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Introduccidn




Memoria de miedo

A lo largo de la evolucion los organismos han perfeccionado distintas
estrategias para hacer frente a los requerimientos ambientales. En los
animales, es particularmente importante la defensa contra la predacion y la
proteccion de la progenie por lo cual han desarrollado una serie de sistemas
neurales capaces de disparar diferentes estados emocionales como el miedo y
la ansiedad. El miedo es una respuesta adaptativa, que se desencadena en
presencia de sefiales o contextos particulares que amenazan la supervivencia
del individuo y en consecuencia se exhiben una serie de respuestas
comportamentales y fisioldgicas defensivas que son medibles y predecibles
(Johansen et al, 2011; Perusini & Fanselow, 2015; Bergstrom, 2016). La
formacién de la memoria del miedo es un proceso que se divide en fases

distintivas e independientes que se desarrollaran en los siguientes parrafos.

La primera fase se conoce como adquisicion y se desarrolla durante la
sesion de aprendizaje donde se incorpora informacion nueva y como resultado
se forma una memoria a corto plazo (STM, por sus siglas en inglés) labil e
inestable. Posteriormente, en un periodo de aproximadamente 6 horas después
de la adquisicién, se desarrolla la fase de consolidacion que consiste en un
proceso de estabilizacion mediante el cual la memoria recientemente adquirida
se convierte en una memoria a largo plazo (LTM, por sus siglas en inglés)
persistente (Figura 1). Se sabe que en esta fase se inicia una sintesis de
proteinas, como las protein-kinasas, y la liberacién de factores neurotréficos
como BDNF que median los cambios plasticos necesarios para la estabilizacién
y consolidacion de la STM (Johansen et al., 2011; Nader 2015). Un ejemplo de
los cambios plasticos que se desarrollan durante la consolidacién es el
aumento en el tamafo de las sinapsis (Ostroff et al., 2010) mediado por la
insercion de receptores AMPA, que se sabe estan involucrados en la
potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés; Johansen et al.,
2011).



En algunos casos puede presentarse un estimulo ambiental relacionado
con la memoria que provoca que esta sea reactivada y da lugar a la fase de
evocacion (Figura 1). Este hecho desencadena un proceso activo de
transduccion de sefiales en el que ocurren cambios transitorios que conducen a
que la memoria regrese a un estado similar al de la STM y se vuelva labil y
susceptible a sufrir cambios como modificar su robustez o incorporar nueva
informacion a la traza (Nader, 2015; Kida, 2020). Luego de esta labilizacion, se
da lugar a la fase de reconsolidacion en la que se inicia una nueva expresion
génica y sintesis de proteinas que permiten volver a estabilizar la memoria
(Johansen et al., 2011; Kida, 2020). Estas fases son de particular importancia
ya que permiten “actualizar” la memoria, lo que seria crucial para modelar el
comportamiento y poder adaptarse a los requerimientos ambientales

fluctuantes.
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Figura 1: representacion esquematica del desarrollo de las distintas fases de la memoria del
miedo dentro del cerebro (Modificado de Kida, 2020).



La formacion de la memoria de miedo resulta fundamental para poder
prever futuras situaciones que pongan en riesgo la supervivencia del individuo,
pero una desregulacion en los circuitos cerebrales del miedo puede resultar en
respuestas desadaptativas que se encuentran presentes en desérdenes
psiquiatricos como las fobias y el trastorno de estrés post traumatico (Pape &
Pare, 2010).

Condicionamiento contextual de miedo

El paradigma mas utilizado para explorar los mecanismos de la memoria
y el aprendizaje asociativo del miedo es el condicionamiento de miedo
Pavloviano (Bergstrom et al., 2011; Fanselow & LeDoux, 1999; Maren, 2001,
Maren, 2008). En este modelo se presenta un estimulo ambiental aversivo,
controlado por el experimentador, que genera en el animal un estado
emocional negativo y suscita un set de comportamientos defensivos
mensurables inducidos por la amenaza (Herry & Johansen, 2014). Mas
especificamente los sujetos aprenden a asociar un estimulo previo neutral
(estimulo condicionado - EC), a un estimulo aversivo incondicionado (El; e.g.
shock eléctrico). En el caso de los paradigmas contextuales los animales
asocian el El al contexto distintivo en el que se produce, entendiendo como
contexto el conjunto de elementos discretos que forman un marco
multisensorial donde ocurren los procesos cognitivos (Chaaya & Johnson,
2018; Fanselow, 1990). Como resultado de este entrenamiento la reexposicion
al EC (contexto) evoca una respuesta comportamental de miedo altamente
predecible (Respuesta condicionada - RC). La figura 2 ilustra el proceso de

condicionamiento contextual.

Dentro del repertorio de RC al miedo en roedores se encuentran
aspectos fisiologicos (como activacibn  autonOmica  simpatica) Yy
comportamentales como el congelamiento o freezing (Ehrlich et al., 2009;
Fanselow, 1980), que se define como la falta absoluta de movimientos por
parte del animal (exceptuando los necesarios para respirar) y la magnitud en la
gue es expresado por el individuo resulta proporcional al nivel de miedo que

experimenta (Cushman & Fanselow, 2010).
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Figura 2: representacion esquematica del protocolo de condicionamiento contextual en
roedores. (Modificado de Kida, 2020)

Estructuras cerebrales implicadas en la memoria del miedo

En el encéfalo existen dos estructuras que han sido descriptas como las
principales involucradas en la formacion y mantencion de la memoria del miedo
contextual: el hipocampo y la amigdala (LeDoux, 2000; Pape & Pare, 2010). Se
ha postulado que el hipocampo es el encargado de integrar los elementos
discretos del ambiente para generar una representacion coherente y unificada
del contexto (Fanselow & Dong, 2010), mientras que la amigdala recibe
aferencias somatosensoriales que le permite codificar la informacion del dolor
inducido por el shock, a la vez que tiene conexiones con el hipocampo y la
corteza (Ehrlich et al., 2009; LeDoux, 2000).

La amigdala o complejo amigdaloide es un conjunto de nucleos de
sustancia gris anatémica y funcionalmente diferenciados que se localiza en el
I6bulo temporal anteromedial ventral. En la rata pueden reconocerse cuatro
divisiones supranucleares principales: el nucleo superficial o cortical, la

amigdala extendida, el complejo basolateral (C-BLA) y un grupo de células sin



clasificar. A los fines de esta tesina solo profundizaremos en la estructura
anatomica del C-BLA. Esta estructura es un conjunto de nucleos heterogéneo
entre los cuales se pueden reconocer cuatro principales: lateral (LA),
basolateral (BL), ventral basolateral (BLV) y basomedial (BM) (De Olmos et al.,
2004).

El C-BLA es el principal sitio de entrada de la informacion sensorial,
como la visual, olfativa, somatosensorial (incluido el dolor), entre otras, gracias
a que posee fibras que la conectan bidireccionalmente con otras estructuras
como el hipocampo, la corteza prefrontal y el talamo (LeDoux, 2007; Erlich et
al., 2009; LeDoux et al., 1988; De Olmos et al., 2004). Asi es que durante el
condicionamiento la amigdala recibe las aferencias sensitivas aversivas del El
y la representacion contextual del hipocampo, esta convergencia resulta en
cambios plasticos que permiten la codificacion de la memoria de miedo
(Fanselow, 2010; Fanselow & LeDoux, 1999). Por otra parte, el C-BLA, también
mantiene conexiones con el nucleo central (parte de la amigdala extendida),
que es la principal estructura de salida de la amigdala y controla las respuestas
autonémicas y motoras asociadas al aprendizaje (Fig. 3, LeDoux. 2007; Erlich
et al., 2009).

