralmente en el area CA1 del hipocampo dorsal (HD) mediante
técnicas estereotaxicas (Fig. 10A). Cada animal fue anestesiado mediante una
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de una mezcla de Ketamina (55 mg/kg) (Holliday)
y Xilazina (10 mg/Kg) (Holliday) y colocado en el aparato estereotaxico (Stoelting,
Wood Dale, IL) con la barra dental incisiva ubicada a -3.3 mm. Se realizé un corte
en el cuero cabelludo para visualizar el craneo y tomar las coordenadas segun

la posicion del Bregma. Se realizaron dos orificios en el craneo para implantar
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las canulas guias de acero inoxidable (22G) de 9 mm longitud. Las canulas
fueron fijadas al craneo con un tornillo y acrilico dental. Las coordenadas para el
area 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 canulas guias pasan el cuerpo calloso y quedan ubicadas
justo por encima del area CA1, sin dafarla (Fig. 10B). Los animales fueron
retirados del estereotaxico y colocados en una caja separada bajo supervisiéon
constante hasta su recuperacion. Después de la cirugia los animales recibieron
una inyeccién subcutanea de una suspension de estreptomicina y penicilina
(Norcilina; Laboratorios NORT, Argentina) a fin de reducir el riesgo de
infecciones. El tiempo de recuperacién de la cirugia fue de 7 dias. Durante este
periodo, los animales comenzaron el periodo de ingesta de la DRG y los tres dias
previos a realizarse los experimentos fueron manipulados y se simuld la
microinyeccion con el fin de minimizar las respuestas no especificas a este

procedimiento durante el experimento.

INYECCION INTRAHIPOCAMPAL

Para la realizacién del tratamiento intrahipocampal, se elaboraron inyectores con
agujas de acero inoxidable (30G) de 10 mm de longitud que sobrepasaban la
canula guia en 1 mm. Al momento de la inyeccion intrahipocampal los animales
fueron cubiertos con un pafo, suavemente sujetados y se introdujeron los
inyectores en las canulas guia. La inyeccién intrahipocampal fue realizada
mediante la conexion del inyector a través de un tubo de polietileno (PE 10,
Becton Dickinson, MD) a una jeringa de 10ul (Hamilton, Reno, NV) montada en
una bomba de microinyeccion (Stoelting, lllinois, USA). Cada animal fue
inyectado bilateralmente con 0,25 ul de solucién con una velocidad de flujo de
0,25 pl/min. Los inyectores permanecieron en las canulas guias durante un min

adicional, para permitir la difusién de la droga.
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Figura 10. A- Cirugia estereotaxica. B- Sitio de inyeccién intrahipocampal.

Creado en BioRender (www.biorender.com).

DROGAS: ADMINISTRACION Y DOSIS

Para el desarrollo de los experimentos se utilizaron diferentes vias de

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

Para la administracion el estimulo inmune débil se utilizé una solucion de LPS E.
coli 055:B5 (Sigma-Aldrich, Argentina) reconstituido en solucién salina estéril
0.9%, las alicuotas se guardaron a 4°C. Los animales fueron inyectados de
manera i.p. con una unica dosis de LPS (10 pg/Kg) dos horas previas al

condicionamiento en el disefio experimental de consumo corto de DRG.

Para el tratamiento intrahipocampal se utiliz6 a-MSH (agonista de los receptores
MC3 y MC4) (NeoMPS, Francia) que fue reconstituida en solucion salina esteéril
y las alicuotas se guardaron a —20°C. Se utilizé solucion salina estéril 0,9% (SAL)
como control debido a que no se encontraron diferencias a nivel conductual ni
molecular cuando se administro salina conteniendo 0,01% de albumina sérica
bovina (ASB). Los animales fueron inyectados bilateralmente en hipocampo

dorsal con salina o a-MSH (0.1 pg/0.25 ul). El tratamiento se administro
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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 administracion de la nanoterapia se utilizé (Nle4,D-Phe7)-a-MSH (NDP-
a-MSH) (BACHEM, California). EI NDP-a-MSH fue administrado via i.p. unido a
nanoparticulas de quitosano con tween 80% (CHI-Tw-NDP-a-MSH) sintetizadas
por la Dra. Onnainty Renée (UNITEFA CONICET/FCQ UNC).

Para el disefio experimental de ingesta corta, cinco dias de DRG, dos horas y
medias previas al condicionamiento se administré el desafio inmune débil LPS
i.p. y media hora posterior a LPS se administraron las nanoparticulas (NP) en
solucion (0.022 ug/ul). Se inyectaron 300 pl los cuales contenian 6.5 ug de NDP-
a-MSH (nanoparticulas cargadas, NPc). Se utilizé solucién de NP sin NDP-ao-

MSH (nanoparticulas vacias, NPv) como control.

Para el disefio experimental de ingesta larga, ocho semanas de DRG, dos horas
previas al condicionamiento se administraron NPc (0.022 ug/ul), en un volumen

de 300 pl. Se utilizé solucion de NPv como control.

DETERMINACION DE METABOLITOS PERIFERICOS

Al finalizar la ingesta de cinco dias de DRG se determinaron los niveles séricos
de glucosa, colesterol total y triglicéridos por espectrofotometria, como
indicadores de cambios metabdlicos inducidos por la DRG.

Para la determinacién de glucosa se utilizé el método automatico GOD-POD,
para colesterol total se utilizd el método automatico CHOD-PAP y para
triglicéridos GPO-PAP. Todas las cuantificaciones se obtuvieron mediante
reacciones enzimaticas realizadas utilizando un analizador automatico de
espectrofotometria. Las mediciones se realizaron en el laboratorio central del

Hospital Italiano de Cérdoba.
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ANALISIS HISTOLOGICO

Al finalizar los experimentos conductuales, los animales que fueron sacrificados
por perfusion bajo el efecto anestésico de Ketamina-Xylazina (55/11 mg/kg de
peso, i.p.) y previo al uso de los cortes se evaluo la correcta difusion de la droga
en el area CA1 de hipocampo, asi como la ausencia de necrosis y/o hemorragias
en el sitio de infusién causado por la implantacién de la canula guia. Para
visualizar los cortes se emple6 una lupa binocular (Arcano). Los datos
correspondientes a los animales que presentaron una localizacion incorrecta de
las canulas o dafio tisular fueron excluidos del analisis de resultados. Las
imagenes tomadas de los cortes que presentaron una localizacion correcta de la
infusién se tomaron en zonas proximas a la difusion de la droga siempre
respetando mantenerse dentro del area CA1 de hipocampo dorsal. A
continuacion, se representa en laminas del atlas Allen Mouse Brain Atlas and
Allen Reference Atlas los sitios de inyeccion correspondientes a diferentes

grupos de animales (Fig. 11).

Figura 11. Cortes histolégicos de cerebro de rata con marca representativa
del sitio de inyeccién 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 consolidacion se utilizé el paradigma de condicionamiento de miedo

asociado al contexto.

Aparato de condicionamiento de miedo

El contexto de condicionamiento utilizado fue una caja de acrilico 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 diametro. Las barras estan conectadas a una
fuente de corriente eléctrica que permite la administracion de shocks eléctricos
en las patas del animal (Fig. 12). Para la limpieza de la caja antes y después de
cada sesidn experimental se utilizé una solucion de etanol al 30 %. Este equipo
fue colocado en una habitacidon aislada acusticamente con iluminacion (tubo de

luz blanca de 30 W) y climatizacion controlada (22 + 2 °C).

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

(www.biorender.com).

Sesion de entrenamiento

El dia del condicionamiento cada animal fue trasladado a la habitacion
experimental cubierto por un pafo y colocado individualmente en la caja de
condicionamiento que corresponde al EC. Luego de 4 min de habituacion
(periodo preshock) los animales recibieron 3 shocks eléctricos en las patas
(intensidad: 0,55 mA, duracion: 3 s, intervalo entre shocks: 30 s), dicho evento
aversivo constituye el El. Los animales permanecieron en el contexto asociado

con el shock por 2 min adicionales (periodo 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 habitacion de la colonia.

Sesion de test

24 h posteriores del entrenamiento, los animales fueron expuestos nuevamente
al contexto apareado con el shock y se midio la respuesta de miedo durante un
periodo de 5 min mediante la utilizacion de crondmetros (Fig. 13). El tiempo total
que el animal realiza la conducta de congelamiento en cada periodo (preshock;
postshock; test) se cuantific6 en segundos y se expresé como porcentaje con

relacion al tiempo total.

Evaluacion del miedo condicionado

El parametro utilizado como expresion del comportamiento de miedo en roedores
fue la conducta de congelamiento, la cual se define como la adopciéon de una
postura de inmovilidad total en la cual el animal sélo realiza los movimientos

asociados a la respiracion.

