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RESUMEN

La exposicion prenatal al alcohol afecta en diferentes grados el desarrollo fetal,
especialmente la funcion cerebral, que puede llevar al desarrollo de trastornos cognitivos,
que se enmarcan en el desorden de espectro alcohdlico fetal (FASD). Como modelo animal
de FASD se utiliza la exposicion prenatal a alcohol (PAE). PAE produce efectos
permanentes a nivel cortical en animales adultos (postnatal 3 meses) como disminuir el
namero de astrocitos y aumentar los niveles totales de GFAP. Sin embargo, se desconoce si
los hallazgos antes mencionados se pueden repetir en otras areas del cerebro como el
hipocampo, donde hemos demostrado que PAE genera una alteracion en la funcion
glutamatérgica en animales adolescentes, que ademéas esta asociada a defectos en la
adquisicion de memoria espacial. Para abordar este problema experimental, cuantificamos
el nimero de astrocitos y analizamos su morfologia en el hipocampo de ratas PAE
adolescentes. Utilizando inmunofluorescencia y microscopia confocal hemos podido
observar que PAE no afecta el nUmero de celulas astrociticas en el hipocampo, en el giro
dentado (GD) y en el cuerno de Amoén 1 (CA 1), respecto ratas control. Por otro lado,
tampoco se observaron diferencias significativas en la longitud maxima de las
ramificaciones en GD y CAL de ratas PAE respecto a las ratas control. EI namero de
ramificaciones de los astrocitos no cambio significativamente en GD de ratas PAE, pero si
aumentaron en CAL de los mismos animales respecto a las ratas control. Los resultados de
esta tesis nos permiten sugerir que la exposicion a alcohol durante el periodo prenatal
gatilla un aumento de la arborizacion de los astrocitos en CA1l de ratas adolescentes.
Futuros estudios se enfocaran en entender la causa y consecuencia de este cambio
morfologico, ademas de evaluar si existe una correlacion entre la morfologia glial y la

deficiencia cognitiva encontrada en animales PAE.



ABSTRACT

Prenatal alcohol exposure affects fetal development to varying degrees, especially brain
function, which can lead to the development of cognitive disorders, which are framed by
fetal alcohol spectrum disorder (FASD). Prenatal alcohol exposure (PAE) is used as the
animal model for FASD. PAE produces permanent effects at the cortical level in adult
animals (postnatal 3 months) such as decreasing the number of astrocytes and increasing
total levels of GFAP. However, it is not known if the finds earlier mentioned may be
repeated in other areas of the brain such as the hippocampus, where we have demonstrated
that PAE generates an alteration in the glutamatergic system in adolescent animals, which
is also associated to defects in the acquisition of spatial memory. To address this
experimental problem, we quantify the number of astrocytes and analyze their morphology
in the hippocampus of adolescent rats. Using immunofluorescence and confocal
microscopy we have been able to observe that PAE does not affect the number of astrocyte
cells in the hippocampus, in the dentate gyrus (DG) and in the cornu ammonis 1 (CA 1),
relative to control rats. Furthermore, there were also no significant differences in the
maximum length of ramifications in GD y CAl of PAE rats compared to control rats. The
number of ramifications of astrocytes did not change significantly in GD of PAE rats, but
they increase in CAL1 compared to control rats. The results of this thesis allow us to suggest
that exposure to alcohol during the prenatal period triggers an increase in arborization of
astrocytes in CAL of adolescent rats. Future studies will focus on understanding the cause
and consequence of this morphologic change, in addition to evaluating whether there is a

correlation between glial morphology and the cognitive deficiency found in PAE animals.



INTRODUCCION

La evidencia actual sugiere que la exposicién a alcohol en periodos prenatales puede llevar
a cambios en la estructura y funcién cerebral, que traen como consecuencia disfunciones
fisicas, conductuales, cognitivas y sociales que se denominan en su conjunto trastornos del
espectro alcohélico fetal (FASD) (Caldwell et al, 2014). Algunos de los efectos reportados
en cerebros humanos asociados a la exposicion prenatal al alcohol incluyen cambios
anatémicos a nivel cerebral, trastornos del aprendizaje y deterioro de la memoria (Claire et
al, 2011). Los nifios que han sido expuestos a alcohol durante el embarazo han presentado
déficits en el aprendizaje, en la memoria a corto plazo y en la memoria a largo plazo,
(Berman y Hannigan, 2000), asi como una disminucion del volumen del cerebro en el area
hipocampal (Claire et al, 2011). Del mismo modo, los modelos preclinicos han establecido
claramente las consecuencias perjudiciales de la exposicion al alcohol prenatal (PAE) en la
memoria espacial, estos estudios han demostrado que la descendencia expuesta al alcohol
prenatal exhibe déficits en tareas espaciales, similares a los observados en animales con
lesiones del hipocampo (Berman y Hannigan, 2000).Ademas los animales expuestos a
alcohol prenatal generan alteraciones en la neuroquimica y de la plasticidad sinaptica, por
ejemplo animales PAE han mostrado signos de un LTP deteriorado dependiente de R-
NMDA a nivel hipocampal (Caldwell et al, 2015;Plaza et al 2020).