La importancia de la amigdala en la formacion de la memoria del miedo
ha sido reportada por diversos autores (Schafe & LeDoux, 2000; Blair et al.,
2001; Nader et al.,, 2000). Por ejemplo, se ha visto que una lesién en la
amigdala interfiere con el condicionamiento (Blanchard & Blanchard, 1972).
Asimismo, otros estudios han reportado que la infusion de farmacos inhibidores
de la sintesis de proteinas como la anisomicina en el C-BLA después del
condicionamiento produce un déficit en la consolidacién de la memoria (Nader,
2015).
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Figura 3: modelo del circuito cerebral implicado en la formacion de la memoria de miedo
contextual. (Modificado de Phelps & LeDoux, 2005).

Astrocitos en relaciéon a la formacion de la memoria de miedo

En el campo de las neurociencias, las investigaciones sobre los
procesos relacionados con la memoria histéricamente se han enfocado
principalmente en el estudio de las neuronas (Blair et al., 2001; Pape & Pare,
2010; Li et al., 2013; Nader, 2015; Rossignoli et al., 2017; Casagrande et al.,
2018). Sin embargo, en el encéfalo existen otro grupo de células con
caracteristicas y funciones distintivas que se conocen como células gliales y
representan alrededor de un 50% del total de células cerebrales (Herculano-
Houzel, 2014).

Los astrocitos son un tipo especializado de glia que tienen una
caracteristica forma de estrella y poseen muchos procesos finos como ramas

gue les permiten formar un contacto estrecho con las neuronas, envolviendo
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las sinapsis, y los vasos sanguineos cerebrales (Khakh & Sofroniew, 2015;
Adamsky & Goshen, 2018). Si bien estas células son incapaces de disparar
potenciales de accion, se sabe que pueden ser excitadas mediante la elevacion
de las concentraciones de Ca*? citosélico principalmente provisto de la
movilizacion de los iones almacenados en el reticulo endoplasmico. Estas
corrientes de Ca*? constituyen una via de comunicacién astrocitica ya que
pueden propagarse a otros astrocitos mediante las uniones gap que existen
entre células vecinas, las cuales forman dominios anatémicos y funcionales
altamente organizados que practicamente no se solapan (Adamsky & Goshen,
2018; Bender et al., 2016; Stehberg et al., 2012).

Clasicamente se creyd que las células gliales tenian un rol inferior en el
sistema nervioso mediante la mantencién de las condiciones ideales para las
funciones neuronales. Sin embargo, en las Ultimas décadas, ha surgido el
concepto de la sinapsis tripartita (Figura 4) que propone a los astrocitos como
participantes fundamentales de la conexién sinaptica (Araque et al., 1999;
Haydon, 2001; Allen & Barres 2009). Este cambio en el paradigma del estudio
de las conexiones neurales esta respaldado por un amplio set de evidencias
gue sugieren que la glia, tiene una variedad de funciones entre las cuales se
encuentra el soporte fisiolégico de las neuronas y la regulacién de la
neurotransmision. En este sentido, se ha visto que los astrocitos son capaces
de detectar la actividad neuronal y responder a esta en mdultiples escalas
gracias a que expresan diversos receptores (e.g. receptores glutamatérgicos)
que permiten una comunicacion bidireccional entre estos y las neuronas
(Bender et al., 2016; Adamsky & Goshen, 2018; Allen & Barren, 2009).

12
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presinaptica postsinaptica
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[
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Figura 4: representacion de una sinapsis tripartita. En el esquema se puede observar
que el terminal astrocitico posee receptores del mismo tipo que los neuronales.
Cuando se liberan los neurotransmisores desde la neurona presinéptica, los receptores
ubicados en el astrocito se activan provocando un incremento del Ca*? intracelular y
la consiguiente liberacion de sustancias neuro activas capaces de modular la sinapsis.
(Modificado de Allen & Barres, 2009)

Una de las respuestas de los astrocitos a la actividad neuronal son los
cambios en su morfologia ya que se sabe que son capaces de extender y
retraer sus procesos perisinapticos (PAPs) en coordinacién con los elementos
pre y potsinapticos (Bender et al., 2016; Santello & Volterra, 2019; Bender et
al., 2020). Por otro lado, recientes descubrimientos han comprobado que los
astrocitos liberan gliotransmisores (e.g. glutamato, D-serina) que pueden unirse
a receptores post o presinapticos resultando en una modulacién de la
excitabilidad neuronal y la transmision sinaptica (Fig 4), a la vez que controlan
el microambiente sinaptico (e.g. recaptacion de glutamato) y la formacion y

eliminacién de la sinapsis (Vezzoli et al., 2019).
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Existe evidencia que indica que los contactos astrociticos no se
distribuyen al azar y estan relacionados con los cambios estructurales
relacionados con el aprendizaje soportando y potenciando la memoria normal
(Ostroff et al., 2014; Adamsky et al., 2018; Suzuki et al., 2011). También se ha
observado que la comunicacion bidireccional astrocito-neurona es importante
en la fisiologia de la amigdala influenciando las respuestas comportamentales
(Martin-Fernandez et al., 2017; Stehberg et al., 2012). Por esta razon, la
integracion de la sefalizacion y modulacion astrocitica en el estudio de los
procesos cognitivos que resulta de gran importancia para comprender no solo
los procesos de memoria normales, sino también para entender la base de las

alteraciones producidas en las condiciones patoldgicas.

Una herramienta ampliamente utilizada en la literatura para el estudio de
la funcidn astrocitica en distintas areas del cerebro es el inhibidor metabdlico
fluorocitrato (FLC) (Wang et al., 2009; Christian and Huguenard, 2013; Shang
et al., 2015; Liao et al., 2017). Se ha reportado que este farmaco es captado
preferentemente por los astrocitos (Paulsen et al., 1987; Hassel et al., 1992)
provocando la disminucion transitoria del metabolismo mediante la inhibicién de
la encima aconitasa en el ciclo de Krebs (Morselli et al., 1968). Como
consecuencia de la interrupcion del metabolismo, se produce una baja en los
niveles astrociticos de ATP ademas de un decremento de la sintesis de
aminoacidos como la glutamina y de la recaptacion de neurotransmisores como
glutamato y GABA (Clarke et al., 1970; Paulsen et al., 1987; Hassel et al.,
1997). El efecto selectivo y reversible del FLC lo convierte en un método de
mucha utilidad en el estudio de la funcion astrocitica en procesos dindmicos

como lo es el aprendizaje y la formacion de la memoria.
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Objetivo general:

Indagar sobre la participacion de los astrocitos del C-BLA en las distintas

etapas de formacion de la memoria de miedo contextual.

Objetivos especificos:

1) Evaluar los efectos de la inhibicion farmacoldgica de los astrocitos del C-BLA
durante la fase de adquisicibn (administracion de fluorocitrato antes del

condicionamiento)

2) Evaluar los efectos de la inhibicién farmacoldgica de los astrocitos del C-BLA
durante la fase de consolidacion (administracion de fluorocitrato luego del

condicionamiento)

3) Evaluar los efectos de la inhibicién farmacolégica de los astrocitos del C-BLA
durante la fase de evocacidon (administracién de fluorocitrato antes del test de

recuerdo)

4) Evaluar los efectos de la inhibicién farmacolégica de los astrocitos del C-BLA
durante la fase de reconsolidacién (administracién de fluorocitrato luego de la

evocacion de la memoria)
Hipdtesis:
La inhibicion farmacoldgica de astrocitos del C-BLA en alguna/s de las

distintas fases de la memoria de miedo induce un déficit mnésico, indicando la

importancia de los astrocitos del C-BLA en dicho proceso.

