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Introduccion

En la historia natural de la vida el miedo ha sido una respuesta benéfica para los
animales, su utilidad radica en que brinda una plataforma de decision al individuo para
comportarse de cierta manera ante situaciones de amenaza o peligro (Sanchez-Ramirez,
2009). Tanto en humanos como en animales, las reacciones conductuales inducidas por
amenazas incluyen aquellas que son innatas, no basadas en experiencias previas, y aquellas

aprendidas, que representan recuerdos de eventos aversivos (Shumyatsky et al., 2005).

Condicionamiento del miedo contextual (CMC)

Las reacciones aprendidas, fueron ampliamente estudiadas en el condicionamiento
de miedo Pavloviano, uno de los procedimientos clasicos que se utilizan en la actualidad
para estudiar la memoria y el aprendizaje asociativo del miedo basado en el
condicionamiento del miedo contextual (CMC). En este paradigma de aprendizaje, un
estimulo condicionado (EC, contexto), inicialmente neutral, adquiere la capacidad de
provocar respuestas defensivas después de la asociacion con un estimulo nocivo
incondicionado (EI) (ej. shock eléctrico) (Glenn E. Schafe et al. 2001). Como resultado de
este entrenamiento, la reexposicion al EC evoca una respuesta de miedo fisioldgica y
cambios en el comportamiento del sujeto experimental; en roedores, por lo general, se asocia
con varias conductas, como por ejemplo el “congelamiento” o freezing y aquellos propios

de la “Valoracion de riesgos” o risk assessment (Blanchard y Blanchard, 1989; Holly et al.
2016) (Fig.1).



El protocolo del CMC es un paradigma de aprendizaje de miedo con potencial
relevancia para entender aspectos aprendidos en psicopatologias basadas en el miedo, como
las fobiasy el trastorno de estrés postraumdatico (TEPT) (Chaaya et al., 2018). Por ejemplo,
el TEPT es un trastorno psicolégico grave que se desarrolla después de haber experimentado
un evento traumatico, se lo conceptualiza por lo general como un trastorno de la memoria
en el cual se produce un aprendizaje desregulado del miedo y una incapacid ad para extinguir
el miedo aprendido, que es el aprendizaje de una nueva asociacion no amenazante
(Jovanovic, T., & Ressler, K. J., 2010; Milad et al. 2009). El tratamiento se basa tipicamente
en psicoterapia enfocada en el trauma, con o sin medicamentos, pero lamentablemente entre
el 30 - 50% de los pacientes no responden al tratamiento quedando afectados cronicamente

con este desorden.

Por lo tanto, en la actualidad, los estudios en modelos animales proporcionan una
base solida para la investigacion y la formulacion de teorias que pueden ayudar a mejorar

nuestra comprension del TEPT y otros trastornos y desarrollar enfoques mas efectivos para

su tratamiento en humanos (Richter-Levin et al., 2019; Flandreau & Toth, 2017).

Formacion de la memoria

El proceso de formacion de memoria consiste en varias fases: adquisicion,
consolidacion, evocacion y reconsolidacion. En el caso del condicionamiento de miedo
pavloviano, la adquisicion ocurre con la aparicion repentina del evento aversivo de duracion
variable donde se incorpora la informacion y se genera una memoria a corto plazo (MCP).
Posteriormente, ocurre la consolidacion, un periodo de 4-5 horas (en este modelo) posterior
a la adquisicion (Schafe et al., 2001) que requiere de la transcripcion de genes y la sintesis
de nuevas proteinas para que ésta sea estabilizada y almacenada a largo plazo (MLP). Una
vez consolidada la memoria, la presentacion de una sefial ambiental asociada al evento
aversivo aprendido, desencadenauna evocacion, dondese reactiva el engrama de la memoria
de miedo y la expresion de comportamientos defensivos (Johansen et al., 2011). Cuandouna
memoria es evocada mediante el recuerdo, bajo ciertas condiciones, puederetornar en forma
transitoria a un estado de labilidad que requiere de nueva sintesis de proteinas para su
persistencia. Esta fase se denomina reconsolidacion dela memoria; el propdsito adaptativo

de esta fase es permitir la integracion de nueva informacion en una memoria previamente

consolidada luego de la evocacion (Nader et al., 2000; Alberini, 2005) (Fig.1).
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Fig. 1 - Esquema representativo del proceso de formacion de la memoria + CMC.

Estructuras cerebrales implicadas en la formacion de la memoria

En la actualidad multiples evidencias soportan que, dentro del encéfalo, la amigdala
y el hipocampo desempefian en conjunto un papel crucial en la adquisicion y consolidacion
de la memoria del miedo contextual. El hipocampo es una estructura cerebral ubicada en el
l6bulo temporal medial del encéfalo, responsable de codificar y almacenar la informacion
contextual y espacial relacionada con las experiencias amenazantes al interactuar con la
amigdala (Tovote, 2015). La amigdala es un conjunto dentcleos desustancia gris anatomica
y funcionalmente diferenciados que se localiza en el 16bulo temporal anteromedial ventral,
en la que se pueden diferenciar varias divisiones supranucleares, como el complejo
basolateral de la amigdala (C-BLA). Este ultimo comprende el nucleo lateral, el basolateral,
ventral basolateral y basomedial que constituyen la principal entrada de la informacion

sensorial a la amigdala, y tiene primordial importancia en la formacién de la memoria del
miedo (Erlich et al., 2009)

Existen circuitos de retroalimentacion entre el hipocampo y la amigdala que son
cruciales para el procesamiento y la expresion del miedo. Durante el condicionamiento de
miedo contextual, el hipocampo genera una representacion contextual del evento mientras
que la amigdala recibe e integra esa informacion junto con las aferencias sensitivas del
estimulo aversivo captado por el tdlamo para producir la respuesta motora y generando
cambios en la eficacia sinaptica permitiendo la codificacion de la memoria del miedo para

su almacenamiento (Fig.2) (Fanselow, 2010; Schafeet al. 2001; Fanselow & LeDoux, 1999).
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Fig. 2 - Representacion esquematica del circuito cerebral implicado en la formacion de la memoria de miedo
contextual. EC: estimulo condicionado; EI: estimulo incondicionado.

Dado el papel fundamental de la amigdala en la memoria de miedo es congruente
que actualmente se la encuentre implicada de manera activa en la patogénesis del TEPT. Se
ha reportado que el estrés afecta las entradas neuronales al C-BLA, induciendo
neuroplasticidad y causando hiperexcitabilidad de las neuronas principales de C-BLA.
Numerosos estudios de imagenes cerebrales funcionales indican consistentemente una
hiperactivacion de la amigdala en el TEPT (Stevens et al. 2013), incluso se asocia esta
hiperactividad con la prediccion del desarrollo y mantenimiento de futuros sintomas, asi
como la causante de la falta de respuesta al tratamiento psicoterapéutico (Van Roojj et al.
2016). Esta hiperexcitabilidad es un factor importante que mantiene y exacerba los

comportamientos anormales en el TEPT y otros trastornos del comportamiento (Sharp 2017,
Rosen 2022).

En otro estudio relevante (Bijanki et al., 2020), dos pacientes con TEPT cronico
fueron sometidos a ablacion laser dirigida a la amigdala derecha, ademas del hipocampo
epiléptico. Tras este procedimiento, ambos pacientes experimentaron no sélo una reduccion
significativa de las convulsiones, sino también una notable disminucion de los sintomas de
estrés postraumatico. Este hallazgo respalda la hipotesis de que la modificacion en la funcion
de la amigdala, especificamente mediante la ablacion, podria tener un impacto beneficioso

en los sintomas cronicos del TEPT y mejorar la respuesta al tratamiento.



Sinapsis tripartita

El aprendizaje y la memoria estan representados por circuitos neurales altamente
interconectados; las conexiones son mediadas por sinapsis, que permiten que una célula
transmita una sefal eléctrica o quimica a otra célula. La eficacia de una sinapsis se fortalece
o debilita con el tiempo, y este fendmeno se conoce como “plasticidad sinaptica”, por lo

tanto, se postula que esta plasticidad es un sustrato celular importante para el aprendizaje y

la memoria (Goto, 2022).

El SNC de los vertebrados estd compuesto aproximadamente por un 50% de células
neuronales y un 50% de células gliales, que comprende a varios tipos de células, astrocitos,
oligodendrocitos, microglia y otras que forman en conjunto “la glia” (Hilgetag 2009). Hasta
hace unos 30 afios en el campo de la neurociencia se creia que el flujo de la informacion
nerviosa era de tipo “bipartito”, es decir, entre neuronas presinapticas y postsinapticas a
través de neurotransmisores, y que las células gliales eran fundamentalmente un componente
de “sostén y nutricion” cuya unica funcidon era proporcionar un entorno ideal para el
desarrollo de las neuronas. Sin embargo, en este ultimo tiempo, multiples investigaciones
soportan la teoria de que las células gliales cumplen un rol fundamental en la transmision de
sefiales nerviosas, principalmente los astrocitos. Se ha establecido que los astrocitos
intercambian informacién con las neuronas, respondiendo y regulando la actividad sinaptica
através demoléculas que funcionan como transmisores, formando en conjunto una “sinapsis

tripartita” (Araque et al. 1999).

Gliotransmisores (GLT)

Es ampliamente reconocido el papel crucial de la transmision glutamatérgica a través
de receptores NMDA en la formacion de memorias de miedo y otros tipos de memoria. El
glutamato, principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central (SNC), es
liberado por los inputs que llegan al complejo amigdala basolateral central (C-BLA) para
activar receptores postsinapticos, incluyendo los AMPA y NMDA. Especificamente, el
receptor NMDA desempefia un papel clave en la formacion de memorias, ya que su bloqueo

farmacoldgico o mediante otras metodologias impide dicha formacion.