En el hipocampo, el 64% de las sinapsis son contactadas por astrocitos que con su
intrincada arborizacion y ramificaciones pueden envolver firmemente los terminales
sinapticos para modular los procesos generando sinapsis tripartitas. Dada la importancia de

la modulacion de los astrocitos sobre la comunicacion neuronal, estos hallazgos han servido



para prestarle una mayor atencion al papel potencial de los astrocitos en la formacién de la
memoria (Ota et al, 2013).

En el cerebro, los astrocitos participan en la modulacién y la respuesta a la actividad
sindptica mediante la regulacion de la concentracion extracelular de neurotransmisores, y
tienen un papel clave en la plasticidad neuronal (Guizzetti et al, 2008). Ademas, influyen
positivamente en las funciones neuronales involucradas en la formacion de la memoria
(Bazargani y Attwell, 2016). Los astrocitos son excitables a través de las fluctuaciones de
calcio y responden a los neurotransmisores liberados en las sinapsis, liberando sus propios
neurotransmisores, que reciben el nombre de gliotransmisores como glutamato, ATP, D-
serina, adenosina y lactato. En este contexto, los astrocitos son esenciales para la
plasticidad sinaptica (Ota et al, 2013; Hussaini y Jang ,2018) y se acoplan a la circulacion
sanguinea por comunicacion estrecha con vasos sanguineos, regulando la actividad cerebral
local. Finalmente, los astrocitos regulan el metabolismo energético en apoyo a las funciones
neuronales que son requeridas para la formacion de la memoria (Bazargani y Attwell,
2016). Actualmente hay evidencia de que los astrocitos participan de los procesos de
memoria ,segun el estudio de Kol et al (2019 ), los astrocitos en CAL estarian modulando
la memoria espacial remota a través de las neuronas que se proyectan en la corteza
cingulada , en estos experimentos los ratones que vieron estimulados sus astrocitos en CAl
por medio de los receptores hM4Di (DREADDs derivados del receptor muscarinico M 4 )
asociados a proteina Gi mostraron un deterioro en la recuperacion de la memoria en la
prueba de acondicionamiento al miedo y en la prueba de reconocimiento de lugar (Kol et
al, 2019). De la misma manera un experimento con ratones con ausencia de IP 3 R2
(receptor de inositol 1,4,5-trifosfato) en astrocitos, mostrd que estos exhibieron déficits de

memoria remota (2-4 semanas), mostrando un rendimiento mas bajo que el control y
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cometiendo mas del doble de errores en las pruebas de laberinto (Pinto-Duarte et al,
2019).Los mecanismos por los cuales los astrocitos podrian estar alterando los procesos de
memoria aun no estan del todo descritos, sin embargo la liberacién e interaccion de
gliotransmisores podrian estar involucrados a traves de la modulacién del LTP y el LTD en
las neuronas (Ota et al 2013 ; Gao et al ,2016).Por ejemplo la activacion del receptor
hM4Di en los astrocitos imita la respuesta de estas células a los estimulos GABAérgicos
estimulando liberacién de gliotransmisores, entre ellos glutamato (Durkee et al 2019;Kol
et al,2019) y la ausencia de IP 3 R2 en astrocitos de CA1 interrumpe significativamente la
sefializacion de Ca 2+ en estos , reduciendo la transmision sinaptica y alternado la
depresion a largo plazo dependiente de R-NMDAR .(Pinto-Duarte et al,2019), en ambos
experimentos el aumento o la disminucion de la liberacion de gliotransmisores parece ser
fundamental en las alteraciones vistas en la memoria.

Los astrocitos también desempefian un importante papel SNC experimentando una reaccion
celular protectora llamada ™astrogliosis reactiva” ante infecciones, traumatismo agudo,
isquemia, enfermedades neurodegenerativas (Ransohoff y Brown, 2012; Crews y Vetreno.,
2014; Saito et al., 2016) y la presencia de agentes toxicos como metales pesados y el
alcohol (Qin y Crews, 2012; Harada et al,2016). Durante esta reaccion los astrocitos
responden con un espectro amplio de alteraciones como la regulacién positiva de GFAP,
cambios en su arborizacién y un aumento de los factores proinflamatorios, generando lo
que se conoce como un fenotipo de astrocito activado (Sofroniew, 2014). Como ejemplo de
la reactividad de los astrocitos hipocampales en respuesta a agentes proinflamatorios en el
embarazo se ha descrito el efecto en ratas adultas  expuestas a LPS(lipopolisacarido)
durante su gestacion .En estos animales se visualizd que LPS produjo un aumento de la

arborizacion de los astrocitos a nivel del hipocampo , estos cambios en la arborizacion se
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presentaron en conjunto con una mayor apertura de los hemicanales Cx43 , proteinas
asociadas en los astrocitos a la liberacion de gliotransmisores(Chavez et al , 2019) . Esto
hace pensar que si bien la respuesta de los astrocitos es inicialmente una forma de
proteccion ante el dafio, cuando este se vuelve persistente, esta respuesta podria alterar la
comunicacion de astrocitos a neuronas y facilitar el reclutamiento de la respuesta inmune
innata (Pekny y Pekna, 2014). Estudios del hipotdlamo han mostrado que la exposicion a
alcohol neonatal (dias posnatales 2 a 6), puede contribuir a una mayor activacion glial basal
a largo plazo. Se reveld que el alcohol neonatal, disminuyd varios reguladores de represion
de la transcripcion en microglia de hipotadlamo, mientras que de forma concomitante se
observé un aumento de la acetilacion de la histona H3 en lisina 9 (H3K9ac), un indicador
de acetilacion en las regiones promotoras de TNF-a e IL-6 (Chastain et al, 2019). En
conjunto, estos estudios apoyan la idea que la exposicion prenatal a alcohol podria
modificar la estructura y funcion de la glia e inducir una reaccion glial alterada perdurable
durante el desarrollo de la descendencia.