Se espera que en aquellas fases en las que la participacién de los
astrocitos sea critica, los animales que sean infundidos con el inhibidor
astrocitico muestren un déficit en la performance cognitiva, operacionalizada
como una disminucion en la respuesta de congelamiento frente al estimulo

incondicionado.
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Materiales y
Metodos




Animales

Para cumplir con los objetivos propuestos se utilizaron ratas macho
adultas de la cepa Wistar (300-330 g) que fueron criadas en el bioterio del
IFEC-CONICET vy alojadas en cajas de plexiglass (2 o 3 individuos por caja).
Los animales se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 hs a
temperatura estable (22-24 grados centigrados) con libre acceso de agua y
comida. Todos los procedimientos se realizaron durante el ciclo de luz y bajo
las condiciones de bienestar animal aprobadas por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-FCQUNC, Resolucién
856, EXP-UNC:001 7152/2018). En todos los casos, con el fin de minimizar el
estrés y facilitar el manejo, una semana antes del inicio de los experimentos se
tomaron los recaudos necesarios para que las ratas se habituaran a la
manipulacion del experimentador como el transporte dentro del bioterio, pesaje,

inmovilizacién para los procedimientos, etc.

Cirugia para administracion intracerebral y microinfusion

Bajo condiciones de asepsia, las ratas fueron anestesiadas con una
combinacion de ketamina (60 mg/kg, i.p) y xilacina (7 mg/kg i.p.).
Posteriormente se posicionaron en un aparato estereotaxico para ratas y se
colocaron bilateralmente canulas guias de acero inoxidable (22 G) en el
complejo basolateral de la amigdala (C-BLA) en las coordenadas AP: -2.8 mm,
LM: +/- 5 mm, DV: -8 mm (Paxinos y Watson, 2017). Las canulas se fijaron al
craneo con acrilico dental y dos tornillos enroscados en el hueso craneal.
Ademas, se les administraron 2,1mg por cada 100g de peso de una
combinacion de penicilina y estreptomicina (Norcilina) como antibiético para
evitar posibles infecciones bacterianas. Luego de la cirugia los animales
permanecieron en sus cajas habituales por 10 dias antes de iniciar los

experimentos de condicionamiento.
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Fluorocitrato (FLC)

Se ha reportado que la administracion de una dosis de 1nmol/ul de FLC
en el neoestriado produce una inhibicién de la funcién astrocitica que persiste
por al menos 12hs y se recupera 24hs luego de la administracion (Paulsen et
al., 1987). Por otro lado, existe evidencia de que el tratamiento con FLC
produce efectos significativos entre 30 minutos y 1 hora después de la
administracion (Shang et al., 2015; Christian and Huguenard, 2013; Damolin et
al., 2007). Con base en antecedentes de la literatura, en el presente trabajo se
utilizaron dosis de 0,5nmol/0,5 pl o de 1 nmol/0,5u de FLC para la
administracion en el C-BLA (Hassel et al., 1997; Liao et al. 2017).

Para la preparacion de la solucion de fluorocitrato se disolvieron 8 mg de
sal de bario de acido DL-fluorocitrico en 1 ml de HCI 0.1 M, se precipit6 el Ba*?
con 50pul de Na2S0O4 0.1 M y luego se afnadieron 0.2 ml de Na2HPO4 0.1 M. Se
centrifugd a 1000g por 5 min, se recuperd el sobrenadante y se centrifugd
nuevamente por 5 minutos a 1000g. El nuevo sobrenadante se diluyé en
solucion salina a una concentracion final de 1nmol/pl 0 1 nmol/0.5 ul (pH 7.4).

Microinfusion

Para la administracién de la droga se fabricaron canulas inyectoras (30
G) de una longitud 2mm mayor a las canulas guia (para evitar asi la presion
negativa al momento de la infusiéon) que se conectaron mediante vias de
polietileno a micro jeringas de 10ul (Hamilton) montadas en una bomba de
microinfusion. Las canulas inyectoras se insertaron dentro de las guias para la
administracion bilateral intra C-BLA. Cada animal fue infundido con 0,5 pl de
solucion salina o de un inhibidor metabdlico de los astrocitos llamado
fluorocitrato (FLC) en las concentraciones de 0,5nmol/0,5 pl o de 1 nmol/0,5ul,

a una velocidad constante de 0,5 pl/min.
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Condicionamiento de miedo contextual (Dia 1)

Se utilizé una camara de condicionamiento que consiste en una caja de
acrilico blanco (20 cm x 23 cm x 20 cm) con una tapa transparente y un suelo
de rejilla con 10 barras paralelas de acero inoxidable (cada una de 4 mm de
diametro y separadas entre si por 1,5 cm) conectada a un generador para
producir choques eléctricos de intensidad y duracién definidas. La camara se
ubicé en una habitacion con aislamiento sonoro, iluminacion blanca y uniforme
y con una temperatura constante (21+2 °C). En todos los ensayos, después de
cada animal, la cdmara se limpié con alcohol al 70% con el fin de eliminar

cualquier posible olor que dejara el individuo anterior.

En el dia 1 del protocolo, cada animal fue introducido en la camara de
condicionamiento donde permanecio por 3 minutos, tiempo requerido para que
el animal pueda generar una representacion acabada del contexto. Ademas,
este intervalo nos permiti6 determinar el freezing basal de cada individuo
(periodo pre- EIl). Seguidamente se aplicaron dos shocks de 1mA de 3
segundos de duracion cada uno y separados entre si por 30 segundos (El).
Luego del dltimo shock la rata continué en la camara por 50 segundos (periodo
post- El), pasado este tiempo se la devolvié a su caja de alojamiento. En todo
el procedimiento se realizaron filmaciones que luego fueron analizadas
cuantificando los niveles de freezing, considerados como la cantidad de tiempo

en que el animal permanece inmovil, durante los periodos de pre y post-El.
Test 1 (Dia 3)

Después de 48 horas del condicionamiento se realiz6 un test de
memoria mediante la reexposicion de los animales al contexto donde recibieron
el estimulo (caja de condicionamiento) durante cinco minutos y luego se
cuantificaron los niveles de freezing a partir de las filmaciones obtenidas. Una
excepcion fue un grupo de animales del experimento 4 (ver seccién de disefio
experimental) que no fueron sometidos a este test con el objetivo de que no
atravesaran el proceso de evocacion que resulta fundamental para que ocurra

la reconsolidacion.
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Test 2 (Dia 5)

48 hs después del test 1, se realizé una segunda prueba de memoria
con una nueva exposicion de los animales al contexto de condicionamiento por

cinco minutos y se cuantificaron los niveles de freezing.

Finalizado el procedimiento del dia 5 los animales fueron sacrificados
mediante decapitacion por guillotina para la posterior verificacion del sitio de

inyeccion.