El complejo receptor NMDA, ademads de requerir glutamato, necesita la union de co-

agonistas endogenos como glicina o D-serina en el sitio modulador de glicina para su
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activacion. Estudios electrofisiologicos han demostrado que la D-serina es el principal
agonista delos receptores NMDA sinapticos (Henneberger et al., 2010). Actualmente, existe
un debate en curso sobre si la D-serina es liberada por astrocitos o neuronas. La mayoria de
las investigaciones sostienen que los astrocitos son los principales responsables de la
liberacion de D-serina y glutamato y que esta fuente de "gliotransmisores" (GLT) es
fundamental para la plasticidad sindptica (Adamsky et al., 2018; Henneberger et al., 2010;
Purpura et al., 2004). Sin embargo, algunas investigaciones recientes sugieren que, aunque
los astrocitos desempefien un papel clave en modular la disponibilidad de D-serina, las
neuronas serian la principal fuente de este transmisor. Al parecer los astrocitos sintetizarian,
a partir de glucosa, su precursor L-serina, liberdndolo para su conversion a D-serina
mediante la enzima serina racemasa (SR), destacando asi la importancia de ambos tipos de
células en la neurotransmision (Wolosker et al., 2016; Coyle et al., 2020). A los fines de

simplificar la redaccion, en esta tesina describiremos la D-serina como un gliotransmisor.

En diversos estudios se demostrd que la administracion exdgena de D-serina fue
capaz de recuperar el déficit de memoria inducido con inhibidores de hemicanales
expresados por astrocitos (Stehberg et al. 2012) y de facilitar la extincién del miedo, que es
fundamental para trastornos relacionados con el trauma, el miedo y la ansiedad como en el

TEPT (Balu et al. 2018; Wolosker & Balu 2020).

Un estudio reciente que investigd el efecto del bloqueo de los hemicanales de
conexina 43 en los astrocitos de la amigdala asociado a un condicionamiento a claves
discretas (tono). Estos hemicanales se encargan de regular la liberacion de gliotransmisores
(glutamato/glutamina, ATP, D-serina/L-serina, entre otros) requeridos para la plasticidad
sinaptica. Al analizar los resultados, se observo que dicho bloqueo (y, por ende, la inhibicion
de la liberacion de los gliotransmisores) generd un déficit en la memoria - 1h y 24h
posteriores al condicionamiento -, y que este deterioro pudo revertirse a través de la co-
administracion exogena de glutamato y D-serina. Estos resultados sugieren que la liberacion
astrocitica de estos gliotransmisores, a través de los hemicanales de conexina 43, esta
involucrada en la adquisicion de la memoria a largo plazo y en la modulacion de la actividad
delos receptores NMDA delas neuronas dela amigdala basolateral. No obstante, se observo
que el bloqueo del hemicanal no tuvo efecto cuando se realizd inmediatamente después del
condicionamiento, indicando que este proceso no seria relevante para la consolidacion de la

memoria (Linsambarth et al. 2022).



El reconocimiento de la contribucion de los astrocitos en el funcionamiento de la
sinapsis, la plasticidad sinaptica y el proceso de comunicacién entre las células mediante
transmisores promovio el estudio del rol de estas células en el aprendizaje y la memoria, sin
embargo, poco se sabe sobre el papel de los astrocitos del C-BLA en el condicionamiento

del miedo contextual (CMC).

Una de las técnicas comunmente utilizadas para estudiar la funcionalidad de una
célula en un organo o tejido en particular es a través de la inhibicion celular y posterior
observacion de los cambios que ocurran en el individuo de interés. Para el estudio de los
astrocitos se puede utilizar el fluorocitrato (FLC), un inhibidor metabdlico selectivo de estas
células que actua por inhibicion de la aconitasa afectando el ciclo de Krebs (Voloboueva et
al., 2007). Uno de los efectos del FLC que revierte interés en este trabajo es que desactiva la
sintesis de L-serina y glutamina para su posterior transformacién en D-serina y glutamato
(Le Bail et al., 2014; Schousboe et al. 2013), disminuyendo la activacion de los receptores

NMDA e impidiendo asi el aprendizaje.

Una linea de investigacion reciente realizada en nuestro instituto (Riva-Gargiulo,
2021) comenz6 a indagar la participacion de los astrocitos del C-BLA en las distintas fases
del CMC utilizando FLC en las diferentes etapas de la formacion de la memoria de miedo.
Cuando se administr6 el FLC en dosis de 0,5 nmol o 1 nmol en el C-BLA previo a la sesion
de aprendizaje, se observo que la formacion de la memoria fue impedida, lo que sugiere que

los astrocitos serian criticos durante la fase de adquisicion de la memoria del miedo (Fig.3).

Memory Test Learning Index

2.5
2.0
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%Freezing

1.0

0.5+

Test/Pre shock freezing

“TSAL FLC FLC "TSAL FLC FLC
05 1 05 1

Fig. 3 - Evaluacion de la adquisicion de la memoria (Riva-Gargiulo, 2021). A) Porcentaje de freezing de
los animales durante el test de memoria. Los grupos FLC mostraron niveles de freezing significativamente
menores a los del grupo SAL en el test de memoria (test de Newman-Kelus, FLC 0,5: p=0,006; FLC 1:
p=0,003). B) indice de memoria (Test1/Pre-EI) (test de Newman-Kelus, FLC 0,5: p=0,006; FLC 1: p=0,003)

(SAL: N=12; FLC 0,5: N=11; FLC 1: N=10).
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Para profundizar en la investigaciéon y obtener una mejor comprension de los
mecanismos que involucran a los astrocitos en la fase de adquisicion de esta memoria, en
este trabajo se evalué como “Experimento 17 si los déficits de memoria inducidos por la
administracion de FLC previo a la sesion de aprendizaje podrian revertirse mediante la

coadministracion de los posibles gliotransmisores: glutamato y d-serina.

Por otra parte, cuando se administré6 FLC una hora después del CMC, es decir durante
la fase de consolidacion, no se observaron alteraciones en la memoria. Por lo tanto, se podria
suponer que la participacion de los astrocitos no seria critica en esta fase. Sin embargo, esta
conclusion no se pudo confirmar por completo, ya que el compuesto FLC comienza a ejercer
una inhibicién en el metabolismo astrocitico aproximadamente una hora después de su
administracion. En consecuencia, se puede inferir que la administraciéon del FLC una hora
después del CMC deja el sistema de memoria "intacto" por al menos dos horas. Sumado a
esto, algunos trabajos recientes sugieren que los astrocitos podrian participar en fases

tempranas de la consolidacion (Li et al., 2020) y no en toda la ventana (4-5 h, segun lo

evaluado con inhibidores de sintesis de proteinas).

En base a esta informacion y con el objetivo de maximizar la accion del farmaco lo
mas temprano posible en la ventana de consolidacion, para el “Experimento 2”, se administrd
el FLC cinco minutos después del CMC, buscando explorar la posible influencia de los

astrocitos en las etapas iniciales de la consolidacion de la memoria.

Plasticidad astrocitica

Estudios in vitro demostraron que la plasticidad sindptica se encuentra fuertemente
regulada por los astrocitos a través de cambios morfologicos en estas células, caracterizados
por un aumento en el volumen celular, aumento en el nimero de procesos y en una mayor
cobertura de las estructuras pre y postsinapticas (Lawal et al. 2022), aunque también se ha
observado una retraccion en el sitio de sinapsis, particularmente en la amigdala e hipocampo
(Badia-Soteras 2022; Ostroff 2014). Una manera de estudiar cambios en la morfologia de
los astrocitos en organismos completos es a través de la inmunomarcacion de GFAP
(proteina acida fibrilar glial), una proteina estructural del citoesqueleto de los astrocitos que
permite identificar cambios en los procesos principales de estas células. En efecto, trabajos

recientes en ratones sometidos a un condicionamiento a claves discretas (un sonido)
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mostraron que los astrocitos de la amigdala redujeron la inmunomarcacion durante la fase

de consolidacion de ese tipo de memoria (Liao et al., 2017).

Dicho lo anterior, como ultimo experimento en esta investigacion, “Experimento 3”,
se evalu6 si durante la fase de consolidacion de la memoria a partir de un condicionamiento
de miedo contextual se generan o no cambios morfologicos celulares y en la expresion de

GFAP en los astrocitos de la amigdala y del hipocampo.
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2

Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Profundizar el estudio sobre la participacion de los astrocitos en el proceso de
formaciéon de la memoria del miedo a largo plazo y evaluar posibles mecanismos

involucrados en la adquisicion/consolidacion de la memoria.

Objetivos especificos

1. Evaluar si la administracion en el C-BLA de glutamato y D-serina revierten el déficit
de formaciéon de memoria en el condicionamiento del miedo inducido por la

inhibicion del metabolismo de los astrocitos en el C-BLA.

2. Evaluar los efectos de la inhibicién astrocitica en el C-BLA en fases tempranas de

consolidacion de la memoria de miedo.

3. Examinar los cambios morfologicos y en los niveles de GFAP en los astrocitos del

C-BLA luego del condicionamiento de miedo.

Hipotesis

Los astrocitos del C-BLA participan activamente en la formacién de una memoria de

miedo a través de la liberacion de gliotransmisores y cambios morfoldgicos que modulan la

sinapsis tripartita durante la adquisicion/fases tempranas de la consolidacion.
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3

Materiales y métodos

Animales

Para cumplir con los objetivos propuestos se utilizaron ratas macho adultasde la cepa
Wistar (300-320g). Los individuos fueron criados en el bioterio del IFEC-CONICET y
mantenidos en cajas de plexiglass (2 o 3 individuos por caja) bajo un ciclo de luz-oscuridad
de 12 h a temperatura estable (22-24°C) con libre acceso de agua y comida. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo 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, Resolucion Decanal 2023-929. EX-2023-00303657). En
todos los casos, con el fin de minimizar el estrés y facilitar el manejo, se tomaron los
recaudos necesarios para que las ratas pudieran habituarse a la manipulacion del
experimentador como el transporte dentro del bioterio, pesaje, inmovilizaciébn para los

procedimientos, etc.