Investigaciones previas han demostrado que la inflamacion provocada por la exposicion al
alcohol se acompania de una astrogliosis reactiva (Goodlett et al,1993; Franke ,1995;Valles
et al , 1997; Dalcik et al,2009;Gomez et al, 2018), por ejemplo la exposicién al alcohol
agudo en ratas adultas produce cambios en la morfologia de los astrocitos manifestandose
en un aumento del tamafo celular ademas de una forma irregular y ameboide (Qin y
Crews, 2012), de la misma manera la administracién de alcohol intermitente en ratas
adolescentes ha producido cambios en la arborizacién de los astrocitos que se presenta
como un aumento del nimero de ramificaciones (Goémez et al , 2018),estudios realizados
en astrocitos in vitro han mostrado que el alcohol aumenta la expresion de citoquinas

proinflamatorias y quimiocinas (Loeches at al, 2010; Crews et al, 2009 y en cultivos de
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cortes cerebrales el alcohol aumenta multiples genes proinflamatorios como NF-kB (Crews
y Vetreno, 2014).En la corteza cerebral de ratas adultas que fueron expuestas a alcohol
durante el desarrollo se ha observado una disminucion del niamero de astrocitos (Miller y
Potempa, 1990) y un aumento en los niveles GFAP en los astrocitos remanentes (Miller y
Robertson, 1993; Devito y Stone, 2001), sin embargo, no se han documentado estos efectos
en otras areas del cerebro como el hipocampo.

Estudios preclinicos de nuestro laboratorio (Plaza et al, 2020) y de otros autores (Marquardt
K, Brigman, 2016) muestran que animales PAE, sobre todo en etapa adolescente, tienen
deéficit en la funcidén hipocampal, ya sea en la adquisicién de memoria espacial como en la
plasticidad sindptica. Como ha sido mencionado anteriormente, es sabido que el astrocito
cumple un papel fundamental en procesos cognitivos normales, sin embargo, ain no se
entiende totalmente su papel en los déficits cognitivos gatillados por exposicion prenatal a
alcohol. Detectar cambios en la morfologia del astrocito podria ser un importante avance en
la busqueda de mecanismos por los cuales PAE estaria afectando la regulacion en la
transmisidn sinaptica, por lo tanto, la pregunta de investigacion de esta tesis esta focalizada
en evaluar si los astrocitos del hipocampo de animales de 21 a 35 dias de edad expuestos a

alcohol prenatal tienen alterada su la morfologia.
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HIPOTESIS

“PAE aumenta la activacion glial en el hipocampo de ratas adolescentes”

OBJETIVOS

Objetivo General:

. Evaluar si PAE contribuye a la activacion de astrocitos en el hipocampo de ratas de

adolescentes

Objetivos Especificos:

. Evaluar si PAE modifica el numero de astrocitos en el hipocampo de cerebro de

ratas adolescentes

. Evaluar si PAE modifica la morfologia de los astrocitos en el hipocampo de cerebro

de ratas adolescentes.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y tratamiento

La generacién de animales expuestos a alcohol prenatal (PAE), se realizd acorde a
Contreras (2017). Brevemente, 6 ratas Sprague-Dawley prefiadas, se expusieron a agua o
alcohol (10% Y / \), ambas endulzadas con 64 mg / L de sucralosa (dosis diaria). El
consumo de solucion de alcohol se inici6 el dia 5 (x 2 dias) de gestacion, luego del
nacimiento de la descendencia, se selecciond 1 rata macho por camada y se continuo el
tratamiento por 1 semana (P7) en las crias seleccionadas. EI consumo de liquidos y
alimentos fue monitoreado durante todo el proceso, las crias se pesaron desde P1 hasta P7.
Para calcular el peso materno promedio durante el tratamiento, se considero el peso en el
estado inicial y final del tratamiento. Se evalué el consumo de liquido diario de las madres
durante el tratamiento y luego el de las crias hasta P7. Se extrajo sangre de la cola de la
madre 12 h después de apagar la luz y se usO suero para cuantificar la concentracion de
alcohol mediante el kit de ensayo QuantiChromTM (DIET-500) (BioAssay Systems).
Después del protocolo de alcohol, a las ratas se les dejo comida y agua a voluntad. El grupo
control fue expuesto a las mismas condiciones, pero sin adicion de alcohol en el agua de
consumo con sucralosa. Las crias se sacrificaron entre 21-35 dias después del nacimiento.
Esta edad fue elegida ya que contempla la etapa de adolescencia temprana del animal
(Bingham et al ,2011; Sengupta ,2013).

Los protocolos para el manejo de ratas se llevaron a cabo de acuerdo con las
recomendaciones del Comité Asesor en Bioética del Fondo Nacional para el Desarrollo
Cientifico y Tecnologico (FONDECYT, Chile) y revisados por el Comité de Bioética,

Cuidado Cientifico y Cuidado de Animales de la Universidad. Catdlica del Norte, Chile.
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Reactivos y Anticuerpos

El alcohol se obtuvo de Merck Millipore (Darmstadt, Alemania). El anticuerpo monoclonal
antiglial de la proteina acida fibrilar (GFAP)se obtuvo en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EE. UU.). El anticuerpo cabra anti-raton Alexa Fluor 555 y DAPI se obtuvieron de Thermo
Fisher (Waltham, MA, EE. UU.).