Inyeccién intra
hipocampo

Pre-shock 4' Shock 3 (0.55mA / D:3") Post-shock 2' Test 5'

Figura 13. Esquema del paradigma del condicionamiento de miedo

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

DISECCION

Luego de la sesion del test, los animales correspondientes a los distintos grupos
experimentales fueron transferidos individualmente a otra sala e inmediatamente
sacrificados por decapitacion con guillotina, momento en el cual se obtuvo
sangre troncal para la posterior determinacion de parametros metabdlicos. Los

cerebros fueron removidos rapidamente y colocados en una matriz de acrilico
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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 detras de la marca de la
canula guia y posteriormente se procedié a realizar la diseccion del hipocampo
dorsal (Paxinos, 2007). El tejido extraido fue suficiente para proveer la cantidad
de muestra necesaria para determinar los biomarcadores indirectos de estrés

oxidativo.

DETERMINACION DE BIOMARCADORES INDIRECTOS DE ESTRES
OXIDATIVO

Preparacion del homogenato de hipocampo dorsal

El hipocampo dorsal obtenido mediante diseccion se homogeneizé en 500 pl de
PBS 0.1 M diluido 1/30, se centrifugd a 11441 rpm 10 min a 4°C. Se recuperaron
40 pl del sobrenadante y se diluyeron en 1160 ul de PBS 0.1 M (solucion del

sobrenadante diluido).

Cuantificacion de productos proteicos de oxidaciéon avanzada (AOPP)

La determinacion de AOPP se basoé en la deteccion espectrofotométrica segun
(Witko-Sarsat y col., 1996). Se realizé una curva de calibracién con 200 ul de
cloramina T en concentraciones conocidas de 0-100 umol/L, se midieron las

absorbancias a 340 nm.

Se cuantificd el contenido total de proteinas del sobrenadante mediante el
reactivo de Bradford y posterior deteccion de la absorbancia a 595 nm. Se
utilizaron 200 ul de solucién del homogenato diluido de cada muestra, los cuales
fueron colocados en una placa de microtitulacion, se les afiadieron 10 pl de
potasio iodado 1.16 M y 20 ul de acido acético (glacial) e inmediatamente se
midié la absorbancia a 340 nm. La concentracion de AOPP se expresa en

unidades de cloramida T (umol/L) por miligramo de proteina.
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Cuantificacioén del producto derivado de la oxidacidn lipidica,
malondialdehido (MDA)

Se recuperaron 400l de homogenato de hipocampo dorsal, se les afiadieron
400 pl de una solucion de acido tiobarbiturico y acido tricloroacético, y se los
llevd a bafo maria 100°C durante 10 min. Luego, las muestras fueron
centrifugadas a 11441 rpm durante 10 min a 25°C para eliminar del sobrenadante
las proteinas desnaturalizadas, se cuantificé inmediatamente la absorbancia a
525 nm. Las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico se cuantificaron
utilizando un coeficiente de extincion de 1.56 x 105 M- ' cm~ 'y se expresaron
como nanomol de malondialdehido por miligramo de proteina. El contenido total
de proteinas del sobrenadante se determiné mediante el reactivo de Bradford

seguido de la deteccidn de la absorbancia.

PERFUSION

Luego de la sesién 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) frio y luego con una solucion de paraformaldehido
(PFA) 4% en PB.

Se extrajeron los cerebros, que fueron utilizados para la evaluacion de
plasticidad sinaptica estructural o para la evaluacidon de reactividad y

proliferacion de astrocitos.

Preparacion de las muestras para evaluacion de plasticidad sinaptica

estructural

Los cerebros utilizados para determinar cambios en la plasticidad sinaptica
estructural fueron conservados en PFA 4% a 4°C hasta realizar cortes de 150
pm de espesor utilizando el Vibratomo Series 1000 semiautomatico. Las
rebanadas de la region CA1 de hipocampo dorsal obtenidas se conservaron a
4°C en solucién de PBS 0.1% y PFA 4%, 50% v/v.
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ANALISIS DE LA PLASTICIDAD SINAPTICA ESTRUCTURAL

Se tomaron al azar rebanadas de hipocampo dorsal de cada grupo experimental.
Se tind la regién de CA1 con pequefas gotas de una solucién saturada del
colorante lipofilico 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametil indocarbocianina perclorato
(Dil, InVitrogen; Carlsbad, CA) suspendido en aceite de pescado (Giachero y
col., 2015) (Fig. 14 A). Luego, se tomaron imagenes en Z de segmentos
dendriticos marcados utilizando un microscopio confocal de barrido laser
Olympus - Fluoview FV-1200 con lente objetivo invertido de inmersion en aceite
(NA 1,42) (PlanApo) del Centro de Microscopia Optica y Confocal de Avanzada,

Cdrdoba, Argentina.

Las imagenes obtenidas fueron deconvolucionadas utilizando el programa
Huygens Professional (SVI, Netherlands) ajustado con 15 interaciones, y un
subvolumen superpuesto de 10 pixeles. Luego, cada segmento fue analizado
manualmente utilizando el software ImagedJ. Las proyecciones dendriticas
mayores de 3um, clasificadas como filopodias fueron excluidas (Phillips y Pozzo-
Miller, 2014). Se cuantifico el numero total de protuberancias en contacto
evidente con la dendrita madre. A su vez, se clasificaron los diferentes tipos de
espinas como: tipo | o “stubby”, tipo Il o “mushroom” y tipo Il o “thin” (Fig. 14 C).
Se consideraron como espinas maduras las espinas stubby y mushroom. El
numero total de espinas y el numero de cada tipo particular de espinas fueron
normalizadas a 10pm de longitud en relacién al segmento de la dendrita (Calfa
G. y col., 2012; Giachero y col., 2015; Koh y col., 2002).

La clasificacion de cada tipo de espinas se realizd segun las dimensiones del
largo total (L) (desde la base de conexidn con la dendrita madre), del diametro
de la cabeza (dh) y del diametro 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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Mushroom

‘ (tipo 1)

(L): Largo total
(dh): Diametro de la cabeza

Thin

(dn): Diametro del cuello (tipo 11I)

Figura 14. Imagenes representativas de la metodologia utilizada para
evaluar la plasticidad sinaptica estructural. A- Sitios de inyeccién de Dil en
CA1 de hipocampo dorsal. B- Medidas tomadas para la clasificacién. C- Imagen

de un fragmento de dendrita con espinas representativas de cada tipo.

Preparacion de las muestras para evaluacion de reactividad y

proliferacion de astrocitos

Los cerebros utilizados para determinar cambios en la reactividad y proliferacion
de astrocitos fueron conservados 24 h en PFA 4% a 4°C y posteriormente en
una solucién de sucrosa disuelta en PBS 30% hasta que el cerebro decantd

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 18um, se montaron en
portaobjetos previamente gelatinizados. Los portaobjetos se almacenaron a

-80°C hasta la realizacion de la inmunofluorescencia.

ANALISIS DE LA REACTIVIDAD Y PROLIFERACION 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
realizd una recuperacion antigénica con buffer citrato de sodio (pH: 6) 20 min a
37°C. Luego, se incubd el tejido con una solucion de bloqueo, de suero de cabra
5% durante 2 h a temperatura ambiente (TA). Se retir6 la solucién de bloqueo y
se incubo 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 incubd 2hs a TA, con anticuerpo secundario goat
anti-rabbit IgG FITC 1:1000 (Jackson ImmunoResearch). Luego se lavo el tejido
con PBS 1Xy se incub6 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 incub6 2 h a TA, con anticuerpo
secundario donkey anti-mouse 1:1000 (Jackson ImmunoResearch). Por ultimo,
los tejidos fueron tefidos con DAPI (1:10.000, Calbiochem) y sellados usando el

medio de montaje para resguardar la fluorescencia, Fluor Save (Millipore).

Se tomaron imagenes en Z de la region CA1 de hipocampo dorsal de 60X
utilizando un microscopio confocal de barrido laser Olympus - Fluoview FV-1200
con lente objetivo invertido de inmersién en aceite (NA 1,42) (PlanApo) del
Centro de Microscopia Optica y Confocal de Avanzada, Cérdoba, Argentina.
Para determinar la proliferacién de astrocitos se cuantificaron las células GFAP+
totales y las células GFAP+/Ki67+ y se expresoé el porcentaje de estas ultimas
referidas al total de células GFAP+ (Fig 16 A-C).

Para determinar el porcentaje del area ocupado por GFAP se establecid un

umbral de sefal positiva que incluyd todos cuerpos y procesos celulares, al
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mismo tiempo que excluyd la sefial de fondo inespecifica (Fig. 15 A-B). Los
resultados fueron expresados como el porcentaje medio del area que supero el

umbral positivo de todas las imagenes tomadas.