Disefio experimental

Teniendo en cuenta que el FLC produce un efecto significativo
aproximadamente 1 hora después de la administracion (Shang et al., 2015;
Christian and Huguenard, 2013; Damolin et al., 2007), la infusion de los
animales se realiz6 a diferentes tiempos respecto al condicionamiento, en
relacion a la fase de la formacién de memoria a evaluar, quedando delimitados

los siguientes experimentos:

e Experimento 1: Con el fin de evaluar la fase de adquisicion, 60 minutos
antes de proceder a realizar el condicionamiento en el dia 1 tres grupos
de animales asignados aleatoriamente fueron infundidos con solucién
salina (SAL: N=13), con FLC en la concentracién de 0,5nmol/0,5 ul (FLC
0,5: N=12) o con FLC en la concentracion de 1 nmol/0,5ul (FLC 1:
N=10).

e Experimento 2: para evaluar la fase de consolidacion se realizé la
infusion 60 minutos después de haberse realizado el condicionamiento
en el dia 1, ya que observaciones previas indicaban que la
administracion inmediatamente después del condicionamiento interferia
con la formacion de la memoria también en el grupo control impidiendo
el andlisis de los resultados y posteriores conclusiones. En este set de
experimentos se utilizaron 28 animales de los cuales 13 fueron
infundidos con solucién salina y 15 con fluorocitrato a una concentracion
de 0,5nmol/0,5 pl.
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e Experimento 3: teniendo como objetivo la fase de evocacion, la infusion
se realizé 60 minutos antes de la reexposicion al contexto en el test 1
(test de recuerdo) en dos grupos de 12 ratas cada uno que recibieron

salina o fluorocitrato 0,5nmol/0,5 pl.

e Experimento 4: para la evaluacion de la reconsolidacion, en el dia 3, dos
grupos aleatorios de individuos fueron infundidos inmediatamente
después de realizado el test 1 (reactivacion de la memoria) con salina o
con fluorocitrato 0,5nmol/0,5 pl (SAL: N=10, FLC 0,5 N=10). Un tercer
grupo de animales, que no fue expuesto al contexto, también fue
infundido al mismo tiempo que los dos anteriores con una dosis de
0,5nmol/0,5 pl de fluorocitrato (FLC-NR: N=6).

Analisis estadistico

En el texto, los resultados se expresan como la media del porcentaje de
freezing + DS. En los graficos estan representadas las observaciones
individuales mediante dispersion de puntos. Los datos fueron analizados
mediante prueba T de Student, ANOVA de una via o ANOVA de medidas
repetidas segun correspondiera. Cuando el ANOVA indicé diferencias
significativas se realizaron analisis post hoc de Newman—Keuls. En todos los
casos, el valor minimo para la significacion estadistica fue de p<0.05. Por otro
lado, se calcularon indices de respuesta al shock (freezing post-El/freezing pre-
El), indices de aprendizaje (freezing test 1/freezing pre-El) e indices de

retencién (freezing test 2/freezing test 1)
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Resultados




Experimento 1: Evaluacion de los efectos de la inhibicion funcional de los

astrocitos del C-BLA durante la fase de adquisicién

Con el fin de facilitar la explicacion de los andlisis estadisticos a
continuacion se expondran en orden cronolégico las distintas fases de este
experimento en el que los animales fueron infundidos en C-BLA con SAL o con
FLC en las concentraciones de 0,5 nmol/0,5 pl o 1 nmol/0,5 pl y sometidos al
protocolo correspondiente (Figura 5A).

Previo al test de memoria resulta importante realizar un analisis de los
niveles de freezing de los animales en el dia del condicionamiento para evaluar
el indice de respuesta al El (estimulo incondicionado) ya que, si bien los
registros observacionales durante el desarrollo del experimento indican que
todos los animales manifestaron una reaccion notoria a cada uno de los
shocks, cabria la posibilidad de que la administracion de FLC en la amigdala
antes del condicionamiento influyera en la percepcion del El afectando las

interpretaciones subsiguientes.

Al analizar los niveles de freezing para cada tratamiento encontramos
gue los animales presentaron, en el tiempo pre-El, niveles de freezing similares
con un promedio del 37% (SAL=37+15%, FLCO0,5=39+7%, FLC1=34+12%) que
aumentd a un promedio de 73% (SAL=72+25%, FLC0,5=75+17%,
FLC1=71+19%) en el andlisis post-El (Figura 5B). EI ANOVA de medidas
repetidas (tratamiento x tiempo) revel6 que no hubo diferencias entre los
tratamientos (F (2, s0) =0,33, p=0,7) pero si los niveles de freezing observados en
el tiempo post-El fueron significativamente mayores en comparacion a los del
tiempo pre-El (F @1, 30) =81,75, p<0,0001; test de Newman-Keuls, p=0,0001) y no
hubo una interaccién entre ambas variables (F (2, 30y =0,24, p=0,8). Esto se
refleja también en los indices de reaccion (figura 5C) obtenidos para cada
tratamiento entre los cuales no se hallaron diferencias significativas (ANOVA, F
@, 30 = 0,71, p=0,5). Nuestros resultados sugieren que todos los animales
presentaron una reaccion al condicionamiento similar independientemente del

tratamiento.
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Durante la reexposicién al contexto de condicionamiento en el test 1,
como era esperable, los animales del grupo SAL mostraron un aumento del
freezing con respecto al basal (pre-El) al 49+15% mientras que los grupos FLC
0,5y FLC 1 se mantuvieron en los niveles basales con promedios de 34+8 y
29+13% respectivamente. Estas medias fueron significativamente diferentes
entre los tratamientos (ANOVA F (2300 = 7,68, p=0,002). El test de Newman-
Keuls arroj6 que ambos grupos tratados con FLC presentaron niveles de
freezing menores que el grupo SAL (FLC 0,5: p=0,006; FLC 1: p=0,003), pero
no se hallaron diferencias entre las dosis de la droga (p=0,5) (Figura 5D).

Dado los altos niveles de freezing basal (pre-El) y con el fin de minimizar
la variabilidad entre los datos individuales que podrian dificultar las
interpretaciones, se calculd un indice de aprendizaje individual (% de freezing
test 1/pre-El). Consecuente con los resultados anteriores, se hallé una
diferencia significativa entre las medias (ANOVA, F (2, 32) =4,99, p=0,01) y el test
de Newman-Keuls mostré que los indices de los grupos FLC resultaron
significativamente menores que el del grupo SAL (FLC 0,5: p=0,006; FLC 1:
p=0,003) pero no difirieron entre si (p=0,9). En conjunto, estos resultados
indican que la administracion de fluorocitrato en BLA antes del
condicionamiento produjo un déficit en la memoria del miedo contextual. Por
otro lado, también hemos observado que no hubo un efecto dosis-respuesta en
las dos concentraciones ensayadas, aunque los altos niveles de freezing
basales no permitirian una mayor reduccion de la ya observada con la dosis de

0.5 nmol, como se refleja en la proporcion Test 1/pre-El (Figura 5E).