Inmunohistoquimica

Para desarrollar los objetivos planteados en esta tesis, se realizd una inmunohistoquimica
para GFAP. Después del destete, se eligidé azarosamente un macho de tres camadas
diferentes. Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano y perfundidas intracardialmente con
paraformaldehido (PFA) al 4%. El cerebro fue removido, postfijado 2 h a 4C con PFA 3%
y luego deshidratado con sacarosa al 30%. Posteriormente, los cerebros fueron recubiertos
con OCT (Sakura Finetek) y seccionados cada 20 micrometros en un criostato. Se
seleccionaron rebanadas de hipocampo, las que se lavaron con cloruro de amonio 50 mM
por 10 minutos, con agitacion para eliminar los grupos aldehido libres. Luego, se realizaron
3 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno, con agitacion a temperatura ambiente, para
luego proceder a bloquear con PBS Tritdn X-100 0,3% + BSA 3% por 60 minutos. Después
se procedio a aplicar el anticuerpo primario o m GFAP diluido 1/500(Sigma-Aldrich) y
DAPI 1/1000 (Thermo Fisher) en solucién de bloqueo 2 (PBS 1X+ TX-100 0,15%+BSA
1,5%). Las muestras se incubaron por 72 horas con agitacién a 4°C. Posteriormente se
realizaron 6 Lavados con PBS-Triton X-100 al 0,3% aplicando 1 mL por pocillo con un
tiempo de agitacion de 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, fueron montados los
cortes en gelatina 0,1% en los portaobjetos y se dejaron secar. Una vez secas las muestras
se agrego el anticuerpo secundario (40 uL por porta objetos). Las muestras se incubaron por

120 minutos a 4°C con agitacion en solucién de bloqueo 2. Se lavaron 1 vez con PBS-
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Triton 0,1% por 10 minutos con agitacion, para luego ser lavadas 1 vez con PBS 1X
directo. Se agregd Fluoromount (Thermo Fisher )20 uL por portaobjeto, se cubrié con
cubreobjetos y se selld, para posteriormente ser guardadas protegidas de la luz directa. La
inmunorreactividad para GFAP se observd en un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM
800, Alemania). Como control negativo, se realizd el mismo procedimiento descrito

anteriormente sin utilizar el anticuerpo primario, no observandose células GFAP positivas.

Toma de imégenes con el microscopio confocal.

Usando el microscopio confocal, se tomaron imégenes del hipocampo en las areas del giro
dentado y CA1. Se tomaron imagenes del area hipocampal con un aumento de 10x para una
visién panoramica. También se tomaron las imagenes en CA1l a nivel del estrato radiado y a
nivel de la via perforante medial en GD, usando un aumento de 40x. Por cada imagen se
tomaron 25 fotografias en proyeccion al eje Z y se observaron los astrocitos marcados con
GFAP y nucleos marcados con DAPI.

Conteo de astrocitos

Para el conteo de astrocitos, fueron seleccionadas las imagenes tomadas con aumento 40X
y se abrieron usando el programa Image-j (NIH, USA). Luego, usando el complemento
Analyze Particles, se establecieron umbrales de tamafio para el conteo celular, para los
astrocitos se escogid un ajuste de entre 20 micras a infinito. EI programa procedi6 contar

como una célula todas las particulas que cayeron dentro del umbral.

Anélisis morfométricos
El procesamiento de imagenes se realizo utilizando el software Fiji-Image J (Schindelin et
al., 2012). Se importdé un minimo de 3 astrocitos de cada animal elegido para el analisis y

sus datos de imagen se procesaron con el complemento BioFormats. Se seleccionaron los
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astrocitos de acuerdo a los siguientes criterios: (i) presencia de ramificaciones no truncadas;
(i) tincion GFAP consistente y fuerte a lo largo de todo el campo de arborizacion; y (iii)
aislamiento relativo de los astrocitos vecinos para evitar la superposicion. Posteriormente
las imégenes se convirtieron en mascara binaria antes de su esqueletizacion con la
herramienta de esqueletizacion. La Gltima herramienta permitid obtener la longitud del
segmento y cualquier posible bifurcacion de la imagen esqueletizada analizada con el
software Fiji-lImage J. Luego, se midi6 la longitud maxima y el nimero de ramificaciones

con el complemento Analize Skeleton de Fiji-Image J.

RESULTADOS

Para determinar si el alcohol prenatal produce alteraciones en el niUmero de astrocitos y en
su morfologia a nivel hipocampal, se tomaron muestras de cerebro de ratas PAE, para luego
contar el nidmero de células astrogliales y visualizar si se presentaban cambios
morfologicos en las areas del giro dentado y CAL utilizando GFAP. Se eligio el estrato
radiante en CAl y la zona cercana a la via perforante medial en GD ya que estudios previos
han mostrado que la actividad de los astrocitos en estas areas interviene en la formacion del
LTP y LTD (Yang et al, 2003; Zhang et al, 2003; Henneberger et al;2010), y en la
formacién de la memoria remota (Tewari y Parpura,2013; Kol et al,2019; Pinto-Duarte et
al,2019).Ademas la evaluacion de estas areas especificas sirve para mantener una

continuidad con los experimentos previamente realizados en el laboratorio .