Figura 15. Imagen representativa del analisis del % de area ocupado por
células GFAP+. A- Imagen representativa de CA1 de hipocampo dorsal tomada
con el objetivo 60X. Células GFAP+/DAPI. Barra de escala 30um. B- Imagen
binaria del campo sobre la cual se eliminé la senal inespecifica de fondo y se
determiné el % del area ocupado por la sefial que superd el umbral positivo.
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16. Imagen representativa del analisis 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- Visualizacion

de colocalizacion. X indica célula GFAP+/Ki-67+. X X indica célula Ki-67+,

célula en proliferacion diferente de astrocito, no cuantificada.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se expresaron como la media = error estandar de la media
(E.E.M.). Los resultados de la ganancia de peso fueron analizados utilizando el
analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas. Los resultados de los
parametros bioquimicos periféricos fueron analizados utilizando el test t de
Student. El analisis de las espinas dendriticas se realizo utilizando “nested”
ANOVA. Los analisis estadisticos restantes se realizaron empleando ANOVA de
dos vias. En el caso de la existencia de diferencias significativas, se realizé un
test de comparacion post hoc de Newman Keuls. Las diferencias con un valor de
p<0,05 fueron consideradas estadisticamente significativas. Los datos se
analizaron con el software estadistico STATISTICA.
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El consumo de DRG durante periodos cortos de tiempo es capaz de alterar la
homeostasis del organismo tanto en humanos como en roedores, aun antes de
observarse signos de obesidad (Campillo y col., 2022; de Paula y col., 2021;
Waise y col., 2015). En este contexto, el S| se encuentra sensibilizado y
responde de forma exacerbada ante un estimulo débil (Martins y col., 2021). Bajo
estas condiciones, se puede producir neuroinflamacion, afectando entre otras
areas al hipocampo, el cual tiene un rol importante la formacion de memorias

contextuales.

Por otra parte, la hormona a-MSH presenta efectos antiinflamatorios, los cuales
ejerce a través de la activacion de sus receptores MC3 y MC4 que se expresan
predominantemente en el SNC, siendo el area de mayor densidad de expresion
el hipocampo (Catania y col., 2004; Chen y col., 2000; Getting y Perretti, 2000).
Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que la administracion
intrahipocampal de a-MSH fue capaz de revertir los efectos de IL-1B (citoquina
proinflamatoria) sobre la consolidacion de una memoria de miedo contextual
(Gonzalez y col., 2009, 2013).

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, nos propusimos estudiar el
efecto de a-MSH sobre los cambios en una memoria dependiente de hipocampo
durante el proceso de consolidacion de una memoria de miedo contextual, en

animales que recibieron una DRG durante 5 dias mas un estimulo inmune débil.

la. Efecto del consumo de una DRG sobre la variacion 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 dias con dieta control (DC) o
dieta rica en grasas (DRG). Durante los cinco dias de exposicién a las diferentes
dietas se realizo el seguimiento de la variacion de peso y el dia del sacrificio se

recolecto suero para la determinacion de diferentes parametros bioquimicos.

El consumo de una DRG durante cinco dias 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
concentracion de colesterol total en plasma, pero no se producen cambios en la

concentracion de glucosa y triglicéridos (Fig. 17 B).
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Figura 17. Efecto del consumo de una DRG durante cinco dias sobre el
peso y sobre parametros bioquimicos. A- Curva de variacion de peso. Los
resultados se representan como la Media £ E.E.M. ANOVA de medidas repetidas
(n=6 por grupo) B- Parametros bioquimicos. Los resultados se representan como
la MediazE.E.M. Student's t-test. *p<0.05 vs. DC. (n=6 por grupo).

El ANOVA de medidas repetidas no mostré diferencias significativas en la
variacion de peso diario entre ambos tipos de dietas [F(5,6)=0.63; p=0.68] (Fig.
17 A). Por otra parte, el analisis estadistico Student's t-test usado para comparar
la variacién de glucosa, colesterol total y triglicéridos mostré un aumento
significativo sélo en los niveles de colesterol total del grupo de animales que
consumio 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 a-MSH sobre la consolidacién de una memoria de miedo
contextual en animales que consumieron DRG durante cinco dias y
recibieron un estimulo inmune débil.

Con el objetivo de determinar el efecto de a-MSH sobre el deterioro cognitivo en
animales que consumieron una DRG asociada a un estimulo inmune débil se
realizé un implante bilateral de canulas guias para llegar hasta la region CA1 de

HD, para la posterior microinyeccién de los tratamientos.

Durante el periodo de recuperacién de la cirugia los animales fueron divididos al
azar en dos grupos para ser expuestos a DC o DRG, ad libitum, durante cinco
dias. Dos horas previas al condicionamiento de miedo contextual se les
administré una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de LPS (10 pg/kg) o SAL. Esta
dosis de LPS representa un desafio inmune débil que por si sdélo no
desencadena signos ni sintomas asociados a una respuesta inmune.
Inmediatamente después del condicionamiento se les administré bilateralmente,
en HD, a-MSH (0.1 ug/0.25 ul) o SAL (0.25 pl). La expresion de la memoria de
miedo se evalué 24 h después mediante el fest de reexposicidon 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 dias no modificé la expresion de la memoria
de miedo contextual al ser comparada con el grupo DC. Sin embargo, la ingesta
de DRG asociada a un desafio inmune periférico débil (inyeccién i.p. LPS (10
Mag/kg)) disminuyo significativamente la expresion 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, recibi6 el
desafio inmune y luego del condicionamiento se les inyectd de manera
intrahipocampal a-MSH (0.1 pg/0.25 pl bilateralmente) no mostré 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 a-MSH (0.1
pg/0.25 pl) no mostraron diferencias significativas respecto a los animales
tratados con SAL (Fig. 18 B).
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Figura 18. a-MSH revierte la disminuciéon en la respuesta de miedo
contextual inducida por el consumo de una DRG por un periodo corto en
combinaciéon con un estimulo inmune débil. A- Esquema experimental. B-
Respuesta de congelamiento durante el fest de 5 minutos. Los resultados se
expresan como la Media + E.E.M. del porcentaje de tiempo en que los animales
permanecen inmoviles. ANOVA dos vias seguido por Newman Keuls post-hoc
test. *p<0.05 DRG-LPS vs. todos los grupos. Tratamientos: LPS (i.p.) 10 pg/kg /
a-MSH (intra-HD) 0.1 pg/0.25 ul. (n=10-16 ratas por grupo).

EI ANOVA de dos vias no mostrd un efecto significativo de la dieta [F(1,96)=1.77;

p=0.18]. Sin embargo, reveld un efecto significativo del tratamiento
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[F(3,96)=3.31; p<0.05] y de la interaccion 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 consumié DRG durante cinco dias no es estadisticamente diferente
del grupo DC (p=0.59). La ingesta de DRG asociada a un desafio inmune
periférico débil disminuyo significativamente la expresion 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 mas el
estimulo inmune que fue tratado con a-MSH no mostr¢ 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 periodo corto de tiempo
no interfiere en la expresion de la memoria de miedo contextual, sin embargo, si
se asocia a un desafio inmune débil se evidencia una disminucion en la
expresion de dicha memoria. Estos resultados confirmarian que la ingesta de
DRG produce una sensibilizacion del Sl, que, ante un estimulo posterior puede
producir neuroinflamacién. El tratamiento con a-MSH, un neuropéptido con

potentes efectos antiinflamatorios revierte este efecto.
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Durante la ventana temporal del proceso de consolidacion de la memoria se
desarrollan cambios bioquimicos, moleculares y estructurales. Los cambios
estructurales permiten la reorganizacion 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 inyeccion intrahipocampal de IL-13, un modelo de
neuroinflamacion aguda, fue capaz de interferir en los cambios estructurales que
subyacen al proceso de consolidacion de una memoria de miedo contextual.
Ademas, en el mismo modelo experimental, demostramos que el tratamiento con
a-MSH fue capaz de revertir esta interferencia (Herrera y col., 2019). Estos
resultados fueron consistentes con estudios que demuestran que la activacion
del receptor MC4 en hipocampo favorece la neurotransmision y plasticidad

sinaptica (Shen y col., 2013).

Considerando estos antecedentes junto a los mencionados en la introduccion,
nos propusimos estudiar el efecto de a-MSH sobre cambios en la densidad total
y forma de espinas dendriticas en animales que consumieron la DRG mas un

estimulo inmune débil.

lla. Efecto de a-MSH sobre cambios en la densidad total de espinas
dendriticas en hipocampo dorsal inducidos por el consumo de una DRG

asociada a un estimulo inmune débil.

Los animales fueron sacrificados por perfusion intracardiaca inmediatamente
después del test conductual y se extrajo el cerebro, del cual se obtuvieron
rebanadas de HD. Posteriormente se realiz6 la técnica de tincion con Dil en la
region CA1 de HD y se tomaron fotografias con el microscopio confocal FV 1200.
Las imagenes fueron analizadas con el software ImageJ y los valores de las

espinas fueron normalizados cada 10 ym.

El grupo de animales alimentados con DRG que recibio el desafio inmune débil
mostré una disminucion significativa de la densidad total de espinas dendriticas

en area CA1 de hipocampo dorsal respecto a todos los grupos experimentales.
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No se observo una diferencia significativa en la densidad de espinas dendriticas
entre los animales que consumieron DC y DRG (Fig. 19 B).