Cirugia para administracion intracerebral

Bajo condiciones de asepsia, las ratas fueron anestesiadas con una combinacién de
ketamina (80 mg/kg, i.p) y xilazina (7 mg/kg i.p.) y colocadas en un aparato estereotaxico
especifico para ratas (Fig.4). A continuacion, los animales fueron canulados bilateralmente,
con agujas 22G modificadas, en el C-BLA en las coordenadas AP: - 2,5 mm, LM: +/- 4,7

mm, DV: - 6,4 mm (Paxinos y Watson, 2017). Estas canulas se fijaron al craneo con acrilico
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dental y dos tornillos enroscados al hueso craneal y se utilizaron de guias para infundir
diversas soluciones experimentales utilizando cénulas inyectoras (agujas 30G) de menor
grosor y mayor longitud que las canulas guias (+2 mm) para evitar que la droga inyectada
no se adhiera a las paredes de la canula guia por capilaridad y que las soluciones accedan
directa y completamente en el C-BLA. Luego de la cirugia, se dejo descansar a los animales
en sus cajas habituales durante 7-10 dias mientras se realizaban maniobras de habituacion

para la manipulacion de estos.

- K R
v s A A 8
J » e A W | ¥ _— U s a
- Pty Cirugia para
/ administracion
] intracerebral =Y
Machos adultos Al ™ § )
Cepa Wistar !
(300-320 g) Anestesia Colocacién en Canulacién bilateral en C-BLA
ketamina (80 mg/kg, i.p.) estereotaxico Coord.: AP -2.5 mm, LM +/- 4.7 mm,
+ xylazina (7 mg/kg i.p.) DV- 6.4 mm

Fig. 4 - Esquema representativo de la cirugia realizada para administracion intracerebral.

Condicionamiento de miedo contextual (CMC)

Se utilizé una camara de condicionamiento (20 x 23 x 20 cm) que constaba en una
caja de acrilico blanca con tapa transparente que permitia la visualizacion del animal y un
suelo con una rejilla con 10 barras paralelas de acero inoxidable cadauna con un didmetro
de 1.5 mm y separadas por 1.5 cm, la misma se ubicd en el suelo de una habitacion con
aislamiento sonoro y baja iluminacion para comodidad del animal. Para realizar el
condicionamiento, la rejilla fue conectada a un generador para la transmision de corriente
eléctrica con el fin de generar choques eléctricos de intensidad y duracion definidas. En el
“Dia 17 las ratas fueron colocadas individualmente en la cdmara de condicionamiento, luego
de 3 minutos de aclimatacion (periodo previo al shock) recibieron dos shocks de ImA de 3
segundos de duracion cada uno separados por 30 segundos (al tiempo 3°00”" y 37307).
Pasados 60 segundos del ultimo shock, se los devolvio a sus cajas de alojamiento. La camara

fue limpiada con una solucién acuosa de etanol al 70% antes y después de cada sesion.
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Test de memoria y evaluacion

Pasadas las 48 horas del CMC (Dia 3), se realizé una reexposicion de los individuos
a la caja (contexto) durante cinco minutos (Test de memoria 1); lo mismo se repiti6 a las 96
horas (Dia 5) (Test de memoria 2). Finalizado el experimento, los animales fueron
sacrificados mediante decapitacion por guillotina y se extrajeron los cerebros para la
verificacion del sitio de inyeccion. Aquellos animales cuyas inyecciones bilaterales no

alcanzaron el C-BLA fueron descartados para el analisis.

El freezing o “congelamiento” (cesacion detodomovimiento excluyendo el asociado
con la respiracion) es considerado, por lo general, el comportamiento principal para estudiar
el aprendizaje del miedo. Sin embargo, en esta investigacion, buscamos ampliar el estudio
de los comportamientos defensivos en respuestas a situaciones amenazantes, incluyendo al
denominado risk assessment o “valoracion deriesgos” (VR). A este tltimo se lo define como
un comportamiento de recopilacion de informacion que se muestra en situaciones aversivas
potencialmente amenazantes (Blanchard et al. 2011). Operacionalmente lo definimos como
movimientos (usualmente luego del congelamiento) en los que el animal puede tener su
cuerpo inmovil, moviendo la cabeza y sus vibrisas, o moviendo su cuerpo lentamente, pero
sin marchar, girando en el mismo eje o alargando su cuerpo unos centimetros hacia adelante

o los laterales para olfatear brevemente sin llegar a dar inicio a la marcha (basado en:

Blanchard y Blanchard, 1989; Bittencourt et al., 2004; Holly 2016; Viellard et al., 2016).

Para cuantificar los comportamientos se realizaron filmaciones de cinco minutos por
individuo durante el condicionamiento y en los momentos de los test. En ellas se calculd el
“porcentaje del tiempo” en el cual los animales evidenciaron dichos comportamientos y se
obtuvo el porcentaje de Congelamiento, ¢l porcentaje de Valoracion de riesgos (VR) y,
a partir de la sumatoria de ambos, el porcentaje de Respuestas de Miedo integral (RMI).
Ademds, también se calcularon diferentes indices: el indice de memoria (Test/Pre-EI), que
permite normalizar la expresion de miedo propia del animal en el periodo previo al shock
(es decir, el miedo basal de cada individuo), reduciendo asi, la heterogeneidad de la
expresion de miedo entre diferentes lotes de animales experimentales; y el indice de
reactividad al shock (Post-EI/Pre-EI), para controlar si la respuesta al EI fue similar en

todos los grupos experimentales.
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Inmunofluorescencia

Los animales fueron anestesiados y perfundidos intracardiacamente con una solucion
de paraformaldehido al 4%. La post fijacion se realizd6 sumergiendo los cerebros durante la
noche utilizando también una solucion de paraformaldehido al 4%. Posteriormente, para la
realizacion de los cortes, fueron incluidos en un medio de montaje (OCT) y congelados a -
70°C para luego ser seccionados coronalmente en rebanadas de 20 um utilizando un criostato
procurando que las mismas contengan las zonas dela amigdala y el hipocampo de interés.
Para la inmunotincion primero se realizd un bloqueo y permeabilizacion de las membranas
plasmaticas astrociticas con suero de cabra 5% + Triton 0,1% para luego dejar reposar sobre
los tejidos durante 2 horas en movimiento a temperatura ambiente. Luego se procedi6 a la
incubacion con anticuerpos primarios disponibles comercialmente: anti-GFAP (1:300,
SIGMA-ALDRICH) diluidos en una solucion Buffer PBS 1%, dejandolos reposar sobre los
tejidos toda la noche a 4-5°C. Al dia siguiente, se realiz6 la incubacion del anticuerpo
secundario (Alexa 488 goat anti-mouse 1:1000) diluidos en una soluciéon Buffer 1% desuero
en PBS durante 2 horas en oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron
los tejidos con el marcador DAPI (para la tincion de ntcleos celulares) por 20 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se realiz6 el montaje utilizando el medio acuoso

FluorSave y posterior colocacion de cubreobjetos sobre los tejidos.

Luego de la inmunotincion, se obtuvieron imagenes Z-stack confocales que
incluyeron dos canales (verde, GFAP; azul, DAPI), a través del microscopio confocal laser
de escaneo Olympus FV 1200. Se logré una resolucion de 1024x1024 pixeles utilizando un
objetivo de 60x. Lasimagenes fueron analizadas con el software FIJI-ImageJ (Bender et al.,
2020), utilizando el plugin “Simple Neurite Tracer (SNT) (Tavares et al., 2016). Los
astrocitos fueron facilmente identificados por su caracteristica forma estrellada positiva para
GFAP con un nucleo tefiido por DAPI. Para la seleccion de astrocitos destinados al estudio
morfomeétrico, se eligieron aquellos ubicados alejados de los bordes de la imagen con el fin
de evitar procesos truncados. Ademads, se priorizaron aquellos en los que las estructuras
tefiidas con GFAP estuvieran asociadas a un solo nucleo tefiildo con DAPI. A partir de esto,

se realizd una reconstruccion de 5 - 8 astrocitos por imagen.

Es relevante destacar que no fue factible llevar a cabo el analisis de los astrocitos en
la amigdala debido a la limitada inmunomarcacion observada en estas regiones en todas las

imagenes examinadas. Ademas, los intentos por resolver este problema, mediante pruebas
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que implicaron el uso de diferentes anticuerpos y métodos de tincion, resultaron
infructuosos. En consecuencia, se restringio el analisis a los astrocitos ubicados en la zona

CA1 del hipocampo donde se evidencié una inmunomarcacion adecuada.

Diseiios experimentales
Experimento 1: Coadministracion de FLC y GLT previo al CMC.

Se utilizé un disefio factorial 2x2, con las variables droga 1 (SAL o FLC) y droga 2
(SAL o GLT), determinando 4 grupos de ratas y un N=10 por grupo. Los grupos fueron:
SAL-SAL (control 1), SAL-GLT (control 2), FLC-SAL y FLC-GLT.

En el “Dia 17 se efectuaron las administraciones de los farmacos previas al
condicionamiento, separadas por un intervalo de tiempo de 50 minutos: SAL 0.5ul, FLC 0.5
nmol/0.5ul y GLT: glutamato (1 pg/0.5ul; SIGMA) + D-serina (2 pg/0.5 ul). La dosis de
FLC seleccionada se baso en la literatura que indicaba que bajo estas condiciones afectaba
selectivamente a los astrocitos y su efecto era reversible a las 24 h (Hassel B et al. 1992 y
Liao Z et al. 2017). Las dosis de los transmisores fueron seleccionadas de la literatura
buscando que fueran dosis que por si mismas no faciliten de manera robusta el aprendizaje
dado que el objetivo de la administracion exodgena fue restaurar la hipotética disminucion
del aporte astrocitico de estos transmisores por adicion del FLC (Linsambarth et al. 2022;
Miranda et al. 2002; [zquierdoet al. 1992; Fiorenza etal. 2012). Los farmacos se infundieron
a velocidad constante mediante una bomba de micro infusion a través de canulas
intracerebrales previamente colocadas sobre el C-BLA en cada rata; al finalizar la
administracion, luego de 10 minutos se procedié con el CMC. A las 48 y 96 horas (Dias 3 y
5) se efectud una reexposicion de los animales al contexto durante cinco minutos y se

cuantificaron los porcentajes de respuestas de miedo (Fig.5).
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Fig. S — Diseifio experimental 1. Coadministraciéon de FLC y GLT previo al CMC.