Inesperadamente, durante el test 2, los animales del grupo SAL
redujeron sus niveles de freezing a valores similares a los obtenidos durante el
pre-El (37+15%) imposibilitando cualquier interpretacion respecto a los demas
grupos experimentales (Figura 5D). En efecto, el ANOVA no arrojo diferencias
significativas entre los tratamientos (ANOVA, F (2, 30) =1,20, p=0,3). En la misma
direccion el ANOVA de medidas repetidas (tratamiento x test) mostré que
existe una interaccion entre las variables (F ¢, 30) =3,96, p=0,03) y el test de
Newman-Keuls confirmo que los animales del grupo SAL presentaron un nivel
de freezing menor en comparacion con su propia performance en el test 1

(p=0,001), mientras que en los demas grupos no se hallaron diferencias
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significativas (FLC 0,5 p=0,8; FLC 1 p= 0,9). Estos resultados podrian deberse
a un cambio en la estrategia que emplearon las ratas de este grupo ante una
tercera exposicion al contexto, por ejemplo, la expresion del comportamiento de
huida. Otra interpretacion posible seria que la exposicion en el test 1 indujo una
extincion de la memoria, pero resulta improbable ya que 5 minutos es un
periodo habitualmente insuficiente para generar un proceso de extincion. A
pesar de ello, los grupos FLC no variaron su desempefio con respecto al test
anterior lo que favorece la interpretacion de que la inhibicion astrocitica impidio

la adquisicion/consolidacion de manera permanente.

25



D1'Ia 1 60' Dia 1 Dila 3 Dl’{:l 5

3 i

INTRA-BLA Condicionamiento Test 1 Test 2
SAL, FLC 0,5 0 1 nmol/ 4 5 5
0,5 ul
B Pre-EI Post-EI C Indice de
* Reaccion
100 = . l_.l 4 -
90 + [ ] ®
- 80 4 o
Z 70 -.-’ - 3 339 ®
g 1 r—— b .
R A 3 :
S8} ® ® o =
& 50 4 s 3021
B~ 40 4 4 «
o~ 30 4 . ® Cc.. |
20 4
10 - L4
0 0 -
SAL FLC FLC SAL FLC FLC SAL FLC FlfC
D Test 1 F indice de E Test 2
Aprendizaje
I * - *
80 - — 2 - .—| 80 =
70 - s 70 - °
[ ]
60 - - i 60 4
- ur Iy [ ] )
Z 50 e 8 e ) . f . Z 50 4 L .
N ~ N [ ]
Zad [g] o 8 = 14 S 3 = 40 s
= ° % ) ¢
“ 34 |e & S|l 230 -
® 20 1 . $ ® 20 4
10 -+ 10 <
0 0 0
SAL FLC FLC SAL FLC FLC SAL FLC FLC
0,5 1 0 0,5 1

s L]

Figura 5: Evaluacion de la adquisicion de la memoria. A) Representacion esquematica del disefio
experimental. B) Porcentaje de freezing en los tiempos Pre-El y Post-El). En el tiempo Post-El todos los
animales presentaron niveles de freezing mas elevados que en el Pre-El (test de Newman-Keuls,
p=0,0001). C) El indice de reaccidn al shock (Post-El/Pre-El). D) Porcentaje de freezing de los animales
durante los test 1 y 2. Los grupos FLC mostraron niveles de freezing significativamente menores a los del
grupo SAL en el test 1 (test de Newman-Keuls, FLC 0,5: p=0,006; FLC 1: p=0,003). E) indice de
memoria (Testl/Pre-El) (test de Newman-Keuls, FLC 0,5: p=0,006; FLC 1: p=0,003) (SAL: N=12; FLC
0,5: N=11; FLC 1: N= 10). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas cuando
p<0.05.
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Experimento 2: Evaluacion de los efectos de la ablacion funcional de los

astrocitos del C-BLA durante la fase de consolidacion

En el experimento anterior se observé que la administracion de FLC en
C-BLA interfirié con la adquisicién de la memoria. Sin embargo, se ha visto que
el efecto de la droga perdura hasta 12 horas después de la infusion, tiempo
suficiente para que se desarrolle el proceso de consolidacién por lo que esta
fase también pudo haber sido afectada. Para abordar de manera mas selectiva
la fase de consolidacion los animales fueron sometidos al protocolo
correspondiente (Figura 6A) y, una hora después, fueron infundidos en BLA
con SAL o FLC (0,5 nmol/0,5 pl).

Si bien en este y en los siguientes experimentos los animales estuvieron
libres de la droga durante el condicionamiento, el andlisis del dia 1 sigue siendo
valioso para descartar la presencia de diferencias en la percepcion del El
propias de la variabilidad entre grupos que pudieran dificultar la interpretacion

de los test posteriores.

En este caso los animales del grupo SAL presentaron un porcentaje de
freezing basal promedio del 20+6% y los del grupo FLC 19+9%, que se vio
aumentado a 37+25% y 43+20% respectivamente en el tiempo post-El (Figura
6B). EI ANOVA de medidas repetidas confirmé que hubo un aumento
significativo de las medias obtenidas en el tiempo post-El en comparacion con
las del pre-El (F 1, 26) =21,04, p=0,0001; test de Newman-Keuls p=0,0002), pero
gue no existen diferencias significativas entre grupos (F @, 26) =0,25, p=0,62) ni
interaccion entre las variables (F (1, 26) =0,8, p=0,4). Congruente con ello, no se
hallaron diferencias significativas entre los indices de reaccion calculados para
cada grupo (prueba T, p=0,1) lo que indicaria que todos los animales
reaccionaron de manera similar a los shocks tal y como sugerian las

observaciones durante el condicionamiento (Figura 6C).

Si la consolidacién se viera afectada por la inhibiciéon de los astrocitos,
se esperaria que los niveles de freezing del grupo FLC durante la reexposicion

al contexto en el test 1 fueran significativamente menores a los del grupo SAL y
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gue esta tendencia se mantuviera en el test 2. Sin embargo, ambos grupos
mostraron niveles de freezing similares (SAL=44+12%, FLC=45+15%; prueba T
p=0,8) en el test 1 (Figura 6D). Al igual que en el experimento anterior, se
calcul6 el indice de aprendizaje (Figura 6E) y, si bien el del grupo FLC resulté
ligeramente mayor que el del grupo SAL (3,11+1 y 2,31+2 respectivamente), no
se encontraron diferencias significativas entre ambos (prueba T p=0,2). A partir
de estos datos podemos inferir que la administracion de fluorocitrato después

del condicionamiento no interfirid6 con la consolidacién de la memoria.

Durante la segunda reexposicion en el dia 5 no se encontraron
diferencias significativas entre los niveles de freezing de ambos grupos
(SAL=39+12%, FLC=43+13%; prueba T p=0,3). De manera similar al
experimento anterior, se observé que los animales del grupo SAL disminuyeron
su porcentaje de freezing en comparacion con su propio desempefio en el test
anterior (Figura 6D). No obstante, en esta oportunidad el ANOVA de medidas
repetidas mostré que no existen diferencias significativas entre ambos test (F @,
26) =2,20, p=0,1) ni interaccion entre las variables (F @, 26) =0,44, p=0,5). Estos
datos replican los resultados obtenidos en el test 1 apoyando la hipétesis de

gue, bajo este protocolo, la consolidacion de la memoria no fue afectada.
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Figura 6: Evaluacion de la consolidacién de la memoria. A) Representacion esquematica del disefio
experimental. B) Porcentaje de freezing en los tiempos Pre-El y Post-El. En el tiempo Post-El todos los
animales presentaron niveles de freezing mas elevados que en el Pre-El (test de Newman-Keuls,
p=0,0001). C) El indice de reaccion al shock (Post-El/Pre-El) no fue significativamente distinto entre los
grupos (prueba T, p=0,1). D) Porcentaje de freezing de los animales durante los test 1 y 2. E) indice de
memoria (Testl/Pre-El). (SAL: N=13; FLC: N=15). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas cuando p<0.05.
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Experimento 3: Evaluacion de los efectos de la ablacion funcional de los

astrocitos del C-BLA durante la fase de evocacion

Siguiendo con el orden cronolégico de las fases de la memoria y con el
fin de abordar la evocacion, las ratas fueron infundidas en C-BLA con SAL o
FLC (0,5 nmol/0,5 pl) una hora antes de realizar el test de recuerdo (test 1)

como indica el protocolo de la figura 7A.