El tratamiento intrahipocampal con a-MSH aumenté la densidad de espinas
dendriticas 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 a-MSH en los cambios inducidos por el consumo de
una DRG mas LPS sobre la densidad total de espinas dendriticas. A-
Imagenes representativas de los grupos DC y DRG asociados a los diferentes
tratamientos. Barra de escala representa 2 ym. B- Densidad total de espinas
dendriticas. 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, a-MSH y LPS-a-MSH.
ab.cp<0.001, a vs. DRG-LPS, b vs. DRG-a-MSH y ¢ vs. DRG-LPS-a-MSH.
Tratamientos: LPS (i.p.) 10 pg/kg / a-MSH (intra-HD) 0.1 pg/0.25 pl. (n= 2-4 ratas,
600-800um longitud total).
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El Nested ANOVA indic6 un efecto del tratamiento sobre la densidad total de las
espinas dendriticas [F(7,140)=38.79; p<0.05]. El test a posteriori Newman Keus
no mostro diferencia significativa entre los grupos DC y DRG, mientras que en el
grupo de animales alimentados con DRG que recibio el desafio inmune débil
disminuy®¢ significativamente la densidad total de espinas dendriticas (p<0.001)
respecto a todos los grupos experimentales (Fig. 19 B). Por otra parte, el grupo
de animales expuestos a DRG mas LPS, que ademas recibié el tratamiento con
a-MSH no mostr¢ diferencias significativas respecto a los grupos DC (p=0.28) y
DRG (p=0.13) (Fig. 19 B).

Por otra parte, el analisis a posteriori Newman Keus también mostré que a-MSH,
en la dosis utilizada, produjo un incremento en la densidad de espinas
dendriticas en animales que recibieron DC, asociada o no a LPS (p<0.05);
también se observd un aumento en la densidad de espinas en los animales que
recibieron DC mas LPS (p<0.05), comparados con el grupo DC. Ademas, este
analisis demostré un incremento en los grupos DC-LPS, DC- a-MSH y DC-LPS-
a-MSH respecto a los grupos bajo los mismos tratamientos alimentados con
DRG (Fig. 19 B).

Estos resultados sugieren que a-MSH es capaz de modular los cambios en la
plasticidad sinaptica estructural observados en los animales alimentados con

DRG asociada a un estimulo inmune débil.

lib. Efecto de a-MSH sobre cambios en la densidad de espinas finas y
maduras en hipocampo dorsal inducidos por el consumo de una DRG

asociada a un estimulo inmune débil.

Posteriormente analizamos si este efecto en la densidad total estaba asociado a
cambios en algun tipo particular de espinas. Las espinas dendriticas se
clasificaron en: maduras (tipo stubby y mashroom) y finas (tipo thin) segun la
relacion entre las siguientes longitudes: largo total, largo del cuello y diametro de

la cabeza de cada una, segun Koh y col., 2002.

Los resultados mostraron que la disminucion de la densidad total de espinas del
grupo de los animales alimentados con DRG mas LPS esta asociada a la
disminucién 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 si al comparar
la densidad de ambos tipos de espinas (Fig. 20 A-B). Ademas, la densidad de
ambos tipos de espinas en los animales alimentados con DRG mas el estimulo
inmune deébil que recibieron tratamiento con a-MSH no fue diferente de los
grupos DC y DRG (Fig. 20 A-B).
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Figura 20. Efecto de a-MSH sobre los cambios inducidos por el consumo
de una DRG mas LPS sobre la densidad de distintos tipos de espinas
dendriticas. 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.
#5<0.05 DC-a-MSH vs. todos los grupos. B- *p<0.001 DRG-LPS vs. todos los
grupos. #p<0.01 DC vs. DC asociada a LPS, a-MSH y LPS-a-MSH. 2:*¢p<0.001;
avs. DRG-LPS, b vs. DRG-a-MSH y ¢ vs. DRG-LPS-a-MSH. Tratamientos: LPS
(i.p.) 10 ug/kg / a-MSH (intra-HD) 0.1 ug/0.25 ul. (n= 2-4 ratas, 600-800um
longitud total).

El Nested ANOVA indicd 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 relacidén a las espinas finas, en el analisis a posteriori Newman-Keuls, los
grupos DC y DRG no mostraron ser diferentes (p=0.77). El grupo expuesto a
DRG-LPS mostro una disminucion significativa de la densidad de espinas finas
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respecto a todos los grupos (p<0.05). Asimismo, el analisis estadistico reveld
que el grupo DRG-LPS tratado posteriormente con a-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 mostrdé un aumento significativo
de la densidad de espinas finas del grupo DC-a-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 disminuy¢ significativamente respecto de todos los
grupos (p<0.001) y el grupo DRG-LPS mas el tratamiento con a-MSH no fue
diferente de los grupos DC (p=0.39) y DRG (p=019) (Fig. 20 B).

Por otra parte, en el analisis a posteriori Newman Keus también se observd un
incremento significativo en la densidad de espinas maduras de los grupos DC-
LPS, DC-a-MSH, DRG-a-MSH y DC-LPS-a-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-a-MSH y DC-LPS-a-MSH también fue
significativo respecto a los mismos tratamientos alimentados con DRG (p<0.001)
(Fig. 20 B). Este efecto incidié en la densidad total de espinas dendriticas,

aunque no modifico la expresion de la memoria de miedo contextual.

Estos resultados sugieren que la disminucion observada en la expresién de la
memoria de miedo contextual del grupo de animales DRG-LPS puede estar
relacionada a cambios en la plasticidad sinaptica estructural, debidos a una
disminucién de la densidad total de espinas dendriticas a expensas de ambos
tipos de espinas (maduras y finas). El tratamiento con a-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 podrian estar asociadas a un proceso neuroinflamatorio.
Este proceso, en primera instancia, es una respuesta fisiopatoldgica que tiene
como fin reparar y eliminar los dafos ocasionados en el microambiente neuronal
(Jaganjacy col., 2022). Sin embargo, cuando esta condicidn inflamatoria es dificil
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 lipidos, proteinas 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 realizé la cuantificacion de los
productos de las interacciones de las ERO con proteinas (productos proteicos
de oxidacion avanzada - AOPP) y lipidos (malondialdehido - MDA) en
homogenatos de HD. Ademas, evaluamos si el tratamiento con a-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 mas el estimulo inmune débil con LPS (Fig.
21 A-B) lo que indica un incremento del estrés oxidativo en HD. En el grupo de
animales que consumié DRG no se evidencié 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 mas LPS asociado al tratamiento
intrahipocampal con a-MSH mostr6 niveles de AOPP y MDA similares a los
grupos DC y DRG (Fig. 21 A-B).
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Figura 21. Efecto de a-MSH sobre el aumento de los marcadores indirectos
de estrés oxidativo inducido por el consumo de una DRG mas LPS. A-
Productos avanzados de la oxidacion proteica (AOPP). B- Producto derivado de
la oxidacién lipidica (MDA). Los resultados se representan como la Media +
E.E.M. ANOVA de dos vias seguido por Newman Keuls post-hoc test. A-
*p<0.001 DRG-LPS vs. todos los grupos. #p<0.05 DRG y DRG-LPS-a-MSH vs.
DC-LPS, DC-a-MSH, DC-LPS-a-MSH y DRG-a-MSH. B- *p<0.05 DRG-LPS vs.
todos los grupos. Tratamientos: LPS (i.p.) 10 pg/kg / a-MSH (intra-HD) 0.1
Mg/0.25 ul. (n=4 ratas por grupo).

El ANOVA de dos vias realizado para el analisis de AOPP indicé 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 interaccion significativa entre la dieta y el tratamiento
[F(3,24)=72.81; p<0.05]. ElI post hoc Newman Keuls no revelo 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). Ademas, el
test Newman Keuls mostré que el grupo DRG-LPS con el posterior tratamiento
con a-MSH no fue diferente de los grupos DC (p=0.34) y DRG (p=0.22) (Fig. 21
A).

En este analisis también se observo un leve incremento, aunque significativo de
AOPP en los grupos DRG y DRG-LPS-a-MSH respecto a los grupos DC bajo los
diferentes tratamientos y DRG-a-MSH (p<0.05) (Fig. 21 A).
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Por otra parte, el ANOVA de dos vias para el analisis de MDA mostré 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 interaccidon significativa entre la dieta y el tratamiento
[F(3,24)=3.28; p<0.05]. El test a posteriori Newman-Keus no mostro diferencias
significativas entre los grupos DC y DRG (p=0.16). El grupo DRG-LPS mostr6 un
aumento significativo de MDA respecto de todos los grupos (p<0.05). Por otra
parte, se observo que el grupo DRG-LPS-a-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-a-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 mas un desafio
inmune débil. Los resultados son consistentes con los efectos observados en el
test conductual y en los cambios de la plasticidad sinaptica estructural. El

tratamiento con a-MSH fue capaz de revertir este efecto.
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Los astrocitos, células gliales, participan activamente en diferentes procesos
como la actividad sinaptica, el balance homeostatico del microambiente neuronal

y la respuesta ante agentes patdégenos (Sanmarco y col., 2021).

Dentro de sus funciones se ha demostrado que ejercen un papel dual en la
mantencion 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 esta asociada a
cambios moleculares, funcionales y morfolégicos que son ampliamente

utilizados como indicadores que permiten determinar la reactividad astrocitaria.