Experimento 2: Administracion de FLC posterior al CMC.

En el “Dia 1” dos grupos de animales de N=10 fueron infundidos en el C-BLA con
0,5 pl (1 nmol/ul) de fluorocitrato (FLC) o con 0,5 pl de solucion salina (SS), a una velocidad
constante de 0,5 pl/min mediante una bomba de micro infusiéon, 5 minutos después de
efectuado el condicionamiento del miedo contextual. A las 48 y 96 h (Dias 3 y 5) se realiz6
una reexposicion de los animales al contexto del condicionamiento por cinco minutos y se

cuantificaron los porcentajes de respuestas de miedo (Fig.6).

ollie > e
LT e

2 grupos de N=10 CMC Microinfusién en C-BLA
con canulacién 2 shocks de TmA con0.5plde SS o
bilateral en C-BLA (3'y 330 de FLC (1 nmol/pl)
5 min

48 h
Test de memoria Cuantificacion del miedo
Re-exoposicién al (Freezing + Risk assessment)

contexto

Fig. 6 — Diseiio experimental 2. Administracion de FLC posterioral CMC.
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Experimento 3: Inmunofluorescencia con GFAP para evaluar la plasticidad astrocitica

durante la fase de consolidacion de la memoria.

Se trabaj6 con animales condicionados (CS US) y no condicionados (No-CS US)
como control, con un N=4 por grupo. En los mismos se midieron los cambios en la
inmunofluorescencia de los astrocitos marcados con GFAP al cabo de 1 hora posterior al
condicionamiento, es decir, en la ventana temprana de la consolidacion (Fig.7). mediante la
cuantificacion del nimero total de procesos, de la longitud total de cada astrocito a partir de
la sumatoria de los procesos y, para evaluar la complejidad de cada astrocito, se realiz6 un
analisis de Sholl (Fig.8), que cuantifica el nimero de intersecciones de los procesos
astrociticos en esferas concéntricas, originadas en el soma celular, separadas cada 4 micras
(Sholl, 1953; Wilson et al., 2017; Tavares et al., 2016). Para analizar la intensidad de la
inmunomarcacion de GFAP se realizé un analisis de Threshold en cada una de las imagenes

obtenidas a partir de cada individuo (1-4).

5 min g

s Y > 1h )
—_ S - \
— Bl > P
CMC
2 grupos de N=4 2 shocks de TmA »
(3'y3'30" Perfusion
intracardiaca
con PFA 4%

a
I
_’ I
Obtencion de secciones Inmunofluoresencia Visualizacién del material con
qqronales de 20 pm con anti-GFAP (1:300) miscroscopia confocal (FV1200) y
utilizando un criostato + DAPI analisis de imagen con Simple Neurite

Tracer (SNT), FIJI- ImageJ

Fig. 7 — Disefio experimental 3. Inmunofluorescencia con GFAP para evaluar la plasticidad astrocitica
durante la fase de consolidacién de la memoria.
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Fig. 8 - Esquema representativo de un analisis de Sholl (tomado de Binley et al. 2014). El centro de la
imagen representa el soma celular a partir del cual se generan una serie de circunferencias, a distancias
definidas, en las cuales se contabiliza el nimero de veces que los procesos celulares interceptan en cada de
ellas.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media junto con la dispersion de datos
individuales. Las diferencias significativas se observaron para un nivel de confianza del 95%
(p < 0,05). Al realizar las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk, la gran mayoria de los

datos presento distribucion Gaussiana habilitando la utilizacion de pruebas paramétricas.

Los datosobtenidos en el experimento 1 se analizaron mediante pruebas ANOVA de
dos vias y posterior analisis post hoc de Tukey. Aquellos datos que no presentaron una
distribuciéon normal fueron normalizados a través de una transformacion logaritmica o
inversa de los mismos debido a que este tipo de analisis no permite la realizacion de pruebas

no paramétricas.

Los datos del experimento 2 fueron analizados mediante pruebas T. Para aquellos
datos que no presentaron una distribucion normal se utiliz6 la prueba no paramétrica de

Mann-Whitney.

En el experimento 3, para el andlisis estadistico de los datos astrociticos, se
implement6 un disefo de datos anidado, una estructura comiin en estudios o experimentos
estadisticos donde las unidades de observacion no son independientes, sino que estan
organizadas jerdrquicamente en niveles. Ignorar esta dependencia resultaria en una
probabilidad de concluir incorrectamente que un efecto es estadisticamente significativo

mucho mayor (hasta un 80%) que el nivel comun establecido (5%) (Arts et al. 2014). En
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nuestro caso se estudia la variabilidad entre diferentes unidades superiores (individuos) y la
variabilidad dentro de esas unidades en los niveles inferiores (astrocitos). Por lo tanto, para
comparar el nimero total de procesos de cada astrocito, las longitudes totales y la intensidad

de expresion de GFAP, se realizaron pruebas T anidadas.

Por otra parte, métodos como los modelos de efectos mixtos pueden ser tutiles para
manejar la dependencia entre las observaciones anidadas y para extraer conclusiones validas
(Schielzeth & Nakagawa, 2012). Estos modelos permiten incorporar tanto efectos fijos
(como las diferencias entre individuos) como efectos aleatorios (para modelar la variabilidad
dentro de cada individuo) que actualmente suelen utilizarse para el analisis de Sholl (Wilson
et al. 2017). Cuando se realizan multiples comparaciones entre grupos o niveles dentro de
un modelo mixto anidado, existe la posibilidad de que algunos resultados significativos sean
el resultado de variabilidad aleatoria en lugar de verdaderas diferencias en los efectos que
estas investigando. Para resolver esto, se realiza un control del FDR (False Discovery Rate
o Tasa de Descubrimiento Falso), que se refiere a la proporcion de descubrimientos falsos
entre las comparaciones o contrastes realizados en el analisis, que implica aplicar métodos
estadisticos que ajusten los valores de significancia para limitar la proporcion de falsos
descubrimientos. El procedimiento mas comun para el analisis FDR es el método de
Benjamini-Hochberg. Este método ordena los p-valores de las pruebas de menor a mayor y
luego compara cadap-valor con un umbral ajustado en funcion del FDR deseado. Finalmente
se seleccionan como descubrimientos significativos aquellos cuyos p-valores que estan por
debajo de este umbral ajustado, y a estos p-valores corregidos se los denomina q-valores

(Benjamini & Hochberg, 1995).

Por lo tanto, para el analisis de Sholl, se realizaron una serie de estudios de modelos
mixtos anidados en cada una de las distancias al soma. Para controlar los falsos positivos, se

obtuvieron los g-valores utilizando un FDR de 5%.
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Resultados

Experimento 1: Coadministracion de FLC y GLT previo al CMC.

Estudios anteriores realizados en este instituto sugirieron la participacion de los
astrocitos en la fase de adquisicion de la memoria de miedo contextual. Esta implicacion se
evidencio al observar una disminucion significativa del aprendizaje cuando se inhibio el
metabolismo de astrocitos mediante la administracion de FLC previo a la sesion de
condicionamiento. A raiz de esta investigacion y otros antecedentes previamente
mencionados, surgi6 la oportunidad de investigar si el impedimento en la formacion de la
memoria de miedo producida por el FLC podria ser revertida al incorporar putativos
gliotransmisores en la amigdala. Por lo tanto, postulamos la hipotesis de que la
administracion de glutamato y D-serina en el C-BLA de ratas con inhibicion astrocitica
previo al condicionamiento revertira el déficit de formacion de memoria inducido por FLC.
Para evaluar esto, administramos FLC o SAL seguido por la administracion de los
gliotransmisores (GLT) o SAL dentro del C-BLA previo a la sesion de condicionamiento,
dando lugar a cuatro grupos en total: SAL-SAL (control 1), SAL-GLT (control 2), FLC-
SALy FLC-GLT. Lamemoria demiedo se evalu6 a través del porcentaje de Congelamiento,
porcentaje de Valoracion de riesgo (VR) y porcentaje de Respuestas de Miedo integral
(RMI) (Congelamiento + VR) a las 48 y 96 h posteriores al condicionamiento junto con sus

respectivos indices de memoria (Fig. 9A).

Previo al analisis de los test de memoria se evaluaron los porcentajes de cada

comportamiento en los tiempos Pre-EI (miedo basal) y Post-EI (posterior al shock). Los

ANOV As de medidas repetidas indicaron que el % Congelamiento y % RMI aumentaron
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significativamente en el tiempo Post-EI (p<0,001), mientras que con el % VR se observa
una tendencia a una disminucion de la VR en el tiempo Post-EI con respecto al Pre-EI, sin
embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Fig. 9B). Por otro lado, se
analizaron los indices de reaccion como control para medir la respuesta de los animales al
shock (EI) en el dia del condicionamiento (Post-EI/Pre-EI) debido a que, aunque los
registros observacionales indicaron que todos los animales manifestaron una reaccion
notoria a cada uno de los shocks durante los experimentos, existia la probabilidad de que la
administracion de las drogas en la amigdala previa al condicionamiento influyera en la
percepcion del shock, afectando las interpretaciones de los resultados. En este
experimento, al observar los indices de reaccion con respecto al % RMI (SAL-SAL:
1,61+0,4; SAL-GLT: 1,7+0,6; FLC-SAL: 1,39+0,3; FLC-GLT: 1,64+0,4),
%Congelamiento ( SAL-SAL: 2,31+0,8; SAL-GLT: 2,16+0,9; FLC-SAL: 1,84 +0,8; FLC-
GLT: 1,9+0,8) y % VR (SAL-SAL: 0,61+0,3; SAL-GLT: 0,7+0,9; FLC-SAL: 0,64+0,6;
FLC-GLT: 1,0+1,1) y al realizar el ANOVA de dos vias correspondiente, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,5145, p=0,7841 y p=0,6250
respectivamente) (Fig. 9C). Estos resultados sugieren que todos los animales presentaron

una reaccion similar al condicionamiento independientemente del tratamiento.
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Fig. 9 - Evaluacion de la coadministracion de FLC y GLT previo al CMC. A) Disefio experimental. B) Porcentajes de
Congelamiento (izquierda), Valoracion de riesgos (centro) y RMI (derecha), en los tiempos Pre-EI y Post-EI. Todos los
tratamientos presentaron mayor porcentaje de miedo en el tiempo Post-El al analizar el % Congelamiento (p=<0,001)y %
RMI (p=<0,001). C) Indice de reaccion al EI (Post-El/Pre-EI). No se encontraron diferencias en la reaccion al shock entre
los tratamientos en el analisis del Congelamiento (izquierda) [F (1, 30) = 0,07641; p=0,7841], Valoracion de riesgos
(centro) [F (1, 28) = 0,2442; p=0,6250] y de RMI (derecha) [F (1, 29) = 0,4356; p=0,5145]. Los datos se representan como
la media y dispersion de los datos individuales. Se realizd unanalisis estadistico mediante ANOV As de dos vias y post hoc
de Tukey. * p <0,05.

