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RESUMEN

Los oligodendrocitos (OLs) son las células mielinizantes en el sistema nervioso central
(SNC). En el linaje oligodendroglial, las células precursoras de oligodendrocitos (OPCs)
son las Unicas células gliales que establecen sinapsis quimica directa con las neuronas.
Estas tienen en su membrana receptores a acido y-aminobutirico (GABA) de tipo A
funcionales (GABAAR), y su expresion es modulada por el contacto con las neuronas.
Estos receptores-canal pentaméricos, permeables a aniones de ClI'y HCOgs', pueden ser
activados por el GABA liberado en las sinapsis por los axones o por GABA acumulado
en el espacio extrasinaptico. Sin embargo, la identidad molecular de los receptores no
ha sido determinada. Esta falta de conocimiento ha retrasado el acceso a una mejor
comprension del papel de los GABAARS en la comunicacion GABAérgica entre neuronas
y OLs en el contexto de la mielinizaciéon. Ademas, ha limitado la exploracion de nuevas
sustancias, que a través de los GABAaRs oligodendrogliales promueven la
remielinizacion eficiente en areas dafiadas de la sustancia blanca tales como algunas -
carbolinas. En el presente trabajo, estudiamos el efecto potenciador diferencial de la B-
carbolina B-CCB en la respuesta a GABA de OLs y neuronas. Aunado a esto
demostramos que el sitio de modulacién alostérica positiva para esta sustancia en el
GABAAR no correspondi6 con los sitios clasicos de alta y baja afinidad para diazepam
(DZP). Ademés, mostramos que las subunidades GABAAR a3 y y1 participan en la
conformacién del principal receptor oligodendroglial. Para esto se emplearon andlisis
funcionales y farmacol6gicos, asi como de expresidn génica y proteica de las
subunidades GABAAR en el linaje oligodendroglial. De manera especifica, el
silenciamiento de las subunidades a3 y y1 empleando siRNAs, cambid las caracteristicas
de respuesta de GABA en las OPCs, lo que indicé su participacion en la conformacion
del receptor endogeno en estas células. Por ultimo, encontramos que el silenciamiento
de estas subunidades interfirio con la diferenciacion de OPCs a OLs maduros. Este
importante efecto fue reproducido al preincubar las OPCs con los blogueadores clasicos
de los GABAARSs: gabazina y bicuculina. En conjunto, nuestros resultados contribuyen a

definir la identidad molecular y las propiedades funcionales y farmacologicas de los
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GABAAR en el linaje oligodendroglial, y muestran que la funcién del receptor podria

representar un punto de control, o “checkpoint”, para la maduracién de los OLs.
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ABSTRACT

Oligodendrocytes (OLs) are the myelinating cells in the central nervous system (CNS). In
the oligodendroglial lineage, oligodendrocyte precursor cells (OPCs) are the only glial
cells that establish direct chemical synapses with neurons. They have functional type A
y-aminobutyric acid (GABA) receptors (GABAaR) on their membrane, and their
expression is modulated by contact with neurons. These pentameric receptor-channels,
permeable to Cl- and HCOs™ anions, can be activated by GABA released at synapses by
axons or by GABA accumulated in the extrasynaptic space. However, the molecular
identity of the receptors has not been determined. This lack of knowledge has delayed
access to a better understanding of the role of GABAARs in GABAergic communication
between neurons and OLs in the context of myelination. As well as it has limited the
exploration of new substances, which through the oligodendroglial GABAARS promote
efficient remyelination in damaged areas of the white matter, such as some -carbolines.
Here we studied the differential potentiating effect of 3-CCB, a B-carboline, on the GABA
response of OLs and neurons. Additionally, we demonstrated that the positive allosteric
modulation site for this substance in the GABAAR did not correspond with the classic sites
of high and low affinity for diazepam (DZP). Furthermore, we show that GABAAR a3 and
y1 subunits participate in the conformation of the main oligodendroglial receptor. For this,
functional and pharmacological analyzes were used, as well as gene and protein
expression of GABAAR subunits in the oligodendroglial lineage. Specifically, the silencing
of the a3 and y1 subunits using siRNAs changed the characteristics of the GABA
response in OPCs, which indicated their participation in the conformation of the
endogenous receptor in these cells. Finally, we found that silencing of these subunits
interfered with the differentiation of OPCs to mature OLs. This important effect was
reproduced by preincubating the OPCs with the classic GABAAR blockers: gabazine and
bicuculline. Taken together, our results contribute to define the molecular identity and
functional and pharmacological properties of GABAARSs in the oligodendroglial lineage

and show that receptor function could represent a checkpoint for OLs maturation.



viii

INDICE
AGRADECIMIENTOS........oooiiiiie ettt ettt ettt e e sttt e e s st et e e s sbte e e s sbtaeessasteeesanseaeessbtaeessseaeessaseenesanss iii
DEDICATORIAS ..ottt ettt e e sttt e e s s bte e e e sebeeeessbteeesabtaeessastaeeesstaeessseeeessaseaeessnseneessnns iv
RESUMEN ...ttt ettt ettt e e s sttt e e s ettt e e s aabeeeesaubteeesaubeeeesaabateesaasaaeessbaeeesaabaaeesastaeessassaeessanee v
ABSTRACT ...ttt e ettt e e sttt e s s bt e e s s abt e e s e bt e e e s easbteeesasbaeeesabbeeesassbeeesaasbaeesansnaaenan vii
1. INTRODUCCION .......oooivrieriinississeessse s s st sttt st st s sttt 1
2. ANTECEDENTES........cco ittt ettt ettt e sttt e e s st te e e s sbeeeessbeeeessbaeeessbtaeesssaeeessaseneessnses 4
2.1 LOS OligOAENATOCITOS ..ottt ettt st ebe b e 4
A |V 1= T o - PP 9
2.3 MIEIHNIZACION .ottt sttt et ettt e te st et et et eneebessesaentens 12
2.4  GABA Y OligOdENAIOCITOS ..ueeciicteciecieceeeteeeete sttt ettt a ettt ae s beeraebesreenaesreennas 17
2.5 Receptores GABA de tipo A (GABAAR) ...t 23
2.6 Moduladores alostéricos de 10S Receptores GABAA .cccocveereineineeneese e 28
2.7 Estructuray Funcion de los Receptores GABAA. ... 31
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...........oooiiiiiiiiiee ittt ettt e st e e st e e s svae e e s 34
Qe HIPOTESIS........oooiiiiiieieiieeie ettt sttt 35
5. OBJETIVOS GENERALES ........oooiiitiiiiiiiie ettt ee sttt e sttt e e sttt e e e sataee s ssataeeesassaeeesasssaeesnsssanesns 36
6. OBJETIVOS ESPECIFICOS ..........coovieiiieieeeeeeeeeeeee e eeeee e s s s snessansnes 37
7. MATERIALES Y METODOS .........ooooiiiiiriirirnsisesiests st s sssssssessssssssssesssesssessssssesssssssessssssssnnes 38
7.1 Cultivos primarios de OPCs y neuronas corticales de ratas neonatas................... 38
7.2 INMUNOCITOQUIMICA .c.iciieietieiictistectestetet ettt be et st b e ae s e s e e eseeseesesseeaesrens 41
7.3 Silenciamiento CON SIRNAS ..ottt sae e nae s 44
7.4  Fijacion de voltaje con un electrodo (patch-clamp) .....ccccceieeeieiiecececece e, 46

7.5 Determinacion de la expresion génica por reaccién en cadena de la polimerasa
de transcripcion inversa (RT-PCR), clonacion y mutagénesis sitio-dirigida de

SUDUNIAAUAES GABAA .ttt sttt ettt et st st ese s b e s tessesteteneeneesessenseneens 48
7.6 Expresién heterdloga funcional en ovocitos de Xenopus laevis.......ccccceeevevvennenen. 50
7.7 ANALISIS StAUISTICO .ueeuieeieicesesecee et s e sreene e 55
8. RESULTADOS........eiieee ettt ettt e bt e e sttt e e s ab et e e s aba e e e sasbbteesnbbeeesansbeeesnbeeeesansaneenan 56

8.1  Caracterizacion del efecto de la B-CCB sobre el GABAAR endégeno y el
expresado heterélogamente (A3B2Y1)........cooiiiiiiiiiii e 56

8.1.1  Efecto de B-carbolinas en larespuesta a GABA endégena de
(o] o ToTol=T o To [ e YT} o T AN aT=TUN 0] o =L SR 56

7.1.2 Efecto de B-CCB sobre larespuesta a GABA del receptor GABAA a3p2y1........ 60



7.2 Efecto de la disminucion de la expresidén de subunidades especificas del GABAAR

oligodendroglial sobre larespuesta a GABA €n OPCS ... 65
7.2.1 Cultivo mixto de CEIUIAs glIAleS ......covoeeiiieceeececeeee e 66
7.2.2 Caracterizacion de las OPCS @iSIadas........ccocvviverierieieieieisese e 69
7.2.3 Respuesta a GABA de OPCs mantenidas in VItrO......cccceeverenenenienicneineneneneeen 74
7.2.4 Silenciamiento especifico de las subunidades GABAAR endégenas a3 6 y1 en
O CS ..ttt b et At b et b et et et A et R et e Rt A e R e b e Rt e b e Rt et e s e be e te s ene s enerenes 81
7.2.5 Laexpresion de la subunidad a2 del GABAAR en las OPCs......ccccceeevvvvevvennennen. 87
7.2.6 Proteinas de andamiaje y las subunidades GABAAR a2 y a3 en
oligodendrocitos en coNdiCIONES IN VItrO.....ccciiicieiiceeeeceee e 89

7.3 Efecto de ladisminucion de la expresidn de subunidades especificas del GABAAR

oligodendroglial sobre la maduracién del linaje oligodendroglial ........c.cccooveveeiiveiennnnnen. 94
7.3.1 Maduracion de OPCS €N CUILIVO ....ccueieirieirieriesesiee ettt 94
7.3.2 Efecto de la interferencia de las subunidades a3 6 y1 sobre la maduracién de
(O] @S o I o U] 1 4 Yo TR 96
7.3.3 Deteccion y cuantificacion de GABA en el medio de cultivo.......cccceevecveveeeenens 104

8. DISCUSION..........ovoieiiieieiiitec s siesses s st bt s bbbt bbbt s s s st 108

8.1 B-carbolinas y su efecto en la respuesta a GABA en OLS y neuronas.......c.cceueeee... 109

8.2 Participacion de las subunidades a3 y y1 en la respuesta a GABA oligodendroglial

8.3 El receptor GABAA y la diferenciacion de las células del linaje oligodendroglial ..120

9. CONCLUSIONES. ..ottt ettt ettt e e st essibae e e s sbbeeesabbeeesasbbaeesasbbaeesasbaeessasbeeessssreeesssasenns 124
JO. AINEXOS .ottt e et e sttt e e s s bt e e s s b ta e e e s bt aee s e st beeessbbeeesabaeeesnbaeeeeanbeaeesansraeeean 125
10.1 Anexo |. Liberacion de GABA en ovocitos de Xenopus laevis......ccccoceeveeveveecerenrennns 125
(00 000 I 1 o To U o o o 1 o IS SRRSO 125
10.1.2 RESUITAUOS ...oouiiiieieeeeee ettt sttt b et st b et ns et e neeseesesaenbees 126
10.1.3 CONCIUSION ettt sttt b ettt b ekt se st st enesteneas 129
L0.2 ANEXO ettt s h et b e st b et be et bt eae e b sae et b eanes 130
L0.3 ANEXO Tttt ettt b e st sat e st e et e e bt e bt e s bt e sae e et e e teenbeesaeesaeeeas 131
11. LITERATURA CITADA ...ttt ettt ettt ettt e s sttt e s st e e e satae e e sataeessneeeeesansbaeesnnsaeeesnn 132
12. INDICE DE FIGURAS ..o eeeeee et es s e s ees e en e een s eeseeneseeneseenenen 168

13. LISTA DE ABREVIATURAS ........ooooiiiiiiiiii e 172



1. INTRODUCCION

Los oligodendrocitos (OLs) son las células mielinizantes del sistema nervioso central
(SNC). Estas células gliales, envuelven las proyecciones axonicas de las neuronas
formando una vaina de mielina que se interrumpe en intervalos regulares conocidos
como nodos de Ranvier. La composicion y estructura de la vaina de mielina tiene varias
consecuencias, como el aumento de la velocidad de conduccién del potencial de accién
(Kettenmann & Ransom, 2013) y el soporte tréfico y metabdlico de las neuronas
mielinizadas (Nave & Trapp, 2008; Philips & Rothstein, 2017).

El proceso de mielinizacidén, su mantenimiento, y su plasticidad, tienen lugar en un
entorno de estrecha comunicacién entre los oligodendrocitos y las neuronas. Una clara
evidencia de esto ultimo es que el programa de mielinizacién es inducido y modulado
por la actividad eléctrica de las neuronas (Demerens et al., 1996; Wake et al., 2011;
Ortiz et al., 2019), e implica un mecanismo de plasticidad del SNC (Maas & Angulo,
2021). Entre las moléculas mediadoras en la intercomunicacién neurona-OLs se han
propuesto al ATP (Welsh & Kucenas, 2018), al glutamato (Chen et al., 2018; Gautier et
al., 2015); la adenosina (Stevens et al., 2002; Shen et al., 2018; Fontenas et al., 2019)
y el GABA (Arellano et al., 2016; Hamilton et al., 2017; Serrano-Regal et al., 2020;
Serrano-Regal et al., 2020; Vélez-Fort et al., 2012; Williamson et al., 1998; Zonouzi et
al., 2015). Por ejemplo, recientemente se ha demostrado que neuronas y células
oligodendrogliales se comunican bidireccionalmente y las primeras liberan
neurotransmisores que encuentran sus blancos en la membrana de los OLs. La
activacidon de estos receptores provoca que los OLs promuevan la liberacion de
nanovesiculas (exosomas) que contienen diversas proteinas, factores metabdlicos,
MRNA, miRNA, las cuales son endocitadas y utilizadas por las neuronas y la microglia
(Fruhbeis et al., 2013; Goncalves et al., 2019).

Es bien conocido que el linaje oligodendroglial expresa diversos tipos de receptores a
varios transmisores, que presumiblemente regulan procesos fisiologicos del linaje

oligodendroglial, tales como la proliferacion, la migracion, la diferenciacion y, por



supuesto, el proceso de la mielinizacidén per se (Larson et al., 2016). Entre las
moléculas estudiadas se encuentran los receptores a GABA tipo A (GABAAR) (Arellano
et al., 2016; Cisneros-Mejorado et al., 2020; Habermacher et al., 2019; Reyes-Haro et
al., 2021; Serrano-Regal et al., 2020).

Existen al menos cuatro trabajos previos sobre las caracteristicas del GABAAR
expresado en diferentes preparaciones de células precursoras de oligodendrocitos
(OPCs) y OLs (von Blankenfeld et al., 1991; Bronstein et al., 1998; Williamson et al.,
1998; Arellano et al., 2016). Pero no existe informacion suficiente para definir sin
ambigiedades la composicidon del principal receptor en el linaje oligodendroglial. Sin
embargo, la informacion parece ser clara en el sentido de que este representa un
GABAAR con una identidad molecular diferente a la de los expresados en otras células
neurales (Arellano et al., 2016). La determinacién de las subunidades que lo componen
y la identificacion de posibles sustancias que modulan de manera especifica estos
nuevos receptores, permitiria obtener herramientas moleculares para su manipulacion
experimental y su control genético. Esto hara posible, la exploracion de sus funciones
durante la diferenciacién de los OLs a partir de las OPCs y la importante etapa de
mielinizacién.

Ha sido propuesto a través de estudios funcionales que el receptor GABAA expresado
en oligodendrocitos es un nuevo subtipo formado por una combinacion de las
subunidades a3 / 32 6 B3/ y1 6 y3 (Arellano et al., 2016). La participacion de estas
subunidades es apoyado por el analisis transcriptomico en células oligodendrogliales
(Larson et al., 2016; Ordaz et al., 2021). Mas recientemente, utilizando un modelo de
expresion heterdloga de las cinco subunidades propuestas y clonadas de los OLs, se
demostrd que la combinacion a3B2y1 reproduce funcionalmente la mayoria de las
caracteristicas observadas en los receptores enddgenos (Ordaz, 2017). Es necesario
confirmar lo descrito hasta ahora analizando la participacion de las subunidades
propuestas de manera directa, influyendo sobre su expresion de manera especifica.
Para lograr esto, se requiere de confirmar directamente la expresion de las
subunidades que conforman el receptor oligodendroglial, y estudiar las consecuencias

de su silenciamiento especifico.



Aunado a esto, es esencial la exploracion de sustancias, que a través de los GABAaARS
oligodendrogliales promuevan la remielinizacion de la sustancia blanca, tales como
algunas [(B-carbolinas. Nuestro grupo demostré que la B-carbolina B-CCB acelera la
remielinizacion en un modelo de desmielinizacion-remielinizacion, monitoreado
longitudinalmente mediante imagenologia por resonancia magnética e histologia

(Cisneros-Mejorado et al., 2020).

Esta informacién, sin duda, permitira avanzar en el estudio de la posible participacion
de los GABAARSs en la diferenciacion de las células oligodendrogliales, asi como en el
proceso de mielinizacion y de sus mecanismos. El presente proyecto de investigacion
plantea la siguiente linea de andlisis: explorar el efecto de diferentes B-carbolinas sobre
la respuesta a GABA en oligodendrocitos y neuronas, estudiar el efecto de la inhibicion
de la expresion de las subunidades a3 y y1 sobre la expresién y/o funcion de los
receptores GABAA en el linaje oligodendroglial, y explorar las consecuencias de este

silenciamiento en procesos de diferenciacion del linaje oligodendroglial.



2. ANTECEDENTES

Las funciones neuronales en el SNC requieren de la participacion de las células
neurogliales, a tal grado que la evolucion de los sistemas nerviosos complejos no
hubiera ocurrido, tal y como los conocemos, sin la participacion de las funciones que
llevan a cabo estas células. Las células gliales intervienen activamente en el
procesamiento de la informacion nerviosa, controlan la composicion idnica del
microambiente celular y los niveles de neurotransmisores, también son importantes en
el establecimiento y consolidacion de las redes neuronales, en la sinaptogénesis,
mantienen la homeostasis y las funciones metabdlicas neuronales, a la vez que
protegen al sistema de posibles agentes patdégenos (Allen & Lyons, 2018; Jakel &
Dimou, 2017). Estas funciones tienen lugar y se regulan en un entorno de estrecha

comunicacion neurona-neuroglia.

2.1 Los oligodendrocitos

Las células gliales mielinizantes en el SNC se denominan oligodendrocitos (OLs), éstos
son generados en el desarrollo a partir de células madre progenitoras del ectodermo
neuronal periventricular, las cuales se dividen asimétricamente y dan lugar a las células
progenitoras de oligodendrocitos (OPCs). El término oligodendrocito etimolégicamente
significa glia poco ramificada. Estas células han sido objeto de gran interés desde su
descubrimiento (del Rio Hortega, 1921; Raff et al., 1983). El conocimiento de sus
caracteristicas es fundamental para comprender aspectos relacionados con el control
de la generacién de mielina, y de la etiologia de enfermedades desmielinizantes y para

desarrollar protocolos clinicos que promuevan la reparacion de dafios en el SNC.

Los OLs mielinizantes transitan por diferentes estadios de diferenciacion desde su
etapa de célula precursora. Cada uno de estos estadios expresan marcadores
moleculares especificos. Del Rio Hortega (1921) clasifico a los OLs mielinizantes (o
maduros) en cuatro tipos (I, Il, lll y 1V), basado fundamentalmente en sus

caracteristicas morfologicas, tales como el nimero y la orientacion de los procesos



celulares, la forma y el tamafio del soma, el calibre de los axones con que se asocian y
su distribucion en el SNC (Fig. 1Ay 1B).
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Figura 1. Oligodendrocitos. (A) Dibujos originales de Pio del Rio Hortega donde se ilustra la morfologia
de los oligodendrocitos. (B) Lo cuatro tipos morfolégicos de oligodendrocitos descritos por del Rio

Hortega. (Imagenes modificadas de Sierra et al., 2016; Simons & Nave, 2016).

Los oligodendrocitos con fenotipo | y Il tienen un soma pequefio y redondeado (entre
10y 12 um), del que se proyectan cuatro y cinco procesos primarios cuyas
ramificaciones mielinizan entre 10 y 30 axones de pequefio calibre (menos de 2 pm).
Estos fenotipos son los més estudiados, y conforman la mayor poblacion en la
sustancia blanca. Ambos fenotipos se pueden distinguir por la orientacién de los
axones que mielinizan. Los de tipo |, se asocian a axones que se extienden en
diferentes direcciones con una distribucion aleatoria; los de tipo Il mielinizan axones
con orientacion paralela, ubicados muy cerca del soma de los OLs (Butt et al., 1998).
En el raton, los OLs de tipo | se han localizado en regiones como la corteza frontal y el
hipocampo. La distancia internodal en estas regiones es de entre 10 a 50 ym. Los OLs
de tipo Il se han encontrado en otras regiones corticales, el nervio optico, el cerebelo y

la médula espinal. La distancia internodal es mayor y esta en el rango de 50 a 350 um.

Por su parte los OLs de tipo Il se localizan en areas donde los axones tienen un
didmetro superior a 4 um, como son la médula espinal, los pedunculos cerebrales y

cerebelares y la médula oblonga. Estas células tienen forma ovoide y alargada con un



diametro entre 12 y 15 um y mielinizan axones con diametros entre 4 y 15 um,
presentando una distancia internodal cercana a 400 um. Finalmente, los
oligodendrocitos de tipo IV se asocian a tractos con axones con un calibre superior a 10
pm. Generalmente cada OLs mieliniza a un sélo axén, con una distancia internodal
superior a 1000 um (Butt, 2013).

Utilizando herramientas modernas a nivel molecular, han sido identificadas 13
poblaciones de células que representan un continuo en el proceso de maduracién de
las OPCs a OLs maduros (Marqgues et al., 2016). El estudio fue realizado analizando el
transcriptoma de 5072 células que expresaban marcadores del linaje oligodendroglial.
Las células fueron aisladas de diez regiones diferentes del SNC de ratones de
diferentes edades y muestran que la diferenciacion inicial de los OLs es semejante en
todo el SNC. Sin embargo, la maduracion de diferentes subtipos de OLs ocurre en
regiones especificas en distintas etapas postnatales. De manera particular, los OLs que
expresan el marcador ITPR2 estan implicados en la mielinizacion rapida, por lo que

pueden ser relevantes en procesos de remielinizacion.

Una alta proporcion de las células llamadas NG2*, que expresan en su superficie el
proteoglicano NG2, corresponden con OPCs (Huang et al., 2019). Estas células
progenitoras pueden ser identificadas por técnicas de inmunohistoquimica o por
hibridacioén in situ, a través de diferentes marcadores como son NG2 y el receptor o del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa). La expresion de ambos es
rapidamente regulada a la baja cuando las OPCs comienzan a diferenciarse hacia OLs.
Ademas de estos, se emplean como marcadores los factores de transcripcion Olig2 y
Sox10, aungue se sabe que estos se mantienen expresados en los OLs maduros
(Bergles y Richardson, 2015). En resumen, los OLs conforman un linaje celular donde
sus células pasan por diferentes estadios de diferenciacion hasta convertirse en células
mielinizantes, muchos de estos estadios pueden ser identificados por la expresion de

marcadores celulares especificos (Barateiro & Fernandes, 2014; Spitzer et al., 2019).



Una bateria de sondas permite identificar el estadio de las células del linaje
oligodendroglial. Por ejemplo, las OPCs pueden ser identificadas por su perfil de
expresion Olig2* y NG2*, las células NG2*, que son células proliferantes también
pueden ser identificadas por la expresion del marcador de ciclo celular Ki67 (Ki67%),
mientras que los oligodendrocitos maduros, que son células postmitéticas, expresan
CC1 (células CC1*) (Zonouzi et al., 2015) (Fig. 2).

OPC Pre-oligodendrocito Oligodendrocito Oligodendrocito
maduro mielinizante

MOG

PDGFRa, NG2 MBP, PLP, CNPase, MAG, APC(CC1)

04, GalC

Olig2, Sox10

Figura 2. Linaje oligodendroglial. Representacion esquematica de los estadios de desarrollo del linaje
oligodendroglial. Ademas, se indican los marcadores moleculares especificos de estadio de
diferenciacion. La lineas rectas sefalan los estadios en los que se expresan los marcadores escritos
debajo de cada una. Las flechas curvas de los estadios OPC y Pre-oligodendrocito hacen alusion a que
son células con capacidad de proliferacion. (Modificado de Barateiro & Fernandes, 2014; Traiffort et al.,
2016).

La enzima CNPasa (2’,3’-nucledtidos ciclicos-3’-fosfodiesterasa) es expresada en el
SNC por los OLs y se localiza inmunohistoquimicamente en el cuerpo celular y los

procesos, disminuyendo en las zonas de mielina compacta (Lappe-Siefke et al., 2003).

Las OPCs tienen una morfologia bipolar, son proliferativas, y en el desarrollo migran
hasta alcanzar su ubicacion final en el SNC. Tanto en el prosencéfalo como en la

médula espinal las OPCs tienen inicialmente un origen ventral. Mas tarde, aunque en



menor cantidad, se derivan de zonas dorsales. Recientemente, se ha reportado
informacion mas detallada sobre el origen de las OPCs en diferentes zonas germinales
en el cerebro de roedores. El mapeo de destino empleando la técnica de Cre/Lox
durante el desarrollo del cerebro anterior del ratdbn ha demostrado que las OPCs se
originan a partir de tres ondas de generacion en distintas areas periventriculares
siguiendo una progresion temporal ventro-dorsal (Kessaris et al., 2006; Guo et al.,
2021). La primera ola consiste en OPCs que provienen de precursores de dos sitios
germinales: de la eminencia ganglionar medial (MGE) de células que expresan el factor
de transcripcion Nkx2.1, y del &rea predptica embrionaria (POA) de células que
expresan los factores de transcripcion Nkx2.1 y Dbx1 alrededor del dia embrionario
12.5 (E12.5), y que comienzan a migrar hacia el palio dorsal alrededor de E14.5.
Posteriormente, se comienza a producir una segunda ola de OPCs en E14.5 desde la
eminencia ganglionar lateral (LGE) y caudal (CGE) del cerebro, a partir de precursores
gue expresan Gsh2 y migran a regiones ubicadas dorsalmente. Finalmente, una tercera
ola migratoria de OPCs derivadas de precursores que expresan Emx1 surge de la
region del paleo dorsal en etapas perinatales en ratones. Aunque inicialmente se
propuso que esta onda dorsal de OPC se produce de forma posnatal (Kessaris et al.,
2006; van Tilborg et al., 2018), un estudio reciente evidencia que comienza a generarse
en E17.5 (Winkler et al., 2018).

El desarrollo de OLs en otras partes del cerebro, como son el diencéfalo y el cerebelo
esta aun en discusion. De manera importante, una poblacion de OPCs persiste en el
cerebro adulto, constituyendo el principal tipo celular proliferativo que origina
oligodendrocitos mielinizantes. Ante dafios patoldgicos ocasionados a la mielina
ademas de ser células precursoras de OLs, estas OPCs parecen ser progenitoras
multipotentes capaces de generar neuronas y a astrocitos (Kang et al., 2010;
Nishiyama et al., 2009). Ademas, se plantea que el mantenimiento de dicha poblacion
celular en el SNC en adultos, permite monitorear localmente el estado de la
mielinizacion y responder de manera inmediata ante dafios desmielinizantes o ante

demandas fisiologicas de mielina (Bergles & Richardson, 2015).



La diferenciacién a OLs maduros es regulada por hormonas, factores de crecimiento,

neurotransmisores, péptidos, factores humorales, por la actividad eléctrica axonal.

2.2 Mielina

Una de las interacciones neurona-glia mas importantes en extension y consecuencias
funcionales se da cuando las células gliales envuelven a proyecciones neuronales de
los vertebrados. Esta envoltura, conocida como vaina de mielina, fue descubierta y

nombrada por el investigador aleman Rudolf Virchow (1854).
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Figura 3. Nodo de Ranvier. En la figura se muestran los segmentos principales neuronales y se

amplifica la region de un nodo de Ranvier en el axén mielinizado. Se identifican tres zonas principales de
esta estructura: yuxtaparanodo, paranodo y nodo, sefialadas con los colores amarillo, verde y rojo,

respectivamente. (Modificado de Arancibia-Carcamo & Attwell, 2014).

El refinamiento de las técnicas de microscopia electrénica (ME) y los estudios
bioguimicos, asi como el empleo de animales transgénicos, han permitido conocer la
arquitectura molecular de la vaina de mielina (Simons & Nave, 2016). Los primeros
estudios de ME sobre la mielina empleaban tejidos deshidratados y fijados con

glutaraldehido, con la desventaja de que este procedimiento colapsa los espacios
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intracelulares. Sin embargo, la fijacion en frio con alta presion preserva la arquitectura
de los tejidos y permite detallar los espacios citoplasmaticos oligodendrogliales en las

areas mielinizadas (Mobius et al., 2010).

La mielina es un conjunto de capas de membrana, con un arreglo periédico, en el que
se alternan zonas electrodensas con zonas electrolicidas que envuelven a los axones
a modo de vaina. En los nodos de Ranvier, que son zonas axonales desprovistas de
mielina, existe una alta densidad de Na* y de K* dependientes de voltaje (Fig. 3y 4). La
mielina permite que la velocidad de conduccion del potencial de accion sea varias
veces mas rapida comparada a la de los axones de igual diametro desprovistos de ella.
Esto se debe a dos efectos fundamentales: la disminucion de la capacitancia de la
membrana y al aumento de la resistencia de membrana. Asi el potencial de accién se
propaga en “saltos” de un nodo a otro (Kandel et al., 2013). Existen varios estudios que

demuestran que el grosor de la mielina, asi como la distancia internodal, son formas de

modular la velocidad de
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Figura 4. Oligodendrocito mielinizante y la estructura de la mielina. Los oligodendrocitos
mielinizantes tienen un cuerpo celular, procesos primarios y la vaina de mielina. El segmento mielinizado
del axén se llama internodo. La membrana plasmatica, que se envuelve para formar la mielina compacta,

tiene bordes que corren a lo largo de la zona interna (adaxonal) y externa (abaxonal) de la vaina de
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mielina, y se conocen como crestas citoplasmaticas interna y externa. Esto se puede ver en (A) una
micrografia electronica de una seccidn transversal de un axén mielinizado y (B) la caricatura. Las
membranas de mielina estdn menos densamente envueltas en los paranodos, que flanquean los nodos
de Ranvier. Los paranodos y las crestas citoplasmaticas de la vaina de mielina se pueden identificar con
un marcador citoplasmatico (color verde). La vaina de mielina contiene areas de mielina menos
compacta, las denominadas hendiduras o incisuras de Schmidt-Lanterman (SLC), que forman
protuberancias. (Modificado de Rinholm et al., 2016).

conduccién del potencial de accion en los axones mielinizados (e.g. Ford et al., 2015;
Seidl et al., 2010; Ullén, 2009). Ademas, el grado de mielinizacién correlaciona con la
actividad neuronal y es un fendémeno plastico. Por ejemplo, en ratas que son
entrenadas a atrapar alimento, el aumento en la sustancia blanca detectado mediante
andlisis de imagenes de resonancia magnética, correlaciona con el aumento en la
expresion de proteinas de la mielina (Sampaio-Baptista et al., 2013). También, ha sido
demostrado que es necesaria la produccion de nueva mielina en el SNC de ratones
para la adquisicion de habilidades para correr en un paradigma de rueda (McKenzie et
al., 2014).