Por lo cual, nos propusimos evaluar este fendbmeno en nuestro modelo
experimental. Para este fin, analizamos cambios en porcentaje de area ocupado
por GFAP y cambios en la proliferacion de astrocitos (Ki-67) en la region CA1 de
hipocampo dorsal mediante la metodologia de inmunofluorescencia. El
porcentaje de GFAP se determiné como la relacidon del area inmunorreactiva
respecto del area total examinada. Las imagenes fueron tomadas con el
microscopio confocal FV 1200 y posteriormente fueron analizadas con el
software ImagedJ.

La proliferacion de astrocitos fue cuantificada como el porcentaje de células
GFAP+ que colocalizan con el marcador de proliferacién 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 si. En el
grupo DRG-LPS mas la inyeccion intrahipocampal de a-MSH este porcentaje fue
significativamente menor respecto del grupo DRG-LPS, aunque esta disminucion
no fue suficiente para reestablecer valores comparables con los grupos DC y
DRG (Fig. 22 A).

Los resultados obtenidos con relacién al porcentaje de area 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 analisis estadistico mostré
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que el grupo alimentado con DRG asociado al estimulo inmune débil incremento
aun mas este % de area ocupado por GFAP. De manera interesante, este
analisis también revelé un aumento del % de GFAP en el grupo DRG-LPS-o-
MSH, que fue significativamente mayor a todos los grupos experimentales (Fig.
22 B).
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Figura 22. Efecto de a-MSH sobre cambios en la proliferacion y el % de area
ocupado por GFAP de astrocitos hipocampales. A- Porcentaje de células
GFAP+/Ki-67+. B- Porcentaje de area ocupado por GFAP. Todas las imagenes
fueron tomadas en la regién CA1 de hipocampo dorsal. Los resultados se
representan como la Media + E.E.M. ANOVA de dos vias seguido por Newman
Keuls post-hoc test. A- *p<0.001 DRG-LPS vs. todos los grupos. Yp<0.001 DRG-
LPS-a-MSH vs DC, DC-LPS, DC-a-MSH, DC-LPS-a-MSH, DRG y DRG-a-MSH.
#5<0.05 DC-a-MSH y DRG-0-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-a-MSH
vs. todos los grupos. Tratamientos: LPS (i.p.) 10 pg/kg / a-MSH (intra-HD) 0.1
pg/0.25 pl. (n=3 ratas por grupo, 6 rebanadas de 18 ym por rata, 16 imagenes

por rebanada).

El ANOVA de dos vias realizado para el analisis de la proliferacion de astrocitos
mostréo 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 interaccion significativa entre la
dieta y el tratamiento [F(3,1999)=25.25; p<0.05]. El post hoc Newman-Keus no
revelé diferencias significativas entre los grupos DC y DRG (p=0.38). Sin
embargo, si mostr6 un incremento significativo del grupo experimental

alimentado con DRG que recibio el estimulo inmune, LPS, en relacién con todos
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los demas grupos experimentales (p<0.001). El grupo DRG-LPS que ademas
recibié el tratamiento con a-MSH intrahipocampal mostré una proliferacion
significativamente menor respecto del grupo DRG-LPS aunque la proliferacion
continud siendo significativamente mayor respecto de los grupos DC asociada a
todos los tratamientos y a los grupos que recibieron DRG y DRG-a-MSH
(p<0.001) (Fig. 22 A).

Ademas, el analisis post hoc mostré6 que el tratamiento con a-MSH en los
animales expuestos a ambas dietas (DC-a-MSH y DRG-a-MSH) disminuyo la
colocalizacion de células GFAP+/Ki-67+ respecto de los grupos DC y DC-LPS
(p<0.05) (Fig. 22 A).

El andlisis estadistico del % de area ocupado por GFAP mediante el ANOVA de
dos vias revel6 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 interaccion significativa entre la
dieta y el tratamiento [F(3,1886)=188.10; p<0.05]. El test a posteriori Newman-
Keuls reveld un aumento significativo del porcentaje de area ocupado por GFAP
del grupo DRG respecto de los grupos alimentados con DC (p<0.001). Ademas,
el analisis estadistico mostré un incremento de este porcentaje del grupo DRG-
LPS respecto a todos los grupos DC y a los grupos DRG y DRG-a-MSH
(p<0.001). Por otra parte, el grupo DRG-LPS-a-MSH mostré un incremento del
porcentaje de area ocupado por GFAP estadisticamente mayor con relacion a
todos los grupos experimentales (p<0.001) (Fig. 22 B).

Estos resultados sugieren que la DRG asociada al estimulo inmune es capaz de
aumentar la proliferacion y el porcentaje de GFAP. El tratamiento con a-MSH fue
capaz de atenuar la proliferacion de los astrocitos. Mientras que el tratamiento
con a-MSH aumento el porcentaje de GFAP.
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El conocimiento de los mecanismos asociados a las secuelas cognitivas
ocasionadas por el consumo de DRG vy las posibles vias de modulacion por a-
MSH nos indujo a buscar nuevos métodos terapéuticos. Con este propésito, se
evaluo 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 analogo de a-MSH que presenta estabilidad ante la
degradacion enzimatica, aumentando asi su biodisponibilidad. Ademas,

presenta alta afinidad por los receptores MC4.

Va. Determinacién de la capacidad de las NP para llegar a hipocampo

dorsal, region CA1.

Previo a los experimentos conductuales se evalud la capacidad de las NP para
atravesar la BHE y llegar al HD. Se inyectaron por via i.p. 300ul de una solucién
de NP marcadas con el fluorescente FITC (NP-FITC), y luego de 2 h se realiz6

una perfusion intracardiaca y se extrajo el cerebro.

Se obtuvieron rodajas del cerebro para luego tomar imagenes del HD en el
microscopio confocal FV 1200 (Fig. 23). Las imagenes obtenidas nos permitieron

verificar que las NP fueron capaces de atravesar la BHE.
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Figura 23. NP-FITC en hipocampo dorsal region CA1. A- NP-FITC en solucién
(derecha). Seleccion de una NP (izquierda). B- Grafico de emision de
fluorescencia para FITC estandar (linea verde) y emision de la solucion de NP-
FITC (linea roja). C- Células de HD CA1 con presencia de NP-FITC. Nucleos
celulares marcados con DAPI (azul). Imagenes 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 dias) mas un

estimulo inmune débil.

Se sintetizaron nanoparticulas de quitosano recubiertas de tween y cargadas con

NDP-MSH para ser administradas via intraperitoneal.

Los animales alimentados con DC o DRG durante cinco dias recibieron una
inyeccion i.p. de LPS (10 pg/kg) o vehiculo 2:30 h previas al condicionamiento.
El tratamiento con NP vacias (NPv) o cargadas con NDP-MSH (NPc: 300 ul de
una solucion de NDP-MSH 0.022 ug/ul.) fue administrado i.p 2 h previas al
condicionamiento de miedo contextual y 24 h posteriores se realizo el test de
memoria de miedo condicionada al contexto (Fig. 24 A).

Los resultados mostraron nuevamente que el consumo de la DRG durante cinco
dias asociada al estimulo inmune débil con LPS interfirid en la expresion de la

memoria de miedo contextual disminuyéndola de manera significativa respecto
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al grupo que consumio DC, también asociada al desafio 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 logré revertir
la disminucién en la expresion 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 nanoparticulas no interfiere en la
expresion de la memoria de miedo contextual ya que el grupo DC+LPS-NPc no
mostro diferencias estadisticamente 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 disminucion de la
respuesta de miedo contextual inducida por el consumo de una DRG por
un periodo corto mas un estimulo 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 inmoviles. ANOVA dos vias 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 vias mostrd un efecto significativo de la dieta [F(1,29)=10.97;
p<0.05], no reveld un efecto significativo del tratamiento [F(1,29)=2.36; p=0.14].
La interaccién entre la dieta x tratamiento mostré tener efecto significativo
[F(1,29)=5.66; p<0.05. EI test Newman-Keuls reveld6 una disminucién

significativa en el porcentaje de congelamiento del grupo DRG-LPS tratado con
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NP vacias respecto a todos los grupos (p<0.05)]. El test Newman-Keuls no
mostro diferencia entre los grupos DC-LPS tratados con NP vacias 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 vacias 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 mas el estimulo inmune débil.
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Resultados — Capitulo VI

Como se describié anteriormente, el consumo de DRG durante un tiempo
prolongado lleva al organismo a un estado de inflamacion crénica de baja
intensidad que por diferentes vias de comunicacion 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.

Vla. Impacto del consumo de DRG sobre la variacion del peso.

Ratas macho Wistar de 45 dias de edad fueron divididas aleatoriamente en

dos grupos para ser alimentadas durante 8 semanas con DC o DRG.