En el dia del test de memoria 1 (dia 3) (Fig. 10A), cuando se evaluo el % RMI
(SAL-SAL: 74+10%; SAL-GLT: 71£15%; FLC-SAL: 63+15%; FLC-GLT: 63+11%) un
ANOVA de dos vias indico que el grupo de animales tratado con FLC (FLC-SAL + FLC-
GLT) tuvo niveles significativamente mas bajos de miedo que aquel de los animales
tratados con SAL [F (1, 32) =4,363; p=0,0448]. En la misma direccion, al analizar los
indices de aprendizaje 1 (Test 1/Pre-EI) obtenidos a partir de los %RMI (SAL-SAL:
1,35+0,3; SAL-GLT: 1,27+0,3; FLC-SAL: 0,97+0,2; FLC-GLT: 1,09+0,2), los ANOV As
también evidenciaron una disminucion del aprendizaje del miedo por parte de los grupos
tratados con FLC en comparacion con que aquellos tratados con SAL [F (1, 31)=10,39;

p=0,0030) al igual que el ANOVA repetido que considera la sesion (miedo basal vs el
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miedo en la prueba) y el tratamiento como factores, indic6 una interaccion significativa
(p=0,003), y en la prueba post hoc de Tukey los grupos administrados con FLC mostraron
niveles significativamente menores de miedo que los grupos con SAL en el dia de la
prueba (p=0,004). Estos resultados estarian sugiriendo que la coadministracion de los
“gliotransmisores” no habria sido capaz de revertir el deterioro de la memoria inducido por

la administracion del FLC.

Por otra parte, los resultados en el test de memoria 1 para el % Congelamiento
(SAL-SAL: 35+13%; SAL-GLT: 39+£11%; FLC-SAL: 30+12%; FLC-GLT: 31£7%) no
evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, cuando se
analizaron los indices de memoria 1 (Test 1/Pre-EI) obtenidos a partir del %
Congelamiento (SAL-SAL: 1,0+0,3; SAL-GLT: 1,22+0,5; FLC-SAL:0,68+0,3; FLC-GLT:
0,74+0,3) los ANOV As si mostraron una disminucion del aprendizaje del miedo por parte
de los grupos tratados con FLC en comparacion con que aquellos tratados con SAL [F (1,
31)=11,61; p=0,0018)]. Mientras que el ANOVA repetido evidenci6 una interaccion
significativa (p=0,018) entre factores (sesion: Pre-El/Test 1 vs Tratamiento), y el post hoc
indicé que los grupos con FLC mostraron menos congelamiento (p=0,013) que los
individuos con SAL. Esto estaria indicando que los individuos control mantuvieron el

mismo porcentaje de congelamiento, lo cual result6 inesperado.

Estos resultados sugieren que, si solo se hubiera considerado el congelamiento para
evaluar la memoria del miedo, como se hace comunmente, nos encontrariamos ante una
discrepancia con los antecedentes que evidenciaban la capacidad del FLC para impedir la

formacioén de la memoria.

Con respecto al % VR en el test de memoria 1 (SAL-SAL: 39+7%; SAL-GLT:
324+8%; FLC-SAL: 33+8%; FLC-GLT: 32+7%) no se evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Y en la misma direccion, entre los indices de memoria
de VR (SAL-SAL: 2,02+05; SAL-GLT:1,79+0,9; FLC-SAL: 1,71+£0,6; FLC-GLT:
2,38+0,8) no se observaron diferencias significativas (Fig.10B). Con respecto al ANOVA
de medidas repetidas, no se observd una interaccion significativa entre factores (sesion:

Pre-El-Test 1 vs Tratamiento), con un Tukey indicando un aumento significativo

(p=0,000134) en la VR en todos los individuos el dia del test.

Con relacion al test de memoria 2 (dia 5), al analizar los % RMI cuatro dias
después del condicionamiento (SAL-SAL: 83+7%; SAL-GLT: 72+20%; FLC-SAL.:
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65+£12%; FLC-GLT: 77+8%) se observé un efecto de interaccion significativo en el
ANOVA de dos vias [F (1, 32) = 7,236; p=0,0113]. La prueba post hoc de Tukey indico
que los animales administrados con FLC-SAL evidenciaron niveles significativamente mas
bajos de miedo que aquellos administrados con SAL-SAL (p=0,0486). En cuanto a la
evaluacion de los comportamientos individuales en el test 2, al analizar el %
Congelamiento entre los distintos tratamientos (SAL-SAL: 45+9%; SAL-GLT: 38+19%;
FLC-SAL: 30+9%; FLC-GLT: 42+11%) y el % VR (SAL-SAL: 38+8%; SAL-GLT: 35+
6%; FLC-SAL: 36+8%; FLC-GLT: 35+10%), no se observaron diferencias significativas
de aprendizaje entre tratamientos (Fig. 10C). Estos resultados sugieren nuevamente la
importancia de considerar mas de un comportamiento asociado al miedo para una
interpretacion mas precisa de los resultados. Sorpresivamente, cuando comparamos como
vario el % RMI el dia del test 1 vs el test 2, se observa que en el dia del test 2 el

aprendizaje aumento (SAL-SAL y FLC-GLT) o se mantuvo constante (SAL-GLT y FLC-
SAL).

Sumado a esto ultimo, cuando evaluamos los indices de aprendizaje 2 (Test 2/Pre-
EI) del RMI (SAL-SAL: 83+6%; SAL-GLT: 72+19%; FLC-SAL: 65+12%; FLC-GLT:
77+£8%), el ANOV A evidenci6 un efecto de interaccion significativo entre los tratamientos
[F (1, 32) = 13,67; p=0,0008], y el post hoc de Tukey demostrd que, ademds de observarse
que los animales administrados con FLC-SAL mostraron niveles significativamente mas
bajos de miedo que aquellos administrados con SAL-SAL (p=0,0005), también se observod
que aquellos administrados con los gliotransmisores (FLC-GLT) evidenciaron un aumento
significativo del aprendizaje del miedo (p=0,0398) sugiriendo que los gliotransmisores
fueron capaces de revertir el déficit de memoria inducido por el FLC. También es relevante
sefialar, en este contexto, que no se observaron diferencias significativas entre SAL-SAL y
SAL-GLT (Tukey, p=0.0938). Esto sugiere que la administraciéon de GLT podria estar
restaurando la disminucion inducida por el FLC, en lugar de ser el resultado directo de un

efecto pro cognitivo per se de los gliotransmisores que podrian estar compensando el
déficit (Fig. 10D).
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Fig. 10 - Evaluacion de la coadministracion de FLC y GLT previo al CMC. A) Test de memoria 1. Al evaluar los %
RMI (derecha) se evidenciaron diferencias significativas entre grupos del factor droga 1 (SAL vs FLC) [F (1, 32) =4,363;
p=0,0448]. B) indice de memoria 1 (Test 1/Pre-EI). Se observaron diferencias significativas entre los grupos SAL vs FLC
al analizar los indices de memoria del Congelamiento (izquierda) [F (1,31)=11,61; p=0,0018]y del RMI (derecha) [F (1,
31) = 10,39; p=0,0030]. C) Test de memoria 2. El analisis del RMI (derecha) del test 2 evidencié una interaccidn
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significativa entre los tratamientos SAL-SAL vs FLC-SAL [F (1, 32) = 7,236; p=0,0113; Tukey p=0,0486]. D) Indice de
memoria 2 (Test 2/Pre-El). Al analizar los indices del %Congelamiento (izquierda) se evidenciaron diferencias
significativas entre grupos del factor droga 1 (SAL vs FLC) [F (1, 32) = 10,37; p=0,0029]; entre los indices de RMI
(derecha) se observo una interaccion significativa [F (1, 32) = 13,67; p=0,0008] entre los tratamientos SAL-SALvs FLC-
SAL (Tukey p=0,0005) y FLC-SAL vs FLC-GLT (Tukey p=0,0398). Los datos se representan como la media y la
dispersion de los datos individuales. Se realizd un analisis estadistico mediante un ANOVA de dos vias y post hoc de
Tukey. *p < 0,05.

Finalmente, podemos decir que, al analizar estadisticamente los distintos test e
indices utilizados para estudiar la memoria de miedo en este experimento, los resultados
obtenidos entre los distintos porcentajes de cada compartimiento (Congelamiento, VR y

RMI) fueron por lo general inconsistentes dentro de un mismo analisis.

Experimento 2: Administracion de FLC posterior al CMC.