15



AT S e
SISOy
dentate gyrus N‘Mﬁ?jg,;,\

— (5
SAT4 i)
e

Figura 1: A. Imagenes representativas de las areas seleccionadas del hipocampo, las imagenes de los astrocitos del
cuerno de Amén (CA1) fueron tomadas en el estrato radiado (cuadro rojo), mientras las imagenes del Giro Dentado
(GD) provienen de la region perforante medial (cuadro azul). B. Composicion de imagenes tomadas a alta aumento
(40x) donde se observa la inmunoreaccion con el anticuerpo que reconoce a GFAP (rojo) y el marcador nuclear DAPI
(azul). C-E. Control negativo. Las imagenes provienen de la inmunoreaccion del anticuerpo secundario anti-raton -
594 (C) con la respectiva marca nuclear (D) y la superposicion de las imagenes (StP: estrato piramidal, StR: estrato
radiado, cc: cuerpo calloso, MPP: via perforante medial, D3V: tercer ventriculo).

Utilizando un anticuerpo especifico, se cuantifico el nimero de células en las regiones
encuadradas en la Figura 1 y se establecié un tamafio minimo de 20 pm como parametro
para identificar a los astrocitos. Con este parametro, se realizé el analisis de los astrocitos
cercanos a la via perforante medial en el giro dentado y del estrato radiado de CAL (Figl).
En la inmunofluorescencia (Fig. 2 Ay B, Fig. 3 Ay B), se puede distinguir una morfologia
tipica de astroglia con un tamafio de alrededor de 60 um incluyendo sus ramificaciones y

somas de aproximadamente 8 um. Estas caracteristicas no se observaron en el control
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negativo (Fig. 1, C-E). El grafico muestra el promedio del nimero de células cuantificadas

en fotografias obtenidas de tres animales provenientes de tres camadas distintas.
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Figura 2: La exposicion a alcohol prenatal no tiene efectos significativos en el nimero de astrocitos a nivel del GD en
ratas P21. Imagenes representativas que muestran la tincion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP; rojo), en el GD de
ratas control (A) y ratas después de la exposicion prenatal al alcohol (B). Datos promedios del nimero de astrocitos en
el GD (C) de ratas de control (barras negras) o ratas después de la exposicion prenatal al alcohol (barras grises). *
p<0.05, para el efecto de la exposicion posterior al alcohol en comparacion con la condicion de control respectiva (t-
student de muestras independientes) (area analizada :77929.827 um?, datos obtenidos utilizando el complemento
Analyze Particles del programa Fiji-Image-j).
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Figura 3: La exposicion a alcohol prenatal no tiene efectos significativos en el nimero de astrocitos a nivel de CAl en
ratas P21. Imagenes representativas que muestran la tincion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP; rojo), en CA1 de
ratas control (A) y ratas después de la exposicion prenatal al alcohol (B). Datos promedios del nimero de astrocitos en
CA1 (C) de ratas de control (barras negras) o ratas después de la exposicion prenatal al alcohol (barras grises). *
p<0.05, para el efecto de la exposicion posterior al alcohol en comparacion con la condicién de control respectiva (t-
student de muestras independientes) (area analizada :77929.827 um2, datos obtenidos utilizando el complemento
Analyze Particles del programa Fiji- Image-j).
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Como se puede ver en la figura 2 y figura 3, la condicion PAE en CAl y GD no mostrd
diferencias significativas con los controles en el nimero de astrocitos como si fueron
observados en estudios de otras areas del cerebro por la administracion de alcohol prenatal
para algunos modelos sindrome de alcoholismo fetal (Miller y Potempa, 1990; Ademark y
Bowers , 2016 ) (FAS) (Wilhelm y Guizzetti, 2016). De acuerdo con Gomez (2018), el
grado de activacion del astrocito se observa a través de cambios en la morfologia celular,
para revisar esto cuantificamos el largo de las ramificaciones el nimero de ramificaciones
por astrocito. El andlisis de astrocitos individuales, para las mismas areas estudiadas, no
revel6 una diferencia en la longitud maximo de las ramificaciones, ni en GD (Figura 4 C) ni
en CAL (Figura 5 C). Tampoco se detectd una mayor extension de las ramificaciones en los

astrocitos PAE, caracteristica esperable como signo de astrogliosis.
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Figura 4: La exposicion prenatal a alcohol no produce alteraciones significativas en la arborizacién de astrocitos en el
GD de las ratas P21. (A, B) Astrocitos positivos representativos de GFAP (blanco) del GD de ratas control (A) y ratas
PAE (B). Datos promedios de longitud maxima de las ramificaciones (C), y nimero de ramificaciones (D) por astrocitos
en el GD de ratas de control (barras negras) o ratas después de la exposicion prenatal al alcohol (barras grises). *
p<0.05, para el efecto de la exposicidn posterior al alcohol en comparacion con la condicion de control respectiva (t-
student de muestras independientes) (datos obtenidos utilizando el complemento Analize Skeleton del programa Fiji -
Image-j).
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Figura 5: La exposicion prenatal a alcohol aumenta la arborizacion de astrocitos CA1 en el estrato radiado de las ratas
P21, modificando el nimero de ramificaciones, pero sin alterar la longitud de estas. (A, B) Astrocitos positivos
representativos de GFAP (blanco) del estrato radiado de ratas control (A) y ratas PAE (B). Datos promedios de longitud
maxima de las ramificaciones (C), y nimero de ramificaciones (D) por astrocitos en CA1 de ratas de control (barras
negras) o ratas después de la exposicion prenatal al alcohol (barras grises). * p<0.05, para el efecto de la exposicion
posterior al alcohol en comparacién con la condicion de control respectiva (t-student de muestras independientes)
(datos obtenidos utilizando el complemento Analize Skeleton del programa Fiji -Image-j).