Durante la exposicion a las diferentes dietas se realiz6 el seguimiento de la
variacion de peso de manera semanal. Se observd 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).
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Figura 25. Efecto del consumo de DRG durante 8 semanas sobre el
peso. Curva de variacion 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 mostr6 un efecto de la dieta
[F(9,2)=63.01; p<0.05]. El test a posteriori Newman-Keus revel6 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 via intraperitoneal. Se les administraron NP vacias
(NPv) o cargadas con NDP-MSH (NPc: 300 pl de una solucion de NDP-
MSH 0.022 ug/ul i.p.) 2 h previas al condicionamiento de miedo contextual
y a las 24 h se realizo el test de memoria de miedo condicionada al contexto
(Fig. 26 A).

- HFD
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Los resultados mostraron que el consumo de DRG durante un periodo
prolongado es capaz de disminuir, de manera significativa, la expresion de

la memoria de miedo contextual (Fig. 26 B).

El tratamiento con las NP conteniendo NDP-MSH en el grupo DRG logré
revertir la disminucion en la expresion de la memoria evaluada, ya que no
fue diferente del grupo DC. Ademas, los resultados muestran que la dosis
utilizada de nanoparticulas 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 si (Fig. 26 B).

A
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Figura 26. La nanoterapia con NDP-MSH revierte la disminucién 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 inmoviles. ANOVA dos vias 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 vias no mostré un efecto significativo de la dieta
[F(1,38)=1.99; p=0.17], reveld un efecto significativo del tratamiento
[F(1,38)=1.96; p<0.05] y un efecto de la interaccion entre la dieta x
tratamiento [F(1,38)=7.34; p<0.05]. El test a posteriori Newman-Keuls, en
concordancia con el capitulo anterior, no mostré diferencias significativas
entre los grupos alimentados con DC tratados con NP vacias y cargadas
con NDP-MSH (p=0.94). Sin embargo, reveld una disminucion 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
estadisticamente de los grupos DC tratados tanto con NP vacias, como con
NP cargadas (p>0.05) (Fig. 26 B).

Estos resultados sugieren que el tratamiento con NDP-MSH mediante el
uso de nanoparticulas es eficaz para atenuar el dafio cognitivo observado

en los animales alimentados con DRG durante 8 semanas.
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Teniendo en cuenta el impacto a nivel social, econdmico y en la salud del
sobrepeso y la obesidad, es de interés conocer los cambios fisioldgicos que
llevan al desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles. Dentro de este
grupo de enfermedades, como consecuencia del sobrepeso y la obesidad, se
encuentran el sindrome metabdlico, diabetes mellitus tipo Il, hipertension y la

predisposicién a la aparicion temprana de enfermedades neurodegenerativas.

En la actualidad, existe una tendencia a estilos de vida con preponderancia en
el sedentarismo y habitos 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 proyectd 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 nifios con obesidad desde 2010 a 2030, se estimd en un 2.2%. A su vez, se
proyecta hacia el 2030 que, de las muertes prematuras asociadas a
enfermedades cronicas 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 depdsito de tejido
graso visceral, el cual es capaz de secretar citoquinas proinflamatorias,
produciendo asi una inflamacion periférica cronica de baja intensidad, que a su
vez afecta al SNC, favoreciendo el desarrollo de neuroinflamacion, deterioro
cognitivo, depresién y desordenes de ansiedad. Ademas, la neuroinflamacion
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 areas del cerebro mas vulnerable al dafo inducido por el consumo de
DRG es el hipocampo. El hipocampo es una estructura critica 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 evaluan 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 soélo 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 dias) han
sido demostrados incluso mucho antes de la ocurrencia de signos de
alteraciones metabdlicas 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 todavia.

Ha sido demostrado previamente que el consumo de DRG por periodos cortos
de tiempo es capaz de sensibilizar el Sl, el cual ante un estrés o un estimulo
inmune débil produce una respuesta exacerbada. En este contexto el SNC se
encuentra afectado y a su vez se producen deterioros funcionales en diversas
areas, siendo una de las mas vulnerables el hipocampo (Kanoski y Davidson,
2011; Sobesky y col., 2016).

En el presente trabajo de tesis doctoral nos interesé 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 dias, asociada a un estimulo inmune débil con LPS. Nos
enfocamos especificamente en un proceso cognitivo dependiente de hipocampo,
la consolidacion de una memoria de miedo contextual. Nos propusimos
determinar el efecto de este tipo de alimentacion en etapas tempranas del
consumo y los mecanismos involucrados. Determinamos ademas el efecto de a-

MSH, un neuropéptido de probado efecto antiinflamatorio y neuroprotector.

Durante el tiempo de exposicion a la DRG y DC se realizé el seguimiento en el
incremento de peso de los grupos experimentales, sin encontrar diferencias
significativas al comparar ambos grupos. Ademas, se determinaron diferentes
parametros periféricos al finalizar el periodo de la ingesta de ambas dietas. Las
concentraciones de glucosa vy 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 comparacion al grupo alimentado con DC.
Estos resultados sugieren que el consumo de DRG con el presente disefio
experimental no genera alteraciones consistentes con sindrome metabdlico. Sin
embargo, el aumento observado en el colesterol total puede estar asociado a
cambios en la expresion de proteinas hepaticas claves en el metabolismo del
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mismo, induciendo de esta manera su aumento a nivel plasmatico, como ha sido
demostrado previamente en animales sometidos a una DRG durante 14 dias

(Magri-Tomaz y col., 2018).

Para evaluar el deterioro en la expresién de una memoria de miedo contextual
dependiente de hipocampo, se midié la conducta de congelamiento de los
diferentes grupos experimentales. Los resultados demuestran que la ingesta de
DRG por si sola no produce alteraciones en la expresion de la memoria de miedo
contextual respecto del grupo control. La ingesta de DRG asociada a LPS

disminuye la expresion 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 sintomas inflamatorios severos (Johnson y col., 2002;
Sobesky y col., 2016).

Estos resultados avalan la hipotesis de que el consumo de una DRG durante un
periodo corto sensibiliza al Sl, que responde en forma aumentada ante un

estimulo inmune e induce neuroinflamacion.

Con el fin de determinar el efecto de a-MSH sobre los cambios en la expresiéon
de la memoria de miedo contextual observados en el grupo experimental DRG-
LPS, se administr6 a-MSH intrahipocampal. Al evaluar la expresion de la
memoria, los resultados revelaron que el tratamiento con a-MSH revierte el
efecto de la DRG asociada al estimulo inmune con LPS. Ademas, demuestran
que a-MSH en ausencia de estimulos 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 fest conductuales como laberinto acuatico de Morris,
laberinto de agua de brazos radiales, alternancia espontanea en laberinto en T
o en Y y test de evitacion para evaluar la memoria espacial, la cual depende de
hipocampo. En todos estos modelos experimentales se encontré una asociacion
entre el consumo de DRG y el deterioro en el desempefio durante las sesiones

de test de los animales de experimentacion, 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 dia
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, si observan el deterioro
cognitivo cuando asocian el consumo de la dieta a un estimulo inmune débil o
en animales de experimentacidn longevos (Sobesky y col., 2016; Spencery col.,
2017). En todos estos reportes determinan que las alteraciones observadas en
los test conductuales se acompanan del incremento de mediadores

inflamatorios, principalmente en el hipocampo.

En nuestro grupo de trabajo se demostré previamente, que la administracion de
IL-18, citoquina proinflamatoria, interfiere durante el proceso de consolidacién y
reconsolidacion de una memoria de miedo contextual en un modelo in vivo.
Asimismo, se observé que el tratamiento con a-MSH fue eficaz para revertir el
efecto de IL-1B (Gonzalez y col., 2009; Machado y col., 2010). En el presente
trabajo, se probo el efecto neuroprotector de a-MSH, ya que fue capaz de revertir
de manera significativa el deterioro causado por la ingesta de DRG mas LPS

sobre la consolidacion de la memoria de miedo contextual evaluada.

Resultados previos de nuestro grupo de investigacion, particularmente
enfocados en el efecto de IL-1B durante el proceso de consolidacion de una
memoria de miedo contextual, han revelado que esta citoquina interfiere a nivel
presinaptico disminuyendo la liberacién de glutamato, mediante la via de
activacion de la MAPK p38. También se determind cuales son las posibles vias
por las que IL-1B3 afecta el proceso de consolidacion a nivel postsinaptico. Se
observé que IL-1B retarda de manera temporal la activaciéon de ERK2, el cual
estimula la transcripcion génica de BDNF, que también se encontré disminuido
en presencia de IL-13. Asimismo, se determind el efecto de a-MSH posterior a

la administracion de IL-1B. Los resultados mostraron que la melanocortina,
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restablece los niveles de fosforilacion de ERK2 y los niveles de la proteina BDNF
(Gonzalez y col., 2013, 2009).

Las evidencias mencionadas anteriormente, junto al conocimiento del rol de la
activacion de las vias de sefializacién que llevan en ultima instancia a la sintesis
de proteinas como BDNF, implicadas en los cambios estructurales claves para
el almacenamiento de una memoria, nos llevaron a investigar si IL-1[3 interfiere
en las modificaciones de la plasticidad sinaptica estructural que subyacen al
proceso de consolidaciéon de una memoria de miedo contextual. Los resultados
obtenidos del analisis de la densidad total de espinas dendriticas de neuronas
piramidales de hipocampo demostraron que el tratamiento con IL-13 disminuye
dicha densidad a expensas de la disminucion en la densidad de espinas
maduras, que son las de mayor actividad sinaptica. La posterior administracion

de a-MSH fue capaz de atenuar este efecto (Herrera y col., 2019).