La mielina se caracteriza por tener poca hidratacion (40%). Esta compuesta de lipidos
(70%), con altas concentraciones de colesterol y fosfolipidos. ElI 30% restante los
aportan proteinas. La mayoria de estas moléculas son constituyentes especificos de la
mielina y permiten la identificacion de OLs por inmunohistoquimica. Alternativamente,
sus genes permiten la expresion de proteinas reporteras fluorescentes. Por ejemplo,
los lipidos de la mielina en el SNC son ricos en el glicoesfingolipido galactocerebrésido
(GalC) y su derivado sulfatado, que es reconocido por el anticuerpo O4. Ambos son
marcadores especificos de OLs (Sommer & Schachner, 1981).

En el SNC, la mielina tiene dos proteinas principales: la proteina basica de la mielina
(MBP) y la proteina proteolipidica (PLP). La primera es pequefia, con carga neta
positiva. Se encuentra en la superficie citoplasmatica y constituye el 30% del total de
las proteinas en la mielina. La PLP es una proteina integral de membrana y es la mas
abundante en la mielina (50%). Aunque su expresion (relativa a la expresion de MBP)

varia en funcion del diametro de los axones. Las fibras mielinizadas mas finas
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presentan mas altos niveles de esta proteina que las mielinizadas de mayor calibre.
Ambas proteinas parecen proporcionar estabilidad estructural a la vaina (Butt, 2013).

La glicoproteina mielinica de oligodendrocitos (MOG) y la glicoproteina asociada a la
mielina (MAG) también forman parte de la mielina y se emplean para la identificacién
de OLs. La MAG se expresa tanto en el SNC como en el sistema nervioso periférico
(SNP) mientras que la MOG es especifica del SNC donde es, ademas, el autoantigeno
diana en la desmielinizacion primaria en la esclerosis multiple (EM) (Clements et al.,
2003). La MAG presenta dos isoformas: la corta (S-MAG) y la larga (L-MAG). Los
estudios indican que la isoforma S-MAG es esencial en la mielinizacién normal en el
SNP, mientras que la L-MAG es funcionalmente importante en el SNC (Schachner &
Bartsch, 2000). Butt (2013) ha mostrado diferencias bioquimicas entre los diferentes
fenotipos de OLs, ya que los fenotipos | y Il expresan la isoforma Il de la anhidrasa
carbonica (CAll) y no expresan S-MAG (CAII*/S-MAG"), mientras que los fenotipos Il y
IV son CAII/S-MAG*.

Una peculiaridad de la mielina es su estabilidad metabdlica. El tiempo de vida media de
sus componentes estructurales esta en el orden de semanas o meses (Toyama et al.,
2013). Ademas, la mielina se encuentra compartamentalizada estructural y también
bioguimicamente en diferentes dominios. La mayoria de los OLs generan
simultaneamente de entre 20 a 60 procesos de mielinizacién, en estrecho contacto con
las neuronas, con una distancia intermodal de entre 20 a 200 um y con
aproximadamente 100 vueltas de membrana, con lo que se cubre un area de 5 a 50 x
10 um?2. En el humano ningun otro tipo celular abarca estas dimensiones (Simons &
Nave, 2016).

2.3 Mielinizacion

La mielinizacion requiere de una compleja secuencia de eventos que generan una
estrecha relacion entre los OLs y los axones neuronales mediante la formacion de la
vaina de mielina. Para su mejor comprension y estudio esta secuencia se ha dividido

en los siguientes eventos: (1) proliferacion y migracion de las OPCs hacia y en los
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tractos de sustancia blanca; (2) identificacion de los axones blanco y la consecuente
sefalizacion axon-glia; (3) diferenciacion de las OPCs a oligodendrocitos mielinizantes;
(4) crecimiento de la membrana del OL y enrollado de los axones; (5) aumento del
trafico de componentes de la membrana; (6) compactacion de la mielina y (7) formacion
de nodos (Emery, 2010; Freeman & Rowitch, 2013) (Fig. 5).

Como se menciono, las OPCs proliferan y migran desde las zonas periventriculares y
subventriculares del cerebro, donde se encuentra la sustancia blanca en desarrollo. En
peces cebra y ratones se ha observado que durante este proceso migratorio las OPCs
constantemente emiten y retraen proyecciones de su membrana hasta llegar a su
ubicacion final (Hughes et al., 2013). Un elemento importante en este paso es el control
del numero de oligodendrocitos. Un mecanismo propuesto para este control, es el
establecimiento de competencia por las concentraciones limitantes de factores
neurotroficos y de crecimiento. Entre estos se encuentran el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF-A), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF-2), el
factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1), la neurotrofina NT-3, y el factor neurotréfico
ciliar (CNTF) (Barres & Raff, 1994; Miller, 2002). La activacion de mecanismos de
apoptosis también controla la poblacién resultante de OLs formadores de mielina
(Simons & Nave, 2016).

Una vez iniciada la mielinizacion, los OLs tardan entre cinco y diez horas en generar las
vainas de mielina en sus axones blanco. La secuencia de eventos de diferenciacion de
los OLs esta en coordinacién con el programa de desarrollo neuronal. Por esta razén
como consenso general se acepta que sefiales neuronales controlan la transformacion
de las OPCs en oligodendrocitos formadores de mielina. Hasta el momento no se
conoce la molécula que dispara el inicio de la mielinizacion en el SNC, a diferencia del
SNP donde se ha identificado que la neuregulina-1 de la membrana de los axones
controla la mielinizacion mediada por las células de Schwann (SC) (Simons & Nave,
2016).
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Figura 5. La mielinizacién y algunos factores extrinsecos e intrinsecos que la modulan. En el
esquema se muestra el proceso de mielinizacién en varias etapas. (A) OPC (NG2*) en un ax6n no
mielinizado eléctricamente silente. (B) La actividad eléctrica provoca la liberacién de ATP de los axones,
lo que genera adenosina que estimula la diferenciacion de las OPCs. El K* que se libera de los axones
eléctricamente activos puede regular la proliferacion de las OPCs y la progresién del linaje
oligodendroglial. (C) La actividad eléctrica también puede alterar la expresién de moléculas de adhesion
celular (CAMSs) en el axdn que estan involucradas en el inicio de la mielinizacion. (D) La liberacién de los
neurotransmisores Glu o GABA de las sinapsis formadas con las OPCs, podria proporcionar otro
mecanismo para regular la mielinizacién en respuesta a la actividad axonal. (E) Después de que las
OPCs se diferencian en oligodendrocitos, el ATP liberado de los axones que disparan potenciales de
accion, estimula la sintesis y liberacion de la citocina factor inhibidor de la leucemia (LIF) de los
astrocitos, promoviendo la mielinizacién. La actividad eléctrica en los axones, a través de la liberacion de

neurotransmisores, iones y ATP, puede influir en la expresion génica en los oligodendrocitos mediante la
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modificacion de las histonas, el transporte de ARN, la traduccién local y la traduccion de los miRNA y por

consecuencia en la mielinizacion. (Modificado de Lee & Fields, 2009).

También se sabe poco acerca de qué determina la seleccidon de los axones a
mielinizar. Algunos investigadores plantean que requiere del reconocimiento de
moléculas de adhesién especificas expresadas en la membrana de los axones (Simons
& Lyons, 2013). Otros apuntan a que las dimensiones del axén son suficientes para
determinar este proceso. Un ejemplo de esto es la mielinizacidn de fibras sintéticas por
OLs cultivados, lo que sugiere que no son requeridas moléculas de adhesion o factores
de crecimiento para iniciar la formacion de mielina (Lee et al., 2012). En dichos
experimentos el calibre de 400 nm de las fibras es muy cercano al umbral en el que los
OLs mielinizan a los axones, sin embargo, la mielina generada muestra deficiencias
estructurales que indican requerimientos moduladores extrinsecos para su correcto

ensamblaje y funcion.

Asi, a pesar de que existe un programa intrinseco de mielinizacién, existe también un
control extrinseco que determina la mielinizacion diferencial de fibras axénicas en todo
el SNC (Fig. 5). Por ejemplo, las neuronas del ndcleo coclear que intervienen en la
deteccién de la fuente sonora emiten un Unico axén que se bifurca en una rama
ipsilateral y una contralateral. Existe una velocidad de propagacion diferencial del
impulso nervioso en cada rama que permite que la informacion que viaja por ellas
coincida en el tiempo y sea integrada eficientemente. Esta diferenciacion entre las
ramas, se debe al menos en parte, a diferencias en las caracteristicas de la mielina
promovidas por la interaccion local de los segmentos axonales con los OLs (Seidl et al.,
2014).

Las evidencias experimentales indican que las neuronas eléctricamente activas
estimulan la proliferacién de las OPCs e inducen la mielinizacién selectiva de circuitos
neuronales activos (Demerens et al., 1996; Gibson et al., 2014). Entre las moléculas
mediadoras de este proceso, se han propuesto al ATP y el glutamato, contenido en las
vesiculas liberadas por los axones (Ishibashi et al., 2006; Wake et al., 2011). Ademas,

ha generado gran interés el tratar de utilizar como una estrategia de la mielina en
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patologias desmielinizantes, la capacidad de la actividad neuronal para controlar la
mielinizacion. Los estudios preclinicos indican que la estimulacion con un paradigma
adecuado, de la actividad neuronal en areas desmielinizadas mejora la remielinizacion
(Maas & Angulo, 2021).

La mielinizacion, implica la participacion de varias vias de sefializacion intracelular en
los OLs. De hecho, algunas de esas vias son comunes en el SNC y el SNP. Por
ejemplo, la union de las neurregulinas (NRG) a los receptores ErbB activa una
secuencia de vias intracelulares candnicas rio abajo de receptores tirosin-quinasa
(RTK), como la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K)/Akt que es el blanco de la rapamicina
en mamiferos (MTOR), o proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK; Newbern
& Birchmeier, 2010). EI monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) induce la
diferenciacion celular y la mielinizacion, lo que requiere de la participacion de la
proteina de union al elemento de respuesta cCAMP (CREB). La CREB media la
estimulacién de la expresiéon de MBP por cAMP en OLs (Afshari et al., 2001). Las
cinasas de la familia Src (SFK) son tirosina cinasas no receptoras que integran sefiales
externas de los receptores de integrina y factor de crecimiento y transducen sefiales
relacionadas con el desarrollo y la mielinizacion de OLs (Colognato et al., 2004; Melfi et
al., 2017). En particular, las vias de sefalizacion rio abajo del miembro de la familia
Src/Fyn regulan la diferenciacién morfoldgica de los OLs, el reclutamiento de
componentes del citoesqueleto y la traduccion local de MBP (Quintela-Lopez et al.,
2019; White & Kramer-Albers, 2014).

Otros hallazgos evidencian que la interaccion, entre las neuronas y los OLs, no solo es
esencial en la mielinizacion, sino que puede determinar la supervivencia de las
neuronas. Griffiths y cols. (1998) demostraron que la pérdida de la mielina, inducida por
la ausencia de proteinas mielinicas especificas, provocaba degradacién axonal y
muerte neuronal. Lo que evidencia la funcién de apoyo metabdlico y tréfico de los OLs

a los axones (Saab et al., 2016).

Los OLs son capaces de liberar exosomas (nanovesiculas de 40 a 120 nm de
diametro) (Kramer-Albers et al., 2007). Dichas nanovesiculas, contienen distintas

moléculas, tales como diversas enzimas, proteinas de membrana, asi como mRNA 'y
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MIiRNA. Al ser liberados los exosomas oligodendrogliales, estos son endocitados por
las neuronas y la microglia, y su contenido es utilizado por estas células. En este
estudio, las nanovesiculas pudieron ser liberadas por la activacion de receptores
ionotropicos glutamatérgicos tipo AMPA y NMDA oligodendrogliales ante un
mecanismo dependiente del influjo de Ca?* (Friihbeis et al., 2013). Previamente, habia
sido demostrado que la actividad eléctrica neuronal provoca la liberacion de &acido

glutdmico desde el axoplasma (ver en Emery, 2010).

La mielinizacion dista de ser un proceso estatico, ya que muestra una plasticidad
modulada por la interaccién dinamica, en tiempo y espacio, de las neuronas y las
células oligodendrogliales. Se han obtenido mapas de alta resolucién de la distribucién
de la mielina en axones individuales de la corteza cerebral (Tomassy et al., 2014), que
muestran patrones diferenciales en los que zonas mielinizadas estan separadas por
extensas zonas sin mielina. El patron de mielinizacion de cada neurona le confiere
identidad. Se sugiere que esta es una estrategia para modular la comunicacién a

distancia entre grupos o circuitos neuronales.

La mielinizacion disfuncional en el humano tiene graves consecuencias para el sistema
nervioso. Entre las enfermedades desmielinizantes mas comunes encontramos las
leucodistrofias, asi como las secuelas producidas por isquemia durante accidentes
cerebrovasculares, y la esclerosis mdltiple. Tan sélo, en occidente esta ultima tiene una
prevalencia de 1:1000 habitantes entre la poblacién de adultos jévenes (Bradl y
Lassmann, 2013). El desarrollo de terapias clinicas novedosas que coadyuven en
promover la mielinizacion en el SNC es un objetivo de frontera que requiere de mayor

investigacion basica.

2.4 GABA y Oligodendrocitos

Existen varios estudios, en los que se proponen diversos neurotransmisores actuando
en diferentes etapas del proceso de maduracién del linaje oligodendroglial, y
evidenciando un papel importante en la estrecha comunicacion neurona-

oligodendrocito (Barca-Mayo & Lu, 2012; Baydyuk et al., 2020).
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Las OPCs expresan receptores a diferentes neurotransmisores entre los que se
encuentran los de AMPA y NMDA para glutamato, asi como receptores al GABA Yy la
acetilcolina (Barres et al., 1990; Cahoy et al., 2008). Estos descubrimientos refuerzan la
idea de que a través de estas vias de neurotransmision se modula la fisiologia de los
OLs en respuesta a las demandas del ambiente neuronal que los rodea. Las OPCs
también expresan canales idnicos dependientes de voltaje, principalmente de Na*, K* y
Ca?* (Bergles, 2012).

En los ultimos afios varios trabajos han mostrado que las OPCs forman sinapsis
guimica directa con neuronas glutamatérgicas y/o GABAgérgicas en diferentes zonas del
cerebro como el hipocampo, el cerebelo, la corteza, el tallo cerebral, en tractos de la
sustancia blanca asi con en la sustancia gris (Bergles et al., 2000; Jabs et al., 2005;
Kéradottir et al., 2008; Kukley et al., 2007; Lin et al., 2005; Lin & Bergles, 2004; Muller
et al., 2009; Orduz et al., 2015; Tanaka et al., 2009; Vélez-Fort et al., 2010; Zonouzi et
al., 2015). Se sabe ademas que la expresion de los receptores y de sinapsis con
neuronas puede cambiar a lo largo de la progresién del linaje oligodendroglial. Los
receptores AMPA y NMDA disminuyen rdpidamente su expresion en las OPCs y las
sinapsis desaparecen cuando estas comienzan a diferenciarse (de Biase et al., 2010;
Kukley et al., 2010).

Las células gliales expresan tanto receptores metabotropicos como ionotrépicos a
GABA (acido y-aminobutirico). La interaccion neurona-glia se postula interesante en
procesos fundamentales del sistema nervioso como la actividad neuronal,
diferenciacion, neuroproteccién y la mielinizacion (Arellano et al., 2016; Serrano-Regal
et al., 2020; Serrano-Regal et al., 2020; Vélez-Fort et al., 2012; Yoon & Lee, 2014).

El GABA es el neurotransmisor inhibitorio de mas amplia expresion en el sistema
nervioso. Existen ademas evidencias de que el GABA participa en la sefializacion que
rige la diferenciacion y las capacidades mielinizantes de los OLs. Tanto las OPCs como
los OLs maduros, expresan receptores tipo GABAs (GABAgR) (Serrano-Regal et al.,
2020). Estos receptores metabotropicos acoplados a proteina G son los encargados de
mediar los efectos relativamente lentos del GABA en el SNC. De este receptor se han

descrito dos isoformas el GABAB: y el GABAg2 y variantes alternativas resultado del
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“splicing” de GABAG&1 llamadas GABA&g: de la A hasta la G. Cuando estos receptores
tienen ubicacion presinaptica, reducen la liberacion de neurotransmisores a través de la
inhibicién de los canales de Ca?* dependientes de voltaje. En la postsinapsis, la
activacion de los GABA&R provoca la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC), lo que
induce la activacion de los canales de potasio tipo Kir3, y de esta manera hiperpolariza
la membrana postsinaptica (Bettler et al., 2004; Raveh et al., 2015).

Luyt y cols. (2007) demostraron, mediante inmunofluorescencia, la presencia de
proteinas del GABA&R en las OPCs aisladas de la sustancia blanca periventricular de
ratones neonatos (P4). Ademas, encontraron que la activacion de estos receptores con
baclofen (agonista selectivo de GABAsR) incrementa tanto la migraciéon como la
proliferacion de las OPCs. Lo que sugiere que este tipo de receptores puede contribuir
al proceso de maduracion de los OLs. Estas evidencias han sido confirmadas
recientemente por Serrano-Regal y colaboradores (2020).

Los receptores GABAa funcionales tanto en OPCs como en OLs, fueron descritos por
primera vez en explantes cultivados y en cultivos primarios de médula espinal y
regiones cerebrales embrionarias, respectivamente (Gilbert et al., 1984; Hoppe &
Kettenmann, 1989; von Blankenfeld et al., 1991). La corriente neta posterior a la
activacion del receptor muestra un potencial de inversién cercano al potencial de
equilibrio del CI. En neuronas maduras este movimiento de cargas tiene un efecto
hiperpolarizante mientras que en las OPCs tiene un efecto despolarizante debido a dos
procesos, primero, estas células mantienen una alta concentracion intracelular de Cl- a
través de la accion de transportadores. Segundo, a que la despolarizacion induce la
activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje e incrementa la despolarizacion
(Kirchhoff & Kettenmann, 1992; Lin & Bergles, 2004; Tanaka et al., 2009). La respuesta
a GABA en OLs aumenta la concentraciéon de Ca?* intracelular. Este segundo
mensajero interviene en numerosos fendmenos incluida la mielinizacion (Baraban et al.,
2018; Cesetti et al., 2012; Cheli et al., 2015, 2016; Krasnow et al., 2018; Marisca et al.,
2020; Pitman & Young, 2016; Wake et al., 2015).

Vélez-Fort y colaboradores (2012) apuntan que uno de los descubrimientos mas

importantes de los ultimos afios, en el estudio de la interaccion neurona-glia, fue el
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realizado por el grupo de Bergles (Bergles et al., 2000; Lin & Bergles, 2004a, 2004b),
quienes demuestran la existencia de sinapsis quimica funcionales entre las neuronas y
las OPCs. Las primeras sinapsis GABAérgicas en OPCs fueron estudiadas en

rebanadas de hipocampo de ratas juveniles (Lin & Bergles, 2004a).

Es importante resaltar, que la entrada sinaptica GABAérgica puede controlar la
actividad de las OPCs, y de este modo actuar sobre la oligodendrogénesis y la
mielinizacion. Existen evidencias que apoyan esta idea como son, la alta frecuencia de
los eventos esponténeos en las sinapsis GABAérgica en las OPCs corticales, durante
la segunda semana postnatal (Vélez-Fort et al., 2010), momento en el que la
produccion de oligodendrocitos premielinizantes alcanza un pico maximo (Baracskay et
al., 2002).

Estudios recientes sugieren que la sefalizacion GABAérgica regula la proliferacién y la
diferenciacion in vivo de las OPCs NG2* en la sustancia blanca cerebelar (Zonouzi et
al., 2015). En un modelo de leucomalacia inducida por hipoxia, los autores detectaron
gue esta manipulacién provoca una pérdida significativa de las sinapsis GABAEérgicas
en estas células, a la vez que aumenta su proliferacién y disminuye su capacidad de
diferenciarse en OLs mielinizantes, provocando hipomielinizacion del sistema. Bajo
estas circunstancias hipomielinizantes, animales tratados con drogas que aumentan la
disponibilidad de GABA en el espacio sinaptico, como la tiagabina (un inhibidor
selectivo de GAT-1, transportador de GABA) o la vigabatrina (un inhibidor de la
transaminasa de GABA), disminuyen de la proliferacion de las células NG2*, y
aumentan el nimero de oligodendrocitos mielinizantes, lo cual revierte los efectos
producidos por la hipoxia. Esto indica la posibilidad de desarrollar terapias que
promuevan la repoblacion y maduracion de OLs mielinizantes en zonas cerebrales

dafiadas manipulando la sefalizacion GABAérgica neurona-oligodendrocito.

Zonouzi y colaboradores (2015) interpretaron que un desajuste en la sefializacion
GABAérgica entre las interneuronas de la sustancia blanca y las células NG2* lleva a la
hipomielinizacién observada, ya que previamente la literatura solo reportaba la
presencia de GAT-1 en las terminales axonicas y en los procesos de los astrocitos. Sin

embargo, abundando en este contexto, nuestro grupo (Fattorini et al., 2017) demostro
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que el transportador GAT-1 también se expresa tanto en oligodendrocitos inmaduros
como maduros. Esta informacién sugiere un control estricto de la concentracién de
GABA en el entorno de los OLs, indicando que el sistema GABAérgico podria incluir
otros componentes como la de su sintesis y recaptura (Angulo et al., 2008; Rowley et
al., 2012; Serrano-Regal et al., 2020).

Hamilton y cols. (2017), estudiando cultivos organotipicos de la corteza cerebral de
ratones, en los que los OLs Sox10* fueron marcados con proteina verde fluorescente
(GFP), encontraron que el GABA liberado de forma end6gena, reduce el nimero de
células del linaje oligodendroglial a través de la activacion de receptores GABAAa. Esto
estuvo correlacionado con un aumento de la distancia internodal en las vainas de
mielina, lo cual resulta interesante, porque este pardmetro se asumia que solo
dependia del diametro de los axones (Rushton, 1951) o que era una propiedad
intrinseca de los oligodendrocitos mielinizantes (Bechler et al., 2015); el estudio de
Hamilton y cols. (2017), indica que esta importante propiedad en la funciéon neuronal es

también regulada a través de la sefializacion GABAérgica axon-OL.

La terapia con neuroesteroides es otro enfoque farmacolégico para modular la actividad
de GABAAR en el sistema nervioso, ya que actian como moduladores alostéricos de
estos receptores en el rango de concentracion nanomolar (Lambert et al., 2009). De
hecho, la progestina alopregnanolona (ALLO) aumenta la produccién de proteina
basica de mielina (MBP) en cortes organotipicos de cerebelo derivados de rata, un
efecto que parece requerir de la activacion de GABAaRSs (Ghoumari et al., 2003). Los
efectos de los neuroesteroides son de especial interés en el desarrollo posnatal, ya que
pueden ayudar a mitigar los trastornos del neurodesarrollo asociados con el parto
prematuro (Shaw et al., 2019). ALLO, que se sintetiza principalmente en la placenta,
tiene un papel importante durante el desarrollo del sistema nervioso. En los recién
nacidos prematuros, la concentracion de ALLO disminuye abruptamente y esta
disminucién se asocia con hipomielinizacion (Shaw et al., 2015). En este contexto, la
administracion experimental del analogo de ALLO, ganaxolona, como terapia de
reemplazo en cobayos recién nacidos prematuramente muestra efectos positivos sobre

la mielinizacion, a través de su interaccion con los GABAAR. Esto indica que, el
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reemplazo de neuroesteroides podria ser una buena opcion terapéutica para mejorar la

mielinizacién en esta condicion (Shaw et al., 2019).

Un ejemplo més de como la potenciacion de la sefalizacion GABAérgica podria tener
efectos en la mielinizacion esta representado por resultados de experimentos también
realizados en nuestro grupo (Cisneros-Mejorado et al., 2020). Utilizando un modelo de
desmielinizacion y evaluando longitudinalmente la microestructura de tractos nerviosos
por resonancia magnética, fue mostrado que el N-butil-B-carbolina-3-carboxilato (-
CCB), un farmaco selectivo que activa preferentemente los GABAAR oligodendrogliales
(Arellano et al., 2016), promueve la remielinizacion del pedunculo caudal del cerebelo

de rata al cual le fue inducida desmielinizacion por inyeccion focal de bromuro de etidio.

Toda esta informacion plantea la necesidad de un sistema de sefializacion GABAérgico
gue es mantenido durante el reconocimiento entre los axones y los OLs, y de hecho,
Arellano y colaboradores (2016) demostraron que la expresion de los receptores
GABAAa, en la membrana de los OLs, depende de su interaccidén con los axones, ya que
el aislamiento de los OLs y la pérdida de contacto con los axones provoca que la
expresion funcional de los receptores sea regulada a la baja (Fig. 6). En este estudio
también es demostrado que los receptores GABAAa oligodendrogliales tienen
caracteristicas funcionales y farmacolédgicas que los distinguen de los expresados
mayoritariamente en neuronas, y en astrocitos (Arellano et al., 2016); esta identidad

especifica es una oportunidad para lograr el control dirigido de la sefalizacion axon-OL.
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Figura 6. La expresion de los GABAAR en oligodendrocitos (in vitro) depende de su contacto con
las neuronas. En el esquema se ilustra como la expresion de los receptores GABAa en los OLs depende
del contacto con las neuronas, ya que cuando los OLs estan aislados su respuesta electrofisiologica a
GABA se pierde progresivamente (lineas de color rojo). Sin embargo, al poner en co-cultivo a estas

células con neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) la respuesta a GABA se mantienen en los OLs.

(Modificado de Arellano et al., 2016).

Todos estos hallazgos sugieren que la sefializacion mediada por GABAAR regula los
procesos de mielinizaciéon y remielinizacion en los OLs, ya sea de manera directa o

indirecta.

2.5 Receptores GABA de tipo A (GABAAR)

El aminoacido GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC de
vertebrados. No se limita al SNC ya que el GABA y sus receptores también se
expresan en el SNP y en sistemas no neuronales como las glandulas suprarrenales, los
rifones, el higado, el pancreas, el estbmago y el intestino, los ovarios y el utero, en el
esperma y tejidos de la vejiga urinaria (Erdd, 1992), asi como en el sistema inmunitario
(Bhat et al., 2010). El GABA se puede sintetizar a través de dos vias diferentes. Por un

lado, como demostraron por primera vez (Roberts & Frankel, 1950), se sintetiza por
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descarboxilacion del glutamato (Glu) por la enzima acido glutdmico descarboxilasa
(GAD). Existen dos isoformas de la GAD con diferente peso molecular, la GAD65 y la
GADG67, que tienen también diferentes propiedades cataliticas, cinéticas y de
localizacion subcelular (Kaufman et al., 1991). Por otro lado, el GABA se puede
producir a partir de la putrescina a través de una ruta alternativa que no involucra al
acido glutamico como intermediario (Seiler et al., 1973). En este caso, al menos en las
células gliales, la putrescina primero se acetila a monoacetil putrescina y luego se
degrada a GABA por la enzima monoamino oxidasa B (MAOB) (Angulo et al., 2008;
Yoon et al., 2014).

La degradacion de GABA ocurre a través de la GABA-transaminasa (GABA-T), que es
una enzima dependiente de fosfato de piridoxal que convierte al GABA en
semialdehido succinico (SSA) por transaminacion con los co-sustratos glutamato y
acido a-cetoglutarico (a-KG). En consecuencia, la SSA es oxidada por la SSA
deshidrogenasa (SSADH) a succinato, un intermediario del ciclo del acido tricarboxilico
(TCA) (Angulo et al., 2008; Rowley et al., 2012). La GABA-T es inhibida
especificamente por vigabatrina, un farmaco antiepiléptico clinicamente activo (Golec et
al., 2021; James Willmore et al., 2009; Wheless et al., 2007; Williams & French, 1999).

Los receptores GABAa (GABAAR) son canales idnicos integrales de membrana
permeables a los aniones CI~ y HCO3~, que median la principal forma de
neurotransmision inhibitoria rapida en el SNC (Doyon et al., 2016; Olsen & Sieghart,
2008). Pertenecen a la superfamilia de canales-receptores activados por ligando, junto
con los receptores nicotinicos a acetilcolina, el receptor de glicina, los receptores a
serotonina 5-HT3, y los canales i6nicos activados por Zn?*; los cuales presentan un asa
Cys en su dominio extracelular (Hevers & Luddens, 1998).

Los GABAAR estan formados por cinco subunidades proteicas, que atraviesan la
membrana celular, y se disponen de manera concéntrica rodeando el poro conductor.
Desde una vista perpendicular al plano de la membrana, el receptor es un cilindro de
aproximadamente 80 A de diametro y 110 A de largo, aproximadamente 65 A protruyen

de la membrana en el lado extracelular. Desde este dominio y visto en el plano de la
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membrana, este tiene la apariencia de un toroide y en él se encuentran varios sitios de

unioén para agonistas y varias moléculas moduladoras (Fig. 7A).

