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Resumen

Durante las primeras semanas postnatales, eventos neurogénicos, migracion celular, asi como el inicio
de la mielinizacidon ocurren en la sustancia blanca del cerebelo. El cerebelo esta implicado en la
coordinacion del movimiento y en su composicion celular predominan los tipos neuronales
GABA¢érgicos. La liberacion de GABA despolariza a las células gliales a través de la activacion de
los receptores GABAA (GABAARSs). La sefializacion de GABA a través de estos receptores estd
involucrada en la proliferacion, diferenciacion y migracion celular durante el desarrollo neurologico.
La expresion funcional de los GABAARs se ha demostrado en células gliales durante el desarrollo
postnatal temprano de la corteza cerebelosa. Sin embargo, se dispone de informacién limitada para la
sustancia blanca del cerebelo (WMC). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue investigar si las
células gliales expresan GABAARs funcionales durante el desarrollo postnatal (P7-P9) de la WMC en
ratones. Nuestros estudios de inmunofluorescencia mostraron que la mitad de los astrocitos expresan
GADG67, lo que sugiere una sintesis de GABA por las células gliales. Los estudios de imagen de calcio
revelaron que los agonistas de los GABAARs, GABA y muscimol, evocaron transitorios de calcio en
las células que no incorporaban sulforodamina B (SRB, marcador de astrocitos). En contraste, el
agonista de los receptores GABAg baclofeno no produjo respuestas en la WMC. Los registros
electrofisiologicos de células GFAP" mostraron una relacion corriente-voltaje de tipo lineal que
corresponde a un perfil de corriente pasivo, ademads la inclusion de biocitina en la pipeta de registro
revelo la difusion de esta molécula a células vecinas, tipico en los astrocitos. Sorprendentemente, estas
células no respondieron al muscimol indicando que no cuentan con receptores GABA 4 funcionales.
Adicionalmente se identificaron dos poblaciones de células GFAP". En la primera poblacion se
observo la difusion de biocitina hacia células vecinas y la relacion corriente-voltaje también fue de
tipo lineal y no respondieron a la aplicacion de los agonistas de los GABAAaRs. La segunda poblacion
presento una relacion de corriente-voltaje con rectificacion saliente, respondi6 al agonista muscimol,
y la biocitina no se difundi6 a células vecinas. Estas células fueron positivas al inmunomarcaje para
NG2 y ademas se registraron corrientes postsinapticas espontaneas. Con base en estos resultados se

concluy6 que la senalizacion mediada por los GABAARs es selectiva para NG2-glia en la WMC.



Abstract

The cerebellum is involved in the coordination of movement. Its cellular composition is dominated
by GABAergic neuronal types, and glial cells are known to express functional receptors. GABAergic
signaling regulates cell proliferation, differentiation, and migration during neurodevelopment.
However, little is known about the functional expression of GABA receptors in the cerebellar white
matter (WM). Thus, the aim of this study was to test whether glial cells express functional GABA
receptors during postnatal development (P7-P9) of cerebellar WM. Immunofluorescence showed that
half of the astrocytes express GAD67, suggesting that GABA is synthetized by glial cells. Calcium
imaging in cerebellar slices revealed that GABA and the GABAA agonist muscimol evoked calcium
transients in sulforhodamine B negative cells, whereas the GABAg agonist baclofen failed to evoke
responses in cerebellar WM. Whole-cell patch-clamp recordings of GFAP™ cells showed dye coupling
and a passive current-voltage relation typical of astrocytes. Surprisingly, these cells did not respond
to muscimol. Two additional populations were identified as GFAP- cells. The first population showed
dye coupling, slow decaying inward and outward currents with no voltage dependence and did not
respond to GABAA agonists. The second population showed an outward-rectifying current-voltage
relationship and responded to muscimol, but dye coupling was absent. These cells received synaptic
input and were NG2", but evoked calcium waves failed to modulate the frequency of sPSCs nor
signaling into NG2 glia. We conclude that GABA receptor-mediated signaling is selective for NG2
glia in the WM of the cerebellum.