Finalmente, la evaluacién del niumero de ramificaciones para los astrocitos no mostro
diferencia significativa para las muestras PAE obtenidas de la via perforante medial del
GD (Figura 4 D), sin embargo, presentaron diferencias significativas en el estrato radiado
de CALl (Figura 5 D). Los astrocitos PAE en CAL, mostraron un mayor ndmero de
ramificaciones en comparacion con los controles, siendo esta una caracteristica vista en

astrocitos reactivos (Qin y Crews, 2012; Gomez et al,2018).
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Con el objetivo de evaluar si habia diferencias entre las zonas de estudio a nivel del nimero
de astrocitos y de sus caracteristicas morfologicas se realizé adicionalmente un analisis
comparativo entre GD y CAL en condiciones control y PAE, este analisis mostré una
tendencia a un mayor nimero de astrocitos en CAL, aunque esta no fue significativa, la
longitud de las ramificaciones no mostré diferencias estadisticamente significativas, asi

como tampoco el nimero de ramificaciones (Fig.6).

A N® astrocitos B Longitud maxima de las ramificaciones C N° de ramificaciones
100 2 307 100+ *
o o
& 80 <E £ 80
g 8% 20 - 52 ‘|'
o= . =z=o e 4
c T T i € T
& 40 2o i a0
g 22 10 ss ]
= (=Y [ o
2 201 EF = 20-
E =
0- g0 0-
& & F Q@ 2 S [ & & & &
v & ¥ P A v & W
© & s Q ) & s Q © & s Q
& 5 & S & #
& o) 3 o & 8
I < GO < o <

Figura 6: Comparacion del numero de astrocitos y morfologia entre las areas CA1 y GD en condicidn control y PAE. (A,
B y C). Datos promedios del nimero de astrocitos en CA1 y GD (A) de la longitud maxima de las ramificaciones en CA1
y GD (B), y nimero de ramificaciones (C) por astrocitos ratas control en CA1 y GD (barras negras y gris claro) o ratas
después de la exposicion prenatal al alcohol en CA1 y GD (barras grises y blancas). * p<0.05, para el efecto
comparacion entre areas respectivas (t-student de muestras independientes).
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DISCUSION

El hallazgo principal de esta tesis resultd ser que la exposicion prenatal a alcohol puede
aumentar ligeramente la arborizacion de los astrocitos en CAL, al aumentar el nimero de
ramificaciones y que esta alteracion puede mantenerse a largo plazo. Este cambio
morfologico es sugerente de ser un indicador de una mayor actividad de las células
astrogliales (Sofroniew, 2014; Chavez et al, 2019).

Se sabe que una breve exposicion de los astrocitos al alcohol aumenta la expresion de una
gran cantidad de genes involucrados en la regulacion de la transcripcion, la proliferacion y
diferenciacion celular, y de los genes del citoesqueleto y la matriz extracelular (Pignataro et
al, 2013). Estos cambios ocurren en conjunto con la expresion del marcador astrocitico
GFAP, después de la administracion de alcohol y otras drogas de abuso, lo que demuestra
que el astrocito es blanco para este tipo de sustancias (Pignataro et al, 2013). Actualmente
hay evidencia suficiente que permite visualizar los mecanismos por los cuales el alcohol
estaria alterando la morfologia de los astrocitos, se sabe que el alcohol es capaz de inducir
la produccion de ROS en el astrocito por medio de la actividad de la catalasa o el citocromo
P450 (Pignataro et al ,2013), lo cual estaria activando la sefializacion del factor de
transcripcion NF-xB (Linngapan ,2018). NF-kB activaria genes proinflamatorios, como el
factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6), que a su vez reactivarian el
astrocito por medio la activacion de STATS3, este Ultimo provocaria la reorganizacion de la
actina por medio de la proteina GAP43, aumentando las ramificaciones en los astrocitos
(Hung et al ,2016).

Resultados similares en la arborizacion de los astrocitos a los encontrados en este trabajo se
han reportado en el estrato radiado del area CA1 de ratas adultas expuestas prenatalmente a

LPS, donde el aumento de la arborizacién de los astrocitos se correlacion6 con un
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aumento en la actividad de los hemicanales Cx43 y los canales Panx1 en el hipocampo
(Chavez et al, 2019). Esta no es la Unica evidencia de que el aumento de la arborizacion en
los astrocitos esta relacionado con la actividad de los hemicanales, el alcohol administrado
de manera intermitente ha mostrado aumentar la arborizacién y la actividad de los
hemicanales y canales Panx 1 en los astrocitos del hipocampo en ratas adolescentes
(Gomez et al ,2018), la que fortalece la idea de una relacién entre ambos fenémenos.
Estudios anteriores en nuestro laboratorio han mostrado una relacion entre PAE y la
alteracion de adquisicion de memoria espacial dependiente de hipocampo, que a su vez se
ha correlacionado con un aumento de la transmision sindptica mediada por R-NMDAR en
el area CA1 del hipocampo (Plaza et al, 2020). Una pregunta interesante que se abre al
comparar los resultados de Plaza et al con los de esta tesis es ;Como el aumento en la
arborizacion en los astrocitos de CA1 puede explicar la alteracion de la actividad sinaptica
mediada por R-NMDAR observada en CAL y la disminucién de memoria?