En el andlisis del tiempo pre-El encontramos que los animales del grupo
SAL presentaron un porcentaje de freezing basal promedio de 26+10%,
mientras que los del grupo FLC uno de 31+9%. En ambos casos los niveles de
freezing se vieron aumentados en el analisis del tiempo pre-El a 44119 y
52+19% respectivamente (Figura 7B). EI ANOVA de medidas repetidas reveld
que dicho aumento fue significativo (F (1, 22) =24,87, p<0,0001; test de Newman-
Keuls p=0,0001) pero no hubo diferencias significativas entre los grupos (F (1, 22)
=1,60, p=0,22) ni interaccién entre las variables (F (1, 22) =0,16, p=0,7). Estos
resultados se ven respaldados por el indice de reaccion (Figura 4C) que no
mostré diferencias significativas entre los grupos (prueba T p=0,2). En
conjunto, estos datos indican que ambos grupos de animales mostraron una

respuesta semejante ante el El.

En este set de experimentos se esperaria que: si la evocaciéon fuera
mermada por la inhibicibn de los astrocitos, los animales administrados con
FLC presentarian menores niveles de freezing durante el test 1 y que estos se
recuperarian en el test 2, cuando la droga ya ha sido eliminada. Sin embargo,
en este caso ambos grupos evidenciaron niveles de freezing similares
(SAL=68+8%, FLC=64+9%) en el test 1 (Figura 7D) entre los cuales no se
hallaron diferencias significativas (prueba T p=0,3). Asimismo, cuando se
analizaron los indices de aprendizaje (Figura 7E), tampoco se hallaron
diferencias entre los grupos (prueba T p=0,1). Estos datos favorecen la
hipotesis de que la administracion de fluorocitrato no interfiere con la correcta

evocacion de la memoria.
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Durante el test 2 (Figura 7F) los animales de ambos grupos evidenciaron
niveles de freezing entre los que tampoco se hallaron diferencias significativas
(SAL=53+14%, FLC=49+11%; prueba T p=0,4). En este experimento también
se observd que las medias de freezing en ambos grupos disminuyeron con
respecto a las obtenidas en el test 1 (ANOVA tratamiento x test, F @, 22) =35,31,
p=0,00001; test de Newman Keuls p=0,0001), sin embargo, no se encontraron
interacciones entre los tratamientos y los dos test (F @, 220 =0,03, p=0,9) ni
diferencias entre los grupos en el test 2 (F @, 22) =1,15, p=0,29). Debido a la
diferencia en los niveles de freezing de ambos test, se calcularon indices de
retencién de la memoria (% de freezing test 2/test 1) para cada grupo (Figura
7G), entre los cuales no se hallaron diferencias significativas (prueba T p=0,8).
Estos datos favorecen la hipétesis de que la administracion de fluorocitrato no
interfiere con la evocacién de la memoria, por otro lado, también sugieren que

la reconsolidacion tampoco se ve afectada.
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Figura 7: Evaluacion de la evocacion de la memoria. A) Representacion esquematica del disefio
experimental. B) Porcentaje de freezing en los tiempos Pre-El y Post-El. (test de Newman-Keuls,
p=0,0001). C) indice de reaccion al shock (Post-El/Pre-El). D) Porcentaje de freezing de los animales
durante los test 1y 2. E) indice de memoria (Test1/Pre-El). F) indice de retencion (Test2/Test1). (SAL:
N=12; FLC: N=12). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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Experimento 4: Evaluacion de los efectos de la inhibicion funcional de los

astrocitos del C-BLA durante la fase de reconsolidacion

De manera similar a lo que ocurre con la adquisicion/consolidacion, en el
experimento anterior, si bien la administracion de fluorocitrato transcurre
durante la fase de evocacion, la droga permanece en el sistema en el periodo
de reconsolidacion también. Si bien los resultados del experimento anterior
sugieren que esta Ultima no habria sido impedida ya que no se observaron
diferencias en los niveles de freezing en el test 2, para estudiar mas
selectivamente la reconsolidacion los animales fueron infundidos con SAL o
FLC (0,5 nmol/0,5 ul) después de realizado el test 1 como indica el protocolo
representado en la figura 8A. Ademas, se incluy6 un tercer grupo de animales
(FLC-Sin Reactivacion) que fue infundido con la misma dosis de FLC, pero no
fue sometido al test 1. En otras palabras, este tercer grupo no experimento el
proceso de reactivacion de la memoria (condicidon necesaria para que ocurra la

reconsolidacion) antes de que la droga les fuera administrada.

En el primer set de experimentos, el dia del condicionamiento, los
grupos presentaron un porcentaje de freezing basal similar (SAL=33+13%,
FLC=25+11%, FLC-SR=25+7%) que aumentdé en todos los casos
(SAL=51+26%, FLC=39+26%, FLC-SR=29+11%) en el tiempo post-El (Figura
8B). Si bien podemos observar que el aumento en el grupo FLC-SR fue menor
que en los otros dos casos, el ANOVA de medidas repetidas no reveld
diferencias entre los grupos (F (2, 23 =1,99, p=0,16) pero si un aumento
significativo en los niveles de freezing del tiempo post-El en comparacién a los
del pre-El (F @ 23 =11,16 p=0,003; test de Newman Keuls p=0,001). Estos
resultados eran los esperados ya que al momento del condicionamiento los
animales se encontraban libres de la droga. Por otra parte, en la figura 8C se
pueden observar los indices de reaccion donde queda de manifiesto que hubo
un aumento del freezing en el grupo FLC-SR que ademas no presentd
diferencias con los demas grupos (ANOVA, F @, 23 =1,68, p=0,2).
Conjuntamente estos resultados sugieren que, a pesar de la variabilidad

intrinseca de los grupos, reaccionaron indistintamente al El.
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Aungue durante el test 1 los animales también estuvieron libres de la
droga, resulta importante el analisis de estos datos para confirmar que ambos
grupos evocan de manera similar la memoria lo cual es un prerrequisito para
que suceda la labilizacion/reconsolidacion. Como se mencioné anteriormente,
solo los grupos SAL y FLC fueron repuestos al contexto de condicionamiento
para inducir la reactivacion de la memoria. Como era esperable, los niveles de
freezing de ambos grupos (Figura 8D) resultaron similares (SAL=63+15%,
FLC=59+8%; prueba T, p=0,9) al igual que los indices de aprendizaje (Figura
8E) que tampoco resultaron diferentes entre si (prueba T, p=0,9). Estos datos
indican que, efectivamente todos los grupos expresaron la memoria de manera

similar.

Si la administracion de fluorocitrato en BLA afectara la reconsolidacion,
en este experimento se esperaria que los animales del grupo FLC evidenciaran
niveles de freezing menores en el test 2 con respecto a los demas grupos y a

su propia performance en el test 1.