Estudios anteriores realizados en este instituto sugirieron que los astrocitos no
participaban en la fase de consolidacion de la memoria luego de administrar FLC 60
minutos después de la consolidacion. Sin embargo, estudios recientes sugieren que en
realidad los astrocitos no participan en toda la ventana de consolidacion, sino que en las
primeras horas. A raiz de esto, postulamos la hipotesis de que la inhibicion astrocitica
durante fases tempranas de la consolidacion impedird/disminuird la formacion de la
memoria, manifestdndose en una reduccion de la respuesta de miedo el dia del test. Para
evaluar esto y para maximizar la accion del farmaco lo mas temprano posible en la ventana
de consolidacion, se administréd el FLC, o solucion salina (SAL) como control, cinco
minutos después del condicionamiento. La memoria de miedo se evaluo a través del
porcentaje de congelamiento, porcentaje de Valoracion de riesgo (VR) y porcentaje de
Respuestas de Miedo integral (RMI) a las 48 y 96 h posteriores al condicionamiento, junto

con sus respectivos indices de memoria al igual que en el experimento anterior (Fig. 11A).

Inicialmente se evaluaron los comportamientos de miedo entre los minutos previos
al shock (Pre-EI; miedo basal) y aquellos posteriores al shock (Post-EI). Los ANOVAs de
medidas repetidas indicaron un aumento significativo de los comportamientos de miedo de
ambos tratamientos en el tiempo Post-El: % Congelamiento (p<0,0001), % RMI
(p<0,0001) y % VR (p=0,0084) (Fig. 11B). A su vez, se analizaron los indices de reaccion
como control para garantizar que hubo respuesta de los animales al shock (EI) en el dia del
condicionamiento (Post-EI/Pre-EI). Las pruebas T sobre los resultados de estos indices

indicaron que no existen diferencias significativas con relacion a la respuesta al shock
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entre los tratamientos [Congelamiento (SAL: 4,6 + 3,6; FLC: 2,32 + 1,3; p=0,7112); VR
(SAL: 1,6 + 1,0; FLC: 2,68 £ 2,0; p=0,0771); y RMI (SAL: 2,6 + 1,3; FLC: 2,49 £ 0,6;
p=0,1713)] (Fig. 11C).
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Fig. 11 - Evaluaciéon de la administracién de FLC posterior al CMC. A) Disefio experimental. B) Variacion de los
porcentajes de Congelamiento (izquierda), Valoracion de riesgos (centro) y Respuestas de miedo integral (derecha) en los
tiempos Pre-El y Post-EI. Todos los tratamientos presentaron mayor porcentaje de miedo en el tiempo Post-EI:
%Congelamiento (p<0,0001), % RMI (p<0,0001) y % VR (p=0,0084). C) indice de reaccion al EI (Post-EI/Pre-EI). Nose
encontraron diferencias en la reaccion al shock entre los tratamientos en el andlisis del Congelamiento (izquierda) (=1,881,
df=17; p=0,0771), VR (centro) (1,428, df=17; p=0,1713) y de RMI (derecha) (t=0,3765, df=17; p=0,7112). Los datos se
representan como la media y dispersion de los datos individuales. Se realizd un analisis estadistico mediante un ANOVA
de dos vias y pruebas T. * p < 0,05.
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Cuando se evalu6 la memoria a las 48 h del condicionamiento (Test 1), se
obtuvieron los siguientes resultados: Congelamiento (SAL: 49,9 + 9,5%; FLC: 36,85 +
12,5%); VR (SAL: 32,8 + 8,4%; FLC: 25,15 + 10,5%); y RMI (SAL: 82,7 + 7,3%; FLC:
62,0 = 13,6%). Las pruebas T sobre los tres porcentajes estudiados indicaron que los
animales administrados con FLC comparados con aquellos con SAL, mostraron una
disminucion significativa del miedo [Congelamiento (t=4,334, df=17; p= 0,0005); VR
(t=2,491, df=17; p= 0,0234); y RMI (Man Whitney p= 0,0328)], indicando que
efectivamente el FLC interfiri6 en la consolidacion de la memoria (Fig. 12A). Algo similar

ocurrio al analizar los distintos indices de memoria.

Por otro lado, las pruebas T de los indices de memoria 1 (Test 1/Pre-EI) del %
Congelamiento (SAL: 4,0 £ 1,8; FLC: 2,25+ 0,8) y del % RMI (SAL: 3,1 + 1,2; FLC: 2,01
+ 0,7) indicaron que los animales administrados con FLC disminuyeron significativamente
el aprendizaje del miedo [Congelamiento (t=3,255, df=17; p=0,0047); RMI (Man Whitney,
p=0,0062)], mientras que al analizar los comportamientos de VR no se evidenciaron
diferencias significativas entre tratamientos (t=1,508, df=17; p=0,1499) (Fig. 12B). En

conjunto con los datos previos, esto sugiere que la administracion de FLC en el C-BLA

después del CMC afect6 el proceso de consolidacion de la memoria de miedo.

Cuando se evalu6 la memoria 96 horas después del condicionamiento (dia 5) (Test
2) los resultados del % Congelamiento (SAL:37,9 + 8,6%; FLC: 30,22 + 7,8%), % VR
(SAL: 34,8 + 8,6%; FLC: 23,0 £ 6,1%) y del % RMI (SAL: 72,7 = 9,9%; FLC: 53,22 +
7,7%) indicaron que la disminucion del aprendizaje del miedo en los animales con FLC se
mantuvo en el tiempo evidenciandose en una disminucién significativa de todos los
comportamientos analizados en el dia del test 2 [Congelamiento (t=2,223, df=17;

p=0,0401); VR (t=2,231, df=17; p=0,0394); RMI (Man Whitney, p=0,0005)] (Fig. 12C).

Por ultimo, los resultados obtenidos a partir de los indices de memoria 2 (Test
2/Pre-El) del % Congelamiento (SAL: 3,1 £ 1,8; FLC: 2,25 + 0,8), % VR (SAL: 3,0 £ 1,9;
FLC:2,01 £0,7)y % RMI (SAL: 2,7 + 1,0; FLC: 2,01 £ 0,7) muestran resultados
congruentes con los anteriores [Congelamiento (Man Whitney, p= 0,0255); VR (t=2,231,
df=17; p=0,0394); RMI (t=2,684, df=17; p=0,0157)] (Fig. 12D).
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Fig. 12 - Evaluacion de la administracion de FLC posterior al CMC. A) Test de memoria 1. Se evidenciaron diferencias
significativas entre tratamientos en cada uno de los porcentajes analizados [%Congelamiento (2,491, df=17; p= 0,0234);
%VR (Man Whitney, p= 0,0328); y %RMI (t=4,334, df=17; p= 0,0005)]. B) Indice de memoria 1 (Test 1/Pre-EI). Se
observaron diferencias significativas entre tratamientos en los indices de memoria 1 del Congelamiento (t=3,255, df=17;
p=0,0047) y del RMI (Man Whitney, p=0,0062). C) Test de memoria 2. Se observan diferencias significativas entre
tratamientos en cada uno de los porcentajes analizados [%Congelamiento (t=2,223, df=17; p=0,0401); %VR (3,601,
df=17; p=0,0022); y %RMI (Man Whitney, p=0,0005)]. D) Indice de memoria 2 (Test 2/Pre-EI). Se evidenciaron
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diferencias significativas entre tratamientos en cada uno de los comportamientos analizados [Congelamiento (Man
Whitney, p= 0,0255); %VR (t=2,231, df=17; p=0,0394); %RMI (t=2,684, df=17; p=0,0157)]. Los datos se representan
como la media y dispersion de los datos individuales. Se realizo un analisis estadistico mediante pruebas T paramétricas y
no paramétricas (Man Whitney). * p < 0,05.

En conclusion, los resultados obtenidos en este experimento estarian sugiriendo que

los astrocitos tendrian una participacion importante en fases tempranas de la consolidacion.

Experimento 3: Inmunofluorescencia con GFAP para evaluar la plasticidad astrocitica

durante la fase de consolidacion de la memoria.

Para investigar la plasticidad astrocitica durante la consolidacion de la memoria
contextual del miedo, se realizd6 una comparacién morfoldgica entre los astrocitos de tres
individuos condicionados (CS US) y tres individuos no condicionados (No CS US) y
postulamos la hipdtesis de que se observard una disminucion en los niveles de GFAP en los
astrocitos de la amigdala e hipocampo después del condicionamiento, asociada a una

reduccion en el nimero total de procesos y en el largo y complejidad celular.

Para comenzar, como en todos los experimentos, se corrobor6 que los individuos
condicionados (CS-US) hayan recibido el shock, para esto se cuantificaron los % RMI luego
de haber recibido la descarga (Fig. 14A) y se observo un aumento significativo del mied o
entre el periodo Pre-EI y Post-EI (t=2,389, df=10; p=0,0380). Una hora después del
condicionamiento se extrajeron los cerebros para proceder con la inmunohistoquimica. Se
utilizaron anticuerpos anti-GFAP, los cuales marcan la GFAP citoesquelética en color verde,
junto con el marcador DAPI, para la marcaciéon de los nucleos celulares en azul. En el
analisis, se obtuvieron fotografias Z-stack mediante microscopia confocal para realizar las
comparaciones utilizando el software Image J/FIJI+SNT (Fig. 13A y B). Al investigar la
intensidad de fluorescencia obtenida en la inmunomarcaciéon sobre GFAP, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de intensidad entre ambas condiciones (t=0,1700,

df=4; p=0,8733) (Fig. 14B).
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Fig. 13 —Expresion de GFAP en hipocampo luego del condicionamiento. A) Diseflo experimental 3. B) Microfotografia
en 60x de inmunomarcacion astrocitica con antiGFAP-DAPI junto con una reconstruccion tridimensional de la morfologia
celular detallada obtenida a partir del SNT-Imagej en cada condicion; escala 30um.

El programa utilizado permitio realizar un analisis preciso de la estructura celular de
los astrocitos, midiendo la extension de las cé€lulas y sus procesos, y de la complejidad

celular, a través del analisis de Sholl.