Introduccion

El cerebelo es responsable de controlar el movimiento y mantener el equilibrio al integrar informaciéon
sensorial procedente de distintas regiones del sistema nervioso central (SNC) y periférico. En su
arreglo celular se pueden identificar siete tipos neuronales que incluyen a las neuronas granulares y
unipolares que sintetizan y liberan glutamato, mientras que las neuronas de Purkinje, estrelladas, en
cesta, de Lugaro y de Golgi sintetizan y liberan dcido gama-aminobutirico (GABA) (Takayama and

Inoue, 2004).

Una region importante del cerebelo es la sustancia blanca cerebelosa, en esta region predominan las
células gliales. Se sabe que los astrocitos tienen actividad neurogénica que esta restringida del dia
postnatal 1 a 12 (P1-P12) en ratones. Durante este periodo postnatal, los astrocitos son la fuente de
origen de las interneuronas que forman la capa molecular del cerebelo (Silbereis et al., 2009). Otro
suceso importante que ocurre durante las primeras semanas postnatales en el cerebelo del ratén es la
mielinizacion. La cual se origina con el desarrollo de los oligodendrocitos. Los oligodendrocitos son
la principal poblacion celular en la WM (Sturrock, 1976; Reyes-Haro et al., 2013); se sabe que estas
células se originan a partir de la glia NG2 (Nishiyama et al., 2016). Las células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs), son inmunopositivas al proteoglicano NG2 y se diferencian en
oligodendrocitos a partir del dia postnatal 12 (Foran and Peterson, 19920; Nishiyama et al., 2016).
Por otro lado, se sabe que la sefnalizacion de GABA a través de los receptores de GABAA (GABAARS)
esta involucrada en la proliferacion, diferenciacion y migracion celular de los precursores neuronales

y gliales (Bolteus, 2004, Kilb et al., 2013).

Clésicamente, las células precursoras neuronales de linaje astrocitico responden a GABA en otras
regiones diferentes del cerebelo, como el hipocampo (Seri et al., 2001, Ge et al., 2006) y la zona
subventricular de los ventriculos laterales ((Bolteus, 2004, Liu et al., 2005). La expresion funcional
de GABAARs también ocurre en la glia de Bergmann (Miiller et al., 1994), las células ependimales de
la zona periventricular del cerebelo (Reyes-Haro et al., 2013) y en cultivos primarios de astrocitos del
cerebelo (Pétriz et al., 2014). La expresion funcional de GABAARSs en la glia NG2 de la sustancia

blanca del cerebelo se describid con anterioridad (Zonouzi et al., 2015). No obstante, se desconoce si



la expresion de los GABAARS se presenta en otros tipos de glia en sustancia blanca cerebelosa, lo cual
implicaria que GABA podria ser empleado por las células locales para regular procesos de

neurogénesis, migracion, transformacion o mielinizacion.

1. Antecedentes

1.1 El cerebelo

El cerebelo es parte del sistema nervioso central, consta de dos hemisferios cerebelosos y una parte
intermedia denominada vermis. Conforma una porcion del rombencéfalo y se encuentra localizado en
la parte inmediatamente superior de la médula espinal, apoyado sobre el cuarto ventriculo en la parte
posterior de la cavidad craneana, unido al tronco del encéfalo por materiales fibrosos de sustancia

blanca llamados pedunculos cerebelosos (Purves, 2004).

El cerebro-cerebelo, ocupa la mayor parte del hemisferio lateral y recibe sefiales de varias areas de la
corteza cerebral; sus funciones son principalmente la regulaciéon de movimientos que requieren de
gran habilidad espacial y temporal, en especial el planeamiento y la ejecucion de secuencias de

movimiento, por ejemplo, el habla (Purves, 2004; King et al., 2019).

El vestibulo-cerebeloso, que comprende los 16bulos caudales del cerebelo e incluye el floculo y el
nddulo, recibe sefiales del nucleo vestibular, se ocupa primordialmente de la regulacion de

movimientos relacionados con la postura y el equilibrio (Purves, 2004).

Por ultimo, el espino-cerebelo ocupa la zona media y paramedia de los hemisferios y recibe sefiales
directamente de la médula espinal, su parte lateral se encarga de los movimientos gruesos como los
de las extremidades al caminar y su parte central, llamada vermis, se ocupa esencialmente de los

movimientos de los musculos proximales y del movimiento ocular (Purves, 2004; King et al., 2019).