Cada subunidad tiene un extremo amino extracelular, hidrofilico y largo, seguido de
cuatro a-hélices transmembranales (TM1-TM4) que estan conectados por asas. El asa
entre los dominios TM3 y TM4 es mas largo que los demas y se ubica en el lado
citosélico y presenta sitios de fosforilacion, por su parte el extremo carboxilo se ubica

extracelularmente y es relativamente corto. Los cinco dominios TM2 forman la pared

del poro del canal (Olsen & Sieghart, 2008) (Fig. 7A'y 8A).
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Figura 7. Receptor-canal GABAA.. (A) En el esquema se ilustra la estructura pentamérica de los
receptores GABAa. Ademas se indica los sitios de unidon a GABA y a benzodiacepina (BZDs). También
aparece representada la estructura de una subunidad de este receptor. El recuadro sefiala el lazo
intracelular existente entre los segmentos transmembranales (TM) 3 y 4. (B) Esquema que muestra a la
familia de genes codificantes y a que cromosoma pertenece cada una de las subunidades GABAAa; en el
caso de la familia de las subunidades B, recientemente se agregé la 4 (Sieghart & Savi¢, 2018).
(Modificado de Sigel & Steinmann, 2012; Tretter et al., 2012).
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En vertebrados se conocen 20 genes que codifican para distintas subunidades: 6 a (a1-
a6), 4 B (B1- B4), 3y (y1-y3), 3 p (p1- p3), y un gen para cada una de las subunidades
0, €, B8 y 1 (Sieghart & Savic, 2018) (Fig. 7B). Esta diversidad predice una gama amplia
de combinaciones de subunidades tanto homomeéricas como heteroméricas con
ubicaciones especificas en el SNC, y con funciones y caracteristicas distintivas (Krall et
al., 2014; Vogt, 2015). El perfil de las subunidades que forman a los GABAARs depende
de varios factores, incluidos la regién del cerebro, el tipo celular, la etapa de desarrollo
del individuo, y las condiciones fisiolégicas o fisiopatoldgicas (Levitan et al., 1988;
Seeburg et al., 1990; Waldvogel & Faull, 2015).

Los GABAAR se ensamblan en el reticulo endoplasmico (RE), en un proceso regulado
por proteinas chaperonas clasicas. La degradacion por ubiquitinacion de subunidades
homomeéricas no ensambladas, también ocurre en este organelo (Bedford et al., 2001),
y en las neuronas su regulacion estd modulada por la actividad a la que esta sometida
la célula (Saliba et al., 2007). Después de su ensamblaje en el reticulo, los GABAAR
son dirigidos al aparato de Golgi y distribuidos en vesiculas para su transporte e
insercion en la membrana plasmética. Este proceso es promovido por una variedad de
proteinas asociadas a los GABAAR. En las neuronas, los GABAAR experimentan
endocitosis extensa dependiente de clatrina (Kittler et al., 2000). Una vez endocitados,
la mayoria de ellos se reciclan de nuevo en corto tiempo a la membrana plasméatica
(Jacob et al., 2008).

Los GABAAR estan distribuidos de manera ubicua en el SNC, sefialando su importante
participacion en el procesamiento de la informacion. Existen varias drogas psicoactivas
gue ejercen sus efectos moduladores uniéndose a diversos sitios sobre este tipo de
receptores. De este modo, son de amplio uso en el tratamiento de enfermedades
psiquiatricas tales como la ansiedad, trastorno bipolar, el alcoholismo, el insomnio, el
panico, y varias mas (Hevers & Liddens, 1998). Entre estas drogas terapéuticas se
encuentran las benzodiacepinas (BZDs), los neuroesteroides, los barbituricos y

cationes de interés fisiolégico como el Zn?*,
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Las evidencias indican que, de manera regular, los receptores heteromeéricos, ya sean
recombinantes o nativos, en su estequiometria pueden estar conformados por dos
subunidades a, dos B y una y (Araujo et al., 1999; Benke et al., 2004; Sarto-Jackson &
Sieghart, 2008a; Verdoorn, 1994). Algunos de los sitios de unidn para estas sustancias
se han estudiado en GABAAR de diferentes composiciones y varios de los hallazgos
han sido confirmados estructuralmente mediante estudios de cristalografia (P. S. Miller
& Aricescu, 2014). Cada una de las subunidades tiene un extremo positivo (+) y otro
negativo (-) (Fig. 8B). Son dos los sitios de unién a GABA y se encuentran conformados
entre las interfases extracelulares de las subunidades a-/3+ vecinas en el pentamero,
también se ha demostrado que las BZDs se unen a un sitio especifico, homologo a los
de GABA que se encuentra en la interfase extracelular de las subunidades a+/y- (Fig
8B y 8C). Las interfases que no conforman los sitios clasicos de reconocimiento para
estos agonistas, también presentan sitios de union homélogos y se han propuesto
como nuevos blancos moleculares del receptor que podria aumentar su potencial

farmacoldgico (Sieghart et al., 2012).
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Figura 8. Sitios de union a GABA y BZDs en el GABAaR. (A) Modelo in silico 3D que ilustra la
estructura pentamérica de los receptores GABAa donde se indican en colores las subunidades que lo
componen: verde (a), azul (8) y amarillo (y). (B) Se muestran un esquema (en vista superior) de la

polaridad de las subunidades que componen al receptor y la ubicacién de los sitios de unién a GABA
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(cuadros negros) y a BZD (circulo negro). Ademas se observa una vista superior, extracelular de (A) y
se sefialan los sitios de unién a GABA y a benzodiacepina (BZD). (C) Modelo in silico 3D, en vista lateral
del unién a BZD ocupado. La cavidad el sitio se representa como una superficie en la vecindad de las
subunidades a y y. (Modificado de Kim & Hibbs, 2021; Sigel & Steinmann, 2012; Taliani et al., 2009).

Es claro que las propiedades de los sitios de union dependen del tipo de subunidades
gue participan en él, las diferentes combinaciones posibles entre las 20 subunidades
conocidas resultan en varios cientos de receptores diferentes (Olsen & Sieghart, 2008),
pero muchas de estas combinaciones no son funcionales; las reglas que determinan la
combinatoria molecular permanecen desconocidas. Actualmente se han confirmado 11
subtipos del receptor expresados fisiolégicamente, entre los que las combinaciones
aBy2, apod, y los homdémeros de p son las principales. También se han identificado 6
subtipos probables del receptor, entre los que sobresalen los conformados por
subunidades af y los que contienen dos subunidades a distintas, particularmente la a1
y a6 asociadas con 3d o By (Olsen & Sieghart, 2008).

La composicion del receptor en los OLs permanece desconocida, y hasta hace algunos
afos existian controversias en aspectos importantes de su farmacologia y otras
caracteristicas funcionales basicas que dependen de la estequiometria del pentamero.
Sin embargo, el principal GABAaR oligodendroglial tiene una composicion Unica, y
representa un nuevo receptor a GABA tipo A, especifico de este linaje (Arellano et al.,
2016).

2.6 Moduladores alostéricos de los Receptores GABAAa

Los GABAAaRSs tienen una complejidad estructural alta y presentan una gran cantidad de
sitios reguladores a diferentes drogas. Han sido identificados cientos de compuestos de
diferentes caracteristicas quimicas que lo modulan, activan o lo inhiben. La mayoria de

estas sustancias interactian con mas de un sitio de unién en los GABAaR.

La identificacion de los sitios de union para estas drogas ha sido posible mediante el

uso de técnicas como la mutagénesis, la sustitucién de cisteinas, la cristalografia de
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rayos X, el modelaje molecular, el fotomarcaje y el acoplamiento molecular (Sieghatrt,
2014). La existencia de todos ellos en un mismo receptor tiene como consecuencia una
elevada complejidad farmacoldgica y funcional, ya que varias de las sustancias
moduladoras son enddgenas. Ademas, es de gran importancia determinar su ubicacion
en el receptor ya que, esto puede acelerar el disefio y uso de drogas selectivas con uso
terapéutico.

Pero antes de entrar en el analisis de algunas de las drogas que tienen como blanco a
los GABAARS, fundamentalmente de aquellas que se emplean en este trabajo,

debemos definir qué es un modulador alostérico.

A las sustancias que, al unirse al receptor, cambian su conformacion y operan su
apertura, se les denomina sustancias agonistas. El sitio al que se une el agonista se le
denomina ortostérico, a los demas sitios de union se les denomina alostéricos. En
contraste, se les llama sustancias antagonistas, a aquellas que, al unirse al receptor,
impiden que el agonista active al canal por lo que la respuesta es inhibida. Estos
efectos pueden ser mediados tanto por la unién del antagonista al sitio ortostérico como

por la union a sitios alostéricos.

Los moduladores alostéricos regulan el efecto del agonista al unirse a un sitio alostérico
sobre el receptor. La unién de un modulador alostérico al GABAAR, en ausencia de un
agonista, no afecta la actividad del canal. Si el efecto del modulador alostérico sobre la
actividad del receptor es incrementado, a este se le denomina modulador alostérico
positivo (PAM), mientras que un modulador alostérico negativo (NAM) la disminuye
(Monod et al., 1965). Ademas, existen los llamados agonistas inversos, que en el caso
especifico del sitio a BZDs, son sustancias que se unen a este sitio, pero a diferencia
de las BZDs inducen una respuesta farmacolégica opuesta inhibiendo la actividad del
GABA=R, el ejemplo clasico de esta accion son varias 3-carbolinas actuando sobre el

receptor neuronal (Lees et al., 2004).

El sitio ortostérico de GABA fue descrito a través de uso de mutaciones sitio
especificas y el empleo de varios ligandos de este receptor (Smith & Olsen, 1995).
Teniendo en cuenta que la mayoria de los GABAARSs contienen dos subunidades a y

dos (3, asi como la ubicacién del sitio de union a GABA, hoy se sabe que existen dos
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sitios de unidon de esta molécula en el receptor. Sin embargo, (Karim et al., 2013)
sugieren que receptores que contienen una subunidad & presentan un tercer sitio de
unién a GABA, ya que la combinaciéon a43183 presenta afinidad a GABA tanto en el

rango micromolar como nanomolar.

Un sitio que ha sido muy bien caracterizado en este tipo de receptores es el de union a
moduladores alostéricos positivos del tipo de las benzodiacepinas (BZDs), el cual se
ubica en la vecindad de las subunidades a y y. Las BZDs, comenzaron a ser usadas
clinicamente en los afios 60 del siglo pasado debido a sus importantes propiedades
ansioliticas, sedativas, anticonvulsivas y de relajacién muscular, a tal punto que
rapidamente se han convertido en las drogas de mayor uso psicoterapéutico (Sieghart,
2014). Entre estas sustancias se encuentra el diazepam, la benzodiacepina clasica,
gue actla como agonista sobre el sitio de BZDs provocando un potente efecto
alostérico potenciador de la respuesta a GABA de este tipo de receptores. En el
receptor neuronal a1B2y2 a bajas concentraciones de GABA, el diazepam produce una
potenciacion bifasica de la respuesta del receptor, con diferentes componentes una en
el rango nanomolar y otra en el micromolar de concentracion, lo cual indico la
existencia de dos sitios diferentes para este modulador, el sitio de alta afinidad

corresponde al sitio clasico de union a las BZDs (Walters et al., 2000).

Existen diferentes drogas que ejercen sus efectos a través de la union al sitio de BZDs,
tal es el caso del indiplon. Esta sustancia es una pirazolopirimidina y actia como
modulador alostérico positivo de GABAARS al unirse al sitio de BZDs, cuando el
receptor contiene la subunidad y2 (Petroski et al., 2006). Las 3-carbolinas son otro
grupo de sustancias moduladoras, en este caso han sido descritas como agonistas
inversos sobre el sitio de BZDs del receptor neuronal. Estas sustancias tienen
propiedades ansiogénicas y proconvulsivas entre estas encontramos a la butil--
carbolina-3-carboxilato (B-CCB), que ha sido propuesta como un modulador endégeno
(Pefa et al., 1986; Rigo et al., 1994).

Los GABAaRs también son sensibles a algunos iones, particularmente a cationes
divalentes como el Zn?*. Este metal de transicion se encuentra en el sistema nervioso

concentrado en determinadas neuronas y se piensa que esta involucrado en la
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modulacion de la sensibilidad de los receptores a GABA y a glutamato (Frederickson &
Bush, 2001). Los iones de Zn?* inhiben a los receptores GABA de tipo A, a través de dos
mecanismos, el bloqueo del canal, y mecanismos alostéricos que son dependiente de
la composicion estequiométrica del receptor. Cuando esta presente una subunidad y la
sensibilidad a este cation es menor que cuando esta ausente. Se sabe que la inhibicion
por Zn?* es mediada por la unién a tres sitios diferentes en el receptor, uno ubicado
dentro del canal i6nico del receptor y los otros dos estan en la cara externa del receptor
en la interfase de las subunidades a y 3. De modo particular, la nula o baja sensibilidad
a Zn°* que presentan los receptores en cuya estructura tienen la subunidad y se debe a
que estas subunidades alteran dos de los tres sitios de unién de Zn?* (Hosie et al.,
2003).

2.7 Estructuray Funcion de los Receptores GABAAa

La identidad molecular de cada receptor a GABA determina sus propiedades
funcionales y farmacoldgicas, por ejemplo, la combinacion de subunidades define el
efecto que tienen sobre él los moduladores alostéricos tales como las BZDs, los
barbitaricos, los esteroides, y los cationes polivalentes, asi como algunas sustancias
pro-convulsivantes como la bicuculina, las p-carbolinas, y el etanol. Sin embargo, la
combinacion especifica también define los parametros que identifican a cada receptor
tales como las cinéticas de apertura y su desensibilizacion, asi como su sensibilidad al
GABA.

A través de estudios en los que se emplean diferentes técnicas de inmunotincién, en
rebanadas de cerebro (Klausberger et al., 2002; Pirker et al., 2000), los resultados de
experimentos de co-inmunoprecipitacion (Poltl et al., 2003) y evidencias farmacoldgicas
se sabe que la combinacion de subunidades que presenta el principal receptor de
GABA neuronal es la a1B2y2. En el caso de los astrocitos, donde hasta ahora los
GABAARSs tampoco estan por completo definidos molecularmente, Whiting y
colaboradores (2000) encontraron evidencias que indican que su principal GABAAR

tiene la combinacién de subunidades, a2B1y1, y estos son potenciados por la -
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carbolina llamada acido carboxilico metil éster 4-etil-6,7-dimetoxi-9H-pirido[3,4- b]indol-
3 (DMCM).

Existen al menos cuatro trabajos previos sobre las caracteristicas del GABAAR en
diferentes preparaciones de OPCs en condiciones in vitro. En el primero, von
Blankenfeld y colaboradores (1991) sefialan algunas de las diferencias entre estos
receptores y los observados en neuronas y astrocitos, principalmente por el efecto de la
-carbolina DMCM un agonista inverso en neuronas, pero que en astrocitos potencia la
respuesta, mientras que en OLs de cerebro de ratones (E14-E16) la inhibe. Otra
diferencia con el neuronal radica en las propiedades de unién del GABA, al ser su
pendiente de Hill menos pronunciada. En este estudio se establece que los receptores
presentan sensibilidad a BZD potenciando su respuesta que llevo a sugerir a los

autores la participacion de la subunidad y2.

En un segundo estudio, (Williamson et al., 1998) fue reportado que en las OPCs de
cerebro de rata (P1-P2) los receptores son insensibles a BZDs y a DMCM, y que el
ECso para GABA es de 100 puM. Ademas, en un analisis de la expresion de secuencias
por RT-PCR se mostro la amplificacion de los mensajeros que codifican para las

subunidades a2-5, y2-3, pero no de a1, a6 y d.

Un tercer estudio fue el realizado por Bronstein y colaboradores (1998) en células
CIMO que son una linea celular inmortalizada del linaje oligodendroglial. Estas
expresan GABAAR insensibles a diazepam, y son bloqueados por Zn?*. La
determinacién de las subunidades GABA expresadas por PCR muestra la amplificacién
de a2, o4, 1y 6. Las subunidades a (1, 3, 5y 6) asi como las y (1-3) no fueron

detectadas.

Por ultimo, un trabajo electrofisiologico realizado recientemente por Arellano y
colaboradores (2016) en cultivos primarios de OLs del nervio 6ptico P11, y
prosencéfalo en PO, de rata, demuestran la participacion de 2 6 B3 pero no de las
subunidades y2 y &, puesto que las drogas THIP (agonista sobre receptores que
contienen la subunidad d) e indiplon (agonista del sitio de benzodiacepinas) no tuvieron
los efectos esperados, mientras que el Zn?* constituyé un potente inhibidor, indicando

claramente la ausencia de la subunidad y2.
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Sin embargo, la expresién de subunidades y fue evidenciado por el hecho de que
diazepam, una BZD clasica, provocé potenciacion de la respuesta, por lo que la
participacion de subunidades y1 6 y3 son necesarias, esto también esta reforzado por
la observacion de que las B-carbolinas ejercen efectos moduladores sobre el receptor

oligodendroglial.

Finalmente, debido a que se confirmo la baja afinidad del sitio a GABA, se sugiere que
la subunidad a3 podria estar involucrada en su conformacion (Gingrich et al., 1995;
Hartiadi et al., 2016; Karim et al., 2013). Esta distribucién de subunidades también se
ve apoyada por diversos estudios que muestran la expresion de las mismas en el linaje
oligodendroglial, con una abundancia relativamente alta de las subunidades a2 y a3, 32
y B3, asi como y1y y3 (Cahoy et al., 2008; Larson et al., 2016; Ordaz et al., 2021).

El conocimiento relacionado con la identidad molecular de los receptores GABAAa
expresados en los OLs es una pieza fundamental para lograr su control especifico, y
con ello avanzar en la determinacién de sus funciones en la comunicacién neurona-OL,
asi como su posible uso como herramienta terapéutica en el tratamiento de

enfermedades que atacan a la sustancia blanca en el SNC.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El descubrimiento y estudio de las moléculas que modulan la comunicacion entre los
oligodendrocitos y las neuronas, es esencial para entender el funcionamiento del SNC.
En esta comunicacion la sefializacion GABAérgica juega un papel fundamental, y es
por eso que la caracterizacion de sustancias que modulen los receptores a GABA que
se expresan en la membrana de los oligodendrocitos constituye una herramienta
farmacoldgica de mucha utilidad. Las 3-carbolinas son un grupo sustancias endégenas
gue actian sobre la respuesta a GABA de sus receptores de tipo A. El estudio de los
efectos de estas sustancias en dichos receptores ionotropicos permitiria encontrar
moléculas dentro de esta familia, que regulen especificamente a los receptores
expresados en la membrana de las células del linaje oligodendroglial. Los estudios mas
detallados sobre las caracteristicas farmacolégicas del receptor GABAAa
oligodendroglial, fueron realizados en preparaciones de OLs aislados del nervio 6ptico
de rata, y mas recientemente utilizando un modelo de expresién heteréloga de las
subunidades clonadas de los OLs, en ovocitos de Xenopus laevis. Es por ello
necesario, que lo descrito hasta ahora, pueda ser confirmado utilizando preparaciones
in situ, y analizando la participacion de las subunidades propuestas de manera directa,
ya sea que se pueda influir sobre su expresion de manera especifica o afectando su
funcion utilizando moduladores especificos. Para lograr esto, se requiere de confirmar
directamente la composicion del receptor oligodendroglial, al mismo tiempo que se
estudien las consecuencias del silenciamiento de las subunidades que lo conforman.
Esta informacion, permitira avanzar en el analisis de la participacion del receptor

GABAAa en el proceso de mielinizacion y sus mecanismos.

Tomando en cuenta lo anterior, se plantearon las siguientes preguntas de
investigacion: ¢ Cual es el sitio de union para la B-carbolina 3-CCB en el GABAAR
oligodendroglial? ¢ Qué efecto tienen diferentes 3-carbolinas sobre la respuesta a
GABA en oligodendrocitos y neuronas? ¢ Cudl es la identidad molecular del principal
receptor GABAA que se expresa en los oligodendrocitos? ¢ Qué funciones tiene este

receptor a GABA en el linaje oligodendroglial?



4. HIPOTESIS

El principal receptor GABAAa expresado en el linaje oligodendroglial es modulado
diferencialmente por las B-carbolinas y contiene a las subunidades a3B2y1. Su
expresion y funcion son requeridos para el proceso de diferenciacion hacia

oligodendrocitos mielinizantes.
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5. OBJETIVOS GENERALES

Analizar el sitio de unién de B-CCB y el efecto de diferentes B-carbolinas sobre

la respuesta a GABA en oligodendrocitos y neuronas.

Determinar los cambios provocados por el silenciamiento de las subunidades a3
y y1 del receptor GABAA oligodendroglial en la expresion y las caracteristicas
farmaco-funcionales de la respuesta a GABA en OPCs en cultivo, y sobre su

proceso de diferenciacion hacia oligodendrocitos maduros.



VI.

VII.

VIIIL.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir la participacion de los sitios de unién a BZDs en los efectos de la 3-CCB

sobre el GABAAR oligodendroglial endogeno.

Analizar el efecto de varias B-carbolinas sobre la respuesta a GABA de

oligodendrocitos y neuronas.

Caracterizar por inmunocitoquimica y electrofisiologia a las OPCs aisladas en

cultivo primario.

Confirmar la expresién de las subunidades GABAAR propuestas en las OPCs

por medio de biologia molecular e inmunocitoquimica.

Silenciar la expresion de las subunidades GABAAR propuestas con el uso de
siRNAs especificos y evaluar su efecto sobre las caracteristicas de la respuesta

a GABA oligodendroglial.

Estudiar la expresion de las proteinas de andamiaje sinaptico colibistina y

gefirina en las OPCs y su interaccion con subunidades GABAAR.

Evaluar el efecto del silenciamiento especifico de las subunidades GABAAR

propuestas en la diferenciacién del linaje oligodendroglial.

Medir la presencia de GABA en medios de cultivo condicionados de

oligodendrocitos.
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7. MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos, el manejo de los animales y la disposicion de residuos
biologicos se llevaron a cabo de acuerdo con el Manual de Usuarios del Bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, campus
Juriquilla, aprobado por su Comité de Bioética; el cual esta basado en la “Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999: Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado
y uso de los animales de laboratorio”, y en la “Guia para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio”. También fueron seguidas las recomendaciones de la guia

internacional ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments).

7.1 Cultivos primarios de OPCs y neuronas corticales de ratas neonatas

Los cultivos celulares son de gran utilidad en la investigacion basica. Cuando las
células son extraidas de un tejido fresco, y son cultivadas en el sustrato y con los
medios de cultivo adecuados para mantener sus propiedades basicas, a éste se le
denomina cultivo primario de células. De forma general se requieren cuatro pasos para
su obtencion: (1) la extraccion del tejido de interés, (2) la diseccion del tejido, (3) su

disgregacion y (4) la siembra de las células en un recipiente de cultivo idéneo.

Las OPCs fueron aislados de cultivos primarios mixtos de células gliales. Estos fueron
obtenidos a partir de la corteza cerebral de crias de ratas Sprague-Dawley (SD) de 0 a
2 dias postnatales (Po-P2) (Sanchez-Gomez et al., 2018). Para cada cultivo los
animales fueron usados independientemente de su sexo y decapitados con material
quirdrgico estéril. Los cerebros se extrajeron y colocaron en placas de Petri (35 mm de
didmetro) en las que previamente fueron afiadidos 2 mL de medio HBSS (Hank’s
balanced salt solution, Gibco) sin Ca?*y sin Mg?*, a 37°C. Las cortezas cerebrales
fueron disecadas y disgregadas utilizando enzimas y medios mecanicos. Para la
disgregacion enzimatica las cortezas fueron incubadas (15 min, 37°C) en medio HBSS
gue contenia tripsina (0.25%) y desoxirribonucleasa (DNAsa, 0.004%) (ambo de
Sigma-Aldrich). La reaccion enzimatica se detuvo al afiadir medio IMDM (/scove’s
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modified Dulbecco’s medium, Gibco) suplementado con 10% de suero bovino fetal
(FBS, Hyclone) y la suspension de células se centrifugd durante 5 min a 1000 rpm. El
sobrenadante fue descartado y el concentrado de células fue suspendido en 1 mL del
medio antes mencionado. Esta suspension celular fue disgregada mecanicamente
haciéndola pasar por agujas hipodérmicas de diferente calibre, primero de calibre 21G
y después 23G. La preparacion fue centrifugada nuevamente, y el sobrenadante fue
descartado. La pastilla de células fue resuspendida con medio IMDM + 10% FBS. Las
células fueron sembradas en frascos de cultivo de 75 cm? previamente tratados con
Poli-D-Lysina (PDL) con medio IMDM + 10% FBS y se mantuvieron a 37°C y 5% de
CO:2 en una incubadora humidificada. EI medio de cultivo fue renovado cada tres dias.
Después de 7-10 dias en cultivo, se inicio el aislamiento de las OPCs. Primero, los
frascos de cultivo fueron agitados con ayuda de un agitador orbital (400 rpm, 1 h, a
37°C) para eliminar la microglia presente. Después, las OPCs que permanecen en el
frasco de cultivo sobre una monocapa de astrocitos, fueron despegadas, nuevamente
mediante la agitacion de los frascos (400 rpm, 2 h, a 37°C). La suspensién de células
obtenida se filtr6 a través de una membrana de 10 um de didmetro de poro y se incubé
en placas de Petri (100 mm de diametro) por 30 min a 37°C y 5% de COz, lo que
permite que la microglia se adhiera firmemente a la superficie de la placa y las OPCs
permanezcan principalmente en la suspension. Esta suspensiéon enriquecida con las
OPCs se colecto y se filtr6 a través de una membrana plastica de 10 um diametro del
poro. Por ultimo, se estimé el nimero total de células en la suspensién con la ayuda de
una camara de Neubauer, en la que se aplicaron 10 pL de suspension de células
tefiidas con azul de tripano (Sigma-Aldrich). El resto de la suspension celular fue
centrifugada a 1000 rpm durante 10 min y el precipitado fue resuspendido en medio de
cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco) (con glucosa 4.5 g/L y
piruvato de sodio 0.11 g/L) libre de suero.

Las OPCs aisladas fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio de 12 mm de
didmetro tratados con PDL y colocados en placas de 24 pocillos. Las células fueron
sembradas a diferentes densidades en funcion del experimento a realizar, entre 15000
y 100000 células por pocillo y se mantuvieron en una incubadora humidificada, a 37°C

y 5% de CO2 hasta su uso. El medio de cultivo utilizado fue descrito para células de la
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estirpe oligodendroglial suplementado para expandir el nimero de células y prevenir su

diferenciacion con medio denominado medio de proliferacion (MP; Tabla 1) (Barres et
al., 1992; Behar et al., 1988; Y. Chen et al., 2007; Dugas & Emery, 2013; Zhu et al.,

2014), que contenia los factores mitogénicos: 5 ng/mL PDGF-AA (platelet derived

growth factor-AA, Gibco) y 5 ng/mL bFGF (basic fibroblast growth factor, Gibco). O
dependiendo del experimento, las células fueron incubadas en medio suplementado

con factores que favorecen la supervivencia y la maduracion de los oligodendrocitos, a

este medio se le denominé de diferenciacion (MD, Tabla 1 (Barres et al., 1992; Behar et
al., 1988; Chen et al., 2007; Martel-Gallegos et al., 2020; Zhu et al., 2014).

Tabla 1. Composicion de los medios de proliferacion (MP) y de diferenciacion (MD) de

OPCs. La presencia del reactivo en el medio se indica con la letra X.

Reactivo Concentracion Casa Comercial MP  MD
DMEM Medio base Gibco X X
Insulina 5 pg/mL Sigma-Aldrich X X
Penicilina/estreptomicina 100 U/mL Gibco X X
Albumina de suero bovino (BSA) 100 pg/mL Sigma-Aldrich X X
N-acetil-cisteina 63 pg/mL Sigma-Aldrich X X
L-glutamina 2mM Sigma-Aldrich X X
Transferrina 100 pg/mL Sigma-Aldrich X X
Progesterona 62.5 ng/mL Sigma-Aldrich X X
Selenito de sodio 40 ng/mL Sigma-Aldrich X X
Putrescina 16 pyg/mL Sigma-Aldrich X X
Triyodotironina (T3) 30 ng/mL Sigma-Aldrich X
Tiroxina (T4) 40 ng/mL Sigma-Aldrich X
Factor neurotréfico ciliar (CNTF) 10 ng/mL Peprotech X
Neurotrofina-3 (NT3) 1 ng/mL Peprotech X
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Factor de crecimiento basico para 5 ng/mL Gibco X
fibroblastos (bFGF)

Factor de crecimiento derivado de 5 ng/mL Gibco X
plaguetas-AA (PDGF-AA)

Para el cultivo primario de neuronas corticales se hicieron algunas modificaciones al
protocolo establecido previamente (Larm et al., 1996). En este, las cortezas cerebrales
de ratas de la cepa Wistar, de edad embrionaria E18, fueron disecadas y se disociaron
enziméticamente (con DNAsa al 0.25% y Tripsina al 0.4%) y mecéanicamente (haciendo
pasar la suspension de células por agujas hipodérmicas de diferente calibre primero
21G, después 23G y por ultimo 27G), después se procediod a su centrifugacion. Las
neuronas obtenidas se resuspendieron en medio Neurobasal (Gibco, Thermo Scientific)
suplementado con B27 (Gibco, Thermo Scientific) y 10% FBS (Gibco, Thermo
Scientific) y se sembraron sobre cubreobjetos de 12 mm de diametro, tratados con poli-
L-ornitina (30 ug/mL), puestos en placas de cultivo de 24 pocillos, a una densidad de
10° células/cubreobjeto. El medio se reemplazé por medio neurobasal complementado
con B27 sin suero (con antibiético-antimicético y glutamina 2 mM) 24 h después. Los

cultivos se mantuvieron a 37°C y 5% de COa.

7.2 Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica es un método de laboratorio que emplea la alta especificidad de
la reaccidén antigeno-anticuerpo para determinar la presencia de moléculas
(marcadores moleculares) expresadas en una muestra de células. En ésta, se utiliza un
anticuerpo primario (monoclonal o policlonal) que reconoce, con alta afinidad, al
marcador molecular de interés que se localiza en las células estudiadas. Esta reaccion
gueda revelada, al aplicar otro anticuerpo (anticuerpo secundario) que se caracteriza
por una alta afinidad por la region constante del anticuerpo primario y por estar

acoplado a una etiqueta fluorescente. Esta etiqueta fluorescente permite, con la ayuda
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de un microscopio de fluorescencia, observar la presencia de los marcadores

moleculares que se deseen explorar.