Teniendo en cuenta estos antecedentes respecto a los efectos de a-MSH en un
contexto neuroinflamatorio, inducido por la administracion de IL-1[3, es probable
que este neuropéptido revierta el efecto de la ingesta de una DRG mas un
estimulo inmune sobre la expresion de una memoria de miedo contextual

mediante mecanismos similares.

Como mencionamos anteriormente durante el proceso de consolidacion de una
memoria es critica la regulacién de los cambios bioquimicos, moleculares y
estructurales que subyacen a la formacion de los procesos sinapticos

excitatorios estables.

A continuacién, evaluamos si el déficit en la expresién de la memoria de miedo
contextual observado en el presente modelo experimental (consumo de DRG
mas un estimulo inmune débil con LPS) estd asociado a cambios en la
plasticidad sinaptica estructural. Los resultados nos muestran que la DRG por si
sola no afecta la densidad total de espinas dendriticas, sin embargo, al estar
asociada al estimulo inmune se observa una disminucion significativa de esta
densidad respecto de todos los grupos experimentales. Al clasificar los diferentes
tipos de espinas observamos una disminucién tanto en la densidad de espinas

maduras como de espinas finas.
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Al analizar si el tratamiento con a-MSH interfiere en los cambios estructurales
ocasionados por la DRG mas LPS, observamos un aumento de la densidad total
de espinas dendriticas a expensas de ambos tipos de espinas, maduras y finas.
Los cambios observados en el numero y forma de espinas dendriticas son

consistentes con los resultados del test conductual.

Ademas, 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 podria estar asociado a un aumento moderado
de citoquinas inflamatorias en el SNC, ya que se ha descripto que IL-1B e IL-2,
en bajas concentraciones, favorecen la actividad sinaptica (Alves y col., 2017;
Goshen vy col., 2007). Por otra parte, la dosis de a-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 estimulacion de los MC4R postsinapticos favorecen tanto
la plasticidad sinaptica estructural (aumento de espinas maduras) como la
plasticidad sinaptica funcional (facilitacion de LTP). Esta evidencia indica la
importante participacion del receptor en la regulacion de la plasticidad sinaptica
excitatoria (Shen y col., 2013), lo cual es consistente con el efecto de a-MSH
observado en el presente modelo in vivo. Sin embargo, este aumento de la
plasticidad sinaptica estructural si bien fue significativo, no fue suficiente para
producir cambios en la expresion de la memoria en los animales alimentados con
DC.

Una de las metodologias que se utiliza para determinar la plasticidad sinaptica
funcional, la cual esta correlacionada con el numero y la fuerza de conexiones
sinapticas, son los registros de LTP. Los cambios observados en la plasticidad
sinaptica 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 jovenes o longevos, como en animales expuestos a periodos cortos de
tiempo, revelaron una reduccion de los registros de LTP en hipocampo, Ademas,
demostraron que esta disminucion del LTP se asocio a un déficit en la expresion

del receptor TrkB (receptor de BDNF) y de la proteina PSD-95, proteina
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postsinaptica esencial en la maduracion de sinapsis excitatoria (Crispino y col.,
2020; Davis y col., 2021; Paulo y col., 2021; Ramirez y col., 2022).

Por otro lado, el efecto modulador de a-MSH observado en el presente modelo
experimental podria estar asociado a la activacion de su receptor MC4, presente
en la regidon postsinaptica. Esta demostrado que la activacién de MC4R estimula
la insercidn de receptores AMPA y en consecuencia facilita la generacion de LTP
e incrementa la fuerza sinaptica. Ademas, se describié que la activacion de
MC4R en un modelo de raton con EA es capaz de atenuar el dafio en la
plasticidad sinaptica (Shen y col., 2013, 2016). Estos antecedentes, son
consistentes con resultados previos de nuestro grupo de investigacion sobre el
efecto modulador de a-MSH en los cambios de la plasticidad sinaptica estructural
en un modelo de neuroinflamacion aguda (Herrera y col., 2019).

El SNC requiere de gran generacion de energia para desarrollar sus funciones,
por lo que la actividad durante los procesos de trasmisidn sinaptica presenta una
alta demanda de la funcién mitocondrial. Las mitocondrias son fundamentales
para la generacion de energia mediante la cadena respiratoria, ademas, son
altamente dinamicas y tienen la capacidad de responder ante cambios en el
microambiente celular. Durante los procesos neuroinflamatorios la funcion
metabdlica de las mitocondrias se encuentra alterada y en consecuencia se
produce un desbalance en la produccion de ERO que excede la capacidad
antioxidante del SNC, causando dafo 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
lipidos, proteinas y ADN. Los productos resultantes de estas reacciones son mas
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 dias no produjo un incremento en los niveles de AOPP o de
MDA, respecto al consumo de DC. Sin embargo, al estar asociado al estimulo
inmune débil (LPS) los niveles de ambos indicadores fueron significativamente
mayores. Por otra parte, este incremento se revirtid en el grupo experimental
DRG mas LPS, que ademas fue tratado con a-MSH. Estos resultados sugieren
que el consumo de DRG aumenta la vulnerabilidad del hipocampo a que se
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produzca una disfuncion mitocondrial, lo cual podria estar reflejado en el
desbalance entre la capacidad antioxidativa y oxidativa del SNC. El tratamiento

con a-MSH es capaz de atenuar el efecto de la DRG asociada a LPS.

Se ha demostrado que existen receptores MC4 en células de la glia,
particularmente en astrocitos. La activacion de estos receptores por a-MSH, fue
capaz de atenuar la produccion de iINOS y COX2 en cultivo de astrocitos bajo la
estimulacién inflamatoria con LPS-IFN-y (Caruso y col., 2007a). Ademas, se ha
demostrado que el acido palmitico (AP), el acido graso libre mas abundante en
alimentos ricos en grasa, produce una respuesta proinflamatoria en astrocitos y
microglia. EI AP aumenta el dafo oxidativo siendo una de las posibles vias de
accion la disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes, superoxido
dismutasa (SOD) y y-glutamato cisteina ligasa (y-GSH). El tratamiento con NDP-
a-MSH demostré favorecer la actividad de SOD e incrementar los niveles de
GSH. En el mismo modelo experimental se observd que AP disminuye la
expresion de BDNF. El tratamiento con NDP-a-MSH revierte este efecto
(Ramirez y col., 2019; Saba y col., 2018). Ademas, el efecto neuroprotector de
a-MSH se ha demostrado en otros modelos experimentales como el de EA,
donde fue capaz de disminuir el nivel de mediadores inflamatorios y apoptéticos
y el estrés oxidativo disminuyendo de esta manera la pérdida neuronal. También
se observo la reversion del deterioro cognitivo (Giuliani y col., 2014a; Zhang y
col., 2014).

Estas evidencias en conjunto sustentan los posibles mecanismos de accion por
los cuales a-MSH ejerce su accion antioxidante, los cuales podrian estar

mediando los efectos observados en el presente modelo experimental.

En el proceso de peroxidacion lipidica, el radical hidroxilo y el peroxinitrilo
reaccionan con los enlaces dobles de los acidos grasos presentes en las
membranas celulares. Estos productos y las ERO, a su vez modifican las
proteinas de tal forma que afectan sus funciones, esto puede resultar en la
agregacion y entrecruzamiento de proteinas del citoesqueleto que participan en
la regulacion de la estructura neuronal y el transporte axonal (Mattson y Liu,
2002), con lo cual el estrés oxidativo podria interferir en las modificaciones de la
plasticidad sinaptica estructural que subyacen al proceso de consolidacion de la
memoria.

111



Discusion

En el hipocampo también se incrementa el estado de estrés oxidativo por causa
de la vejez, la exposicion a radiacién o deficiencia de SOD. Se ha demostrado
que estos factores son capaces de afectar la estructura y densidad de las
espinas dendriticas. Particularmente, la irradiacion en el craneo es capaz de
incrementar el estrés oxidativo y la neuroinflamacion llevando a una disminucion
de espinas maduras y en consecuencia interfiere en la estabilidad y fuerza

sinaptica (Huang y col., 2015).

Por otra parte, se demostré 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 observo junto a la pérdida del numero de espinas

dendritas y a una disminucion 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 sinaptica
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 glia, y presentan un rol
fundamental en la fisiologia y en la resolucion de procesos patologicos del SNC.
Estas células intervienen en diversas funciones desde la sinaptogénesis hasta la
regulacion del metabolismo neuronal. Mediante su participacién en la BHE
regulan la comunicacion del SNC con la periferia. En condiciones fisiolégicas
estas células son un componente importante en la sinapsis tripartita, ya que sus
proyecciones contactan con las membranas pre y postsinaptica, participando de
esta manera en la liberacién y recaptacion de neurotransmisores, en la
modulacién de la excitabilidad neuronal y de la plasticidad sinaptica. Influyendo
asi en multiples procesos de aprendizaje y memoria (Sanmarco y col., 2021).