No obstante, diversos estudios sugieren que el cerebelo posee un rol importante en funciones
cognitivas como la atencidn, el procesamiento del lenguaje, el aprendizaje e implicaciones en la

memoria, el habla, la atencion y las emociones (Strick et al., 2009; King et al., 2019).
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Figura A1l. Representacion de las regiones del cerebelo involucradas con distintas funciones. Distintas regiones del
cerebelo participan en funciones no clasicamente atribuidas al cerebelo. Los colores y nimeros representan las
correlaciones de actividad entre la region mostrada y el comportamiento escrito en el color correspondiente usando
resonancia magnética funcional las cuales pueden ser divididas en 10 zonas. Las lineas representan las distintas regiones
y lobulos del cerebelo, interesantemente las funciones no necesariamente estan restringidas a un mismo 16bulo. Ademas
de las funciones clasicamente reconocidas en el cerebelo, como el mantenimiento del equilibrio y la regulacion de
movimientos finos, el cerebelo participa en funciones de aprendizaje, lenguaje, cognicion, vista, memoria entre otras

(modificado de King et al., 2019).

La funcién primaria del cerebelo es evaluar la informacion sensorial o cortical prediciendo las
consecuencias de un movimiento y reaccionando en respuesta a ello (Bastian, 2011). Los dafos al
cerebelo no suelen producir paralisis, solo movimientos torpes, mal coordinados o con una percepcion

espaciotemporal disminuida.

1.2 Organizacion cerebelar

La composicion celular del cerebelo consiste en una capa externa de sustancia gris y un nucleo de

sustancia blanca. La sustancia gris se divide en 3 estratos: la capa exterior denominada capa molecular,
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una capa intermedia llamada capa de células de Purkinje y la capa interna, llamada capa de células

granulares (Purves, 2004).

La capa molecular contiene principalmente prolongaciones celulares y pocos somas neuronales, su
espesor aproximado es entre 300 y 400 pm y esta cubierta por la pia madre. En ella se ubican las
células estrelladas, las células en cesta. Ademas, las fibras paralelas y las fibras trepadoras arriban
como aferencias (Purves, 2004).La capa de Purkinje se constituye por los somas de las células de
Purkinje dispuestos de manera que forman una ldmina celular. Ademas de las células de Purkinje se
encuentra la glia de Bergman (Purves, 2004).La capa granular es la capa mas profunda de la corteza,
posee una anchura variable entre 500 pm en zonas convexas y 100 um en surcos; ahi se ubican las
células granulares. En esta capa se encuentran también las células de Golgi y los astrocitos velados.
Las aferencias que llegan a esta capa son las fibras trepadoras y fibras musgosas (Purves, 2004).La
sustancia blanca estd constituida por axones junto con células gliales: astrocitos, glia NG2,

oligodendrocitos y microglia (Purves, 2004).
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Figura A4. Organizacion de la corteza cerebelar. La corteza cerebelar se compone de 3 capas, la capa mas externa
llamada capa molecular contiene las células estrelladas y las células en cesta, estas Gltimas proyectan axones que
comunican con las células de Purkinje, también es la capa en la cual las células granulares proyectan las fibras paralelas,
las cuales forman un circuito que comunica con las células estrelladas. La capa media es llamada capa de células de
Purkinje la cual alberga las células con el mismo nombre, estas células reciben informacion de las células de la capa
molecular y proyectan axones al niicleo profundo del cerebelo, adicionalmente reciben aferencias de la oliva superior de
manera directa a través de las fibras trepadoras. Finalmente, la capa granular contiene las células Granulares, las células
de Golgi y las fibras musgosas, las cuales son aferencias que llegan a la capa granular desde el nucleo profundo

(modificado de Purves, 2004).

1.3 Acido y-aminobutirico (GABA)

El GABA es un regulador critico durante el desarrollo neuronal, restringiendo la proliferacion y

migracion de células precursoras adultas y embrionarias (Zonouzi et al., 2015). En el cerebelo, 5 de
12



los 7 tipos neuronales descritos sintetizan GABA. Un aminoécido de cuatro carbonos que actiia como
un neurotransmisor inhibitorio en la mayor parte de las sinapsis en el cerebro y la médula espinal y se

encuentra especialmente en altas concentraciones en el cerebelo (Bear, 2007).