Para caracterizar los cultivos primarios de OPCs, verificar la expresion de las
subunidades del receptor GABAA., y explorar la expresion de las proteinas de
andamiaje, gefirina y colibistina, la técnica de inmunomarcaje fue realizada de la

siguiente manera:

Primero, las células se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS durante 30 min a
temperatura ambiente. Los cultivos fijados se permeabilizaron con Tween-20 al 0.1%,
se bloquearon con suero de cabra al 5% en PBS durante 30 min y se incubaron
durante la noche a 4°C con los anticuerpos primarios (Tabla 2) diluidos en PBS que
contenia suero de cabra al 5% y Tween-20 al 0.1%.

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de inmunocitoquimica.

Anticuerpo Dilucién de trabajo Casa Comercial Hospedero # de Catalogo
anti-GABAAG2 1:100 Alomone Labs conejo AGA002
anti-GABAaa3 1:100 Alomone Labs conejo AGAO003
anti-GABAAB2 1:100 Abcam conejo ab186875
anti-GABAay 1 1:100 Alomone Labs conejo AGAO016
anti-GABAay2 1:100 Alomone Labs conejo AGAO005
anti-O4 10 pg/mL Millipore ratén MAB345
anti-PDGFRa 1:200 Santa Cruz raton Sc-398206
anti-NG2 1:300 Millipore conejo AB5320
anti-Olig2 1:500 Millipore conejo AB9610
anti-MBP 1:1000 Covance raton SMI-99P
anti-GFAP 1:200 Santa Cruz raton sc-33673
anti-Gefirina 1:500 Synaptic Systems raton 147011
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anti-Colibistina 1:500 Synaptic Systems conejo 261003

Las células fueron lavadas e incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario (Tabla 3). Después de cinco lavados con PBS, las muestras se
tineron con diclorhidrato de 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI 14 mM, de Molecular
Probes; Eugene, OR, USA), este es un compuesto fluorescente que se une a regiones
de los acidos nucleicos ricas en adenina y timina. Es muy amplio su uso en
microscopia de fluorescencia ya que permite marcar a los nucleos celulares, debido a
la alta concentracion de acidos nucleicos que posee este organulo celular. Cuando se
une al DNA bicatenario, tiene su maximo de absorcion en A= 358 nm (ultravioleta) y su
maximo de emision en A= 461 nm (azul). Por lo tanto, los nucleos de las células
presentes en las preparaciones tratadas con DAPI, pueden ser visualizados en color

azul si se incide luz ultravioleta.

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados en los experimentos de inmunocitoquimica.

Anticuerpo Dilucién de trabajo Casa Comercial Hospedero # de Catélogo
IgG anti-raton FITC 1:200 Invitrogen cabra 81-6511

IgG anti-conejo Alexa Fluor 514 | 1:200 Invitrogen cabra A-31558

IgG anti-conejo Alexa Fluor 594 | 1:200 Abcam cabra ab150080

IgG anti-raton Alexa Fluor 647 1:200 Invitrogen cabra A-21235

La ausencia de interacciones inespecificas de anticuerpos secundarios fue verificada
en todos los casos omitiendo los anticuerpos primarios en muestras preparadas en
paralelo. Las muestras se montaron en Mowiol (Vector Laboratories; Burlingame, CA,

USA), y las preparaciones se visualizaron bajo los microscopios confocales, Zeiss LSM
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510 o Zeiss LSM 780, o bajo un microscopio de fluorescencia de corte 6ptico Apotome
Zeiss (Oberkochen, DE).

7.3 Silenciamiento con siRNAs

Los pequefios RNA interferentes (SiRNA) son un tipo de RNA con una longitud de 20 a
25 nucledtidos que presenta una alta especificidad por la secuencia de nucleétidos de
su RNA mensajero diana, de tal manera interfiere con la expresion del gen

correspondiente (Fig. 9).

Los siRNAs utilizados en este trabajo se adquirieron comercialmente (Dharmacon, Inc.;
Lafayette, CO, USA). Para a3 (siGENOME Rat Gabra3 (24947) siRNA-SMARTpool) y
y1 (siGENOME Rat Gabrg1 (140674) siRNA-SMARTpool), las secuencias objetivo
fueron NM_017069.3 y NM_080586.1, respectivamente.

Precursor Dicer

miRNA 3 ;E :

siRNA
sintético ~—

W@@W Incorporacién de RISC
RISC

WMW Identificacién del mRNA diana
UL (NN LLLLLLL)]

Degradacién del mRNA diana

Figura 9. Mecanismo general de silenciamiento de genes por siRNAs. Los pequefios RNA de

interferencia administrados exégenamente a la célula (siRNA; moléculas de RNA de doble cadena de
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~22 nucledtidos de largo con salientes de 2 nucleétidos en los extremos 3') utilizan la maquinaria de
interferencia de RNA endégena. En la via enddgena, Dicer genera microRNA (miRNA) a partir de
horquillas de ARN codificadas por genes miRNA. La maquinaria Dicer también procesa secuencias
exdgenas de ARN de doble cadena (dsRNA) que contienen bucles llamados ARN de horquilla corta
(shRNA). Los siRNA sintéticos eluden el procesamiento de Dicer y pueden asociarse directamente con el
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) para mediar en el reconocimiento de los mMRNA
diana a través de la complementariedad entre los pares de bases nitrogenadas. Argonaute 2 en el
complejo RISC, escinde enzimaticamente el mMRNA diana, por lo que no se produce la proteina, lo que

lleva al silenciamiento del gen de interés. (Modificado de Wittrup & Lieberman, 2015).

Las OPCs se sembraron a una densidad de 4 x 104 células por pozo en placas de 24
pozos, y se transfectaron con 270 ng por pozo de a3-siRNA o y1-siRNA usando
Lipofectamina 3000 (Invitrogen; Grand Island, NY, USA) siguiendo el método indicado
por el fabricante. En el grupo control (Control), las células se transfectaron en la misma
condicién con el sSiRNA ON-TARGETplus (SO-2686908G) (Dharmacon, Inc.; Lafayette,
CO, USA). Entre 48 y 72 h después de la transfeccién, las OPCs tratadas con cada
siRNA mantenidas en cultivo se usaron para: 1) ensayos de inmunocitoquimica usando
los métodos descritos anteriormente, 2) ensayos de diferenciacion de las OPCs, 0 3)
monitoreo electrofisiolégico. Las unidades arbitrarias de fluorescencia (AUF) se
estimaron como densidad utilizando el software ImageJ (version 1.52i). Para ello, se
obtuvo la intensidad del color verde de cinco regiones de interés (ROIs) en cada
preparacion de OPCs. La AUF se calcul6 normalizando los valores de intensidad de
cada ROI contra el valor de la intensidad de fondo en cada preparacion, aplicando la
siguiente relacion: (intensidad del fondo — intensidad media de color verde medida en
los ROIs)/intensidad del fondo (Cisneros-Mejorado et al., 2020).

Para las OPCs transfectadas con a3-siRNA y y1-siRNA y sus correspondientes grupos
Control, las AUF se normalizaron frente a los respectivos grupos no tratados. La

respuesta eléctrica a GABA provocada en las OPCs transfectadas con a3-siRNA o y1-
SiRNA se compararon con las de los grupos de control correspondientes; las OPCs se

identificaron en el cultivo por su morfologia bipolar tipica y su perfil I/V rectificante, asi
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como las caracteristicas basicas de la respuesta GABA: tales como su baja sensibilidad
a GABA, la inhibicién por Zn?*, y la potenciacién por B-CCB.

7.4 Fijacion de voltaje con un electrodo (patch-clamp)

Para medir el flujo de iones a través de los canales expresados en la membrana de las
células se empled la técnica fijacién de voltaje con un electrodo (patch-clamp)
desarrollada por Neher y Sakmann a finales de los afios 70 (Neher & Sakmann,
1976)(Fig. 10A). Esta es una variante de la técnica de control de voltaje con dos
electrodos (voltage-clamp), que explicaremos mas adelante, y que hace posible el
estudio de las corrientes que fluyen a través de la membrana de células pequefias.

El sistema es un circuito de retroalimentacion (Fig. 10B) constituido por un
microelectrodo sellado a la membrana de la célula bajo monitoreo, que permite el
registro del voltaje (V) y/o de la corriente (I) que fluye a través de la membrana de una
célula, ya sea por uno o por multiples canales ionicos. El electrodo se conecta a un
amplificador diferencial. La sefial se compara con un voltaje comando o de
mantenimiento (Vc) que es el valor de voltaje al que se desea controlar la membrana, la
diferencia entre ellos es compensada por la inyeccion de corriente, a través del
electrodo cuya magnitud es determinada a través de un circuito de retroalimentacion.
En el bafio se encuentra un segundo electrodo que mide, a través de un amperimetro,
la corriente (I) que cruza la membrana de la célula. La modalidad estandar de célula
completa (whole-cell) permite el acceso eléctrico a toda la membrana celular, aunque

tiene como inconveniente la dialisis del citoplasma.
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+ Glass Pipette

Ion Channel « o \
C;) ‘4 « Cell Membrane
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Figura 10. Técnica de control de voltaje con un electrodo (patch-clamp) en la configuracién
estandar de célula completa (whole-cell). (A) Se ilustra una célula en la que se indican canales iénicos
expresados en su membrana. Ademas, se observa una pipeta de vidrio que en su interior contienen una
solucién y un electrodo. Dicha pipeta, esta sellada en su extremo a la membrana de la célula, donde se
provoca una perforacion que permite el acceso al citoplasma celular. Esta modalidad de registro
electrofisiologico con un electrodo se le denomina: célula completa (whole-cell). (B) El esquema
representa a los elementos del circuito que permite realizar este tipo de registros. Los elementos del
circuito son: (Cwm) capacitancia de la membrana, (Rwm) resistencia de la membrana, (Vwm) es el potencial de
membrana, (Ra) resistencia de acceso, (Rs) resistencia del sello, (Cp) capacitancia de la pipeta, (Rp)
resistencia de la pipeta de vidrio, (Cr) capacitancia de retroalimetacion, (Ry) resistencia de
retroalimetacioén, (Vo) voltaje de salida del amplificador, (Vc) voltaje comando o de mantenimiento. El

esquema representado en (A) fue tomado de: https://www.slideteam.net/0614-whole-cell-recording-

medical-images-for-powerpoint.html y el esquema mostrado en (B) fue tomado de:

https://swharden.com/blog/2020-10-11-model-neuron-ltspice/.

Para el registro de las caracteristicas eléctricas, las OPCs fueron colocadas en una
camara de registro instalada en un microscopio invertido (Olympus IX71; Tokio, JP). Se
perfundieron continuamente y se mantuvieron a temperatura ambiente (22-25°C). La
solucion externa estandar (SEA) que se empleé fue ajustada a pH 7.3 y contenia (en
mM): 140 NacCl, 5.4 KClI, 2 CaClz, 1 MgCl2 y 10 HEPES (Attali et al., 1997). La
aplicacion de las diferentes drogas se logré mediante un intercambiador de solucion
RSC-200 (BioLogic; Seyssinet-Pariset, FR) controlado por una computadora. Los
experimentos de electrofisiologia se realizaron con un amplificador Axopatch 200B
(Molecular Devices; Sunnyvale, CA, USA) utilizando la configuracién estandar de célula

completa (whole-cell patch-clamp) controlando el potencial de membrana a -80 mV,


https://www.slideteam.net/0614-whole-cell-recording-medical-images-for-powerpoint.html
https://www.slideteam.net/0614-whole-cell-recording-medical-images-for-powerpoint.html
https://swharden.com/blog/2020-10-11-model-neuron-ltspice/
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ademas se utilizo el convertidor analégico-digital DigiData 1440 (Molecular Devices;
Sunnyvale, CA, USA) y los registros se visualizaron y se analizaron con ayuda del
software pClamp (v.10, Molecular Devices; Sunnyvale, CA, USA). Las pipetas de
registro tuvieron una resistencia entre 3-5 MQ y se llenaron con una solucion interna de
Atalli (SIA) que contenia (en mM): 140 KClI, 2 CaClz, 2 MgClz, 10 HEPES, 11 EGTA, 2
Na-ATP y 0.2 GTP, ajustada a pH 7.3 con KOH. Tanto los agonistas como las drogas
para su aplicacion a las células fueron disueltos en la SEA, a partir de alicuotas
concentradas. Cuando fue requerido para diluir drogas se utiliz6 como disolvente
dimetilsulfoxido (DMSO), la concentracion méxima final de este fue de 0.1% en todos
los casos.

Para la construccion de las curvas dosis-respuesta (D-R) a GABA (a partir de los
registros electrofisiologicos realizados en células en cultivo primario y en ovocitos) las
respuestas fueron normalizadas con respecto a la respuesta maxima (Imax), obtenida a
1 mM de GABA, mediante la formula: Inorm = I/Imax donde | es el valor de corriente al
pico de la respuesta en las diferentes concentraciones de GABA. Después de la
normalizacion de la respuesta en cada concentracion de GABA, se procedi6 a la
construccioén de la curva D-R, dicha curva fue ajustada por el método de minimos
cuadrados ordinarios, a la siguiente ecuacion logistica:

I/lmax = [(Al — A2)/1 + ((GABA] / ECs0)™ ] + A2
Donde nH es el factor de pendiente (coeficiente de Hill); A1 y A2 son los valores de |
(corriente) normalizados inicial y final, respectivamente; ECso es la concentracion que
se requiere de GABA para obtener el 50% de la respuesta de activacion, y [GABA] es

la concentracion del neurotransmisor.

7.5 Determinacion de la expresion génica por reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), clonacion y mutagénesis
sitio-dirigida de subunidades GABAA

Para verificar la expresion de los genes de las subunidades GABAAa y de las proteinas
de andamiaje sinéptico gefirina y colibistina, se extrajo el RNA total a partir de cultivos

primarios de OPCs y OLs aislados de las cortezas cerebrales de ratas neonatas
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utilizando trizol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA); a partir del RNA
purificado, se sintetizo el cDNA llevando a cabo una transcripcion reversa utilizando la
enzima SuperScript™ Il (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). El cDNA
sintetizado se us6é como molde para amplificar un fragmento de las correspondientes
secuencias codificantes por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando los siguientes oligonucleotidos: a3, sentido: 5-ACC ACA CAA ATG TGG
CAC TTC-3’, anti-sentido: 5’-AGT CAC TGC ATC TCC AAG CC-3’; B2, sentido: 5’-ATG
TGG AGA GTC CGG AAA AG-3’, anti-sentido: 5'-TTT CAG TTG GGA GGC ACG TC-
3’; B3, sentido: 5’-CAC CCT GAT GGA ACA GTG CT-3, anti-sentido: 5’-ATG AGA
GGA TTG TGA TCA TGA TTG-3’; y1, sentido: 5’-TAG GCG TGA GAC CCA CAG TA-
3’, anti-sentido: 5-GCG ATT GGG CGT TGT TAT CC-3’; y3, sentido: 5-ACC ATC AAT
GCA GAG TGC CA-3’, anti-sentido: 5-GCT GAG TGT GGT CAT GGT TA-3’; gefirina,
sentido: 5’-TTC GGG ACA GCA ATC GAT CA-3’, anti-sentido: 5-GGG TCC AGC TTT
ACG TCA CAT-3’; colibistina, sentido: 5’-ACT ACA GAA CCG GGA CCA GA-3' y anti-
sentido: 5’-CTC GGC CAA TTG TAA GGG GT-3'. La amplificacion de un fragmento de
la secuencia codificante para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa fue
utilizado como control, y se realizd con los oligonucledtidos: sentido, 5’-TCC CTC AAG
ATT GTC AGC AA-3’, y anti-sentido, 5-AGA TCC ACA ACG GAT ACA TT-3'. Las
condiciones de la PCR fueron una desnaturalizacion inicial a 98°C durante 30 s seguida
de 35 ciclos a 98°C durante 10 s, 55-60°C durante 20 s, 72°C durante 30 s y finalmente
72°C durante 5 min usando la enzima Phusion DNA Polimerasa (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

Los cRNAs correspondientes a las subunidades GABAa a3, B2, y y1 se obtuvieron de
la siguiente manera. Primero, fueron amplificadas las secuencias codificantes
completas mediante PCR y para ello se utilizaron los siguientes oligonucleotidos: a3,
sentido: 5’-ATG ATA ACC ACA CAA ATG TGG C-3, anti-sentido: 5-CTACTG TTT
GCG GAT CAT G-3’; B2, sentido: 5’-ATG TGG AGA GTC CGG AAA-3’, anti-sentido: 5’-
TTA GTT CAC ATA GTA AAG CCA AT-3’; y1, sentido: 5’-ATG GGT TCT GGG AAA
GTC-3, y anti-sentido: 5’-TTA TAA GTA TAG ATA TCC AAC CCA-3'. Las condiciones
de la PCR fueron una desnaturalizacion inicial a 98°C durante 30 s seguida de 35 ciclos
a 98°C durante 10 s, 55-60°C durante 20 s, 72°C durante 70 s y finalmente 72°C
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durante 5 min. Cada fragmento obtenido se clono en el vector pXENEX1 en los sitios
Ncol, BamHI y Notl (Pérez-Samatrtin et al., 2017).

Estos pldsmidos se usaron como plantillas para hacer la mutagénesis sitio-dirigida de
las secuencias codificantes de las subunidades GABAA empleando los siguientes
oligonucledtidos: a3(H126R), sentido: 5-GGA CTC CAG ATA CCT TCT TCA GAA ACG
G-3’, anti-sentido: 5-GTG AGC CAC TGATTT TTT ACC GTT TCT GAA G-3’;
a3(S294l), sentido: 5’-GTT CTC ACC ATG ACC ACC TTG ATC ATC AG-3’, anti-
sentido: 5’-GGT AAA GAG TTT CTG GCA CTG ATG ATC AAG G-3’; B2(N265I),
sentido: 5’-CCT GAC GAT GAC CAC AAT CAT CAC CC-3, anti-sentido: 5’-GAG TCT
CCC GGA GAT GGG TGA TGA TT-3’; y1 (S282l), sentido: 5-CGG TTT TGA CTA TGA
CAA CCC TCA TCA CA-3, anti-sentido: 5-GAA ACC TTA GGT AAAGAT TTT CTA
GCG ATT GTG ATG AG-3’y la polimerasa Pfu (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Los plasmidos se linealizaron con la enzima Hind Il y se utilizaron como
molde para la sintesis in vitro de RNA utilizando el kit T7 mMMESSAGE mMACHINE
siguiendo su protocolo estandar (Ambion; Invitrogen, Grand Island, Nueva York). Los

cRNA obtenidos se usaron para la expresion heterdloga en ovocitos de Xenopus laevis.

7.6 Expresioén heterdloga funcional en ovocitos de Xenopus laevis

Ranas hembra de la especie Xenopus laevis fueron obtenidas de Xenopus | (Ann
Arbor, Michigan, USA) o de Aquanimals (Querétaro, México). Para la cirugia en la que
fueron extraidos entre 3 a 4 I6bulos ovaricos, las ranas fueron previamente

inmovilizadas por hipotermia y anestesiadas con benzocaina al 0.1% (Sigma-Aldrich).

A continuacion, se describe como se realiza este procedimiento. Se realizé una incision
abdominal de 0.5 cm, tanto en la dermis como en el masculo (Fig. 11) para obtener
acceso a la cavidad abdominal y el ovario, una vez extraidos de 3 a 4 I6bulos del
ovario, estos fueron colocados en una caja de Petri con solucién de Barth normal
(conteniendo en mM: 88 NacCl, 1 KCI, 2.4 NaHCOs3, 0.33 Ca(NO3)2, 0.41 CaClz, 0.82
MgSOa4, 5 HEPES y 0.07 mg/mL de gentamicina, suplementada con 0.2% de SBF y
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ajustada a pH 7.4 con NaOH), por ultimo la rana fue suturada y colocada en un
estanque donde su recuperacion fue supervisada por dos semanas.

Figura 11. Cirugia de extracciéon de I6bulos ovéaricos de Xenopus laevis. (A) Rana hembra de

Xenopus laevis (B) Incision abdominal (C) Extraccion de I6bulos ovéricos (D) Sutura.

Posteriormente, con la ayuda de un microscopio estereoscopico y de pinzas finas,
fueron disecados foliculos (1-1.2 mm) de los I6bulos ovéricos en el estadio VI de
desarrollo (Dumont, 1972) (Fig. 12). Una vez separados, los foliculos fueron colocados

en una placa Petri con solucién de Barth, a una temperatura de 16-18°C.

Los foliculos sanos fueron microinyectados a las 24 h posteriores a su extraccion, con
una solucion que contenia una mezcla (a32y1; en una proporcion 1:1:1) de cRNAs de
las subunidades GABAA clonadas; o del receptor GABA Rhol. A cada foliculo se le
inyectd un volumen aproximado de 50 nL (50 pg) de cRNA. Para este proceso se
mantuvo el cRNA a baja temperatura para evitar su degradacion, y una pipeta (WPI, Fl,
USA) de microinyeccion fue cargada con 1 uL del cRNA y colocada en un microinyector
(G8, Drummond Scientific Company, PA, USA) posicionado con la ayuda de un

micromanipulador bajo un microscopio estereoscoépico.
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Figura 12. Aislamiento de foliculos de Xenopus laevis. (A) Lébulo ovérico. (B) Foliculos unidos al

epitelio ovérico. (C) Foliculo aislado.

Los foliculos microinyectados, fueron mantenidos en una placa Petri con solucién de
Barth normal a una temperatura de 18°C. Después de 24 h de inyectados los ovocitos
fueron defoliculados. Para esto, los ovocitos fueron tratados enzimaticamente, con 0.5
mg/mL de colagenasa (C2674-500MG, Sigma Aldrich) por 45 min a temperatura
ambiente (Arellano & Miledi, 1993). Después con ayuda de pinzas finas y un
microscopio estereoscopico, las capas celulares que envuelven al foliculo fueron
removidas conservando la capa vitelina. Los ovocitos defoliculados fueron mantenidos
en solucién de Barth a una temperatura de 18°C hasta su uso en los registros
electrofisiolégicos.

Las respuestas eléctricas de los ovocitos fueron registradas utilizando la técnica de
control de voltaje con dos electrodos (Arellano & Miledi, 1993; Miledi, 1982) (Fig. 13).
La técnica de control de voltaje (voltage-clamp) fue ideada por Cole y Marmont en el
afio 1947 (Moore, 2007). Esta es una técnica ampliamente utilizada para el estudio de
las corrientes transmembranales que fluyen a través de canales idnicos. Con esta
técnica se controla a un valor predeterminado el potencial de membrana de la célula
bajo estudio, de tal forma que se pueda medir la corriente transmembranal que fluye a

ese potencial. Con el voltaje transmembranal de la célula bajo control, la corriente que
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fluye a través de la membrana es proporcional a su conductancia y ésta se encuentra

determinada por la apertura y cierre de los canales i6nicos (Hille, 2001).

Figura 13. Técnica de control de voltaje con dos electrodos. (V') electrodo de voltaje, (X1)
amplificador, (V) voltaje de mantenimiento, (FBA) amplificador de retroalimentacion negativa, (I")
electrodo intracelular de corriente, (I) amperimetro que se encuentra en el bafio y censa la corriente

transmembranal (Modificada de Hille, 2001).

El sistema es un circuito de retroalimentacion (Fig. 13) constituido por dos
microelectrodos intracelulares, uno de los cuales registra el voltaje (V') y otro inyecta
corriente (1) a la célula. Debido a que el orden de magnitud de los voltajes registrados

es muy pequefio, el electrodo de voltaje se conecta a un amplificador.

La sefial se compara con un voltaje comando o de mantenimiento (V) que es el valor de
voltaje al que se desea controlar la membrana, la diferencia entre ellos es compensada
por una inyeccion de corriente, a través del electrodo (1) cuya magnitud es
determinada a través de un circuito de retroalimentacion negativo (FBA). En el bafio se
encuentra un tercer electrodo que mide, a través de un amperimetro, la corriente (1) que

cruza la membrana de la célula.

Los electrodos intracelulares V” e I utilizados fueron elaborados con capilares de vidrio

de borosilicato con un didmetro interno y externo de 1.2 y 2 mm respectivamente (WPI,



54

FI, EUA). Los electrodos fueron llenados con solucién 3 M KCI y tuvieron una
resistencia de 1-2 MQ.

Fue utilizado el amplificador de control de voltaje GeneClamp 500B (Axon Inst., CA,
EUA), y la sefial de corriente fue monitoreada utilizando un osciloscopio marca Gould
(D50-602), al mismo tiempo la sefial fue almacenada digitalmente utilizando el
convertidor A/D Digidata 1200A y el programa pClamp 9 (Axon Inst., EUA). Un
generador de pulsos GRASS (Astro-Med Inc, EUA) fue utilizado para cambiar
periédicamente (0.025 Hz) el voltaje de mantenimiento con pulsos breves (1 s) que

permiten el monitoreo continuo de la conductancia de membrana.

El registro electrofisiolégico de los ovocitos se realizé dentro de un periodo de 48 hasta
72 h después de su microinyeccion. Las respuestas de corriente provocadas por la
aplicacién de GABA, o de los medios de cultivos condicionados de las OPCs o los OLs,
fueron monitoreadas de manera rutinaria utilizando un protocolo de registro que
consistio en el control de voltaje de los ovocitos a un potencial de —60 mV. Los ovocitos
bajo registro fueron mantenidos bajo perfusion continua (10 mL/min) con solucion
Ringer normal (RN) que contenia en mM: 115 NacCl, 2 KCI, 1.8 CaClz, 5 HEPES,
ajustada a pH 7.4 con NaOH, a temperatura ambiente. Las drogas utilizadas fueron
disueltas en RN, a partir de alicuotas concentradas, y aplicadas a través de la

perfusion.

Para evaluar la concentracion de GABA en los medios condicionados de las OPCs y
los OLs, fueron utilizados dos métodos, el primero fue usando un ensayo de ELISA
(GABA ELISA kit, Aviva Systems Biology, CA, USA) (Colom-Casasnovas et al., 2022)
siguiendo las instrucciones del fabricante, en este ensayo competitivo los estandares
de la curva patron de GABA y las muestras diluidas se colocaron en una placa de 96
pozos, previamente recubierta con un anticuerpo anti-GABA. Después se les afadio el
complejo GABA-biotina a cada pocillo y la placa se incub6 durante 60 min a
temperatura ambiente. Después de la incubacion, se lavé la placa y se afiadio el
conjugado de avidina-HRP a cada pozo y se incubé durante 45 min a temperatura
ambiente. Finalmente, para revelar la reaccion se afiadio a cada pozo el sustrato

3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) se incub6 durante 30 min a 37°C. Las muestras se
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leyeron a 450 nm en un lector de microplacas de ELISA. Un segundo método de
deteccion de GABA fue mediante el uso de ovocitos inducidos a expresar al receptor
homomeérico GABA Rhol, utilizado en este caso como sensor del neurotransmisor, el
receptor p1 que presenta una sensibilidad en el rango nanomolar al GABA (Martinez-
Torres & Miledi, 2001) por lo que representa un método sensible de deteccion. Para esto
la aplicacion de los medios condicionados se realiz6 de manera controlada cerca de la
superficie del ovocito a través de la eyeccidon del medio contenido en una micropipeta,
meétodo que como ha sido descrito permite la administraciéon de nanolitros de la

solucién de prueba (Colom-Casasnovas et al., 2022).

También, se emplearon ovocitos para evaluar la especificidad de los anticuerpos
primarios con los que realizamos los experimentos de expresion de subunidades
GABAAa en las OPCs. Para esto, ovocitos fueron microinyectados con los cRNAs
correspondientes a las subunidades GABAa: a3, B2 y y1 en una proporcion 1:1:1.
Después de pasadas 72 h de la microinyeccion se verifico la expresion funcional de la
combinacién a3p2y1, mediante la técnica antes mencionada, monitoreando su
respuesta a la aplicacion de 100 uM de GABA. Los ovocitos con respuesta a GABA,
fueron fijados y posteriormente procesados en cortes de 50 um para realizar

inmunotinciones especificas contra las subunidades a2, a3 y y1 del receptor GABAA.

7.7 Analisis estadistico

Los resultados se presentaron como la media = S.D., con el nimero de células
evaluadas indicado en cada figura. La significancia estadistica de las diferencias entre
dos grupos de datos se probo con la prueba “t” de Student para datos no pareados.
Para comparaciones multiples, utilizamos ANOVA de una via (post hoc de Tukey). En
todos los casos, los valores con p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos. El analisis estadistico se realizo utilizando R (v.3.2.3) con RStudio (Free
Software Foundation, Inc.; Boston, MA, USA) o GraphPad Prism (v.6.00; La Jolla, CA,
USA).
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8. RESULTADOS

Los antecedentes directos al presente trabajo indican que la conformacion mas
probable del receptor GABAA oligodendroglial es a3p2y1 (Arellano et al., 2016; Ordaz,
2017), conformacién que reproduce la mayoria de las caracteristicas farmacoldgicas y
funcionales del nuevo receptor. Los resultados descritos aqui estan englobados en tres
principales ejes que seran descritos en las secciones siguientes en el mismo orden: 1)
Caracterizacion del efecto de la B-CCB sobre el GABAAR enddgeno y el expresado
heterdlogamente (a3B2y1), IlI) Efecto de la disminucion de la expresion de subunidades
especificas del GABAAR oligodendroglial sobre la respuesta a GABA en OPCs, y IlI)
Efecto de la disminucién de la expresion de subunidades especificas del GABAAR

oligodendroglial sobre la maduracion del linaje oligodendroglial

8.1 Caracterizacion del efecto de la B-CCB sobre el GABAAR enddgeno y el
expresado heterélogamente (a3p82y1)

8.1.1 Efecto de B-carbolinas en larespuesta a GABA enddgena de
oligodendrocitos y neuronas

Una de las principales caracteristicas distintivas del GABAAR oligodendroglial es su
potenciacion por la B-carbolina B-CCB. Aqui se indica que este efecto potenciador de la
B-CCB sobre la respuesta enddgena, fue debida principalmente a un aumento en la
sensibilidad a GABA, esto se muestra en la Figura 14, donde curvas D-R para GABA
fueron construidas tanto en la ausencia como en la presencia de 3-CCB (10 puM). Asi,
en ausencia del modulador, la ECso fue de 83.3 + 8.6 uM (n = 5 células), mientras que
en presencia de B-CCB, la ECso fue de 18.5 + 3.4 uM (n = 6 células), las diferencias de
ECso fueron estadisticamente significativas (*P < 0.001 para comparaciones entre la

media de los valores de -logECso de cada grupo).
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Figura 14. Curva dosis-respuesta a GABA y efecto de B-CCB en oligodendrocitos. La grafica
muestra la curvas D-R para GABA en OL en ausencia (negro) y presencia de 10 uM 3-CCB (azul). Cada
punto representa el promedio de la respuesta a GABA en ocho OLs en ambas condiciones. Los datos se
ajustaron a una curva D-R. Los trazos a la derecha ilustran la corriente respuesta a GABA en presencia
de B-CCB 10 uM; en este registro y en los subsiguientes en células neurales, los farmacos se aplicaron
como indican las barras superiores y las células fueron mantenidas a un potencial de membrana de -80
mV.