Durante el test 2 fue expuesto al contexto por primera vez el grupo FLC-
SR y por segunda vez los grupos SAL y FLC. Como se puede observar en la
figura 8F los niveles de freezing de los tres grupos resultaron similares
(SAL=57+16%, FLC=54+13%; FLC-SR=52+10%; ANOVA F (2, 23 =0,22, p=0,8).
Por otro lado, el ANOVA de medidas repetidas revel6 que no existen
diferencias entre los niveles de freezing presentados en los test 1 y 2 por los
grupos SAL y FLC (F @, 18) =2,92, p=0,1); en el mismo sentido, los indices de
retencion (Figura 8G) tampoco mostraron diferencias significativas entre si
(prueba T p=0,5). En conjunto estos resultados sugieren que la memoria se
mantuvo independientemente del tratamiento y que la reconsolidacién de la

memoria no fue afectada.

Posteriormente, con el objetivo de averiguar si una dosis mayor de la
droga era necesaria para afectar la reconsolidacion, se realizé una réplica de
este experimento en donde una nueva cohorte de animales fue infundida con
SAL o con FLC en las concentraciones de 0,5 nmol/0,5 pl o 1 nmol/0,5 pl y
sometidos al protocolo que muestra la figura 9A. En el segundo set de
experimentos, los resultados fueron consistentes con los reportados en el

anterior, es decir, no hallamos diferencias en los niveles de freezing en ninguna
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de las dos concentraciones ensayadas con respecto al grupo control (Figura 9).
Esto refuerza la idea de que la reconsolidacion de la memoria no se ve

afectada por la administracion de fluorocitrato.
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Figura 8: Evaluacion de la reconsolidacién de la memoria. A) Representacion esquematica del disefio
experimental. B) Porcentaje de freezing en los tiempos Pre-El y Post-El. (test de Newman-Keuls,
p=0,001). C) Indice de reaccion al shock (Post-El/Pre-El). D) Porcentaje de freezing de los animales
durante el test 1. E) indice de memoria (Testl/Pre-El). F) Porcentaje de freezing durante el test 2. G)
indice de retencion (Test2/Testl). (SAL: N=10; FLC: N=10; FLC-NR: N=6). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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Figura 9: Evaluacion de la reconsolidacién de la memoria. A) Representacion esquematica del disefio
experimental. B) Porcentaje de freezing en los tiempos Pre-El y Post-El. (test de Newman-Keuls,
p=0,001). C) Iindice de reaccion al shock (Post-El/Pre-El). D) Porcentaje de freezing de los animales
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diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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Discusion y
Conclusion




Identificar y comprender los procesos y componentes neurobioldgicos
gue subyacen a la formacién de la memoria de miedo resulta fundamental para
lograr el entendimiento de la aparicibn de memorias desadaptativas que
pueden conducir a enfermedades psiquiatricas como trastornos de ansiedad y
el trastorno de estrés post traumatico. Si bien en los ultimos tiempos se ha
revalorizado el estudio de los astrocitos como parte de este proceso y existen
evidencias que sugieren que la actividad astrocitica es crucial para la
regulacion sinaptica y la plasticidad, se sabe relativamente poco sobre el papel
que desempefian los astrocitos del complejo basolateral de la amigdala (C-
BLA) en las diferentes etapas de la formacion de la memoria de miedo
contextual.

En el presente trabajo hemos hallado que la administracién en el C-BLA
del inhibidor astrocitico fluorocitrato (FLC), en dosis de 0,5 nmol o 1 nmol,
previo a la sesion de aprendizaje en animales expuestos a un protocolo de
condicionamiento de miedo contextual provocd que la expresion del freezing
decayera a niveles similares a los basales en el test de memoria, efecto que se
mantuvo al menos cuatro dias después. Estos resultados indican que la
formacion de la memoria se vio impedida por el inhibidor. Por otro lado, el
analisis de la respuesta al shock nos permitié observar que no existe un efecto
significativo de la droga per se en la percepcion del estimulo incondicionado
que pudiera explicar los resultados observados. Ademas, estudios preliminares
en los que se probo el efecto del FLC sobre la ansiedad en el laberinto en cruz
elevado muestran que no hubo diferencias en el comportamiento de los
animales tratados con la droga con respecto a los del grupo control, lo cual
indica que tampoco habria un efecto ansiolitico que pudiera influir en la
expresion del freezing. En conjunto, todo lo anterior sugiere que la inhibicion
metabdlica de los astrocitos del C-BLA provocé una disrupcion de la
adquisicion afectando el aprendizaje asociativo de manera especifica.

Un inconveniente en la manipulacion farmacolégica es la falta de
especificidad temporal. Se sabe que la droga utilizada tiene una ventana
temporal de accién de al menos 12 horas (Paulsen et al. 1987), por lo que
resulta dificil intervenir selectivamente, por ejemplo, en la adquisicion sin
afectar también la fase de consolidacion. Por esta razon, en otro set de

experimentos, se administré el FLC luego de la fase de adquisicion, para
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afectar de manera especifica la consolidacion. Se observé que no hubo un
déficit en la memoria en el test de recuerdo lo que sugiere que la funcion
astrocitica no seria indispensable para el correcto desarrollo de esta fase.

Se sabe que el fluorocitrato alcanza un efecto significativo
aproximadamente una hora después de la administracion (Shang et al., 2015;
Christian and Huguenard, 2013; Damolin et al., 2007), y teniendo en cuenta
que la infusion se realiz6 una hora después del condicionamiento, una posible
explicacion a estos resultados seria que el efecto de esta droga ocurra una vez
concluidas las fases tempranas de la consolidacion en las que la memoria es
mas susceptible a ser interrumpida. Si bien se considera que la fase de
consolidacion dura al menos 6 horas (McGaugh, 2000), algunos estudios han
reportado que 1 o 3 horas después de la adquisicion la memoria resulta menos
susceptible a ser interferida (Igaz et al., 2002; Gafford et al., 2005). Un estudio
reciente en el que se manipulé temporalmente la actividad astrocitica de
manera selectiva en hipocampo mostré6 que la consolidacion solo resulté
afectada cuando la manipulacién se realizé 1 horay no 2 o 3 horas después del
condicionamiento (Li et al., 2020). Estos datos sugieren la posibilidad de que
los astrocitos participen en fases tempranas de la consolidacion.

Un posible mecanismo mediante el cual los astrocitos podrian afectar la
formacién de la memoria son los cambios plasticos en estas células inducidos
por el condicionamiento, como la reduccion del volumen vy la retraccion de los
procesos perisinapticos, que implica que se vea favorecida la potenciaciéon a
largo plazo mediante la estabilizaciébn y el agrandamiento de las espinas
(Ostroff et al., 2014, Liao et al., 2017). Ademas de los cambios plasticos, los
astrocitos controlan activamente las sinapsis mediante el intercambio de
sefales regulatorias (Santello & Volterra, 2019). También, se ha demostrado
que la liberacién de diferentes gliotransmisores como D-serina y sustratos
metabolicos como L-lactato en el hipocampo es necesaria para el aprendizaje
(Robin et al., 2018; Gao et al., 2016). Este tipo de modulacién constituye otro
posible mecanismo mediante el cual los astrocitos pueden participar en el
proceso de formacién de la memoria y sus consecuencias comportamentales.

Previamente en nuestro laboratorio se realizaron experimentos
(resultados no publicados) bajo un protocolo similar al aplicado en esta tesina

pero que incluia la exposicién a un contexto distinto al de condicionamiento que
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no fue apareado con el shock (para detalles del protocolo ver Bender et al.,
2018). A diferencia de lo hallado aqui, se observé que, la administracion de
FLC después del condicionamiento provoco la interrupcion de la consolidacion,
reflejada en una disminucion del freezing en el dia del test. Este contraste entre
los resultados podria deberse a que la exposicion a un contexto alternativo
podria estar interfiiendo con la representacion del contexto por parte del
animal y, en consecuencia, se vea facilitada la disrupcion de la consolidacion. A
favor de esta interpretacion, se ha reportado que la exposicion previa a un
contexto novedoso antes y después de la sesion de aprendizaje resultdé en una
disminucién de la expresion de la memoria del miedo cuando se testearon los
animales 7 dias después (Katche et al., 2016).