El precursor predominante para la sintesis de GABA es el glutamato el cual es descarboxilado por
laenzima é4cido glutdmico descarboxilasa (GAD). El glutamato por su parte puede obtenerse a partir
de la glucosa que es catabolizada por la via de los 4cidos tricarboxilicos para posteriormente obtener
piruvato. La GAD se encuentra preferencialmente en las neuronas GABAérgicas , aunque puede ser
encontrada en otros tipos de neuronas no GABAérgicas. Se han identificado dos isoformas: GAD65
y GADG67, las cuales son producto de diferentes genes (GAD1 y GAD2, respectivamente) y difieren
en tamafio molecular 65 y 67 kDa respectivamente, de ahi su nombre (585 y 594 aminoécidos
respectivamente) y en presencia del cofactor piridoxal fosfato cataliza la descarboxilacion de 4cido
glutamico en GABA y CO,. La GAD67 es una enzima principalmente citosdlica la cual se distribuye
en neuronas GABAergicas, glia y estd presente en cuerpos celulares y dendritas asi como procesos
axonales. Por otro lado, la GADG65 se encuentra de manera predominante en terminales nerviosas
anclada a membranas vesiculares. La isoforma GAD65 es més dependiente de la presencia exdgena
de piridoxal fosfato que la GAD67 (Esclapez et al., 1994; Tavazzani et al., 2014). Una vez sintetizado
el GABA se trasporta para su almacenamiento en las vesiculas presindpticas mediante VGAT. Ante
una sefial presinaptica, el GABA serd liberado sindpticamente mediante exocitosis para ejercer una
accion postsindptica. Una ruta alternativa de producciéon de GABA, tanto en las neuronas como en la
glia, es mediante la transformacion de putrescina en GABA sintetizado por la enzima monoamina
oxidaza (MAO). El GABA producido se libera mediante el canal bestrophinl (Bestl) mediando la

inhibicion tonica en el cerebelo (Yoon et al., 2014)

El mecanismo de remocion y recuperacion de GABA requiere de transportadores de alta afinidad para
GABA denominados GAT, transportadores presentes tanto en las neuronas como en la glia. A la fecha
se conocen 4 genes que codifican para los transportadores GAT
(GAT-1 a GAT-4), cada uno con caracteristicas particulares en las secuencias de aminoécidos y sus
propiedades farmacologicas. En el sistema nervioso central, GAT-1 y GAT-3 son los principales

transportadores por afinidad de GABA. El GAT-1 tiene una amplia expresion en las neuronas, los

13



astrocitos, glia-NG2 y oligodendrocitos en sustancia blanca cortical. Mientras que GAT-3 solo se

expresa en los astrocitos al menos, en el cerebelo (Fattorini et al., 2017; Yan and Ribak, 1998).

Terminal

postsinaptica Transformacion

de GABA Célula glial

GAT

Glutamato

+
Acido Glutamico Descarboxilasa
+ piridoxal fosfato

.: GABA [

[
\\

VIATT

Receptores Célula
GABA postsinaptica

Figura AS5. Sintesis, almacenamiento, liberacion y recuperacion de GABA en el SNC. El precursor predominante para
la sintesis de GABA es la glucosa, que es metabolizada en glutamato por la enzima acido glutdmico descarboxilasa (GAD),
que cataliza la conversion de glutamato en GABA. La GAD requiere el cofactor, fosfato de piridoxal, para su actividad.
Una vez que se sintetiza el GABA, se transporta a las vesiculas sinapticas a través de un transportador vesicular de

aminoacidos inhibidores (VIATT).