Este efecto de la B-CCB recuerda al obtenido por la modulacién con BZDs,
particularmente con DZP en otros receptores (Benson et al., 1998; Middendorp et al.,
2015; Walters et al., 2000), por lo que fue importante explorar la participacion del sitio
clasico de BZDs. En la Figura 15 se ilustran resultados de experimentos en los que la
respuesta endogena a 10 uM GABA en OLs fue potenciada por coaplicacion con B-
CCB (10 pM) o por DZP (10 uM), esta potenciacion probada en presencia de 10 uM
flumazenil (FMZ), un potente antagonista del sitio clasico de unién a DZP (a BZD en
general). Como se puede observar (Fig. 15), la potenciacion provocada por DZP en los
oligodendrocitos fue inhibida de manera efectiva por el FMZ, mientras que la
potenciacion por 3-CCB no se vio afectada (n = 7 células). Estos resultados sugirieron
gue la B-CCB no actu6 a traves de la interaccion con el sitio clasico de union a DZP del
GABAAR oligodendroglial.
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Figura 15. Efecto farmacolégico de B-CCB en oligodendrocitos sobre el sitio de BZDs. Se
monitored la respuesta a GABA electrofisiolégicamente en OLs mantenidos a -80 mV. La potenciacion
mediada por DZP 10 pM (columna naranja) o 3-CCB 10 uM (columna azul), en presencia y ausencia de
FMZ 10 pM, se analiz6 como se resume en el grafico de barras. La linea discontinua muestra la
respuesta a GABA control (10 uM) en ausencia de fArmacos; las columnas grises indican el efecto del
modulador coaplicado con FMZ. El efecto del lavado de los farmacos estudiados esta sefialado en las
columnas de color blanco. FMZ fue muy eficaz en la eliminacién del efecto potenciador de DZP, sin
embargo no antagonizé la respuesta a B-CCB en estas células. *P < 0.001, prueba “t” de Student para

datos pareados.

Esta diferencia en el sitio de accién de la 3-CCB comparado con el de DZP, parece ser
congruente con el efecto potenciador que tiene esta 3-carbolina sobre el receptor
oligodendroglial (Arellano et al., 2016), en comparacion con el efecto inhibitorio sobre
los receptores neuronales (principalmente los conformados por a1p2y2, a2B2y2 y
a2B3y2). Esto representa una oportunidad farmacoldgica para distinguir los dos tipos
de receptores, por ello decidimos explorar diferentes (-carbolinas con la finalidad de
conocer la generalidad de su interaccion con el receptor oligodendroglial, al mismo

tiempo comparamos los efectos de las p-carbolinas probadas sobre respuestas



o) P

(%

IeaBAsdrug [ Ipga

59

generadas por la activacion de los GABAAR expresados en neuronas corticales

mantenidas en cultivo.

La Figura 16 ilustra la respuesta endogena a GABA (EC1o para cada tipo celular)
generada en OLs o neuronas que fue monitoreada en la ausencia (respuesta de
control) o en la presencia de distintas 3-carbolinas (10 uM). Las seis 3-carbolinas
exploradas mostraron modulacion diferencial cuando comparamos su efecto sobre
oligodendrocitos versus neuronas. Las respuestas a GABA en OLs fueron moduladas
de manera positiva por cuatro diferentes B-carbolinas con la siguiente secuencia de
potencia: 3-CCB > -CCA > 3-CCE > B-CCt, mientras que 3-CHM no tuvo efecto y
DMCM inhibio la respuesta. En cambio, la mayoria de las B-carbolinas (misma
concentracion) presentaron una inhibicidén como efecto neto sobre el receptor neuronal
activado por GABA (3 uM) o no tuvo un efecto claro sobre la amplitud de esta
respuesta, como se observa para 3-CCB y para B-CCE (Fig. 16). Por lo tanto, distintas
B-carbolinas presentaron un efecto diferencial sobre el GABAAR oligodendroglial

comparado con el neuronal.
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Figura 16. Efecto farmacolégico de B-carbolinas sobre la amplitud de la respuesta a GABA en OLs
y neuronas corticales en cultivo. (A) La respuesta a GABA 10 uM se probo en la ausenciay en la
presencia de B-carbolinas (10 uM) en OLs. Cada farmaco enumerado del 1 al 6 corresponde a las

estructuras en el
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parte inferior de la figura, y los trazos ilustran la respuesta obtenida para tres farmacos probados como
se indica. Las barras son el promedio de las respuestas normalizadas con respecto a la respuesta del
control sin B-carbolina (linea del 100% en el gréafico) para cada una de las células registradas (6-21
células en cada caso). Los trazos en color gris corresponden a las respuestas control, mientras que los
trazos en color negro son las respuestas a GABA en presencia de una 3-carbolina. (B) A modo de
comparacion, se realizé un analisis de la respuesta de GABA provocada en las neuronas corticales (de
6-8 células en cada caso) mediante la aplicacion de GABA 3 pyM y el mismo conjunto de 3-carbolinas.
Los trazos ilustran las respuestas obtenidas para los tres farmacos indicados, en color gris se muestran
las respuestas control, mientras que los trazos en color verde son las respuestas de GABA en presencia
de una B-carbolina. Todos los efectos del farmaco fueron estadisticamente significativos frente al grupo
control con la excepcién de B-CHM en OL, asi como B-CCB y B-CCE en las neuronas (P < 0.001 para las
comparaciones entre las células de control frente a las células tratadas con B-carbolina, prueba “t” de
Student). -CCA, N-metilamida del acido B-carbolina-3-carboxilico; -CCt, B-carbolina-3-carboxilato de
terc-butilo.

7.1.2 Efecto de B-CCB sobre larespuesta a GABA del receptor GABAA a332y1

Los resultados descritos hasta aqui, parecen indicar que el efecto de las (3-carbolinas, y
en especial de la B-CCB, sobre el GABAAR oligodendroglial podria ser explicado por la
expresion de un sitio de modulacion positiva que es diferente al sitio clasico de unién a
BZD. Dado que las caracteristicas moleculares de este sitio potenciador son de
importancia para distinguir y utilizar farmacologicamente el efecto de (3-carbolinas en
los OLs, aqui exploramos los determinantes moleculares del efecto, y analizamos de
manera directa dos de los sitios descritos para la union de este tipo de moléculas (Baur
et al., 2008; Ramerstorfer et al., 2011; Varagic et al., 2013). En general estos sitios
propuestos corresponden con el sitio de alta afinidad para DZP, asi como su sitio de
baja afinidad (Walters et al., 2000). Para estos experimentos el receptor a3p2y1, que
mimetiza las propiedades del receptor oligodendroglial (Ordaz, 2017), fue expresado
heter6logamente en ovocitos de Xenopus laevis y la respuesta a GABA fue
monitoreada aplicando la técnica de control de voltaje con dos electrodos. Inicialmente,
semejante a lo mostrado en el receptor endégeno, para explorar si la interaccion de [3-
CCB con el receptor a332y1 fue a través del sitio clasico de unién a BZD, se utilizo el

FMZ como antagonista especifico del sitio. Como puede observarse en la Figura 17, el
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efecto potenciador de 3-CCB (30 pM) tampoco fue bloqueado por FMZ (10 uM) en el
receptor expresado heter6logamente. De hecho, la coaplicacion de FMZ con 3-CCB
provocd una mayor respuesta potenciadora del receptor a3B2y1 (Fig. 17), ya que,
como se observa la potenciacion causada por B-CCB sin FMZ fue de 324.1 + 74%,

mientras que en presencia de FMZ fue de 446.9 + 65% (17-20 ovocitos en cada caso).
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Figura 17. Efecto farmacologico de B-CCB sobre la respuesta a GABA del receptor a3p2y1
expresado en ovocitos de Xenopus laevis. Los trazos ilustran el efecto de FMZ 10 uM, un antagonista
especifico para el sitio de uniéon de BZP de alta afinidad. Se muestra la respuesta a 10 uM GABA sdlo,
seguido del efecto de 30 uM B-CCB en ausencia y presencia de FMZ que no antagonizé la potenciacion
causada por B-CCB. La amplitud de la respuesta promedio del efecto obtenida en siete ovocitos se
muestra en el grafico de barras. El aumento en la respuesta de GABA por 3-CCB mas FMZ fue
estadisticamente significativo contra el grupo sin FMZ (*P < 0.001, prueba “t” de Student para datos

pareados).

Este resultado sugirié que el sitio de union de B-CCB no correspondia al clasico sitio de
unién de BZD, una observacion que fue apoyada por experimentos de coaplicacion
similares con B-CCB y GABA en receptores a3p2y3 y especialmente a332 en los que la

B-carbolina también provocé un aumento importante de la respuesta (Fig. 18).
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Figura 18. Efecto farmacologico de B-CCB sobre la respuesta a GABA de los receptores a3p2y1,
a3pB2y3 y a3p2 expresados en ovocitos de Xenopus laevis. La grafica muestra el efecto de 3-CCB (3
MM) en la respuesta a GABA activada en receptores a332 sin subunidad y, o aquellos que contienen y1 o
y3. Las respuestas promedio (6-10 ovocitos de tres ranas) fueron estadisticamente diferentes para los
tres receptores, en comparacion con la respuesta de control provocada por GABA (10 uM) sélo, ademas
la potenciacion de B-CCB en la respuesta del receptor a332y1 fue diferente a todos los demas. *P <

0.001, ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de Tukey.

Para confirmar estos resultados de manera directa, los sitios de unién especificos de
alta y baja afinidad para BZD fueron mutados en las subunidades a3, B2 y/o y1. Por lo
tanto, la sensibilidad del receptor a332y1 a DZP fue eliminada o fuertemente
disminuida de manera similar a la mostrada previamente para el receptor neuronal
(Benson et al., 1998; Middendorp et al., 2015; Walters et al., 2000). Los resultados de
estos experimentos se ilustran en la Figura 19. Primero, la mutacion H126R en la
subunidad a3 eliminé la sensibilidad a DZP 1 uM (Benson et al., 1998). Sin embargo, la
modulacién positiva provocada por 3-CCB (1 pM) sobre la respuesta a GABA (10 pM)
no se vio afectado, siendo 144.8 £ 18% en los ovocitos expresando el receptor nativo y
202.4 + 17.4% en el receptor mutado a3(H126R)B2y1 (5-6 ovocitos de dos ranas; Fig.
19).
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Figura 19. Sitio clasico de unién a BZDs en el receptor a3f2y1 y la potenciacién por 3-CCB. Se
coaplicaron 1 yM de DZP o 3 uM de B-CCB con 10 uM de GABA para analizar su efecto sobre el sitio de
alta afinidad para BZDs. Los trazos ilustran las respuestas obtenidas en los ovocitos a los que se les
inyecto el cRNA de las subunidades del receptor nativo a332y1 (columna izquierda), y en ovocitos
inyectados con el mutante a3(H126R)B2y1 (columna derecha). Las respuestas promedio obtenidas en 5-
6 ovocitos se muestran en el gréfico de barras que indica que se elimind la potenciacion por DZP,
mientras que la potenciacion por 3-CCB se mantuvo en la combinacién mutada (la linea al 100% indica
la respuesta control de GABA). Todos los efectos de los moduladores fueron estadisticamente
significativos frente al grupo de control, con la clara excepcion del mutante probado con DZP. *P < 0.001
para las comparaciones entre los valores de amplitud de control frente a los tratados con moduladores,

prueba “t” de Student para datos pareados.

Las mutaciones a3(S2941)B2(N2651)y1(S282l) fueron hechas para eliminar los sitios de
baja afinidad a BZD ubicados en la region transmembranal (Walters et al., 2000), y este
receptor fue expresado heterdlogamente para explorar su sensibilidad a DZP 60 uM y a
B-CCB 3 uM. Estos resultados son ilustrados en la Figura 20, como se observa la
potenciacion de la respuesta a GABA (10 uM) en coaplicacion con DZP 60 uM se
redujo considerablemente en el receptor a3(S2941)B2(N2651)y1(S282l) en comparacion
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con la respuesta del receptor nativo a332y1. Los valores observados fueron de 281.1 +
25% para este ultimo y de 172.3 + 10% para el receptor mutado, en este caso la
potenciacion que persistio probablemente fue debida a la interaccion del DZP con el
sitio de alta afinidad. Sin embargo, la aplicacién de B-CCB al receptor
a3(S2941)B2(N2651)y1(S2821) mantuvo el efecto modulador positivo y potencié la
respuesta por 251.6 £ 10.5% frente al receptor nativo que presenté un aumento de
160.1 £ 8% (10 ovocitos). Estos datos apoyan la idea de que en el efecto potenciador
de la respuesta a GABA por 3-CCB no intervino el sitio clasico de BZD del receptor
GABAAa a3B2y1, pero tampoco los sitios transmembranales descritos como de baja
afinidad para BZD.
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Figura 20. Sitio de unién de baja afinidad para DZP en el receptor a3B2y1 y la potenciacién por 8-
CCB. Se estudi6 el efecto de DZP 60 uyM o B-CCB 3 uM coaplicado con GABA 10 pM para analizar su
efecto en uno de los sitios para DZP de baja afinidad. En la columna de la izquierda, los trazos ilustran
las respuestas obtenidas en ovocitos que expresan las subunidades a3B2y1 nativas, mientras que el
segundo grupo expresa el mutante a3(S2941)32(N2651)y1(S282l). Los promedios de las respuestas
obtenidas en 10 ovocitos (tres ranas) se muestran en el grafico de barras que indica que la potenciacién

por DZP se redujo fuertemente, mientras que el efecto potenciador generado por B-CCB se mantuvo en
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la combinacién mutada. Todos los efectos de los moduladores fueron estadisticamente significativos
frente al grupo donde se aplicé solamente GABA (respuesta 100% sefialada por la linea punteada) . *P <
0.001 para las comparaciones entre los valores de amplitud de control frente a los tratados con

moduladores, prueba “t” de Student para datos pareados.

7.2 Efecto de la disminucion de la expresion de subunidades especificas del
GABAAR oligodendroglial sobre larespuesta a GABA en OPCs

Los resultados mostrados hasta ahora confirman la similitud de las caracteristicas del
GABAxR endogeno oligodendroglial y el GABAAR conformado por las subunidades
a3B2y1 expresado heter6logamente. En los resultados de la seccién anterior esta
semejanza incluyd una de las caracteristicas farmacoldgicas mas importantes que
presentan estos receptores en los OLs, esto es, que la accion de la -CCB como
potenciador alostérico positivo no requiere del sitio clasico de union a BZD; aunado a
las propiedades en comun, mostradas anteriormente (Ordaz, 2017), estos datos
apoyan la idea de que el principal GABAAR oligodendroglial esta conformado por las
subunidades a3p32y1. Otra evidencia que también apoya esta idea, es el hecho de que
el analisis transcriptomico de las subunidades expresadas en las células del linaje
oligodendroglial también se encuentran en concordancia con la composicion propuesta
(Cahoy et al., 2008; Larson et al., 2016; ver Fig. 1A y Discusion en Ordaz et al., 2021).
Con esta informacion los resultados que a continuacién se describen tienen la finalidad
de explorar en los OLs, de manera directa, el efecto que tiene sobre su respuesta a
GABA el interferir especificamente la expresion de las subunidades a3 y y1.

Un analisis previo fue requerido para caracterizar las propiedades béasicas de las
células utilizadas para llevar a cabo los experimentos de interferencia de la expresion
utilizando siRNA, esto es necesario porque la metodologia requiere del cultivo de las
células oligodendrogliales hasta por 4 dias, debido a esto, la serie de resultados que se
describen a continuacion corresponden a experimentos control disefiados para conocer
los probables cambios que sufren las células y su respuesta a GABA durante este

tiempo en cultivo.
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7.2.1 Cultivo mixto de células gliales

Las células oligodendrogliales que se utilizaron en este trabajo provienen de un cultivo
mixto de células gliales extraidas de las cortezas cerebrales de ratas neonatas. Dicho
cultivo mixto estd compuesto, principalmente, por una monocapa de astrocitos sobre

los que se ubican las OPCs y la microglia (Fig. 21).

Figura 21. Cultivo mixto de células gliales de corteza de rata neonatales. En la imagen de puede
observar OPCs, microglia y la monocapa de astrocitos (7 DIV). Imagen obtenida con un microscopio de

contraste de fases. Barra = 50 pm.

La microglia fue identificada por su forma redondeada y la presencia de numerosas
vacuolas en su citoplasma. Las OPCs fueron las células que en mayor numero se
observaron en este cultivo, después de los astrocitos, y se caracterizaron por presentar
una morfologia bipolar, con un soma pequefio y redondeado del que parten dos o tres
proyecciones en extremos opuestos del soma. En estas condiciones de cultivo mixto
fue posible detectar marcadores moleculares especificos mediante inmunocitoquimica
para cada tipo de célula glial. Asi, se observo al DIV 5 la presencia predominante de
astrocitos (GFAP*) y OPCs (NG2%) (Fig. 22).
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Figura 22. Imagenes de inmunofluorescencia del cultivo mixto de células gliales de corteza de rata
neonatales. En las imagenes se observan atrocitos (GFAP*; color verde), y OPCs (NG2*; color rojo). Los
nacleos celulares en todas las imagenes estan tefiidos con DAPI (color azul). La edad de los cultivos es
de 5 DIV. Las imégenes fueron adquiridas con un microscopio de epifluorescencia Apotome Zeiss. Barra
=50 um.

También, en estos cultivos fueron observados frecuentemente (16 = 4.3% del total de
células observadas) células NG2* que correspondieron con las caracteristicas descritas
para pericitos (Stallcup, 2018). Estas son células contractiles que se asocian con los
capilares, y son parte de la unidad neurovascular, junto con los OLs, los astrocitos y las
neuronas, contribuyendo con la regulacién del flujo sanguineo en el SNC y la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Brown et al., 2019; Girolamo et al.,
2019; Palhol et al., 2022)(Fig. 23).
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Figura 23. Pericitos en cultivo mixto de células gliales de corteza de rata neonatales. En la imagen
se observan atrocitos (GFAP*; color verde), y varios pericitos (NG2*; color rojo). Los nucleos celulares
estan tefiidos con DAPI (color azul). La edad de los cultivos es de 5 DIV. Esta imagen fue adquirida en

un microscopio de epifluorescencia Apotome Zeiss. Barra = 50 um.

En el cultivo mixto, las células con morfologia tipo OPC, fueron analizadas para su
respuesta a GABA asi como la relacion dosis-respuesta para el mismo, esto con la
finalidad de comparar estas caracteristicas con las reportadas en células aisladas a
partir de otras preparaciones (e.g., Arellano et al., 2016). En cada caso analizado se
registro la respuesta a diferentes concentraciones de GABA (3, 10, 30, 100, 300 y 1000
pM). Cada aplicacion del agonista tuvo una duracion de 5 s y se comenzo por la de
menor concentracion de GABA. Entre una aplicacién y la siguiente las células fueron
lavadas (30 s) con SEA. Como se muestra en los trazos ilustrados en la Figura 24A, las
OPCs en los cultivos mixtos presentaron respuesta a GABA en un rango de 0.98-4.07
nA (con una media = 1.91 + 0.80 nA) en una concentracion del neurotransmisor de 1
mM, la respuesta mostrd desensibilizacion en concentraciones mayores a 30 uM de
GABA. La ECso estimada a partir de la curva D-R para GABA fue de 64 + 1.64 uM (15
células) (Fig. 24B).
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Figura 24. Relacion dosis-respuesta a GABA del receptor enddgeno expresado en células tipo
OPCs en cultivo mixto de células gliales. (A) Trazos de las respuestas a diferentes concentraciones
de GABA del receptor GABAx, expresado en las células con morfologia tipo OPCs. En este y
subsecuentes trazos las barras de color negro (o gris), encima de cada registro indica la aplicacion de
GABA (u otras sustancias) en las diferentes concentraciones indicadas. (B) Curva dosis-respuesta a
GABA del receptor enddégeno. Los puntos representan el promedio de la corriente normalizada para cada

concentracion de GABA y las barras representan la S.D. (n = 15 células).

7.2.2 Caracterizacion de las OPCs aisladas

Una vez demostrada la expresion de la respuesta a GABA desde las condiciones
iniciales de aislamiento, las OPCs fueron purificadas a partir del cultivo mixto y
mantenidas durante cuatro dias en medio de proliferacién, tiempo en el cual sus
caracteristicas fueron seguidas para monitorear su estadio de desarrollo y su
capacidad de mantener la expresion de la respuesta a GABA.

Las OPCs mantenidas in vitro en medio de proliferacion fueron caracterizadas
utilizando varios parametros. Primero, fue medida la capacidad de proliferacion de las
células del linaje en estas condiciones in vitro, segundo, fue analizada la expresion de
marcadores moleculares para caracterizar los diferentes estadios de diferenciacion de
las células oligodendrogliales y en conjunto con su perfil electrofisiologico, que en

general, coincidio con el descrito para células con el mismo grado de diferenciaciéon
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celular (Agathou & Karadéttir, 2019; Arellano et al., 2016; Kamen & Karadottir, 2021; Lin &
Bergles, 2004a; Moura et al., 2022; Spitzer et al., 2019). Dicha caracterizacion se realizé
entre 1 DIV y 4 DIV una vez que las células fueron aisladas e incubadas en medio de
proliferacion, esto permitio definir una ventana de tiempo de cuatro dias en la que las
caracteristicas monitoreadas de las OPCs in vitro permanecieron sin cambios.

El grado de proliferacion de las OPCs aisladas mantenidas en medio de proliferacion
(Fig. 25), fue cuantificado entre DIV 2 al 4 a partir del nimero de nucleos celulares
tefiidos con DAPI presentes (Fig. 26). Como se ilustra en la Figura 26, la densidad total
de nudcleos (i.e. densidad de células) se incrementé de manera significativa, asi a 4 DIV
la densidad de nlcleos aumenté de 265 /mm? en 2 DIV a mas de 1200 /mm? (Fig. 26).

Figura 25. Cultivo primario de célula precursoras de oligodendrocitos corticales. En la imagen de
pueden observar alos OPCs mantenidos en medio de proliferacion (2 DIV). Imagen obtenida con un

microscopio de contraste de fases. Barra = 50 um.
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Figura 26. Proliferacién de OPCs en cultivo. En azul (DAPI) se muestran los nucleos de OPCs
corticales en cultivo, entre los dias 2 y 4 in vitro. La grafica muestra la densidad celular correspondientes
a cada dia analizado. Los valores aparecen representados como media = S.D. (desviacion estandar). El
andlisis de varianza (ANOVA de una via) muestra que entre los DIV analizados hay diferencias
estadisticamente significativas. La prueba post hoc de Tukey muestra que hay tres grupos diferentes (a,

b y c) entre si que corresponden con dada DIV. Barra = 50 um.

Para definir la proporcion de células del linaje oligodendroglial en diferentes estadios de
maduracion fue realizado un andlisis de expresion de marcadores especificos mediante
inmunocitoquimica. Los marcadores que fueron empleados incluyeron: PDGFRa, NG2,
Olig2, O4, MBP y GFAP. Las preparaciones tefiidas fueron entonces visualizadas con
microscopia confocal o con epifluorescencia desde 2 DIV a 4 DIV. Para cada marcador
fue cuantificado el total de células positivas y expresado como el porcentaje (media +
S.D.) con respecto al total de células que fueron observadas en cada campo
(cuantificadas por la tincion con DAPI). El analisis de expresion (% de células positivas)
indicé que los marcadores PDGFRa, NG2 y Olig2, mantuvieron niveles de expresiéon
cercanos al 85% durante el periodo en cultivo analizado, mientras que MBP y GFAP,
no fueron detectados. Ademas, el porcentaje de células O4*, mostré un aumento, que

fue estadisticamente significativo hacia 4 DIV (Fig. 27).
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Figura 27. Expresion de marcadores gliales en OPCs de 2 DIV a 4 DIV en medio de proliferacion.
Las imagenes en los paneles superiores muestran campos representativos de OPC mantenidos en
cultivo y procesados inmunocitoquimicamente a 2 DIV (primera fila) o 4 DIV (segunda fila). Se
visualizaron los marcadores utilizados (indicados en la parte superior) (ya sea en rojo o verde) por
microscopia confocal o epifluorescencia. Las células positivas para cada marcador se contaron y
expresaron como % de células (media + S.D.) con respecto al nUmero total de células (nlcleos marcados
con DAPI) en los campos representativos. El andlisis de expresion (% de células) de 2 DIV a 4 DIV en el
grafico de columnas indicé que los marcadores especificos para los OPC, como PDGFRa, NG2 y Olig2,
mantuvieron niveles de expresién cercanos al 85% durante todo el periodo en cultivo, mientras que MBP
y GFAP, marcadores de OL mielinizantes y astrocitos, respectivamente, no fueron detectados. Ademas,
el 04 mostré un aumento en su expresion que se volvio estadisticamente significativa hacia 4 DIV. *P <
0,0001 4 DIV en comparacion con 2 DIV y 3 DIV, andlisis de varianza (ANOVA de una via) seguido de

una prueba post hoc de Tukey. Barras = 50 pm.
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Las caracteristicas eléctricas de estas células fueron monitoreadas mediante la técnica
de control de voltaje mantenidas a un potencial de membrana de -80 mV, y aplicando
un protocolo de pulsos de voltaje de -140 a +60 mV en incrementos de 20 mV. En la
Figura 28 se muestran trazos representativos de la respuesta eléctrica de las células a
este tipo de estimulacion, se observa la generacion de corrientes entrantes de baja
amplitud en potenciales hiperpolarizantes y la presencia de corrientes salientes
robustas en potenciales despolarizantes. Esto se muestra cuantificado en la curva I/V
construida con la corriente maxima normalizada con respecto a la capacitancia de cada
célula (Im/ Cm) (+ S.D.) y medida para cada pulso de voltaje aplicado en 30 células
entre los 2 DIV y 4 DIV (Fig. 28).

Ilm/ Cm (pA/pF)
200

+60

Figura 28. Perfil electrofisiolégico de OPCs en medio de proliferacion. Relacion I/V de OPC a 2-4
DIV en medio de proliferacion. Los trazos ilustran la respuesta eléctrica de las células a la aplicacion de
un protocolo de pulsos de voltaje de -140 a +60 mV, aplicados en pasos crecientes de 20 mV, y
mantenidas a un potencial de membrana de -80 mV. Los puntos representan la corriente maxima

normalizada (Im/Cm) (= S.D.) en cada potencial registrada en 30 células.

Estos resultados indican que las células aisladas a partir del cultivo mixto glial, y

mantenidas en medio de proliferacion entre 2 DIV y 4 DIV, corresponden
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eléctricamente con células precursoras de oligodendrocitos apoyando los resultados
del andlisis realizado con inmunocitoquimica. La ventana de tiempo hasta el dia 4 in
vitro proporcionaria entonces el tiempo necesario para seguir los posibles cambios
inducidos por la aplicacion de la técnica de interferencia de genes, por lo que a
continuacion fue realizado un analisis detallado de la expresion de subunidades del
receptor GABAAa, asi como de las caracteristicas farmacologicas y funcionales de la

respuesta a GABA de las OPCs mantenidas en el medio de proliferacion.

7.2.3 Respuesta a GABA de OPCs mantenidas in vitro

Con el fin de analizar la expresion de los MRNA que codifican para los genes
correspondientes a las subunidades a3, 2, 3, y1 y y3 del receptor GABAAa en células
oligodendrogliales, se extrajo el RNA de OPC DIV4 y por medio de una RT-PCR con

oligonucledtidos especificos para las subunidades, se determiné dicha expresion.
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Figura 29. Expresion de mRNAs de subunidades GABAa en OPCs en medio de proliferacion. El gel
muestra los productos obtenidos de la amplificacion de secuencias codificantes de las subunidades
indicadas a partir de cDNA de OPCs DIV4. Las longitudes de los fragmentos esperados son de 266,
1311, 354, 231y 404 pares de bases, y corresponden a las subunidades a3, 2, B3, y1y y3,
respectivamente. bp, pares de bases; MW, marcador de peso molecular; C(-), control negativo de la

reaccion (sin cDNA).
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Los resultados de este analisis por RT-PCR mostraron que los mRNAs que codifican
para las subunidades antes mencionadas se expresan en las OPCs aisladas. Las
secuencias obtenidas fueron idénticas al mMRNA expresado en otros tipos celulares,
incluyendo el de neuronas. Asi, la subunidad a3 fue idéntica a la secuencia
NP_058765.3 (Malherbe et al., 1990). Las secuencias para 2 y 33 fueron idénticas a
NP_037089.1 (Ymer et al., 1989) y NP_058761.1 (Ymer et al., 1989), respectivamente,
mientras que y1y y3 fueron idénticas a las secuencias NP_542153.1 (Ymer et al.,
1990) y NP_077346.3 (Knoflach et al., 1991), respectivamente.

A continuacion, por medio de inmunocitoquimica fue analizada la expresion de las
proteinas de las subunidades a2, a3, 2, y1 y y2 del receptor GABAAa en las OPCs en
medio de proliferacion (3 DIV). Fue incluida en este analisis a2 ya que se ha reportado
que su secuencia codificante esta entre las a que mas nivel de expresion tiene, junto a
la a3 en las células NG2* (Larson et al., 2016) y y2 ya que es la subunidad y que
generalmente esta presente en los receptores neuronales sinapticos (Essrich et al.,
1998; Schweizer et al., 2003) y fue mostrada su expresion en las células NG2*
corticales de ratones neonatos (Balia et al., 2015). Los resultados mostraron que las
OPCs expresaron todas las subunidades antes mencionadas, con la excepcion de la
subunidad y2 (Fig. 30). Previamente, la especificidad de los anticuerpos primarios
utilizados en este estudio fue confirmada por medio de inmunocitoquimicas realizadas
tanto en ovocitos que expresaban heter6logamente al receptor a32y1 como en
cultivos primarios de neuronas corticales. Ambas preparaciones fueron utilizadas como
controles positivos de la expresion de las proteinas a las que estan dirigidos los

anticuerpos primarios estudiados (ver Anexos 2y 3).
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Figura 30. Expresion de subunidades GABAAR en OPCs mantenidos en medio de proliferacion.
Las imagenes muestran campos representativos de OPCs mantenidas en cultivo y procesadas
inmunocitoquimicamente donde se observa la sefal de fluorescencia donde se localiza un anticuerpo
especifico dirigido contra las proteinas de la subunidad GABAAR (en verde) como se indica en cada

panel, y los nucleos celulares estdn marcados con DAPI (azul). Barras = 50 um.