Una posible explicacion que puede relacionar los cambios en la arborizacion de los
astrocitos con las alteraciones en la transmisién sindptica de R-NMDA esta en el
gliotransmisor D-Serina. Actualmente se sabe que D-serina facilita la activacion del R-
NMDA como coagonista de glutamato y que al proporcionar D-serina extracelular el
astrocito participa de manera activa en la plasticidad dependiente de R-NMDAR en
muchos miles de sinapsis excitadoras que ocurren cerca a través de la sinapsis tripartita
(Yang et al, 2003;Henneberger et al,2010; Ota et al,2013; Hahn et al,2015).Se ha observado
que cambios en los niveles de liberacién de D-Serina por parte del astrocito inducidos por
una lesion en el hipocampo contribuye a la alteracion sindptica (Harada et al,2016) y que
los hemicanales Cx43 contribuyen a la liberacion de D-serina en los astrocitos, estos

hemicanales aumentan su actividad luego del dafio prenatal inducido por toxinas como el
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LPS o el alcohol (Meunier et al, 2017;Peréz et al 2017; Chavez et al , 2019). Esto podria ser
uno de los mecanismos mediante el cual los cambios en la arborizacion de los astrocitos
podrian influir en el desempefio de R-NMDA, ya que como vimos anteriormente los
aumentos en la arborizacién de los astrocitos estdn acompafiados de una apertura de los
hemicanales Cx43 en el hipocampo (Gomez et al ,2018; Chavez et al, 2019).

Un astrocito mas ramificado liberaria mas D-serina al medio extracelular (Ramani et al ,
2016;Chavez et al,2019 ), los astrocitos presentan diversas proteinas de membrana en sus
ramificaciones entre las que se encuentran las proteinas Cx43 que forman los hemicanales
(Masaki,2013;Boulay et al,2017;Popuin et al,2017;Schiweck et al, 2018), por lo tanto un
aumento en la arborizacion de los astrocitos podria significar un aumento en nuevas
unidades de Cx43 formando mas hemicanales en cada nueva ramificacion ,esto se
corresponde con los hallazgos en los cuales se ha observado un aumento en la expresion de
Cx43 en los astrocitos reactivos (Ramani et al,2016;Boulay et al,2017;) y con el aumento
de la produccion y liberacion de D-serina en los mismos lo cual se ha visto contribuye al
dafio sindptico y la disfuncion (Pérez et al,2017), debido al efecto de D-serina en la
activacion de R-NMDA. No podemos descartar la participacion en estos procesos de la D-
serina liberada desde las neuronas, sin embargo hay evidencia de que el dafio en el
hipocampo disminuye los niveles de D- serina en las neuronas , mientras que los astrocitos
mejoran la produccion y liberacion de D- serina (Pérez et al ,2017) .Es importante
mencionar también que la cobertura de la arborizacion de los astrocitos se relaciona con
estructuras neuronales como las espinas dendriticas, ejes dendriticos y botones axonales en
el neuropilo hipocampal, un solo astrocito de roedor puede asociarse con hasta 120,000
sinapsis , mientras que un astrocito humano contacta hasta dos millones de sinapsis(Khakh

and Sofroniew,2015; Popuin et al,2017;Gravilov et al,2018; Schiweck et al, 2018), esta
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asociacion estructural parece ser importante en la formacion de la sinapsis excitadora
durante el desarrollo y la madurez ,ya que se ha encontrado que en el hipocampo la
densidad de las corrientes evocadas por R-NMDA eran aproximadamente dos veces mayor
en las neuronas cultivadas en presencia de glia que en las neuronas cultivadas de forma
aislada (Ota et al ,2013;Hahn et al, 2015; Boulay et al,2017), el cémo influyen directamente
los cambios en la arborizacion de los astrocitos en estas asociaciones con la neurona es ain
desconocido pero es posible especular su implicancia en las alteraciones sinapticas
observadas, ya que al aumentar la arborizacion en los astrocitos , también lo haria el
nimero de contactos sindpticos y por lo tanto la difusibn de sustancias
neuroactivas(Bernardinelli et al,2014).