En concordancia de nuestros resultados actuales, existe un trabajo
reciente en el que se infundieron 0,5nmol de FLC en C-BLA de ratones
sometidos a un protocolo de condicionamiento a clave en el que el estimulo
incondicionado (shock) se aparea a un tono de algunos segundos de duracién
(estimulo condicionado). En este tipo de condicionamiento el estimulo
condicionado (EC) se presenta de forma explicita y precisa en relacion al El
mientras que en el condicionamiento contextual (utilizado en esta tesina) el EC
es polimodal y est4 presente continuamente. Si bien ambos tipos de protocolo
resultan similares, estas diferencias en la presentaciéon del EC implican el
reclutamiento de distintas vias cerebrales de andlisis y procesamiento de la
informacion sobre los estimulos (Rustay et al., 2008). Por otro lado, el
condicionamiento a tono, permite describir una curva de adquisicién a partir de
la cuantificacién del freezing de los animales en los tiempos que transcurren
entre cada presentaciéon del EC. Mas alla de estas diferencias entre los
protocolos, de manera similar a nuestro trabajo, los investigadores han
observado que la administracion de FLC en el C-BLA antes del
condicionamiento fue suficiente para inducir una disrupcién de la adquisicion
evidenciada en una disminucion de los niveles de freezing en la curva de
adquisicion. En esta investigacion los autores no realizaron el test de memoria
correspondiente luego del condicionamiento por lo que permanece inconcluso
si efectivamente se afectd la adquisicion. Por otro lado, también realizaron una
infusion de FLC intracerebroventricular (icv) inmediatamente después del

condicionamiento donde, no se observaron diferencias en los niveles de
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freezing en el test de recuerdo lo que refuerza la idea de que la inhibicion
metabdlica de los astrocitos no interfiere con la consolidacion (Liao et al.,
2017).

En otros experimentos se manipul6é el hipocampo (también involucrado
la memoria de miedo contextual) mediante la utilizacién de tecnologia DREADD
que permite la activacion de receptores de disefio exclusivamente por farmacos
como N-6xido de clozapina (CNO). Como resultado de esta activacion de
receptores acoplados a proteina Gq en los astrocitos antes del
condicionamiento a tono se obtuvo un aumento en la expresion de la memoria
del miedo. Estos resultados fueron replicados cuando, mediante optogenética,
se activaron un tipo de receptores similares a los anteriores pero sensibles a la
luz durante el condicionamiento, lo que indicaria que la estimulacién durante la
adquisicion es suficiente para que la memoria se vea afectada (Adamsky et al.,
2018). Por otra parte, Li y cols hallaron que la estimulacién optogenética de los
astrocitos del hipocampo antes o hasta 1 hora después del condicionamiento a
tono provocé menores niveles de freezing en el test de recuerdo, mediado por
la activacion de receptores de adenosina A1 (que tienen un efecto inhibitorio).
Este resultado no se observd cuando la estimulacion se realiz6 2 o 3 horas
después (Li et al., 2020).

En conjunto con nuestros datos, los resultados anteriores demuestran
qgue un nivel 6ptimo de actividad astrocitica es necesario para mantener la
memoria intacta, mientras que el aumento o la disminucion de la actividad

resulta en una desregulacion del proceso.

En esta tesina, también hemos demostrado que la inhibicion astrocitica
en C-BLA antes del test de recuerdo no produjo diferencias en la expresion de
la memoria. Estos resultados concuerdan con trabajos previos en los que se
manipularon los astrocitos del hipocampo mediante la activacion con CNO de
receptores de disefio acoplados a proteinas Gq (Adamsky et al., 2018) o Gi (Kol
et al., 2020) durante el test de recuerdo donde no se observaron cambios en la
expresion de la memoria. Asimismo, la estimulacion optogenética de los
astrocitos en hipocampo tampoco arrojé diferencias en el comportamiento (Li et
al., 2020)
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Por otro lado, existe un trabajo en el que también se utilizo la técnica
DREADD para la activacion de la via de los receptores acoplados a proteina Gq
en astrocitos de la amigdala central medial (CeM) durante la evocacion resulté
en una disminucién de los niveles de freezing en el test de memoria que se
recuperé cuando los animales fueron evaluados nuevamente 24hs después.
Esto sugiere que dicha activacion afectd selectivamente la evocacion sin
interferir con la reconsolidacion (Martin-Fernandez et al., 2017). Sin embargo,
se sabe que, a diferencia de C-BLA que recibe aferencias multimodales de
distintas areas del cerebro, CeM es la principal estructura de salida de la
amigdala que controla las respuestas autondémicas y motoras (Erlich et al.,
2009; LeDoux et al., 1988), por lo que el déficit en los niveles de freezing puede
ser también explicado por un efecto en la respuesta motora mas que una
alteraciéon del aprendizaje asociativo especificamente.

Por dltimo, hemos demostrado que la inhibicion del metabolismo
astrocitico no interfirid con la reconsolidacion de la memoria. En ambos sets de
experimentos desarrollados se observaron indices de retencion casi idénticos
entre el grupo control y los grupos tratados con ambas dosis de FLC (0,5 nmol
o 1 nmol) lo que confiere una evidencia robusta de que la funcion astrocitica no
seria necesaria para esta fase de la memoria. Hasta donde llegan nuestros
conocimientos, en la actualidad no existen trabajos en los que se haya
abordado especificamente el rol de los astrocitos sobre la reconsolidacion de la
memoria del miedo por lo que nuestro trabajo aporta los primeros datos sobre

la participacion de los astrocitos de C-BLA en la reconsolidacion de la memoria.

Cabe destacar que, si bien tanto la fase de reconsolidacion como la de
consolidacion consisten en un periodo en el que la memoria, que se encuentra
en un estado labil, sufre un proceso de estabilizacion, ambas fases involucran
diferentes moléculas y vias celulares (Nader, 2015; Kida, 2020). Por ejemplo,
se ha visto que en hipocampo el factor neurotréfico derivado del cerebro, que
es liberado por algunos tipos celulares, entre ellos los astrocitos (Chen 2006),
es necesario para la consolidacion, pero no para la reconsolidacién de la
memoria de miedo contextual (Lee et al., 2004). Estas diferencias entre ambos
procesos constituyen una posible explicacion de por qué la inhibicion del
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metabolismo astrocitico es capaz de disrumpir la consolidacion temprana pero

no tiene efecto sobre la reconsolidacion.

En conclusion, en este trabajo hemos demostrado que los astrocitos
poseen un rol esencial en la adquisicion y posiblemente de la consolidacion
temprana de la memoria de miedo contextual, mientras que no hemos hallado
evidencias de que los atrocitos sean necesarios para el desarrollo de las fases
de evocacion y reconsolidacion. Nuestros aportes contribuyen a ahondar en el
entendimiento de los procesos que subyacen a la formacion de la memoria lo
que resulta critico momento de desarrollar tratamientos nuevos y efectivos para
desérdenes relacionados con el miedo y la ansiedad como lo es el desorden

por estrés post traumatico.
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