Una vez comprobada la expresion de subunidades GABAA se procedio al estudio de las
caracteristicas de la respuesta al neurotransmisor. Primero, fue caracterizada la
relacion D-R para GABA y posteriormente se llevé a cabo un analisis de su perfil
farmacoldgico, con la finalidad de poder comparar estas propiedades con las
reportadas previamente en OLs (Arellano et al., 2016). El perfil farmacologico fue
definido por los efectos observados de 4 moduladores sobre la respuesta a GABA,
estos fueron: 1) El Zn?*, se sabe que el receptor oligodendroglial a GABA de tipo A es
sensible a este cation, de tal forma que en una concentracion de alrededor de 10 pM,
inhibe el 50% de la respuesta a 10-30 uM GABA en oligodendrocitos; 2) El indiplon
(PAM cuando se une al sitio de benzodiacepinas si esta presente la subunidad y2) que
no afecta al GABAAR oligodendroglial; 3) La benzodiacepina clasica diazepam, un
potenciador de la respuesta a GABA en oligodendrocitos y, por ultimo; 4) la B-carbolina,

B-CCB, que se ha descrito que actia como agonista inverso en el receptor neuronal,
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pero que en el receptor enddgeno oligodendroglial actia como potenciadora de la
respuesta a GABA.

Primero, fue realizado el analisis de la relacion D-R a GABA en estas células en cultivo.
Para esto la respuesta a GABA fue monitoreada en las OPCs (2-4 DIV) en diferentes
concentraciones del neurotransmisor tal y como se ilustra en los trazos de la Figura
31A. En general, fue monitoreada la respuesta en las concentraciones de GABA de 1,

10, 30, 100, 300 y 1000 uM (n = 31 células).
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Figura 31. Relacion dosis-respuesta a GABA del receptor enddgeno expresado en OPCs
mantenidas entre 2y 4 DIV en medio de proliferacién. (A) Trazos de las respuestas a diferentes
concentraciones, como se indica, de GABA del receptor GABAx, expresado en las OPCs. (B) Curva
dosis-respuesta a GABA del receptor endégeno. Los puntos representan el promedio de la corriente

normalizada para cada concentracion de GABA y las barras representan la S.D. (n= 31 células).

Como se observa las células presentaron respuesta a las diferentes concentraciones
de GABA, el umbral de la respuesta parece estar cercano a 1 UM, y la respuesta
mostré desensibilizacidon a partir de concentraciones cercanas a 30 uM de GABA. La
curva D-R obtenida permitié estimar un valor de ECso a GABA de 85.2 + 4.42 uM (Fig.
31B). Estas caracteristicas concuerdan con las observadas previamente en otros

estudios (Arellano et al., 2016; Ordaz, 2017).
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Posteriormente, fue evaluado el efecto del Zn?* sobre la respuesta a GABA de las
OPCs. Para eso se construy0 la curva de la relacién D-R para la inhibicién por Zn?*
coaplicando una de diferentes concentraciones de este cation (0.1, 1, 10, 30, 100y
1000 uM) junto con GABA en una concentracion de 80 uM cercana a la ECso del
receptor. Después de una aplicacién de GABA control en ausencia de Zn?*, la célula
bajo registro fue lavada por 30 s con SEA, y una segunda aplicacion consistié en una
breve preincubacion por 2 s perfundiendo la menor concentraciéon de Zn?*,
inmediatamente después fue perfundida la coadministracion de Zn?* (a la misma
concentracion que la preincubacién) con 80 uM GABA durante 10 s tal y como se
ilustra en los trazos de la Figura 32A. Este protocolo se repitié de forma sucesiva para

las restantes cinco concentraciones de Zn?* que fueron utilizadas en este analisis.
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Figura 32. Curvas dosis-respuesta a Zn?* de OPCs mantenidos en medio de proliferacion. (A)
Registros representativos obtenidos con la técnica de control de voltaje. (B) La curva de inhibicion de la
respuesta a GABA provocada por Zn?* se realizé mediante la aplicacion simultanea de diferentes
concentraciones de Zn2*, como se indica (trazos en gris), con 80 uM de GABA (trazo en negro), y la
corriente medida en cada caso fue normalizada a la obtenida en ausencia de Zn?*. Los puntos
representan el promedio de la corriente normalizada para cada concentracion de Zn?*y las barras

representan la desviacion estandar. La ICso de Zn?* obtenida es de 20.1 + 4.24 uyM (n=10 células).
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En cada una de ellas, las respuestas fueron normalizadas con respecto a la respuesta
obtenida en ausencia de Zn?* (Icasa) mediante la siguiente formula: lcasa+zn2+/lcasa,
donde Icasa+zn2+ €S €l valor de la amplitud de la corriente en las diferentes
concentraciones de Zn?*. Con estos datos normalizados se procedié a ajustar los
puntos experimentales a una curva D-R (Fig. 32B), que proporcion6 un valor de I1Cso
para Zn?* de 20.1 + 4.24 uM.

Para los restantes tres moduladores fue evaluado su efecto sobre la respuesta a GABA
de la siguiente manera: Primero fue medida la amplitud de la respuesta control
provocada por 10 uM de GABA. Después, las células fueron lavadas de 30 a 60 s con
SEA, en una aplicacion subsecuente, la célula fue preincubada por 2 s con uno de los
moduladores (10 uM) probados, e inmediatamente después fue perfundida la
coaplicacion del modulador (a la misma concentracion que la preincubacion) con 10 uM
GABA durante 10 s (Fig. 33A). Este protocolo fue utilizado para estudiar el efecto de los
4 moduladores (indiplon, DZP, B-CCB, y Zn?*) en cada célula registrada. La respuesta
monitoreada en presencia de cada modulador, fue normalizada con respecto a su
respuesta control (10 uM GABA sin modulador).

Como puede ser observado en la Figura 33B, el receptor enddgeno de las OPCs
mantenidas in vitro mostré una baja o nula sensibilidad a indiplon (121.8 + 17.3%). Sin
embargo, su respuesta a GABA fue potenciada tanto por la benzodiacepina clasica
(202.2 £ 21.8%), como también por la B-carbolina 3-CCB (227.3 £ 59.1%). Ademas, fue

inhibida la respuesta a su agonista por Zn%* (al 67.2 + 5.4%).
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Figura 33. Patrén funcional y farmacolégico del receptor GABAA expresado en OPCs mantenidas
en medio de proliferacion entre 2y 4 DIV. (A) Los trazos indican el efecto provocado en la respuesta
del receptor cuando se aplican de forma simultdnea GABA (10 uM) y diferentes moduladores alostéricos
(10 pM) del receptor de tipo A. Para cada modulador (n = entre 15 y 18 células por modulador) se
muestra la respuesta control inducida por GABA (trazo de color negro) y el efecto de la aplicacion
simultanea. (B) Este grafico muestra la cuantificacion del efecto en la respuesta a GABA de la aplicacion
simultanea de cada una de las drogas estudiadas. Cada efecto fue normalizado con su correspondiente
respuesta de GABA control. *P < 0.001 para las comparaciones entre los valores de amplitud de control

frente a los tratados con moduladores, prueba “t” de Student para datos pareados.

Este perfil farmacoldgico correspondié con el que se conoce del receptor a GABAA
endogeno de oligodendrocitos reportado previamente (Arellano et al., 2016). Los
experimentos descritos fueron realizados en células oligodendrogliales mantenidas
durante 2, 3y 4 DIV. En este espacio de tiempo no se encontraron diferencias

estadisticas en el perfil farmacoldgico y funcional de las respuestas a GABA.
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7.2.4 Silenciamiento especifico de las subunidades GABAAR endogenas a3
6 y1 en OPCs

Una vez que el andlisis de la expresion del GABAAR en las células aisladas y
mantenidas en medio de proliferacibn mostraron que las respuestas a GABA parecen
estables por 4 dias, y que, ademas, sus caracteristicas fueron esencialmente las
mismas en este lapso, los siguientes experimentos fueron desarrollados para interferir
especificamente con la expresion de subunidades del GABAaAR. Dado que las
subunidades a3 y y1 podrian definir varias caracteristicas importantes del receptor,
fueron realizados los siguientes experimentos para confirmar de manera directa su
participacion en la conformacion del receptor. Para ello, se realizaron transfecciones
con siRNAs especificos para cada subunidad en las OPCs que fueron aisladas del
prosencéfalo de ratas neonatas, y mantenidas en medio de proliferacion como lo
describimos arriba. La ventana de tiempo de 4 dias in vitro fue adecuada para realizar
este andlisis, ya que el efecto de silenciamiento maximo de la proteina respectiva tuvo
una temporalidad de 48 h. Por lo tanto, las OPCs en el dia 1 in vitro fueron
transfectadas con el siRNA especifico contra las subunidades a3 6 y1, y se compard el
efecto de esta manipulacién con respecto a las células que fueron transfectadas con un

siRNA no especifico (Control), y utilizando a células no tratadas como referencia.

-t

AUF normalizada

no tratado a3-siRNA Control

Figura 34. Silenciamiento de la expresion de la subunidad GABAAR a3 en OPCs. Las imagenes
ilustran la inmunodeteccion de la subunidad a3 (en verde, nucleos en azul) en OPC mantenidas en
cultivo. El primer panel representa células sin tratamiento (no tratado). Las células designadas como a3-
siRNA se transfectaron con secuencias de interferencia especificas contra la subunidad, mientras que

las células control se transfectaron con secuencias que no son complementarias a ninguna secuencia de
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RNA en una célula de mamifero. Todos los grupos corresponden a las células 72h después del proceso
de transfeccion. La expresién estimada de a3 en AUF se normalizé con respecto al grupo no tratado
como se muestra en la grafico de barras (promedio de siete campos de tres cultivos transfectados)
(media £ S.D.). *P < 0.001 para comparaciones entre las células del control frente a las células tratadas

con a3-siRNA, prueba “t” de Student. Barra = 50 ym.

Como se ilustra en las imagenes de la Figura 34, en verde indica la expresion de la
subunidad a3 en las OPCs, la transfeccion de a3-siRNA redujo fuertemente (93.7
2%) la marca verde en las células y por consiguiente, la expresion de la subunidad
respectiva tal y como lo muestra la inmunodeteccion correspondiente, mientras que la
transfeccion control con siRNA inespecifico no provocé una disminucion notable de la

expresion de la subunidad a3.
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Figura 35. Efecto del silenciamiento de la subunidad GABAAR a3 sobre la amplitud y la cinética de
larespuesta a GABA en OPCs. Se muestra el andlisis de las respuestas provocadas por 1mM GABA
en células de control y tratadas con a3-siRNA. Los trazos corresponden a registros tipicos en ambas
condiciones donde la cinética de desensibilizacién se ajusto a una curva exponencial para estimar la
contante de decaimiento (1), y los graficos muestran la respuesta de amplitud y los valores t para cada
grupo, donde cada punto de datos representa la respuesta de una célula. La media + S.D. se muestra en
gris en cada caso. *P < 0.001 para comparaciones entre las células del control frente a las células

tratadas con a3-siRNA, prueba “t” de Student.
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La amplitud de corriente generada por GABA 1 mM no mostré cambios significativos
entre estos grupos de células (1795.4 + 1393 pA en el control, vs. 1539.3 + 653 pA en
el grupo a3-siRNA), sin embargo, la respuesta de GABA mostré tres cambios
importantes. Primero, las células tratadas con a3-siRNA mostraron un aumento en la
tasa de desensibilizacidon de la respuesta a GABA, como se ilustra en la Figura 35. Esta
muestra que las células de control mostraron una respuesta de desensibilizacion
ajustada a un decaimiento exponencial con una constante de tiempo media de 2109.2 +
1321 ms, mientras que las células transfectadas presentaron constantes de tiempo de
desensibilizacion con un promedio de 1190 + 253 ms (15-25 células en cada grupo; de
4 transfecciones distintas).
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Figura 36. Efecto del silenciamiento de la subunidad GABAAR a3 sobre la sensibilidad a GABA en
OPCs. Los trazos ilustran la respuesta eléctrica de células (control y tratadas con a3-siRNA) ante la
aplicacién de diferentes concentraciones de GABA (como se indica); en el gréfico, cada punto representa
la media £ S.D. de la respuesta normalizada en 10 células. Las lineas son las que mejor se ajustan a las
curvas D-R y las lineas discontinuas indican el ECso correspondiente a cada grupo experimental. *P <
0.001 para comparaciones entre las células del control frente a las células tratadas con a3-siRNA,
prueba “t” de Student.
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Una segunda diferencia fue que las curvas dosis-respuesta construidas para estos dos
grupos experimentales (Fig. 36) mostraron que la interferencia en la expresion de la
subunidad a3 provocé un aumento en la sensibilidad del receptor expresado y la ECso
control disminuyo de 75.1 +4.12 yM a 46.6 + 3.8 yM en las células transfectadas con

a3-siRNA (n = 10 células), diferencia que fue estadisticamente significativa.

GABA

*
B-CCB P
L J @® Control
° —_ ® a3-siRNA
€ &
© |50 pA s
<
5s \‘?
iy
3
GABA 3
B-CCB z
[+9]
)
s N
[
% yE 8 i
B

Figura 37. Efecto del silenciamiento de la subunidad GABAAR a3 sobre la sensibilidad a B-CCB en
OPCs. Los trazos ilustran la respuesta tipica de células control (negro) y células tratadas con a3-siRNA
(rojo) provocada por GABA (10 uM) sdlo, o coaplicado con 10 uM de B-CCB (trazo azul). El grafico de
barras muestra los valores de la amplitud de la respuesta (media £ S.D., en gris) para cada grupo, donde
cada punto de datos representa la respuesta en una sola célula. *P < 0.001 para comparaciones entre

las células del control frente a las células tratadas con a3-siRNA, prueba “t” de Student.

Y tercero, las células transfectadas con a3-siRNA mostraron también una disminucion
de la sensibilidad a B-CCB (10 uyM) coaplicada con GABA (10 uM), y generaron un
aumento de la respuesta a GABA de 156.4 + 32.2% (9 células) en comparacion con el
efecto control de 227.26 £ 62.2% (10 células) como se ilustra en la Figura 37.

Una serie de experimentos similares fueron realizados provocando el silenciamiento de
la subunidad y1. En este caso la transfeccion de y1-siRNA no redujo la expresion de la

proteina y1 con igual potencia a aquella disefiada contra a3, sin embargo, el efecto
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alcanzé una disminucién del 71 + 1.6% en 3 DIV como lo muestra el andlisis de

inmunodeteccion en la Figura 38.
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AUF normalizada
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no tratado y1-siRNA Control

Figura 38. Silenciamiento de la expresion de la subunidad GABAAR y1 en OPCs. Las imagenes
ilustran la inmunodeteccién de la subunidad y1 (en verde, nucleos en azul) en OPC mantenidas en
cultivo. El primer panel muestra las células no tratadas. El grupo y1-siRNA representa a células
transfectadas con interferencia especifica secuencias contra la subunidad. Las células control se
procesaron para la transfeccion con secuencias aleatorias. Después de 72h, la expresién de y1 fue
estimado en AUF, y los valores se normalizaron con respecto al grupo no tratado (promedio de siete
campos de tres cultivos transfectados) (media + S.D.). *P < 0.001 para comparaciones entre las células

control frente a las células tratadas con y1-siRNA, prueba “t” de Student. Barra = 50 um.

La disminucién de la expresion de y1 fue acompafiada de una importante disminucion
de la amplitud promedio de la respuesta maxima de GABA (1 mM) de 55.1 + 1.5%
(1795.4 £ 1393 pA frente a 805.6 + 463 pA en el control respectivo) (Fig. 39).
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Figura 39. Efecto del silenciamiento de la subunidad GABAAR y1 sobre la amplitud de la respuesta
a GABA en OPCs. Los trazos ilustran las respuestas provocadas por GABA 1 mM en células control y
tratadas con y1-siRNA. La amplitud de respuesta para cada grupo se representa en la grafica. Cada
punto es la amplitud obtenida en una sola célula, y la media + S.D. se indica en gris. *P < 0.001 para

comparaciones entre las células control frente a las células tratadas con y1-siRNA, prueba “t” de Student.

En este caso, las ECso estimadas para GABA en cada grupo no mostraron una
diferencia estadisticamente significativa (75.1 £ 4.12 uyM para el grupo control vs. 88.9 +
3.48 uM para el grupo y1-siRNA (17-20 células en cada caso, 4 diferentes

transfecciones) (Fig. 40).
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Figura 40. Efecto del silenciamiento de la subunidad GABAAR y1 sobre la sensibilidad a GABA en
OPCs. Los trazos ilustran la respuesta a GABA de células (control y tratadas con y1-siRNA) frente a la
aplicacién de diferentes concentraciones de GABA como se indica, en el gréfico, cada punto de datos
representa la media + S.D. de la respuesta normalizada en 17—20 células, las lineas son el mejor ajuste

a las respectivas curvas D-R.

De manera similar a lo que se mostro para las células transfectadas con a3-siRNA, las
células transfectadas con y1-siRNA fueron menos sensibles a 3-CCB, y en presencia
de B-carbolina, la respuesta a GABA se increment6 a 113.2 £ 16.6% mientras que la
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del grupo de control (igual que el control en la Figura 37) se increment6 227.26% +
62.2% (Fig. 41).
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Figura 41. Efecto del silenciamiento de la subunidad GABAAR y1 sobre la sensibilidad a B-CCB en
OPCs. Los trazos ilustran la respuesta tipica en células control (negro) y las células tratadas con y1-
siRNA (azul claro) provocadas por GABA (10 uM) sélo, o coaplicado con 10 uM de 3-CCB (trazo azul
oscuro). El gréafico de barras muestra los valores de amplitud de la respuesta (media = S.D., en gris) para
cada grupo, donde cada punto de datos representa la respuesta en una sola célula. *P < 0.001 para

comparaciones entre las células control frente a las células tratadas con y1-siRNA, prueba “t” de Student.

Estos resultados, de manera directa, apoyan la idea de que las subunidades, a3 y y1,
participan en la conformacion del receptor endégeno. También sugirieron que ante la
eliminacién de la subunidad a3, su ausencia fue compensada por otra subunidad,
mientras que la expresion de la subunidad y1 fue esencial para el ensamblaje funcional
del receptor oligodendroglial. Finalmente, ambas subunidades también parecen

participar en su sensibilidad a 3-CCB.

7.2.5 La expresién de la subunidad a2 del GABAAR en las OPCs

Las OPCs tratadas con el a3-siRNA, comparado con las OPCs en condiciones control,
no mostraron cambios en la amplitud de la respuesta a 1 mM GABA. Sin embargo, los
cambios observados en la ECso para GABA y el aumento en la constante de tiempo de

desensibilizacion de la respuesta, sugieren que la ausencia de la subunidad a3 fue
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compensada por otra subunidad. Proponemos que una candidata a ser reclutada en
este efecto aparentemente compensatorio es la subunidad GABAAR a2.

En esta serie de experimentos, por medio de inmunodeteccion y microcopia confocal,
fue analizada la distribucion de las subunidades a2 y a3 en las OPCs. Como se
observa en la Figura 42, |la proteina a2 present6 una tendencia a localizarse en el area
del soma, mientras que la subunidad a3 fue detectada de manera homogénea en toda
la célula observando marca tanto en el soma como en los procesos de las OPCs. En
experimentos realizados en paralelo utilizando los mismos cultivos, un grupo de OPCs
fue transfectado con a3-siRNA. Los resultados de este tratamiento son ilustrados en la
Figura 42A, donde puede ser observado que la eliminacion de la subunidad a3 tuvo dos
consecuencias importantes sobre la expresion de la subunidad a2. Primero, la
distribucion de la subunidad a2 parece cambiar, ya que alcanzo no solo el soma si no
también algunos de los procesos celulares, segundo, la intensidad de la marca
aumentod lo que sugiere un incremento en la expresion de la proteina. El cambio en la
distribucion de a2 fue cuantificado analizando el area marcada, tanto para la subunidad
a2 como para la a3, en los grupos control y a3-siRNA. Como se puede observar en la
grafica de barras (Fig. 42B), en la condicién control, la subunidad a3 ocup6 un area
mayor que la subunidad a2. Mientras que en las células tratadas, el area marcada que
indica la expresion de la subunidad a2 aumenté con respecto a su correspondiente
condicion control. Este resultado apoya la idea de que la subunidad a2 compensoé la
ausencia de a3; y sugiere que en condiciones control a2 y a3 podrian interactuar en el
ensamblaje del GABAAR oligodendroglial. Un punto de coincidencia entre estas dos
subunidades en otros tipos celulares es el uso preferencial de proteinas de andamiaje
(Saiepour et al., 2010; Tretter et al., 2008, 2011, 2012). La seccion siguiente describe
un andlisis de la expresion de estas proteinas en las OPCs.
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Figura 42. Distribucién celular de las subunidades GABAAR a2 y a3 en las OPCs in vitro. (A) Las
imagenes ilustran la inmunodeteccion de las subunidades a2 (color rojo) y a3 (en verde) en OPCs
mantenidas en cultivo. Los paneles superiores corresponden a las células no interferidas, mientras que
los paneles inferiores, son células transfectadas con a3-siRNA. (B) La grafica muestra el area en AUF de
la sefial de fluorescencia para a2 y a3, tanto en la condicion control (circulos) como transfectadas con
a3-siRNA (triangulos). Cada punto es el area obtenida en un campo representativo, las barras indican la
media + S.D. para cada condicién. *P < 0.001, analisis de varianza (ANOVA de una via) seguido de una
prueba post hoc de Tukey.

7.2.6 Proteinas de andamiaje y las subunidades GABAAR a2 y a3 en
oligodendrocitos en condiciones in vitro

Las proteinas gefirina y colibistina son proteinas de andamiaje encargadas del
ensamblaje y mantenimiento de GABAARs en la membrana postsinaptica de neuronas
(Choii & Ko, 2015; Harvey et al., 2004; Papadopoulos et al., 2008; Saiepour et al.,
2010). Se sabe que la interaccion de estas proteinas es, preferentemente, con las
subunidades a2 y a3 de los GABAAR (Maric et al., 2011; Saiepour et al., 2010; Tretter
et al., 2008, 2011). Dada la preponderancia de estas subunidades en las células
oligodendrogliales, y su participacion en el mantenimiento de la respuesta a GABA, el

siguiente analisis inmunocitoquimico fue realizado para conocer sobre la expresion de
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colibistina y gefirina tanto en las OPCs como en oligodendrocitos maduros, asi como su
posible co-localizacion con las subunidades a mencionadas. Primero, fueron realizados
experimentos en los que por la técnica de RT-PCR fueron amplificadas de manera
especifica fragmentos de las secuencias de mMRNA que codifican para ambas
proteinas, tal y como se ilustra en la Figura 43. Utilizando sondas especificas para cada
secuencia se llevo a cabo la amplificacion en preparaciones de mRNA proveniente
tanto de OPCs como de OLs maduros, cada tipo celular fue procesado en dos grupos,
el primero a las 24 h en cultivo, y otro a las 72 h (Figura 43A y B). Las bandas
esperadas del producto correspondieron a 447 pb y 480 pb para gefirina y colibistina,
respectivamente. Como puede observarse de los geles correspondientes en la Figura

43, el DNA de ambas proteinas fue amplificado en todas las condiciones analizadas.

A OPC Collybistin Gephyrin
bp MW 48h  72h C(-) 48h  72h C(-)

500-

B oL Collybistin ~ Gephyrin
bp MW 24h 72h C(-) 24h 72h C(-)

500-

Figura 43. Expresion de mRNA para gefirina y colibistina en células del linaje oligodendroglial. Los

geles muestran la amplificacion por PCR de transcripcion inversa (RT) de fragmentos de la secuencia de
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DNA de gefirina y colibistina expresadas OPCs (A) y en OLs (B) en cultivo. Las longitudes de los
productos esperados son de 447 pb y 480 pb para gefirina y colibistina, respectivamente. pb, pares de
bases; MW, marcador de peso molecular; C(-), control negativo (sin cDNA).

A continuacion, procedimos a la deteccion de las proteinas correspondientes en las
células estudiadas, utilizando para esto inmunocitoquimica y microscopia confocal. En
las imagenes de las Figuras 44 y 45, se ilustra el resultado de la inmunodeteccion de
colibistina (Fig. 44) o gefirina (Fig. 45) tanto en OPCs como en OLs maduros. La marca
observada mostré una localizacion diferencial, por ejemplo, la marca de colibistina fue
detectada de manera homogénea en toda la membrana plasmatica, mientras que la de

gefirina tuvo una localizacion preferencial en la zona perinuclear, formando pequefios

48h
N .
) .

cumulos.

7/2h

Figura 44. Expresion de las proteinas de andamiaje colibistina en células oligodendrogliales. Las
imagenes muestran campos representativos de OPC y OL mantenidos en cultivo (48 hy 72 h) y
procesados inmunocitoquimicamente donde observa la sefial de fluorescencia de un anticuerpo

especifico contra las proteinas de la proteina de andamiaje colibistina (en rojo). Barra = 20 pm.
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Figura 45. Expresion de las proteinas de andamiaje gefirina en células oligodendrogliales. Las
imagenes muestran campos representativos de OPC y OL mantenidos en cultivo (48 hy 72 h) y
procesados inmunocitoquimicamente donde observa la sefial de fluorescencia de un anticuerpo

especifico contra las proteinas de la proteina de andamiaje gefirina (en rojo).

Ya que fue detectada la expresion de estas proteinas de andamiaje en las células
oligodendrogliales y se sabe que interactian en las neuronas con los receptores
GABAA a traves de las subunidades GABAAR a2 y/o a3, entonces fue estudiada la
localizacion celular de la proteina gefirina con estas subunidades en las OPCs,
utilizando para esto inmunocitoquimica y microscopia confocal. Como se muestra en
las imagenes de la Figura 46, la subunidad a2 tuvo una localizacion en forma de

cumulos principalmente en el soma, mientras que la a3 estuvo distribuida por toda la
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membrana celular (como fue mostrado en los experimentos anteriores). Ademas, la
gefirina mostré una distribucién principalmente perinuclear. El empalme de la marca de
las proteinas mencionadas indicé una coincidencia en regiones semejantes de la
gefirina y la subunidad a2, sin embargo, menos de 3% del area total de distribucion de
a2 coincide con la de gefirina, como se muestra en la grafica de barras de la Figura 46,
sin embargo, al analizar a gefirina con la subunidad a3 se observo que cerca del 15%
del area total de su ubicacion celular coincide con la de gefirina. También, fue calculada
la probabilidad de coincidencia espacial asociada a la sefal de gefirina con a2 y
comparada con a3, a través de los coeficientes de Pearson y Manders. Estos
coeficientes indican que mientras mas cercano a 1 sea su valor, mayor es la
probabilidad de co-localizacion de las dos sefiales estudiadas en el espacio celular. Asi
en el caso de gefirina y la subunidad a2 ambos coeficientes tuvieron valores inferiores
a 0.53, mientras que los valores de ambos coeficientes estimados para el caso de la
sefales de gefirina con la a3 fueron de 0.62 + 0.04 y 0.80 + 0.07 para Pearson y
Manders, respectivamente. Un futuro analisis similar sera requerido para el caso de la
proteina colibistina.

Estos resultados sugieren que la localizacién espacial de la proteina de andamiaje
gefirina, coincidié con mayor probabilidad con la subunidad GABAAR a3 que con la a2
en las OPCs.
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Figura 46. Co-localizacion de gefirinay las subunidades GABAAR a2 y a3 en OPC. Las imagenes
ilustran la inmunodeteccion de las subunidades a2 y a3 (color rojo) y de gefirina (en verde) y el empalme
de ambas sefiales en OPC mantenidas en cultivo, como se indica. Las graficas muestran; de forma
comparativa; la media £ S.D. (en color negro) de los parametros: area de co-localizacion y los
coeficientes de Pearson y Manders, asociados a la co-localizacion de gefirina y las subunidades a2 y a3.
*P < 0.005, prueba “t” de Student.

7.3 Efecto de la disminucion de la expresidén de subunidades especificas del
GABAAR oligodendroglial sobre la maduracion del linaje oligodendroglial

7.3.1 Maduracién de OPCs en cultivo

Sin duda, una de las preguntas fundamentales acerca de la sefializacibn GABAérgica
en el linaje oligodendroglial, es reconocer las posibles funciones especificas de este
sistema a lo largo de la diferenciacién (Angulo et al., 2008; Arellano et al., 2016; Balia
et al., 2017; Cisneros-Mejorado et al., 2020; Habermacher et al., 2019; Hamilton et al.,
2017; Maldonado et al., 2011; Serrano-Regal et al., 2020; Shaw et al., 2016, 2018,
2019; Vélez-Fort et al., 2012; Zonouzi et al., 2015). A lo largo del presente estudio se
han desarrollado herramientas experimentales, que permiten abordar in vitro esta
pregunta. Para esta serie de experimentos, primero, a las OPCs les fue evaluada su
capacidad para madurar después de haberlas mantenido en medio de proliferacion por
cuatro dias, que es la temporalidad necesaria para explorar la efectividad del siRNA.
Esto establecié las condiciones control para evaluar el efecto que tiene la eliminacion
de las subunidades GABAAR a3 6 y1 sobre la maduracion in vitro de las OPCs.

Para esto, las OPCs fueron mantenidas durante 4 dias en MP, desde su aislamiento, y
pasado este tiempo a un grupo de células les fue cambiado el medio de cultivo a MD
en el que se induce la maduracion de las OPCs, ambos grupos, control y experimental,
fueron entonces seguidos por 3 dias mas en el cultivo. Como se puede observar por
medio de contraste de fases, las células control mantenidas en MP preservaron una

morfologia bipolar tipica de las OPCs, mientras que aquellas incubadas en MD
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presentaron mayor complejidad morfolégica con un mayor nimero de proyecciones y
un soma redondeado, caracteristicas tipicas de OLs mas diferenciados (Fig. 47A). Los
cambios morfologicos fueron notables desde las 24 h posteriores al cambio a MD. La
cuantificacion de células con morfologia compleja (i.e. OLs maduros) (Fig. 47B) indico
gue desde las primeras horas en MD, las OPCs comienzan a disminuir en nimero
mientras el nimero de OLs aumenta hasta ser la principal morfologia en el cultivo, que
también continua aumentando en complejidad (e.g., nUmero y extension de los

procesos) hasta las 72 h.