Por otra parte, los astrocitos presentan una poblacion heterogénea dentro del
SNC, la cual varia en las diferentes regiones del cerebro e incluso dentro la
misma region. Se han descripto diferentes subconjuntos de astrocitos basandose
en los diferentes estimulos a los cuales responden, en la morfologia y en la
expresion de genes. Ante diferentes procesos patoldgicos los astrocitos
responden modificando sus caracteristicas, 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 neuroinflamacion (frecuentemente
denominados A1) (Boghdadi y col., 2020). Los astrocitos desencadenan su
polarizacion al estado reactivo a través de la via de senalizacion de NF-kB la
cual es estimulada por la presencia de mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-18
and IL-17), de ERO y de agonistas del receptor Toll-like (Giovannoni y Quintana,
2020; Lee y col., 2022).

Los cambios en la expresion de proteinas que experimentan los astrocitos
reactivos son ampliamente utilizados para monitorear la astrogliosis reactiva. El
marcador mayormente empleado es la expresion de GFAP. Esta proteina
aumenta su expresion en muchos astrocitos ante diferentes estimulos 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 localizacion en el SNC, del tipo de injuria que los
estimula y de su proximidad a la injuria o lesién. EI cambio en la expresién de
GFAP, a su vez se acompafia de modificaciones en el volumen (hipertrofia) y
numero de ramificaciones de los astrocitos. Otro cambio caracteristico que se
puede observar en la astrogliosis reactiva es la proliferacion de astrocitos.
Durante este proceso de proliferacion hay un incremento en la proteina nuclear
Ki-67, cuya funcion es regular la proliferacion celular, que al ser combinada con
la inmunomarcacién de células GFAP+ aporta una herramienta que nos indica el
porcentaje de proliferacion celular especifica de astrocitos (Cui y col., 2011; Lee
y col., 2022; Pekny y col., 2014).

Teniendo en cuenta la participacion de los astrocitos en la mantencion de la
homeostasis del SNC y en la resolucion de procesos nueroinflamatorios
evaluamos cambios en la expresion de GFAP y en la proliferacién de los

astrocitos presentes en HD.

Los resultados obtenidos en cuanto a la proliferacion de astrocitos (células
GFAP+/Ki-67+) indican que la DRG por si sola no induce cambios, sin embargo,
cuando la DRG esta asociada al estimulo inmune débil la proliferacion se
incrementa significativamente. Por otra parte, al evaluar esta caracteristica en el
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grupo experimental alimentado con DRG mas el estimulo inmune y el tratamiento
con a-MSH se observé una disminucion significativa en la proliferaciéon de
astrocitos respecto del grupo DRG-LPS, aunque no fue suficiente para

restablecer los valores de los grupos controles.

El efecto de a-MSH en la activacién y proliferacidon de astrocitos también se ha
demostrado en un modelo de isquemia cerebral, el cual induce neuroinflamacion.
En este modelo se observd una reduccion de la proliferacion de astrocitos y de
GFAP luego del tratamiento con a-MSH. Cabe destacar que, esta accion
neuroprotectora fue observada empleando un tratamiento con inyecciones i.p.
de a-MSH (0.5 mg/kg) 30 min posteriores a la induccién de la isquemia cerebral,
seguida de inyecciones diarias durante cuatro dias consecutivos (Forslin

Aronsson y col., 2006).

En cuanto al porcentaje de area ocupado por GFAP, pudimos observar que el
consumo de la DRG durante los cinco dias fue suficiente para aumentar dicha
area, respecto al consumo de DC. Ademas, el consumo de DRG asociado al
desafio inmune, incrementd aun mas el area ocupada por GFAP. En el grupo
DRG-LPS tratado con a-MSH también se observo un incremento significativo del
porcentaje de area ocupado por GFAP.

Los cambios observados en las caracteristicas 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 presentd modificaciones en la proliferacion,
sin embargo, demostré un aumento en la expresion de GFAP; por otra parte, los
grupos DRG-LPS y DRG-LPS-a-MSH aumentaron tanto la proliferacion de

astrocitos como el porcentaje de area ocupado por GFAP.

El aumento de GFAP del grupo DRG-LPS podria estar estimulando la
polarizacion de los astrocitos hacia una subpoblacién asociada a una respuesta
inflamatoria, ya que este grupo experimental también presenté una disminucion
en la plasticidad sinaptica estructural e incremento de los marcadores indirectos

de estrés oxidativo.

Los astrocitos presentan diversos receptores acoplados a proteina 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
activacion de NF-kB, mientras que el incremento de AMPc previene la acciéon de
NF-kB y la subsecuente neuroinflamaciéon (Zhou y col.,, 2019). Como fue
mencionado anteriormente los astrocitos presentan receptores MC4, los cuales
estan asociados a proteina 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 activacion
de MC4R reduce la produccién de ON e iNOS, presenta accion antiapoptética,
incrementa la expresion de BDNF y la expresion de enzimas antioxidantes
(Caruso y col., 2007b, 2012; Ramirez y col., 2019).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, es posible que el grupo DRG-LPS
tratado con a-MSH presente astrocitos que estén asociados a una respuesta
antiinflamatoria, ya que el tratamiento con a-MSH también demostré tener un
efecto favorable en la expresién de la memoria de miedo contextual, en la
plasticidad sinaptica estructural y en el estrés oxidativo. Estos efectos no fueron
acompafados de la disminucion en el porcentaje de area 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
consolidacion de una memoria de miedo contextual y los mecanismos
involucrados permitiria abordar posibles estrategias para lograr tratamientos que

reviertan estos efectos.

Basandonos en antecedentes de nuestro laboratorio y de otras publicaciones,
donde se demostr6 ampliamente el efecto neuroprotector, antiinflamatorio y
antioxidante del péptido melanocortinérgico a-MSH, y mas aun con los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis, es que nos propusimos disefiar
una posible estrategia terapéutica para la administracion periférica del péptido.
Se desarrollaron NP de quitosano con tween cargadas con un agonista sintético
del receptor MC4, denominado [Nle4,D-Phe7]-a-MSH (NDP-a-MSH).

a-MSH no presenta toxicidad para el organismo, sin embargo, su vida media es
muy corta ya que es susceptible a la degradacion enzimatica. Por este motivo se
han sintetizado agonistas capaces de aumentar la vida media del péptido sin
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perder la afinidad por los receptores MC4, manteniendo de esta manera las
caracteristicas farmacodinamicas y cinéticas adecuadas para su distribucion y
acciéon. Se ha demostrado previamente en ensayos in vitro e in vivo que NDP-a-
MSH conserva los efectos del péptido a-MSH (Caruso y col., 2012; Ramirez y
col., 2019).

Los experimentos conductuales que se utilizaron para determinar la eficacia de
la terapia con nanoparticulas fueron realizados en el modelo experimental de
consumo de DRG por cinco dias mas el desafio 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 estimulo con
LPS, el tratamiento periférico con las NP cargadas con NDP-a-MSH revirtio el

deterioro en la expresion 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 expresion 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
disefio experimental anterior, el empleo de la nanoterapia con NDP-a-MSH
demostré ser efectiva para revertir el deterioro en la expresion de la memoria de

miedo contextual.

Estos hallazgos sugieren que el uso de la nanoterapia es efectivo como
estrategia para proteger al analogo de a-MSH de la degradacion enzimatica y
favorecer su llegada al hipocampo, y lo que es mas importante, atenuar los dafios

a nivel cognitivo, asociados al consumo de DRG.
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Conclusién

Los efectos neuroprotectores de a-MSH han sido demostrados en modelos de
neuroinflamacion y de enfermedades neurodegerativas. En este trabajo de tesis
estudiamos su efecto en un modelo de neuroinflamacion inducida por la ingesta
de DRG, que no ha sido previamente abordado. Dado que el hipocampo es un
area 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 sinaptica estructural, en el estado de estrés oxidativo y la reactividad

de los astrocitos.

Los resultados demuestran que a-MSH es capaz de revertir el déficit cognitivo
actuando tanto a nivel neuronal como glial, induciendo cambios en la plasticidad

sinaptica, el estrés oxidativo y modulando la reactividad astrocitaria (Fig. 27).

El uso de la nanoterapia demostro ser eficiente para revertir el deterioro cognitivo
en animales sometidos a DRG durante distintos periodos, y plantea el potencial

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas (Fig. 28).

Los resultados obtenidos demuestran el importante efecto neuromodulador de
a-MSH en un proceso de neuroinflamacion inducido por la ingesta de una dieta

rica en grasas.
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Figura 27. Resumen grafico del efecto neuroprotector de a-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 estimulo inmune débil. Creado en BioRender
(www.biorender.com).
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Figura 28. Resumen grafico 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 estimulo inmune débil y a
largo plazo. Creado en BioRender (www.biorender.com).
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