Al realizar la comparacion estructural entre los astrocitos de los distintos

tratamientos, los resultados dellargo total celular (Fig. 14C), obtenidosa partir deuna prueba
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t anidada, evidenciaron un aumento significativo (t=3,549, df=4; p=0,0238) en los
individuos CS US (959+£240um) en relacion con los No-CS US (668+168um). Del mismo
modo, al analizar si hubo cambios en el niimero total de procesos entre células (Fig. 14E),
los astrocitos de los individuos CS US (58+19um) aumentaron significativamente (t=2,826,
df=4; p=0,0475) el nimero de procesos en relaciéon con los No-CS US (43+12um). Al
analizar la complejidad celular, a través del analisis de Sholl, los astrocitos de los individuos
condicionados mostraron una mayor complejidad celular con respecto al control en las
siguientes distancias desde el soma: 16um (qg=0,0442), 20pum (g=0,0015), 24pm (q=0,0004)
y 28um (q=0,0010) (Fig. 14D).
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Fig. 14 - Evaluacion de la plasticidad astrocitica durante la fase de consolidacién de la memoria. A) Porcentaje de
respuestas de miedo integral en individuos condicionados (CS US)y no condicionados (No-CS US). En los individuos CS-
US se observé un aumento significativo del miedo en el periodo Post-El con relacién al Pre-EI (t=2,389, df=10; p=0,0380).
No se observaron diferencias significativas en el %RMI basal entre los grupos. B) Intensidad de inmunomarcacion del
GFAP. No se observaron diferencias significativas en la intensidad entre los grupos (t=0,1700, df=4; p=0,8733). C) Largo
total de células. Se observo un incremento significativo en el largo de los astrocitos de los individuos CS US con relacion
al control (3,549, df=4; p=0,0238). D) Analisis de Sholl. Los astrocitos de los individuos CS US evidenciaron una
complejidad significativamente mayor a 16um (q=0,0442),20pum (g=0,0015), 24um (q=0,0004) y 28um (g=0,0010) desde
el soma. E) Numero total de procesos por célula. Los astrocitos de los individuos CS US evidenciaron un incremento
significativo en el nimero de procesos en relacion con los controles (2,826, df=4; p=0,0475). Los datos se representan
como la media y dispersion de los datos individuales. Se realizd un analisis estadistico mediante pruebas T, pruebas T
anidadas y modelos de efectos mixtos anidados con un FDR de 5%. * p < 0,05; * q < 0,05.
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5

Discusion y conclusion

La identificacion y comprension de los procesos y componentes neurobiologicos
involucrados en la formacion de la memoria de miedo son fundamentales para entender la
aparicion de memorias desadaptativas que pueden desencadenar enfermedades
psiquiatricas, como trastornos de ansiedad y trastorno de estrés postraumatico (TEPT). A
medida que se estudia mas la participacion de los astrocitos en este proceso, surgen
evidencias que sugieren que la actividad astrocitica desempeiia un papel crucial en la
regulacion sindptica y la plasticidad cerebral. En particular, actualmente existe un gran
interés por comprender el papel de los astrocitos en el complejo basolateral de la amigdala
(C-BLA) en las diferentes etapas de la formacion de la memoria de miedo contextual.
Explorar el papel de los astrocitos particularmente en este complejo junto con otras areas
podria brindarnos un mayor conocimiento sobre los mecanismos moleculares y celulares
que regulan la memoria de miedo y servir como base para el desarrollo de intervenciones

terapéuticas para los distintos trastornos, principalmente el TEPT.

Por lo tanto, el presente estudio fue disenado para explorar diversas perspectivas
sobre la participacion de los astrocitos en el C-BLA en las diferentes etapas de la
formacion de la memoria del miedo. Las bases de nuestra investigacion se cimentaron en

estudios previos realizados en este instituto, distinguiéndose, entre otras cosas, por la

incorporacion de un analisis adicional sobre los comportamientos asociados al miedo.

En neurociencia, para estudiar el miedo, es comun cuantificar la duracion en la que
un animal permanece en un estado de "congelamiento", un comportamiento muy frecuente
que se estudia en asociacion con estos trastornos. Inicialmente, nuestro estudio se centro en
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analizar Unicamente este comportamiento, ya que fue el que se utilizé en investigaciones
anteriores. Sin embargo, luego de la experimentacion y evaluacion de los datos obtenidos
en nuestros experimentos, los resultados preliminares resultaron sorpresivos. Al comparar
el comportamiento de los animales control durante los test con aquellos de experimentos
previos, en los que se utilizd exactamente el mismo protocolo, observamos que nuestros
animales evidenciaban mucho menos % Congelamiento (media de 35%) en comparacion
con los anteriores (60%). Ademas, también manifestaron un mayor porcentaje de
congelamiento en los estados basales (Pre-El: 35% de media) que lo que se obtenia
anteriormente (25%), y como resultado de esto, los valores control de los indices de
aprendizaje (Test/Pre-EI) también son diferentes, con una media de 1, mientras que por lo
general era comin encontrar valores que ronden un indice de 2 (1,5-3), es decir,
esperabamos que durante el test se duplique el congelamiento basal, mientras que nuestros
datos indican que no hubo un incremento del miedo entre el estado basal y el dia del test.
Esto nos llevo a suponer que nuestros animales no formaron una memoria aprendida y que
posiblemente el condicionamiento no funcion6 correctamente, sin embargo, el analisis de
reactividad al shock y el incremento del congelamiento en todos los grupos luego del EI
nos permitid corroborar que no existié un efecto significativo de la droga per se en la
percepcion del estimulo, por lo que pudimos corroborar que los animales fueron
condicionados. Por lo tanto, para tratar de determinar la causa de este cambio, decidimos
realizar una serie de experimentos que consistieron en variar ciertos paraimetros
ambientales que podrian estar afectando a nuestros animales, tales como: intensidad de luz,
familiaridad con el entorno y familiaridad con la manipulacion. A pesar de estos esfuerzos,

los animales control continuaron mostrando un perfil de bajo congelamiento en el test.

En funcién de esta problematica, exploramos la idea de estudiar algiin
comportamiento diferente al congelamiento que este asociado al miedo. Uno muy utilizado
es el denominado “risk assessment” o “valoracion de riesgos”, definido como un proceso
que implica la deteccion y el analisis de una amenaza presente o potencial, asi como de las
caracteristicas que podrian influir en la efectividad de diferentes comportamientos
defensivos. Es decir, frente a una sefial de peligro o peligro potencial, el animal cesa
bruscamente sus comportamientos en curso y se orienta hacia la amenaza, utilizando todos
sus sentidos para investigar este estimulo, esto le permite predecir con mas precision la
probabilidad de éxito de cada estrategia defensiva disponible frente a una amenaza en

particular. Esta evaluacion no se limita a una respuesta instintiva, sino que €s un proceso
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complejo que considera la naturaleza de la amenaza como el contexto ambiental y que es
fundamental para la supervivencia (Blanchard et al., 2011). Debido a la relevancia de este
comportamiento de los animales frente a estimulos amenazantes, muchos autores optan por
estudiarlo a través de distintos protocolos que analizan respuestas defensivas (Back &
Carobrez, 2018; Holly, 2016; Viellard et al., 2016; Bittencourt et al., 2004). Es por esto
que, en esta investigacion, decidimos incluir la cuantificacion de la valoracion de riesgo

(VR) y del congelamiento en un protocolo de condicionamiento de miedo contextual.

Nuestros resultados, derivados del anélisis de ambos comportamientos (VR y
congelamiento) en cada experimento, resaltaron la importancia de la inclusion de los
mismos en las investigaciones del miedo, ya que los analisis individuales evidenciaron una
variabilidad considerable. Los analisis de Pearson entre ellos revelaron una correlacion
negativa, con esta negatividad siendo mas o menos pronunciada dependiendo del periodo
de anélisis. Por ejemplo, en los dias del condicionamiento, al comparar los
comportamientos durante el Pre-EI (Cong=27%; VR=16%) y Post-EI (Cong=67%;
VR=17%), la correlacion se hace negativa luego de la aparicion del EI (ej. Pre-EI=-0,03;
Post-EI=-0,38) donde la respuesta dominante que aument6 luego del EI fue el
congelamiento y la VR disminuye. Esto tiene sentido, dado que el animal recibe
directamente el EI y muestra rapidamente el congelamiento como respuesta. En el dia del
test 1, el grado de negatividad fue mas marcado (-0,71), es decir, a mayor congelamiento,
menor fue la VR y viceversa. Por lo tanto, para obtener una medida de miedo robusta y
consistente que integre ambas respuestas defensivas, tuvimos en cuenta la RMI (respuesta

de miedo integral, i.e. la suma de ambas) y sus indices como principal unidad de analisis.

Participacion de los astrocitos en la adquisicion y consolidacion de la memoria de

miedo.

Los estudios previos evidenciaron que los astrocitos serian criticos durante la fase
de adquisicion de la memoria del miedo cuando se administré FLC en el C-BLA previo a
la sesion de aprendizaje. A partir de esto, surgio la pregunta de si este déficit de
aprendizaje inducido podria ser revertido al coadministrar este farmaco con los
gliotransmisores glutamato y d-serina. Los resultados que obtuvimos fueron algo
controversiales. En un inicio, planteamos la hipotesis de que, en el test 1, los animales

administrados con FLC-GLT formarian memoria y por lo tanto exhibiran respuestas de
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miedo similares a los animales control SAL-SAL. Cuando analizamos el % RMI y el
indice de memoria obtenidos el dia del test 1, la hipotesis fue rechazada, ya que se observo
que la administracion de estos gliotransmisores no fueron capaces de revertir el déficit de
memoria inducido por el FLC. Sin embargo, sorpresivamente, cuando analizamos los
resultados obtenidos el dia del test 2 y el indice de memoria 2, se observa que los animales
administrados con FLC-GLT evidenciaron una mayor respuesta de miedo que aquellos

administrados solo con FLC, entonces pareciera que la hipdtesis no se rechazaria.

(Por qué observamos este perfil en el test 2 y no en el test 1? Es importante
recordar que los animales de todos estos experimentos se caracterizaron por presentar altos
niveles de miedo basal, previo al proceso de condicionamiento, lo cual probablemente
obscurece la diferenciacion de los comportamientos de miedo derivados del proceso de
aprendizaje. También existe la posibilidad de que, por razones indeterminadas, la
formacion de la traza de la memoria durante el condicionamiento fuera débil,
permaneciendo asi durante la primera evocacion en el test 1, y que luego haya ocurrido un
fortalecimiento de esta durante la reconsolidacion, ya que se ha observado que durante esta
fase se puede fortalecer la formacion y persistencia de la memoria (Forcato et al., 2014).
Esto explicaria por qué el comportamiento defensivo es mayor en el test 2, permitiendo

detectar mas diferencias entre las distintas condiciones.