A B
Medio de Cultivo
Proliferacion Diferenciacion MM OPCs
I OLs
24h
80+12% 7 7
21
n.s.
48h n.s. 89+12% = *
18
n.s.
72h

Figura 47. Estudio de la maduraciéon de OPC en cultivo primario. Después de cuatro dias en medio
de proliferacion (MP), un grupo de OPCs fueron mantenidas en este medio (A, columna izquierda) y otro
grupos se incub6 en medio de diferenciacion (MD) (A, columna derecha). Las imagenes de contraste de
fases muestran a las células en esas condiciones a las 24, 48 y 72 h. (B) Cuantificacion entre 15y 21
campos representativos, de cada condicién analizada en A, en tres experimentos diferentes, de las
células con morfologia tipo OPC (color rojo) y de OL maduro (color azul). En cada caso se muestra el
porcentaje de cada tipo celular (media £ S.D.) con respecto al total de célula observado en cada campo.
Barra = 50 um. *P < 0.005, analisis de varianza (ANOVA de una via) seguido de una prueba post hoc de

Tukey. n.s.: diferencias estadisticas no significativas.

A continuacion, fue evaluada la expresion de marcadores de maduracion a través de

inmunomarcaje, a las 24, 48 y 72 h en MD. Como es ilustrado en la Figura 48, a las 24
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h en MD las células NG2* fueron menos del 12% mientras que a las 72 h no se
detectaron células NG2* (comparar con la Figura 27). En cambio, la marca positiva a
los marcadores O4 y MBP predominé en el cultivo celular desde las 24 h en MD, y
aumentoé hasta alcanzar el 70 £ 14.2% y el 83 £ 10.4%, respectivamente, del total de

las células a las 72 h.

100

Il 24h
Il 48h
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48h 50
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72h

NG2 04 MBP

Figura 48. Expresion de marcadores gliales en OPCs de 4 DIV alos que se le induce la
maduracion. (A) Las imagenes en los paneles muestran campos representativos de OPC mantenidos
en cultivo en medio de maduracioén y procesados inmunocitoquimicamente a 24 h, 48 hy 72 h, como se
indica. Se visualizaron los marcadores utilizados (indicados en la parte superior en color verde) por
microscopia de epifluorescencia. (B) Las células positivas para cada marcador se contaron y expresaron
como % de células (media + S.D.) con respecto al nimero total de células (nicleos marcados con DAPI)
en los campos representativos. *P < 0,0001, andlisis de varianza (ANOVA de una via) seguido de una
prueba post hoc de Tukey. Barra = 50 pm.

En resumen, estos datos confirmaron que las OPCs en MP permanecieron en estadio
de precursor al menos por 4 dias aisladas, e indicaron que mantuvieron una alta

capacidad de maduracion hacia OLs inducido al cambiar a MD.

7.3.2 Efecto de la interferencia de las subunidades a3 6 y1 sobre la
maduracién de OPCs en cultivo
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Para probar el efecto de la disminucion especifica de las subunidades a3 6 y1 sobre la
maduracion de los oligodendrocitos en el cultivo, se procedio a transfectar las OPCs
con los siRNAs correspondientes a cada subunidad, y se mantuvieron por 4 dias en
MP. Posteriormente, les fue retirado el MP y fueron cultivadas en MD, de manera
semejante a los experimentos de la seccidn anterior. Las imagenes representativas por
contraste de fases mostraron que las células tratadas con siRNAs contra las
mencionadas subunidades mantuvieron una morfologia tipo OPC, comparadas con
aquellas que fueron tratadas con el siRNA no especifico, en las que predominaron las
células con fenotipo de OLs en diferenciacion, y el nimero de éstas ultimas increment6

con el tiempo en MD tal y como se observa en la cuantificacion (Fig. 49).
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Figura 49. Efecto del silenciamiento de las subunidades a3 y y1 sobre la maduracién de OPCs en
cultivo. En las imagenes de pueden observar a los OPCs (de cuatro DIV en medio de proliferacion)
mantenidos en medio de maduracioén entre las 24 hy las 72 h. Tratados con las interferencias
especificas contra las subunidades a3 y y1 y siRNA inespecifico (Control), como se indica. Todas las
imagenes fueron obtenida con un microscopio de contraste de fases. Barra = 50 um. El histograma
muestra la cuantificacion en tres campos representativos, de cada condicion analizada, en tres
experimentos diferentes, de las células con morfologia de OPC y de OL maduro. En cada caso se
muestra el porcentaje de cada tipo celular (media + S.D.) con respecto al total de célula observado en
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cada campo. *P < 0.005, analisis de varianza (ANOVA de una via) seguido de una prueba post hoc de

Tukey. n.s.: diferencias estadisticas no significativas.

Al estudiar la expresion de los marcadores moleculares del linaje oligodendroglial, fue
observado que en las células tratadas con los siRNAs especificos en MD predominaron
las células NG2*. Mientras que la proporcion de células O4* y MPB* se mantuvo baja.
En contraste, las células tratadas con el SiRNA no especifico resultaron
mayoritariamente O4* y MBP*, mientras que el porcentaje de las células NG2*

disminuyo en el cultivo hasta el 35% del total a las 72 h (Fig. 50).
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Figura 50. Efecto del silenciamiento de las subunidades a3 y y1 sobre la expresién de marcadores

moleculares del linaje oligodendroglial. Las imagenes en los paneles se muestran campos
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representativos de OPC mantenidos en cultivo en medio de maduracién y procesados
inmunocitoquimicamente a 24 h, 48 hy 72 h, como se indica. Se visualizaron los marcadores NG2 (en
rojo) y MBP (en verde) por microscopia de epifluorescencia. Las células positivas para cada marcador
se contaron y expresaron como % de células (media + S.D.) con respecto al nimero total de células
(ntcleos marcados con DAPI) en los campos representativos. **P < 0.05; *P < 0.0001, analisis de
varianza (ANOVA de una via) seguido de una prueba post hoc de Tukey. n.s.: diferencias estadisticas no

significativas.

Los resultados anteriores sugieren que la expresion tanto de la subunidad a3 como de
la y1 fueron requeridas para llevar a cabo el proceso de maduracién, por lo que los
siguientes experimentos farmacolégicos fueron disefiados para explorar la posibilidad
de que este requerimiento implique su funcién en la membrana como parte del receptor
GABAa oligodendroglial. Con esta finalidad, primero, estudiamos el efecto del bloqueo
farmacoldgico de los GABAARS en la maduracion de las OPCs. Para esto fue analizada
la expresion de los marcadores NG2, MBP y O4 en las células oligodendrogliales
tratadas con los bloqueadores de los receptores GABAa gabazina (GBZ 20 uM y 100
MM) y bicuculina (Bicu 100 uM y 300 uM) mientras fueron cultivadas en MD por 72 h.
Como se ilustra en el grafico de la Figura 51, fue observado que la mayoria de las
células (> 70%) en todas las condiciones de los tratamientos resultaron NG2*. Mientras
que la presencia en el cultivo de células MPB* fue nula (Fig. 51). Por su parte en la
condicion en las que las células fueron incubadas en MD en ausencia de los
bloqueadores (Control) fueron observadas células MBP* desde las 24 h, llegando a ser
mas del 85% del total de células observadas a las 72 h. La presencia de células NG2*
en esta condicién, fue muy baja desde las 24 h llegando a ser nula la presencia de
células con esta marca a las 72 h. En el caso del marcador O4, fue observado un
porcentaje hasta del 35 *+ 8.5% de células positivas a las 72h, especialmente en el
grupo tratado con Bicu 100 uM. Mientras que en la condicion Control, las células O4*
fueron detectadas desde las 24 h llegando a ser el 50% del total de células observadas
a las 24 h hasta cerca del 70% a las 72 h (Fig. 52).
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Figura 51. Efecto del bloqueo farmacoldgico de los GABAARs de OPC en medio de maduracién.
Las imagenes en los paneles muestran campos representativos de OPC mantenidos en cultivo en medio
de maduracién y procesados inmunocitoquimicamente a 24 h, 48 hy 72 h, como se indica. Se
visualizaron los marcadores NG2 (en rojo) y MBP (en verde) por microscopia de epifluorescencia. En
presencia de gabazina (a 20 uM y 100 pM) y bicuculina (100 uM y 300 pM). Las células NG2* en cada
condicién se contaron y expresaron como % de células (media = S.D.) con respecto al nimero total de
células (nucleos marcados con DAPI) en los campos representativos. En estas condiciones no fueron
detectadas células MBP*. *P < 0.0001,
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analisis de varianza (ANOVA de una via) seguido de una prueba post hoc de Tukey.
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Figura 52. Efecto del tratamiento farmacol6gico de OPC en medio de maduracién con los
bloqueadores especificos del GABAAR, bicuculina y gabazina. Las imagenes en los paneles se
muestran campos representativos de OPC mantenidos en cultivo en medio de maduracion y procesados
inmunocitoquimicamente a 24 h, 48 h'y 72 h, como se indica. Se visualizaron los marcadores NG2 (en
rojo) y O4 (en verde) por microscopia de epifluorescencia. En presencia de gabazina (a 20 uM y 100

pUM) y bicuculina (100 uM y 300 puM). Las células O4* en cada condicion se contaron y expresaron como
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% de células (media + S.D.) con respecto al nimero total de células (nicleos marcados con DAPI) en los
campos representativos. *P < 0.0001, andlisis de varianza (ANOVA de una via) seguido de una prueba
post hoc de Tukey.

Estos resultados sugirieron que ambos tratamientos experimentales, tanto la
eliminacidn de la expresion de las subunidades a3 6 y1, asi como el antagonismo
farmacolégico del GABAAR, inhibieron la progresion de la maduracion de las OPCs in
vitro a OLs.

7.3.3 Deteccion y cuantificacién de GABA en el medio de cultivo

Debido a que los medios de cultivo comerciales utilizados no contienen GABA, esto
excluiria una activacion del GABAAR durante la incubacion de las células en el MD. Sin
embargo, las células oligodendrogliales expresan la maquinaria de sintesis de GABA lo
cual podria llevar a la liberacion del neurotransmisor al medio (Serrano-Regal et al.,
2020). Para explorar esta posibilidad, tratamos de detectar GABA en el medio de
cultivo de las OPCs mantenidas 3 dias en MP (MPc, MP condicionado). Utilizamos dos
métodos diferentes, en el primero fueron empleados como biosensores los GABAARS
conformados por las subunidades a1B2y2, y el conformado por la subunidad p1, ambos
expresados heter6logamente en ovocitos de Xenopus laevis. El primero de estos
receptores es la combinacién que tipicamente se expresa en las neuronas y tiene una
ECso cercano a los 100 uM. Por su parte el receptor homomérico p1 tiene una ECso de
1.2 uM, esta sensibilidad permite detectar concentraciones de GABA en el rango nM
(Colom-Casasnovas et al., 2022) y mostrar al mismo tiempo que el neurotransmisor

esta disponible para su unién al GABAAR.

Como se ilustra en la Figura 53, la aplicacion de medio de proliferacion de las OPCs,
MP, no provoco respuestas en ovocitos que expresaban el GABAAR p1, mientras que

aquellos a los cuales les fue aplicado el medio condicionado MPc respondieron de
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manera consistente con corrientes entrantes ante pulsos de aplicacién que

administraron MPc en el rango de 50 a 100 nL.
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Figura 53. Presencia de GABA en el medio condicionado de OPCs (MPc) detectado en ovocitos de
Xenopus expresando subunidades p1. Se muestran trazos representativos de la respuesta que tuvo la
aplicacién de medio de proliferacion (MP) y de MPc en ovocitos expresando el receptor homomérico de
p1. El medio condicionado de OPCs fue de 3 DIV. Las flechas indican la aplicacion de un volumen de
medio de proliferacién (color anaranjado) y la aplicacién de una gota con el doble del volumen anterior
(2xMP; color azul). Ademas, se indica la aplicacién de medio condicionado (MPc, color azul oscuro) y la
aplicacién de una gota con el doble de volumen (2xMPc; color verde). En la grafica se muestra la
amplitud de la corriente (media = S.D.) observada al aplicar el doble de volumen de medio condicionado

(color verde) y de medio de proliferacion (color azul). *P < 0.0001, prueba “t” de Student.

Un analisis de la relacion 1/V de la respuesta provocada por MPc en los ovocitos
expresando p1 mostré una corriente entrante en -60 mV con un Erev estimado de -24.2
+ 3.1 mV, lo esperado para el potencial de equilibrio de iones Cl- en ovocitos (Arellano
et al., 1995, 1998; Arellano & Miledi, 1993; Saldafa et al., 2009) (Fig. 54).
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Figura 54. Presencia de GABA en el medio condicionado de OPCs (MPc). Los trazos ilustran la
respuesta eléctrica a diferentes potenciales de membrana entre -100 y 0 mV (como se indica) ante la
aplicacién de medio condicionado de OPCs sobre ovocitos que expresaban al receptor p1. La gréfica
muestra la relacion I/V obtenida de las respuestas a los diferentes potenciales de membrana, ante la
aplicacién de MPc en 12 ovocitos de tres ranas. Cada punto indica la media y las barras la desviacion

estandar.

En experimentos semejantes, al aplicar MPc sobre la superficie de ovocitos que
expresaron el receptor neuronal no fue posible observar respuestas de manera
consistente, y aplicaciones del doble del volumen muestran pequefas corrientes en
algunos casos de unidades de nA. Mientras que en aquellos ovocitos que expresaban
al receptor a GABA p1 fueron detectadas corrientes tanto al aplicar sobre el ovocito

MPc, como en aquellas aplicaciones del doble de su volumen (Fig. 55).
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Figura 55. Efecto del medio condicionado de OPCs (MPc) sobre ovocitos que expresaban
GABAAR. Trazos representativos de la respuesta que tuvo la aplicacion de MPc sobre ovocitos que
expresaban al receptor neuronal a132y2 y sobre aquellos que expresaban a receptor p1. El medio
condicionado de OPCs fue de 3 DIV. Las flechas indican la aplicacion de un volumen de medio
condicionado (color anaranjado) y la aplicacion de una gota con el doble del volumen anterior (2xMPc;

color azul).

El segundo método de deteccién de GABA fue mediante el uso de un ensayo de ELISA
especifico para la deteccion de GABA (con sensibilidad en el rango nM). La aplicacion
de este ensayo en el MPc indic6 que la concentracion de GABA en el medio
condicionado de OPCs fue de 1.51 + 0.5 uM, mientras que el MP proporcion6 valores
inferiores a 0.05 uM. Ambos métodos sugieren que el medio de cultivo condicionado

contenia GABA en el rango de unidades de micromolar.
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8. DISCUSION

Los resultados de este estudio aportan informacién esencial para la comprension del
papel de la sefalizacion GABAérgica durante la progresion del linaje oligodendroglial,
informacion que incluye la identificacién de un grupo de sustancias que pueden modular
positivamente de manera especifica y diferencial a los receptores GABAa expresados en
los oligodendrocitos. En la primera parte de la seccion de resultados se indica que el
efecto potenciador de la respuesta a GABA por la B-CCB, no es a través de su union a
los sitios clasicos de baja o de alta afinidad a BZDs. En la segunda parte, se describe
con detalle la participacion de las subunidades a3 y y1 del GABAAR en la respuesta a
GABA de las células progenitoras del linaje oligodendroglial, asi como la expresion de
las proteinas de andamiaje sinaptico colibistina y gefirina tanto en las OPCs como en
OLs maduros. En la tercera parte de la seccidon de resultados, se muestra que las
sefalizacion GABAEérgica, a través de los receptores GABAAa, es determinante para la
diferenciacion en condiciones in vitro de las OPCs a OLs mielinizantes. Todos estos
hallazgos conforman informacion original que contribuira a un mayor entendimiento de
este importante sistema de sefializacion en la oligodendrogénesis y la mielinizacion.

La exploracién de la participacion de estas proteinas en la respuesta a GABA en dichas
células tiene su antecedente directo en los hallazgos realizados por nuestro grupo en
los ultimos afios. Estas evidencias fueron obtenidas, primeramente, a través del estudio
funcional y farmacoldégico de la sefializacion GABAérgica entre los oligodendrocitos y
las neuronas mantenidas en co-cultivo (Arellano et al., 2016) y en segundo lugar, por el
estudio de la expresion heterdloga funcional de la combinacion a32y1 en ovocitos de
Xenopus laevis (Ordaz, 2017). El primer trabajo corresponde con el estudio
farmacoldgico y funcional mas detallado hasta el momento de los GABAARS
expresados en oligodendrocitos, y en él se indica que en la conformacién
estequiométrica de estos receptores en los OLs participan principalmente las
subunidades a3/ 32 6 B3/ y1 6 y3. En el segundo trabajo fue reportada la clonacion de
las subunidades propuestas a partir del mRNA purificado de oligodendrocitos, y fueron
expresadas funcionalmente en un sistema heterélogo para realizar el andlisis

farmacoldgico de las respuestas a GABA. Entre las seis combinaciones posibles de las
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subunidades propuestas, la combinacién a32y1 reprodujo con mayor claridad el
patron farmacologico y funcional descrito para el receptor endégeno de
oligodendrocitos. Es por esto ultimo, que en el presente estudio se evalué de manera
directa si las subunidades a3 y y1 participan o no en la respuesta enddégena a GABA en
las OPCs. Una vez explorado esto, nos preguntamos si su silenciamiento tiene algun
efecto sobre la progresion de las OPCs a oligodendrocitos maduros en condiciones in

vitro.

La determinacion de la identidad molecular del receptor oligodendroglial es esencial
para entender el papel que tienen estos receptores ionotropicos en la mielinizacion del
SNC. Las investigaciones en esta area, apoyan de manera clara la idea de que la
sefalizacion mediante neurotransmisores, y en especial la GABAérgica, influye de
manera positiva en los procesos de reparacion de la sustancia blanca ante insultos o
dafios en el SNC (Arellano et al., 2016; Balia et al., 2017; Cisneros-Mejorado et al.,
2020; Hamilton et al., 2017; Kalakh & Mouihate, 2019; Kalanjati et al., 2017; Serrano-
Regal et al., 2020; Shaw et al., 2018; Zonouzi et al., 2015). Ademas, el descubrimiento
de sustancias, como las B-carbolinas, que permitan la potenciacion diferencial de la
sefalizacion GABAérgica entre los OLs y las neuronas (Arellano et al., 2016),
constituye una herramienta para la busqueda de soluciones a enfermedades

desmielinizantes.

En esta seccion se discutiran los resultados mas relevantes del presente trabajo.
Primero, se abundaréa en el efecto diferencial de la f-CCB en la respuesta a GABA en
OLs y neuronas y su probable sitio de interaccion sobre el receptor GABAa. Segundo,
se analizara la participacién de las subunidades a3 y y1 en la respuesta a GABA de
estas células gliales. Y por ultimo, se analizara la funcion del receptor formado por

dichas subunidades, asociada a la maduracion de las células del linaje oligodendroglial.

8.1 B-carbolinas y su efecto en la respuesta a GABA en OLs y neuronas
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Las B-carbolinas son alcaloides inddlicos, de origen natural o sintético con diferente
grados de aromaticidad. Su distribucion en la naturaleza es muy amplia ya que pueden
ser sintetizadas por varios grupos de plantas, organismos marinos, artropodos, Yy
mamiferos, incluyendo al hombre. Estos compuestos son de gran interés cientifico
debidos a sus diversas actividades biologicas, entre las que podemos citar la
intercalacion en el DNA, la inhibicidon de enzimas como la monoamino oxidasa A (MAOA)
y la modulacion alostérica de los receptores GABAa a traves de su sitio de union a BZDs
(Cao et al., 2007). ElI N-butil-B-carbolina-3-carboxilato (B-CCB) es una molécula
endogena (Medina et al., 1989), que pertenece al grupo de las B-carbolinas insaturadas
cuyo efecto sobre los receptores GABAA neuronales es como agonista inverso sobre el
sitio de unién a BZDs (Pefia et al., 1986; Rigo et al., 1994; Rigo et al., 1996). A diferencia
de este efecto bien conocido sobre los receptores neuronales, este farmaco tiene la
propiedad de modular de manera positiva y especifica a la sefializacion GABAérgica en
OLs in vitro (Arellano et al., 2016) y aparentemente también in vivo (Cisneros-Mejorado
et al., 2020). Es por esta razén que fue esencial explorar con detalle la accion de la B-
CCB sobre el receptor heterélogo a3B2y1 y su posible sitio de modulacion alostérica
positiva (PAM). Los resultados indicaron que el efecto potenciador de la B-CCB sobre la
respuesta a GABA de este receptor heterélogo, es similar al observado sobre el
enddgeno oligodendroglial y que no requeria de su interaccion con el sitio clasico de
unién a benzodiacepinas, ya que no fue antagonizado por FMZ. En cambio, FMZ causo
un incremento en el efecto potenciador, sugiriendo, como se planteé antes (Sieghart,
2015), que la B-CCB tiene un efecto dual en el que el sitio clasico promueve inhibicion
de la respuesta a GABA (es decir, el efecto de agonista inverso) y un segundo sitio
responsable de un efecto PAM. Los estudios previos han sugerido que este sitio de
potenciacion para B-carbolinas podria incluir residuos que conforman el sitio de union de
baja afinidad para DZP ubicado en los segundos segmentos transmembranales de las
subunidades a, B y y (Walters et al., 2000). Por esto se realizaron mutaciones sitio
especificas en el receptor a3B2y1 para eliminar los sitios de alta y baja afinidad a DZP.
Las mutaciones eliminaron la sensibilidad a DZP como se describe para los receptores
gue contienen y2 (Benson et al., 1998; Walters et al., 2000); sin embargo, 3-CCB siguio

siendo efectivo como potenciador en ambos mutantes, lo que indica que su efecto no se
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debié a la interaccién con los sitios propuestos previamente. Esta conclusion esta
respaldada por los resultados mostrados donde el receptor a3(32, carente de subunidad
Y, Y por consiguiente de sitio clasico de union a BZDs, muestra un grado de potenciacion
por B-CCB, aunque ésta es menor. Por lo tanto, el sitio de unién para B-CCB que actua

como potenciador en a3B2y1 continda sin ser definido.

El GABAAR en OLs presentd un comportamiento similar con respecto al sitio de union
de alta afinidad de DZP, ya que el FMZ no antagonizé el efecto modulador alostérico
positivo de la B-CCB. Esta evidencia confirma la idea de que el receptor a3B32y1 y el

receptor endégeno de OLs son semejantes.

El efecto de modulacion alostérica positiva sobre el receptor endégeno por parte de la
B-CCB se debi6 a un aumento de cinco veces en la sensibilidad a GABA. El analisis del
efecto de distintas 3-carbolinas mostré que presentan una potencia diferencial sobre el
receptor oligodendroglial con respecto al expresado en la neuronas corticales. Asi, las
drogas que generaron una potenciacion sobre la respuesta neta a GABA en OLs, como
B-CCB o B-CCE, no tuvieron un efecto notable en las neuronas; por lo tanto, pueden
ser potencialmente utilizadas como farmacos para estimular diferencialmente la
sefalizacion GABAérgica en OLs. El grado de lipofilicidad de las B-carbolinas parece
ser determinante para la interaccion positiva con el receptor, aquellas altamente
lipofilicas como la B-CCB tuvieron mayor efecto modulador positivo, mientras que
aquellas tales como el DMCM que son hidrofilicas fueron inhibidoras de la respuesta a
GABA en ambos tipos de células. Esto sugiere que el sitio de unién potenciador para -
CCB puede estar situado en algun dominio lipofilico del receptor, probablemente un
dominio transmembranal; por lo tanto, es muy probable que la composicidén especifica
de las membranas oligodendrogliales y neuronales influirian en el grado de inhibicién o
potenciacion observado para las diferentes 3-carbolinas. Este microambiente lipidico
distinto también podria explicar algunas diferencias observadas entre el receptor
endogeno de OLs y el sistema de expresion heteréloga utilizado en este estudio.
Proponemos que este conjunto de sustancias constituye una potencial herramienta

farmacoldgica en la busqueda de soluciones terapéuticas a enfermedades que afecten



112

a la sustancia blanca. Algunas de las sustancias propuestas actualmente en este
sentido incluyen al metabolito de la progesterona alopregnanolona (ALLO) que
aumenta la produccion de MBP en cortes organotipicos de cerebelo de rata, lo que
requiere de la activacion del GABAAR (Ghoumatri et al., 2003). Los efectos de los
neuroesteroides son de especial interés en el desarrollo posnatal, ya que podrian
ayudar a prevenir los trastornos del neurodesarrollo asociados con el parto prematuro
(Shaw et al., 2019). ALLO, que se sintetiza principalmente en la placenta, tiene un
papel importante durante el desarrollo del sistema nervioso. En neonatos prematuros,
la concentracion de ALLO disminuye abruptamente y esta disminucién se asocia, en
parte, con hipomielinizacion (Shaw et al., 2015). En consecuencia, la administracion
experimental de la terapia de reemplazo del analogo de ALLO ganaxolona en neonatos
prematuros de cobayos mostro efectos positivos sobre la mielinizacion, a través de su

interaccion con los GABAARS.

En el caso particular de la -CCB, nuestro grupo ha mostrado que promueve la
remielinizacion en un modelo de desmielinizacion inducida por gliotoxina en el
pedunculo caudal del cerebelo de rata evaluado mediante imagenologia por resonancia
magnética (MRI) junto con tincion histolégica de mielina con Black Gold Il (Cisneros-
Mejorado et al., 2020). Todos estos resultados sugieren fuertemente que la
sefalizacion mediada por GABAAR promueve la mielinizacion y la remielinizacion en
los OLs.

8.2 Participacion de las subunidades a3 y y1 en la respuesta a GABA
oligodendroglial

Las OPCs utilizadas en este estudio fueron purificadas de cultivos primarios mixtos de
células gliales de la corteza de ratas neonatas. En dicho cultivo mixto fueron
identificadas, con ayuda del microscopio 6ptico de contraste de fases, a las OPCs, que
son el segundo grupo de células con mayor densidad en estas condiciones in vitro,
después de los astrocitos que forman una monocapa desde el cuarto dia de cultivo.

También fueron identificadas células que tienen caracteristicas de pericitos (NG2%),
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esta observacion es interesante ya que este cultivo primario puede ser una preparacion
para el estudio de estas células y especificamente de su comunicacion con las demas
células del sistema, ya que se sabe que son células que forman parte de la unidad

neurovascular (Brown et al., 2019; Girolamo et al., 2019; Palhol et al., 2022).

Las OPCs purificadas en estas condiciones, presentaron sensibilidad a GABA. Las
caracteristicas cinéticas y farmacoldgicas de la respuesta eléctrica al neurotransmisor
fueron similares a las reportadas para los oligodendrocitos aislados de nervio éptico de
rata. La sensibilidad a GABA del receptor que se expresa en su membrana, es
relativamente baja, lo cual es una caracteristica que comparte con el receptor

endogeno de oligodendrocitos en cultivo (Arellano et al., 2016).

Una vez purificadas las células con morfologia de OPCs mantenidas en MP tienen la
capacidad de aumentar su nimero en el cultivo de forma casi exponencial (Sanchez-
Gomez et al., 2018). Aunado a esto, el uso de inmunocitoquimica con marcadores
oligodendrogliales especificos sefiald que mas del 80% de las células fueron positivas
a los mismos (PDGFRa, NG2, Olig2), y negativas a MBP y GFAP indicando su
identidad como OPCs. Esto coincide con lo reportado en otros trabajos en los que se
emplearon preparaciones similares (Arellano et al., 2016; Sanchez-Gémez et al., 2018;
Serrano-Regal et al., 2020). Es importante sefialar, que para el marcador O4, se
observé un aumento de la presencia de células que lo expresaban hacia el DIV 4. Esto
sugiere, que en estas condiciones, algunas células comienzan a escapar de su estadio
de OPC indiferenciado para entrar en el de pre-oligodendrocito (Barateiro & Fernandes,
2014). También, la caracterizacion electrofisioldgica de las células confirmé un patron
consistente con las OPCs, ya que su respuesta eléctrica indicé que ante potenciales
hiperpolarizantes no fueron generadas corrientes entrantes, lo cual indica la ausencia
de corrientes tipo Kir, una caracteristica de las membranas de las OPCs (Agathou &
Karadottir, 2019; Arellano et al., 2016; Lin & Bergles, 2004a; Pérez-Samartin et al.,
2017). Mientras que ante pulsos a potenciales despolarizantes se observaron

corrientes salientes de gran amplitud.
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Esta caracteristica relacion I/V coincide con la reportada en trabajos anteriores para las
OPCs (Arellano et al., 2016; Lin & Bergles, 2004a; Sanchez-Gomez et al., 2018).
Ademas, que este perfil electrofisioldégico se mantuvo constante durante al menos
cuatro dias en el cultivo (> 80% de las células monitoreadas). Ello brindé una ventana
de tiempo suficiente para evaluar los efectos del silenciamiento especifico de las
subunidades GABAa.

Una vez establecido que estas células correspondieron mayoritariamente a OPCs, se
procedio a explorar con mayor detalle la respuesta a la aplicacién de GABA. Primero,
las OPCs expresan varias subunidades de los GABAARS, excepto la y2 lo cual coincide
con lo reportado para la transcriptomica de estas células en diferentes analisis
realizados en células NG2* (Cahoy et al., 2008; Larson et al., 2016), y el realizado por
nuestro grupo para células PDGFRa*, donde fue confirmado que la expresion de las
secuencias codificantes de varias subunidades a2 y a3, junto con 32, 3, y y1,
presentaron los niveles mas altos de expresion. Ademas de los bajos niveles de la
subunidad y2, este analisis también destacoé la baja o nula expresion de y3 'y 6 (Ordaz
et al., 2021).

Desde el punto de vista funcional, las OPCs en MP mantuvieron su respuesta a GABA.
Contrario a lo observado en OLs en diferenciacion donde la expresion de los receptores
GABAA esta determinada por el contacto con las neuronas (Arellano et al., 2016). Esto
sugiere que la expresion de este receptor probablemente también depende del grado
de diferenciacion en el que se encuentren las células del linaje oligodendroglial. En este
sentido, se sabe que estas células son el Unico tipo glial que establece sinapsis

quimica directa con las neuronas (Lin & Bergles, 2004a).