Las alteraciones observadas en CA1, no se presentaron en el giro dentado. Tampoco se
observaron cambios para los otros parametros medidos, como el largo de las ramificaciones
o0 el nimero de astrocitos, esto tanto en giro dentado como para CAL. Se debe aclarar que la
evidencia cientifica muestra que el comportamiento de las células gliales es muy diverso
dependiendo del area. Por ejemplo, en la corteza de ratas adultas expuestas a alcohol
durante el desarrollo se ha podido ver una disminucion del nimero de astrocitos (Miller y
Potempa, 1990). Asi también, otros estudios han mostrado una reduccion en el nimero de
células gliales en modelos animales del sindrome de alcoholismo fetal (FAS) (Wilhelm y
Guizzetti, 2016). En otros casos, se ha observado un aumento en el nimero de astrocitos en
la corteza cerebral de rata después de la exposicion a alcohol (Ademark y Bowers, 2016).
En cambio, estudios llevados a cabo en el VTA, no han mostrado ninguna variacién en el
namero de astrocitos PAE, pero si en su morfologia al disminuir el ndmero de

ramificaciones en los astrocitos (Aghaie et al ,2019).
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Los cambios en la morfologia de los astrocitos en CA1 apoyan su participacion en el déficit
de memoria espacial y plasticidad en animales PAE descrito en el articulo de Plaza et al
2020, ya que se ha observado que los astrocitos en CA1 estarian modulando la adquisicién
y memoria espacial remota (Kol et al, 2019). Por otro lado, alteraciones semejantes en CA1
vistos tras la exposicidén a LPS se asociaron con una mayor latencia de escape y una mayor
distancia para alcanzar el objetivo en el laberinto de Morris (Hao et al ,2010). Si bien,
nosotros no observamos cambios en la morfologia ni namero de células gliales en el GD
también se ha descrito que el GD tiene un importante papel en la memoria espacial,
experimentos con lesiones realizadas a nivel GD han resultado en un déficit en la
realizacion de tareas que involucran este tipo de memoria (Gilbert et al,2001; Kessner
2007).

La diferencia observada entre las dos regiones del hipocampo puede deberse a que se ha
descrito que el cambio en el nimero de astrocitos y en su morfologia en cerebros afectados
por alcohol, puede ser dependiente del tiempo, la region y el método de administracion de
alcohol (Bull et al., 2015). Por ejemplo, experimentos en administracion del alcohol en
ratas adolescentes, han mostrado que los efectos inflamatorios permanecen después de una
semana de la Gltima administracion, pero disminuyen drasticamente al pasar 3 semanas, lo
cual evidencia que la distancia temporal del evento tiene una implicancia en los efectos
observados en las células astrogliales (Gomez et al, 2018).

Otra razon para esta respuesta diferencial podria estar en que los astrocitos reactivos
comprenden un grupo heterogéneo constituido por subpoblaciones celulares que pueden
diferir entre si en términos de firma molecular, funcién y respuesta a varios estimulos
fisiologicos y patoldgicos (Oberheim et al, 2012). Estas diferencias podrian ser explicadas

por los distintos linajes celulares que dan origen a los astrocitos tanto a nivel espacial como
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temporal (Schiweck et al, 2018; Matias et al, 2019). Por ejemplo, en el hipocampo, los
astrocitos muestran una gran diversidad y heterogeneidad, en particular, los astrocitos
cercanos al estrato piramidal estan organizados en redes que permanecen paralelas a esta
capa, mientras que los astrocitos en el estrato radiante tienen redes circulares (Houades et
al, 2006). Asimismo, las caracteristicas electrofisioldgicas de los astrocitos del hipocampo
también varian segin su ubicacion en diferentes subregiones del hipocampo (Ben Haim y
Rowitch, 2017). Por ejemplo, los astrocitos de las areas CALl y CA3 del hipocampo
muestran diferentes niveles de acoplamiento célula-célula. Ademas de la heterogeneidad
glial, también es importante considerar que el aumentar la distancia con respecto al origen
de un fendmeno inflamatorio, los signos distintivos de este en la morfologia inflamatoria de
los astrocitos, como la hipertrofia y los niveles elevados de GFAP, tienden a disminuir y
parecen ser analogos a las lesiones difusas y leves del SNC (Schiweck et al, 2018). Con el
aumento de la distancia de las areas de dafio tisular, el grado de proliferacion y
superposicion de los procesos de astrocitos disminuye. Primero, se visualizan a areas donde
las ramificaciones permanecen dentro de sus dominios individuales, pero los astrocitos
siguen siendo hipertroficos y reactivos. Luego, se ve una transicion gradual a areas donde
los astrocitos son indistinguibles en fenotipo de aquellos en tejido sano. Tales hallazgos
proporcionan evidencia clara de que hay una heterogeneidad fenotipica derivada de la
distancia de los astrocitos reactivos con respecto a al foco de inflamacién (Anderson et al,
2013). En el caso del alcohol una difusién desigual durante su consumo podria explicar los
efectos en diferentes regiones como CA1 y GD, ya que también es posible pensar que la
distancia entre cada astrocito y la fuente de alcohol este determinada por los patrones
vasculares especificos de la region estudiada. Si bien se sabe relativamente poco sobre las

diferencias topograficas en el suministro vascular, la distribucion y la densidad de los
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capilares cerebrales en diferentes regiones del SNC (Cavaglia et al, 2001), hay algunos
estudios que muestran que el lecho vascular no es homogéneo en las distintas areas del
hipocampo de rata (Grivas et al,2003).

Nuestra investigacion respalda la hipétesis de que la exposicion agente nocivos durante el
periodo prenatal puede alterar la morfologia de los astrocitos a largo plazo, observandose
en PAE un aumento de la arborizacion de los astrocitos del hipocampo en CAL. Se
necesitaran estudios futuros para esclarecer si los aumentos de la arborizacion en los
astrocitos de animales PAE se relacionan directamente con las alteraciones vistas en la
transmision sinaptica del hipocampo, asi como para dilucidar los mecanismos moleculares
que pueden mantener esta alteracion originada en periodos prenatales durante etapas

posteriores del desarrollo.
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