De todas formas, la conclusién mas parsimoniosa que podemos sugerir es que al
integrar otras medidas del comportamiento defensivo de la rata se confirmé nuevamente el
efecto inhibitorio del fluorocitrato en la formacion de la memoria. Sin embargo, esta
inhibicidon no se vio contrarrestada por la coadministracion de los gliotransmisores,
posiblemente afectados por el FLC. Por lo tanto, estos experimentos sugieren que estos
gliotransmisores no son suficientes para restaurar la adquisicion y que otros mecanismos

astrociticos (a determinar) estarian participando en la formacion de la memoria (ver

discusion mas abajo).

Cuando evaluamos la participacion de los astrocitos durante la fase de
consolidacion, administrando el FLC 5 minutos después del CMC, los resultados revelaron
una reduccion significativa en la expresion del miedo el dia del test 1. No obstante, en
experimentos anteriores, cuando el FLC se administr6 1 hora después del CMC, el farmaco
no influyd en la memoria del miedo. Tomados en conjunto con experimentos previos,

observamos un gradiente de efectos de deterioro de la memoria con el FLC en funcién del
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tiempo de administracion, siendo mas robusto cuando se administr6 antes del CMC, menos
eficiente pero significativo cuando se administré poco después del CMC y no efectivo
cuando se administrd 1 hora después en funcion del tiempo de administracion. Este
hallazgo sugiere la posible implicacién de los astrocitos en etapas tempranas del proceso

de consolidacion de la memoria del miedo ademas de la adquisicion.

Estas diferencias, sobre la efectividad del deterioro de la memoria en funcion del
tiempo de administracion del FLC, podrian atribuirse a que la administracion del farmaco
antes del condicionamiento afecta a dos procesos en los que estdn involucrados los
astrocitos (adquisicion y consolidacion), generando un efecto aditivo. Se sabe que la droga
tiene una ventana temporal de accion de al menos 12 horas, lo que dificulta intervenir
selectivamente, por ejemplo, en la adquisicion sin afectar también la fase de consolidacion.
Alternativamente, los astrocitos podrian estar involucrados en etapas muy tempranas de la
consolidacion, y que este periodo se ve afectado de manera mas eficiente cuando se
administra el farmaco una hora antes del condicionamiento. Para esta ultima interpretacion,
es importante tener en cuenta que la inhibicion astrocitica no es inmediata luego de la
administracion, requiriendo al menos una hora para disminuir el metabolismo de manera
significativa, es decir, que la administracion luego del condicionamiento no estaria

inhibiendo los astrocitos sino hasta una hora después.

Debido a los limites temporales difusos de la accién farmacoldgica, no podemos
llegar a conclusiones taxativas respecto de un rol selectivo en la adquisicion o
consolidacion de la memoria. No obstante, nuestros hallazgos presentes y pasados

concuerdan y amplian las evidencias recientes utilizando diferentes enfoques, especies y
protocolos (Liao et al., 2017; Lei et al., 2022; Linsambarth et al., 2022; Suthard et al.,
2023).

Estudios in vitro han demostrado que los astrocitos en la amigdala e hipocampo
regulan la plasticidad sinaptica a partir de cambios morfoldgicos en las células (Lawal et al.,
2022; Badia-Soteras, 2022; Ostroff, 2014). Para profundizar en el estudio de la participacion
de los astrocitos durante la formacion de la memoria de miedo, nos centramos en estudiar
los cambios en estas cé€lulas a través de inmunohistoquimica, realizada 1 hora después del
CMC, durante la fase de consolidacion de la memoria. El andlisis se restringio a la region
CALl del hipocampo debido a la limitada inmunomarcacion obtenida en la amigdala. La

causa de esta limitacion sigue siendo incierta por lo que consideramos necesario desarrollar
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un protocolo distinto y/o la utilizacion de otros anticuerpos para conseguir una correcta

inmunomarcacion de los astrocitos de la amigdala y avanzar en nuestra investigacion.

En el experimento observamos que los astrocitos de CA1l evidenciaron cambios
significativos en su morfologia. Se observd un incremento en la longitud de procesos,
nimero de procesos y en la complejidad celular durante la consolidacion de la memoria en
aquellos individuos sometidos al CMC. Estos hallazgos respaldan y fortalecen las
observaciones previas obtenidasen esta investigacion sobre la participacion de los astrocitos
en la adquisicion y consolidacion dela memoria. En concordancia a nuestros hallazgos, Choi
et al. (2016) observo, por inmunomarcacion con GFAP, que los astrocitos del giro dentado,
una subregion del hipocampo estrechamente relacionada con CA 1, incrementaron el nimero
deprocesos y su complejidad una hora después del CMC. Por otra parte, numerosos estudios
han demostrado que normalmente ocurre una retraccion de los procesos astrociticos en los
sitios de sinapsis, lo que permite aumentar la excitabilidad neuronal en diferentes areas del
cerebro. Por ejemplo, en Badias-Soteras (2022) observaron, mediante microscopia
electronica (ME), una retraccion transitoria de los procesos astrociticos en las hendiduras
sinapticas en CA1 del hipocampo deratones, 30 minutos y 5 dias después del CMC (1 shock
de 0.7mA, 2s). No obstante, estas discrepancias con nuestros resultados podrian deberse a
las diferencias metodoldgicas, ya que el andlisis morfologico de los astrocitos por
inmunomarcaciéon con GFAP permite mas que nada estudiar los procesos astrociticos
principales, mientras que la ME permite analizar los procesos finos que emanan de los
principales, y que son los que se encuentran en asociacion con la sinapsis neuronal. Por lo
tanto, se deberia estudiar a fondo si existe una correlacion positiva o negativa en relacion a
los cambios morfologicos medidos con GFAP y los cambios en los procesos finos para
corroborar esta retraccion. A raiz de esto, podemos sugerir que los cambios morfoldgicos
que observamos en los procesos principales se deben mas que nada al incremento en la

actividad metabolica de los astrocitos para estabilizar y mantener las sinapsis neuronales.

Por otra parte, para estudiar si se generan o no cambios en la densidad de GFAP
durante la consolidacion, medimos la intensidad de la inmunomarcacion de la proteina entre
animales condicionadosy no condicionados. Nuestros resultados sugieren que la intensidad
de GFAP no varia significativamente luego del condicionamiento. En contraposicion a esto,
muchos estudios, que evaluaron los niveles de GFAP en amigdala e hipocampo con otros

protocolos y metodologias de analisis, sugieren una disminucién de esta proteina luego del
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condicionamiento. Por ejemplo, Saur et al. (2015) realiz6é una evaluacioén de la intensidad de
la inmunorreactividad de GFAP por un anélisis densitométrico en CA 1 de ratas expuestas a
un protocolo de estrés que implicaba un mayor tiempo de exposicion al shock (1 descarga
de 1mA durante 20s) y 7 dias para la reexposicion al contexto y evaluacion del
congelamiento. Los resultados revelaron una disminucion del 25% en la densidad de GFAP.
Estas diferencias podrian deberse por un lado a que en este estudio el tiempo de exposicion
al estimulo aversivo fue extremadamente largo, lo que generd un estrés prolongado ademas
deun aprendizaje de miedo (se sabe que el estrés severo genera una disminucion de GFAP;
Bender et al., 2016). Por otro lado, otra diferencia fundamental serian los tiempos para la
evaluacion y el hecho de que en ese estudio evaluaron la memoria, lo que implica que los
cambios pueden deberse a fendmenos ocurridos en la evocacion/reconsolidacion de la
memoria. En otro estudio (Choi et al, 2016), el andlisis densitométrico de
inmunotransferencia para GFAP por Western Blot también evidencidé una disminucion
significativa en los niveles de la proteina en los astrocitos de CA1. Es importante tener en
cuenta que la medida de intensidad que empleamos nosotros para cuantificar indirectamente
la densidad de GFAP puede no ser tan sensible como la utilizada en dicho estudio, por lo
tanto, no es completamente pertinente comparar estos resultados. En este sentido,
proponemos realizar en el futuro un analisis con Western Blot para una comparacion mas

precisa y adecuada.

(Como contribuyen los astrocitos a los mecanismos de adquisicién/consolidacion
temprana de la memoria del miedo? Como venimos viendo, uno de los mecanismos que
sugerimos es el desarrollo de cambios en la morfologia de los astrocitos, es decir, la
plasticidad astrocitica. Es bien sabido que los procesos finos de los astrocitos son muy
dindmicos y se espera que la proximidad a las sinapsis afecte significativamente la actividad
neuronal. Pudimos ver que en el hipocampo, durante la consolidacion, los astrocitos cambian
su conformacion celular, aumentando su complejidad, largo y nimero de procesos y que esto
probablemente se deba a su participacion activa en la estabilizacion y mantenimiento de las
sinapsis neuronales, por un lado brindando soporte metabolico a través de la liberacion de
lactato por los astrocitos, ya que es bien conocido que este mecanismo modula el suministro
de energia para las neuronas, la excitabilidad, plasticidad y consolidacion de la memoria
(Magistretti & Allaman, 2018); y por otro lado, a través de la liberacion de moléculas, por

ejemplo, se ha visto que la concentracion de glutamato y su liberacion estan altamente
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reguladas por el recubrimiento astrocitico y por los transportadores GLT-1 y GLAST casi

exclusivamente expresados por los astrocitos.

En conclusion, aunque persisten desafios metodologicos, estos hallazgos subrayan la
contribucion esencial de los astrocitos en la adquisicidon/consolidacion temprana de un CMC
tanto en amigdala como en hipocampo, ofreciendo una vision integral de los mecanismos
neurobiologicos subyacentes en este proceso, abriendo nuevas perspectivas para futuras

investigaciones y posibles intervenciones terapéuticas.
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