El GABAAR que se expresa en estas células, tiene caracteristicas farmacologicas y
funcionales semejantes al receptor endégeno de oligodendrocitos del nervio 6ptico y
que es reproducido por la combinacion heterdloga a3p2y1 (Arellano et al., 2016). Ya
gue la sensibilidad a GABA (ECso = 85.2 + 4.42 uM) indica que el receptor que

expresan tiene una afinidad a GABA cercana a la reportada para el receptor nativo de
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los oligodendrocitos (79 + 12 uM; Arellano et al., 2016). La sensibilidad a Zn?*, es otra
caracteristica importante que verificamos en la respuesta a GABA de estas OPCs. Asi,
encontramos que el receptor que expresan es sensible a Zn?* (ICso a Zn?* de 20.1 +
4.24 uM) también similar a lo reportado para el receptor endégeno de oligodendrocitos,

cuya ICso es de aproximadamente 10 uM (Arellano et al., 2016).

Los resultados obtenidos mostraron que el receptor expresado en las OPCs reproduce
el patrén farmacolégico y funcional del receptor nativo de OLs. Primero, el receptor no
presentd sensibilidad a indiplon, como se sabe este es un potente modulador alostérico
positivo sobre el sitio de benzodiacepinas, cuando esta presente la subunidad y2.
Segundo, la respuesta a GABA fue potenciada por DZP. El efecto de esta
benzodiacepina clasica, confirma que el receptor expresado contiene el sitio clasico de
unioén a benzodiacepinas, lo que indica la incorporacién de una subunidad y en el
receptor expresado en las OPCs tal y como fue demostrado para el receptor nativo de

OLs del nervio éptico de rata.

Confirmamos que la 3-CCB, tiene un efecto potenciador de la respuesta a GABA. Este
resultado concuerda con lo reportado para el receptor de GABAAa oligodendroglial. La
sefalizacion GABAérgica tiene un papel importante en eventos esenciales en el
proceso de mielinizacion (Arellano et al., 2016; Daneshdoust et al., 2017; Fattorini et
al., 2017; Hamilton et al., 2017; Zonouzi et al., 2015) por lo que es importante la
busqueda de sustancias, que modulen especificamente a estos receptores en los

oligodendrocitos, tal y como lo hace la 3-CCB.

Podemos plantear que el receptor expresado en las OPCs mantenidas en MP por
varios dias reprodujo el patron farmacologico y funcional del GABAAR presente en los
OLs del nervio éptico de rata, perfil que confirma un nuevo tipo de receptor endégeno.
Esto ultimo se sustenta en que la combinacién de subunidades GABAAa que explica el
perfil farmacologico y funcional en OLs y OPCs, no ha sido detectado entre las 11 que
han sido identificadas plenamente hasta ahora de manera endégena (Olsen & Sieghart,

2008). Dentro de estas ultimas, estan aquellas que combinan las subunidades aff ya
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sea con la y2 (receptores sinapticos) o con la subunidad & (receptores extrasinapticos)
y los homopentameros de p. La combinacion propuesta tampoco coincide con los
grupos de receptores (15 al menos) que se ha propuesto podrian ser expresados con
una alta probabilidad. Ademas, es una combinacion de subunidades diferente a los
receptores a1B2y2 (Benke et al., 1991) y al a231y1 (Whiting et al., 2000) presentes

principalmente en neuronas y astrocitos, respectivamente.

Teniendo en consideracion que la caracterizacion de la respuesta a GABA de los OLs
aislados del nervio 6ptico de rata (Arellano et al., 2016) y el estudio de la expresién
heter6loga en ovocitos de X. laevis de varias subunidades GABAa proponen que el
GABAAR endogeno expresado en células del linaje oligodendroglial probablemente
estad compuesto por la combinacién de las subunidades a3, 32 y y1. En este trabajo fue
explorado si las subunidades a3 y y1 estan involucradas en la estequiometria del
receptor endégeno mediante su silenciamiento con siRNAs en las OPCs mantenidas in
vitro. Para ambas subunidades su silenciamiento disminuy6 fuertemente la expresion
de la proteina correspondiente y cambi6 sustancialmente la respuesta a GABA.

El silenciamiento de la subunidad a3 alter6 la sensibilidad a GABA, asi como la cinética
de desensibilizacion de la misma y su sensibilidad a B-CCB. Estos resultados
mostraron claramente que la subunidad a3 contribuy0 a las caracteristicas enddégenas
de la respuesta GABA. Sin embargo, la amplitud maxima de dicha respuesta se
mantuvo sin cambios. Los resultados sugieren que la eliminacion de la a3 evidencio la
expresion de un segundo receptor endbégeno, o alternativamente, que la ausencia de
a3 fue compensada por alguna otra subunidad, que en este caso conformé un receptor
diferente. Las subunidades a1 y a2 son candidatas a esto ultimo porque ambas se
expresan en las OPCs, lo que explicaria el aumento de la sensibilidad a GABA y la tasa
de desensibilizacién diferentes, ya que se ha reportado que los receptores con estas
subunidades a presentan valores de ECso relativamente bajos y se desensibilizan con

mayor rapidez (Berggaard et al., 2019; Gingrich et al., 1995).

El estudio de la distribucion celular de las subunidades a2 y a3 indicé que ambas

proteinas tienen una ubicacion celular distinta. Mientras a2 sélo se ubic6 en el soma,
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a3 se distribuyé de manera homogénea en toda la célula. Sin embargo, en las células
tratadas con el a3-siRNA, la expresién de a2 aumento y su distribucion se hizo mas
homogénea alcanzando las proyecciones celulares. Estos cambios en a2 podrian estar
relacionados con un posible efecto compensatorio en las células tratadas con el a3-
SsiRNA. Todos estos resultados abren la posibilidad de que la subunidad a2 contribuya
en alguna medida con la integracion de receptores GABAa en las OPCs.

El silenciamiento de la subunidad y1 provocd, en cambio, una marcada disminucién en
la amplitud de la respuesta a GABA de las células tratadas. Lo que sugirié que y1 es
esencial para el ensamblado y expresion del GABAAR en la membrana de las OPCs.
Se debe tener en cuenta que las subunidades y son de importancia para el transito
correcto del receptor desde el reticulo endoplasmaético rugoso hasta su ubicacion final
en la membrana plasmatica (Martenson et al., 2017; Sarto-Jackson & Sieghart, 2008).
Por lo tanto, y1 representa la subunidad blanco con mayor potencial de ser eliminada o
regulada a la baja en experimentos funcionales tanto in vitro como in vivo.

Como las células oligodendrogliales constituyen una poblacion altamente dindmica y
heterogénea, la expresion de los GABAAR y sus diferentes subunidades cambia a
medida que estas células progresan a lo largo de su linaje, como ocurre con la
expresion de ciertos canales idnicos (Spitzer et al., 2019), y estos cambios podrian

afectar su relacion intercelular y su diferenciacion.

Los analisis realizados de la expresion de los mMRNAs correspondientes a las diferentes
subunidades a, B, y y de los GABAARSs en las OPCs demuestran que existe una gran
heterogeneidad y complejidad en su regulacion posnatal. Ademas, parece estar
relacionada la expresion de ciertas subunidades no sélo con la ubicacién del tejido
analizado en el SNC, sino también con la edad en el desarrollo. Nuestros estudios
empleando la técnica de RT-PCR en OPCs aisladas en cultivo primario indican la
expresion de los mRNAs a3, 32, 83, y1y y3 y por medio de inmunocitoquimica
confirmamos la expresion de las proteinas de a2, a3, B2 y y1 y la ausencia de y2. Por
otro lado, los analisis de RT-PCR de célula unica realizados en rebanadas de cerebro
de raton la etapa neonatal muestran una alta expresion para a1, a2, y bajo nivel de

expresion para a3 (Balia et al., 2015; Passlick et al., 2013). Sin embargo, en el caso de
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la subunidad vy, las observaciones son aun mas controversiales, ya que Balia y
colaboradores (2015) muestran que el orden del nivel de expresion es y3 > y1 > y2,
mientras que Passlick y colaboradores (2013) muestran un orden de expresion y1 > y2
> y3. Esta diferencia puede ser debida a que las OPCs analizadas en cada estudio
provienen de diferentes regiones cerebrales, en el primer caso de la corteza cerebral y
en el segundo del hipocampo, tomando en consideracion que la expresion de las
subunidades GABAA es heterogénea entre diferentes regiones en el SNC (Laurie et al.,
1992a; Laurie et al., 1992b; Wisden et al., 1992).

Los datos mostrados en los trabajos anteriormente mencionados para a3, B2 y y1
concuerdan con lo observado por nuestro grupo. Sin embargo, en este trabajo no fue
evidenciada la expresion de la subunidad y2, cuya presencia esta asociada con un
posible papel en la formacién de sinapsis neurona/OPC, y la presencia de esta
disminuye con la edad junto con la densidad de contactos sinapticos GABAérgicos en
células NG2* corticales de ratones maduros (Balia et al., 2015). Ademas, las células
NG2* pueden cambiar la expresion de GABAARs de sinaptica (con subunidad y2) a
extrasinaptica (sin subunidad y2) durante el desarrollo (Vélez-Fort et al., 2010).

Los resultados mostrados por nuestro grupo en cuanto a los niveles de expresion de
las subunidades GABAA en células PDGRFa* son apoyados por el trabajo de Larson 'y
colaboradores (2016) realizado en células NG2*. En ambos casos entre las q, las de
mayor expresion son a3 y a2, entre las 3 se encuentranalapf3yalapB2yentrelasyla
subunidad y1 es la de mayor nivel de expresién. Lo antes planteado resalta la
necesidad de explorar las propiedades de los receptores GABAAa en células del linaje
gue estan en contacto sinaptico con las neuronas y que cuya fisiologia estd modulada
por la actividad neuronal. Von Blankenfeld y colaboradores (1991) plantearon que las
caracteristicas farmacologicas y cinéticas de la respuesta a GABA que ellos observaron
tanto en las OPCs como en los OLs tenian muchas similitudes con la de las neuronas y
no tanto con la de los astrocitos. En este trabajo y en sus antecedentes directos queda
demostrado que existen varias caracteristicas farmacologicas y funcionales que
distinguen con claridad a los receptores GABAa expresados en las células de linaje

oligodendroglial del expresados en neuronas.
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Como se ha mencionado, las OPCs son las Unicas células gliales que establecen
sinapsis quimica directa con las neuronas (Jabs et al., 2005; Karadéttir et al., 2008;
Kukley et al., 2007; Lin & Bergles, 2004a; Orduz et al., 2015; Tanaka et al., 2009;
Zonouzi et al., 2015). De tal forma que los elementos que permiten la comunicacion
entre ambas células, deben tener una ubicacion sindptica. Se conoce que en las
neuronas se expresan las proteinas de andamiaje colibistina y gefirina (Choii & Ko,
2015; Harvey et al., 2004; Papadopoulos et al., 2008; Saiepour et al., 2010), que
permiten la ubicacion en la membrana postsinaptica de receptores inhibitorios como los
de glicina y los de GABA de tipo A. Considerando este importante antecedente, en este
trabajo nos preguntamos si las proteinas de andamiaje se expresan tanto en las OPCs
como en OLs maduros, ademas, nos preguntamos si las subunidades a2 y a3 podrian
interactuar con gefirina, tal y como se ha demostrado con anterioridad en el ambiente
neuronal (Maric et al., 2011; Saiepour et al., 2010; Tretter et al., 2008, 2011); los
resultados indicaron que ambas condiciones son ciertas las proteinas de andamiaje se
expresan en el sistema glial en cultivo, y para el caso de gefirina su colocalizacion con
las subunidades a sugiri6 una interaccion. Esta informacién sugirig, en primer lugar,
gue la expresion de estas proteinas no es exclusivamente neuronal, en segundo lugar,
muestra que las OPCs expresan la maquinaria necesaria para conformar placas
sinapticas a través de moléculas de andamiaje, mas aun, en este trabajo ha sido
demostrado que las moléculas de andamiaje como gefirina tienen una mayor afinidad
de interaccion por la subunidad a3 en las OPCs, esto refuerza la idea de la importancia
de esta subunidad en la conformacion de GABAAR oligodendroglial, y proporciona
elementos para sugerir que los receptores sinapticos en las OPCs contienen a3. Esto
ultimo es consistente con datos electrofisiol6gicos obtenidos de células NG2*, en
rebanadas de cerebro y de hipocampo, que muestran a estas células tienen una baja
sensibilidad a GABA y respuestas a dicho neurotransmisor con una cinética lenta
(Gingrich et al., 1995; Jabs et al., 2005; Lin & Bergles, 2004a).
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8.3 El receptor GABAAa y la diferenciacion de las células del linaje
oligodendroglial

La diferenciacion de las OPCs y la mielinizacion son procesos exquisitamente
coordinados y mediados por un diadlogo entre las células neuronales y gliales que
implican la participacion de una variedad de sefiales y sistemas de comunicacion
intercelular, incluida la sefializacion de neurotransmisores como glutamato y GABA
(Arellano et al., 2016; Hamilton et al., 2017; Li et al., 2013; Serrano-Regal et al., 2020;
Zonouzi et al., 2015), asi como la actividad neuronal (Fannon et al., 2015; Gibson et al.,
2014; Wake et al., 2011). En concreto, las neuronas GABAérgicas establecen sinapsis
directas con las OPCs en el SNC, existen evidencias que indican que esta
comunicacion podria en las OPCs controlar la proliferacién, la migracion, la
diferenciacion, y el establecimiento de contacto con los axones, asi como la
supervivencia de las OPCs en el cerebro adulto y el mantenimiento de la mielina (Balia
et al., 2017; Kukley et al., 2007; Lin & Bergles, 2004a; Mount et al., 2019; Orduz et al.,
2015; Vélez-Fort et al., 2010; Zonouzi et al., 2015). Sin embargo, la funcién precisa de
GABA en la diferenciacion y mielinizacion de las OPCs sigue siendo controversial. A
diferencia de las neuronas maduras, la activacion de los GABAARSs en las OPCs
conduce a la despolarizacién y a un aumento de los niveles de Ca?* citosdlicos
(Kirchhoff & Kettenmann, 1992), como resultado de la entrada de Ca?* a través de
canales de calcio dependientes del voltaje (VGCC) (Paez & Lyons, 2020). Asi, un
aumento en la [Ca?*] en el citosol puede regular la proliferacion, la migracién y la
maduracion de las OPCs y, en consecuencia, la (re)mielinizacion a cargo de los OLs
(Baraban et al., 2018; Cheli et al., 2016; Krasnow et al., 2018; Marisca et al., 2020;
Santiago-Gonzalez et al., 2017).

En conjunto, estos resultados indicaron la participacion directa de las subunidades
estudiadas en el proceso de maduracion del linaje oligodendroglial y que dicho efecto
estd mediado a través de la funcion del receptor en la membrana de las OPCs. Estos
resultados estan en consonancia con reportes que indican que en la sustancia blanca
del cerebelo de ratones neonatos, sometidos a un tratamiento hipdxico, se induce un

decremento de la actividad sinaptica GABAérgica en las OPCs que correlaciona con
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mayor proliferacion y una menor diferenciacion hacia OLs, provocando un fenotipo
hipomielinizante (Zonouzi et al., 2015). Recientemente, ha sido mostrado que en
animales genéticamente manipulados que carecen de la subunidad y2 en el GABAAR
de las OPCs no mostraron alteraciones en la proliferacion y en la diferenciacion de las
OPCs, sugiriendo que la transmision sinaptica medida por la presencia de esta
subunidad no esté involucrada en la progresion de las células del linaje de
oligodendrocitos (Balia et al., 2017). Por lo que queda abierta la posibilidad de que un
receptor con otra subunidad y sea el mediador de estos procesos de la fisiologia de las
OPCs, evidentemente, por la informacion a través de varios estudios y los de nuestro
laboratorio, el principal receptor oligodendroglial (desde OPCs hasta OLS) contine una
subunidad y, nosotros planteamos que esta es la subunidad y1. Es importante destacar
gue se ha reportado que en la diferenciacion y la mielinizacidén de los oligodendrocitos
también participan los receptores metabotrépicos GABAsRSs (Serrano-Regal et al.,
2020). Lo que refuerza la idea de que la mielinizacion en el SNC es un complejo
proceso modulado a través de la sefializacion GABAérgica. Estos hallazgos sugieren
fuertemente que la sefalizacion GABAérgica (ya sea independiente o dependiente de
la actividad neuronal) influye en el desarrollo y la diferenciacién de las OPCs 'y, por lo
tanto, puede ayudar a desarrollar nuevas terapias para aumentar la diferenciacion de

las OPCs en areas cerebrales dafadas.

Se requiere de mas esfuerzos para dilucidar el mecanismo molecular mediante el cual
este tipo de receptores regulan la maduracion de las células precursoras del linaje
oligodendroglial. EI GABA promueve la diferenciacién de células progenitoras
neuronales en el hipocampo, a través de entradas sinapticas provenientes de
interneuronas (Tozuka et al., 2005), lo que hace hipotetizar que puede ocurrir un
mecanismo similar para la progresion de las OPCs a OLs. En este sentido, se sabe que
los GABAAR estan vinculados a la sefializacion de las quinasas de la familia Src (SFK),
gue son tirosin-quinasas no receptoras que integran sefiales externas de los receptores
de integrina y factor de crecimiento y transducen sefiales relacionadas con el desarrollo
y la mielinizacion de OLs y SCs (Colognato et al., 2004; Melfi et al., 2017). En

particular, las vias de sefalizacion rio abajo del miembro de la familia Src: Fyn regulan
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la diferenciacion morfologica de los OLs, el reclutamiento de componentes del
citoesqueleto y la traduccion local de MBP (Quintela-Lopez et al., 2019; White &
Kramer-Albers, 2014). La modulacion del desarrollo de las SCs y su mielinizacion
mediada por la accién del neuroesteroide ALLO, un potenciador de los GABAARS, en
co-cultivos SC/DRG ocurre a través de la activacion de sefializacion de Src y FAK, y es
dependiente de los GABAAR y de la reorganizacion de la actina (Melfi et al., 2017).
Ademas, los miembros de la familia Src pueden interactuar reciprocamente con
guinasas de la familia MAPK, como la serina/treonina-proteina quinasa p38 MAPK, ya
que c-Src provoca la fosforilacién de MAPK p38 y viceversa (Lin et al., 2015; Mugabe et
al., 2010; Wu et al., 2015). Por tanto, seria interesante investigar este tipo de
interacciones en células mielinizantes, ya que p38 MAPK es un elemento clave en los
pasos iniciales de la mielinizacion en SCs (Fragoso et al., 2003), asi como en la
maduracion y mielinizacién de OLs ya que inhibidores especificos de p38 bloquean la
mielinizacion in vitro de DRG por OLs (Fragoso et al., 2007). La desactivacion
condicional de p38 en las células oligodendrogliales provoca defectos en la
mielinizacion en etapas tempranas del desarrollo (Chung et al., 2015). Sin embargo,
estos hallazgos aun no han sido confirmados e inclusive existe informacion
contradictoria ya que por ejemplo la eliminacién de p38 en el mismo modelo de ratén
aumenta la remielinizacion después de la desmielinizacion inducida por cuprizona
(Chung et al., 2015), mientras que la eliminacion selectiva de p38aMAPK en OLs no
compromete la mielinizacion en un modelo de ratdn con leucomalacia periventricular
(Chung et al., 2018). Estas evidencias contradictorias indican que el papel preciso de
p38 MAPK en la diferenciacion y mielinizacion y su relacion con los GABAAR

permanece sin ser por completo elucidada.

Por ultimo, considerando los efectos dependientes de la sefializacion GABAérgica en el
linaje oligodendroglial, nos preguntamos la posible fuente de este neurotransmisor en
nuestras condiciones experimentales. Aunque se sabe que las neuronas GABAérgicas
son la principal fuente de GABA (especialmente en el SNC), la sintesis de GABA
también ocurre en las células gliales (Angulo et al., 2008; Héja et al., 2012; Seiler et al.,

1979). Se han descrito dos rutas potenciales para la sintesis de GABA en células
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gliales derivadas del cerebro. El GABA neuronal se produce principalmente a través de
la ruta clasica como resultado de la descarboxilacion del glutamato por las enzimas
descarboxilasa del acido glutamico (GAD) (Roberts & Frankel, 1950). En las neuronas,
las dos isoformas de GAD, GAD65 y GADG67, difieren en sus propiedades cataliticas y
cinéticas y en su distribucién subcelular (Kaufman et al., 1991). Ademas, el GABA se
puede sintetizar a partir de la monoacetilacion de la putrescina con la participacion de
la monoamino oxidasa B (MAOB ) que es una enzima de la via no clasica (Seiler et al.,
1973). Con base en datos transcriptomicos (Zhang et al., 2014), las células
oligodendrogliales expresan los mRNA para gadl, gad2 y maob. El mRNA de GAD67
(gadl) es expresado por las OPCs, aunque sus niveles disminuyen notablemente a
medida que ocurre su diferenciacién a OLs mielinizantes maduros. Sin embargo, gad2
se expresa en menor medida a lo largo del linaje oligodendroglial. Con respecto a
maob, las OPC y los OLs mielinizantes expresan niveles mas altos que los OLs
premielinizantes (Zhang et al., 2014). En consecuencia, fue confirmada la presencia de
GADG65/67 en las células oligodendrogliales en condiciones in vitro (Serrano-Regal et
al., 2020). De manera similar, fue verificada la expresion de la enzima MAOB en estas
células. Estos resultados indican que las células oligodendrogliales cultivadas pueden
sintetizar GABA por las dos rutas alternativas mencionadas anteriormente. Ademas,
gue podria liberarse mediante la operacion inversa de los transportadores de GABA,
incluidos GAT-1y GAT-3, que se expresan en los OLs (Fattorini et al., 2017; Serrano-
Regal et al., 2020).

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, aqui mostramos que las OPCs en cultivo
liberan GABA al medio extracelular. Esto hace pensar que el GABA liberado por los
propios oligodendrocitos puede realizar efectos autocrinos y/o paracrinos que regulan
la fisiologia de las células del linaje oligodendroglial.
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9. CONCLUSIONES

El efecto potenciador de la respuesta a GABA provocado por la B-carbolina -

CCB es independiente de su unién a los sitios de baja y alta afinidad para BZDs.

Las B-carbolinas modulan de manera diferencial a los receptores GABAAa

expresados en neuronas y en oligodendrocitos.

Los receptores GABAAa expresados por el linaje oligodendroglial contienen
subunidades a3, B2 y y1. Su interaccion con proteinas de andamiaje indica su

posible ubicacién en la sinapsis OPC/neurona.

El receptor GABAAa expresado en las células oligodendrogliales regula la

diferenciacion de las OPCs a OLs mielinizantes.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo I. Liberacion de GABA en ovocitos de Xenopus laevis

10.1.1 Introduccién

La comunicacion entre una célula y otra a través de mensajes quimicos es un
fendmeno que tiene su efecto directo sobre la homeostasis del tejido donde tiene lugar.
Asi, se sabe que la mayoria de las células en determinados contextos tienen la
capacidad de liberar moléculas que al encontrar sus receptores en células diana. Estas
sefales desencadenan procesos fisicoquimicos que permiten a las células cumplir con
sus actividades fisioldgicas de acuerdo con los requerimientos del organismo como un
todo. Un ejemplo de ello es que varias células liberan ATP en el medio extracelular que
puede actuar sobre los receptores purinérgicos que regulan diversas funciones, incluido
el dolor, la sensacién del tacto, la transmision sinaptica, entre otros. En el caso
particular de los ovocitos de Xenopus laevis se sabe que tienen la capacidad de liberar
ATP mediante diferentes mecanismos, entre ellos la estimulacién mecénica (Maroto &
Hamill, 2001; Nakamura & Strittmatter, 1996; Saldafia et al., 2005, 2009). Aqui
mostramos que estas células germinales también liberan GABA al medio extracelular.
Esta propiedad podria ser relevante en la fisiologia reproductiva, no solo de esta
especie de anfibio, sino también en otros animales incluyendo al humano, ya que
GABA a través de sus receptores GABAa promueve la capacitacion e induce la
reaccion acrosomal en espermatozoides tanto de roedores como de anfibios (Burrello
et al., 2004; Chen et al., 2005; Jin et al., 2009; Li et al., 2008; Shi et al., 1997), también
promueve la maduracion de los ovocitos en algunas especies de anfibios (Toranzo et
al., 2008). Estas evidencias sugieren la probable participacion de la sefalizacion
GABAérgica en el desarrollo de las células germinales de diferentes organismos y en el
mecanismo de fertilizacion. Sin embargo, las posibles fuentes de GABA que podrian
activar a los GABAARSs en los espermatozoides no han sido completamente definidas.
Aqui mostramos que los ovocitos de Xenopus laevis son capaces de liberar GABA al
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medio extracelular, sugiriendo que la liberacion de este neurotransmisor podria tener

un papel importante en el proceso.

10.1.2 Resultados

Durante la realizacion de los experimentos para la deteccion de GABA en el medio
condicionado de OPCs, fueron empleados ovocitos de Xenopus laevis que expresaban
heter6logamente al receptor GABAa p1, como sensores de GABA (Fig. 1A). En estas
condiciones experimentales fue observada la aparicion de una corriente entrante
espontanea de cinética lenta, cuando el flujo de RN en la camara de registro fue

suspendido, condicion que le llamamos “off” (Fig. 1B).

A n_ _GABA

B off
on— [/ 0.5nA

40 s

Figura 1. Activacion de una corriente entrante en ovocitos de Xenopus laevis p1*. El trazo superior
ilustra la respuesta a GABA 10 uM (barra gris) de un ovocito p1*. El trazo inferior muestra el efecto que
tiene el cierre del flujo de la solucién RN por la camara de registro donde se encuentra el mismo ovocito

(indicado por la flecha off). El flujo nulo indujo la aparicién de un corriente entrante lenta.
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Para obtener mas detalles sobre este fendmeno fueron realizados varios analisis.
Primero, fue evidenciado que la aparicion de la corriente es reproducible sobre el
mismo ovocito (n= 10 ovocitos), tanto en p1* como en los microinyectados con el cRNA
de a1B2y2 y a3B32y1, pero no en aquellos microinyectados con H20. A todos los
ovocitos utilizados les fue medida la respuesta expresada a GABA (10 uM y/o 100 uM).
Otra observacion importante fue que los ovocitos que expresaban p1 presentaron una
corriente entrante de mantenimiento (1-3.7 nA) al comienzo del control de voltaje (v-c),
esta corriente inicial se cierra lentamente cuando en flujo del medio fue instalado dentro

de la camara de registro (Fig. 2).

a3pB2y1 —

a1p2y2 —7

p1—

1 nA

30s

Figura 2. Corriente de mantenimiento al inicio del registro de ovocitos de Xenopus laevis p1. Los
trazos se ilustra la respuesta que se observa al inicio del control de voltaje (v-c) en ovocitos de Xenopus

laevis que expresaban a los receptores a3p2y1, a1B2y2 y p1, como se indica.

Una vez inactivada la corriente de mantenimiento por accién de flujo, la condicién “off”

nuevamente genero la corriente (Fig. 3).
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Figura 3. Inactivacion de la corriente de mantenimiento por accién del flujo en ovocitos de
Xenopus laevis p1*. El trazo superior ilustra la respuesta a la accién de flujo “on” de un ovocito no
inyectado. El trazo inferior muestra el efecto que tiene la accién del flujo de la solucion RN por la cAmara
de registro sobre la respuesta de un ovocito p1*. Ademéas se muestra la activamos de la corriente

entrante al “off” de flujo.

Debido a que los ovocitos control no inyectados no desarrollaron la corriente al “off”, la
hipbtesis mas directa es que la corriente fue generada en los ovocitos expresando p1 a
través de la activacion de este receptor. Para explorar esta posibilidad activamos la
corriente entrante al “off” en la presencia de picrotoxina o de Zn?*, dos potentes
inhibidores de los canales homoméricos GABAa p1 (Goutman & Calvo, 2004; Martinez-
Torres, 2000). Ambas sustancias provocaron una reduccion de la amplitud de la
respuesta de corriente al “off”, asi, picrotoxina (PTX, 10 uM) la redujo al 60 + 18%,
mientras que Zn?* (100 uM) la redujo al 97 + 6% (Fig. 4).
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Figura 4. Bloqueo farmacolégico de la corriente ante el cierre del flujo de RN por la camara de
registro de ovocitos p1*. Los trazos se ilustra la respuesta que se observa al cerrar el flujo de RN por la
camara de registro en ovocitos p1 (trazos en color negro). En el superior se muestra la respuesta al
aplicar PTX 10 pM (trazo de color morado) y en los trazos inferiores se muestra el efecto que tuvo el Zn2*
100 uM (trazo de color verde). En la grafica se muestra la respuesta normalizada (media + S.D.) de cada
uno de los tratamiento analizados. Cada punto representa a una célula y la linea punteada indica el 100
% de la respuesta control. El efecto de PTX y de Zn?* es estadisticamente significativo con respecto a la
respuesta control, P < 0.0001, prueba “t” de Student.

Este conjunto de resultados sugirié que lo ovocitos de Xenopus laevis liberan GABA u
otro agonista de los receptores a GABA al medio extracelular. Este agonista podria
tener una influencia importante en los procesos de maduracién del gameto y su
fertilizacion.

10.1.3 Conclusioén

- Los ovocitos de Xenopus laevis liberan GABA al medio extracelular el cual

puede tener efectos paracrinos en otras células germinales.
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10.2 Anexo Il

Anexo 2. Expresion de subunidades GABAAR en neuronas corticales. Andlisis por

inmunocitoquimica de neuronas corticales de rata mantenidas en cultivo. Los paneles muestran
imagenes de microscopia confocal de la sefial de fluorescencia para un anticuerpo especifico contra las
subunidades GABAAR (en rojo) indicadas en cada panel, y tefiidos los ndcleos con DAPI (azul). Barras =
50 pym.
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10.3 Anexo lll

A B

GABA

1Al
20s

Anexo 3. Evaluacién de la especificidad de anticuerpos contra subunidades GABAAR expresadas
heter6logamente en ovocitos de Xenopus laevis. (A) El trazo ilustra la respuesta a 100 uM de GABA
de un ovocito que expresaba el receptor a3B2y1, obtenido con la técnica de control de voltaje con dos
electrodos. (B) Analisis por inmunocitoquimica de cortes de los mismos ovocitos que expresaban el
receptor a32y1. Los paneles muestran imagenes de microscopia confocal de la sefial de fluorescencia
para un anticuerpo especifico contra las subunidades GABAAaR (en rojo) indicadas en cada panel, y
tefiidos los nucleos de las células foliculares con DAPI (azul). Barra = 50 um.
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