El GABA ejerce su accion a través de la activacion de receptores de tipo ionotropico o metabotropico.
Los receptores ionotropicos GABAa son canales activados por ligando en los que su permeabilidad a
cloro produce una hiperpolarizacion en las neuronas, lo que resulta en la inhibicion del potencial de
accion. Los receptores GABAg son miembros de la siper familia de receptores con siete pases
transmembranales, acoplados a proteinas G heterotriméricas. La actividad de los receptores GABAg
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estd mediada por la activacion de proteinas G pertenecientes a la familia de las proteinas sensibles a
la toxina pertussis; sus mecanismos efectores incluyen la actividad del adenilato ciclasa y las proteinas
cinasas asociadas caseina cinasa II y proteina cinasa C que modulan la apertura de los canales
presinapticos de potasio, con lo que regula la inhibicion de largo plazo (Kaupmann et al., 1997). Los
receptores GABAR son activados de manera selectiva por el agonista baclofeno y son insensibles a

los moduladores (como las benzodiacepinas) y antagonistas del receptor GABAA.
1.4 Receptores GABAA

El receptor GABAA es un receptor transmembranal ionotropico pentamérico, que consiste en 5
subunidades acomodadas alrededor de un poro central que regula el paso de iones de manera selectiva.
Usualmente se encuentran ubicados en la membrana postsinaptica en las neuronas y glia, pero también
pueden ubicarse extrasinapticamente (Cellot and Cherubini, 2013; Verkhratskii and Butt, 2007). Estos
receptores, son canales i6nicos activados por ligando, su apertura ocurre tras la unioén del acido -
aminobutirico, permitiendo el paso de iones de cloro (Cl") a través de su poro. Dependiendo de la
relacion entre el potencial de membrana en reposo y el potencial de equilibrio de CI" la membrana
puede ser despolarizada o hiperpolarizada (MacVicar et al., 1989). Ademas, los receptores GABAA
tienen relevancia clinica pues los barbituricos y las benzodiacepinas ejercen un efecto modulador

alostérico. La bicuculina y la picrotoxina son antagonistas selectivos del receptor GABAA.

1.6 Arreglo clasico del receptor GABAA

Los receptores GABA poseen la condicion de tener al menos una subunidad o adyacente a una beta.
Debido a que el acido y-aminobutirico emplea como sitio de anclaje la interfaz entre estas subunidades
y el canal no seria activable por GABA en la ausencia de ellas, excepto para los canales conformados
por subunidades p. El arreglo clasico del receptor GABA4 incluye dos subunidades o, dos  y una v,

en ciertos casos la subunidad y es sustituida por otras subunidades (Verkhratskii and Butt, 2007).
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Figura A6 Representacion esquematica de un receptor GABA4 y algunos de sus ligandos y su sitio de anclaje. El
arreglo clasico del receptor GABA 4 consiste en 2 unidades o, 2 B y una y. Este canal permea iones de cloro y posee sitios
de anclaje para diversos farmacos de relevancia médica, como benzodiacepinas, barbitliricos o esteroides y es bloqueado

por picrotoxina (modificado de Purves, 2004).

1.8 Glia

La glia suele ser organizada como macroglia y microglia, la-primera integra a la astroglia, que realizan
funciones estructurales, regulatorias, vasculares, entre otras; la oligodendroglia cuya principal funcion
es el mielinizar axones y brindar soporte estructural, glia NG2, también llamadas OPCs o
polidendrocitos, de las cuales se desconoce su funcidén exacta en estadio maduro, pero se sabe qué

cuentan con la capacidad de dar origen a los oligodendrocitos por transformacion directa. Por otra
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parte, la microglia proviene de los macréfagos que invaden el cerebro durante el desarrollo temprano
durante el dia E9.5, son células de origen mesodérmico a diferencia de la macroglia; su funcion es

integrar el sistema inmune del SNC (Cheung et al., 2009; Verkhratskii and Butt, 2007).
1.12 Microglia

La microglia es una célula residente del cerebro que regula el desarrollo cerebral, el mantenimiento
de las redes neuronales y la reparacion de lesiones. La microglia actia como macrofagos cerebrales,
pero se distingue de otros macrofagos tisulares debido a su fenotipo homeostatico unico en el sistema
nervioso central (SNC). Son responsables de la eliminacion de microbios, células muertas, sinapsis
redundantes, agregados de proteinas y otros antigenos particulados y solubles que pueden poner en
peligro el SNC. Ademas, como fuente principal de citoquinas proinflamatorias, la microglia es un
mediador fundamental de la neuroinflamacion y puede inducir o modular un amplio espectro de
respuestas celulares como inflamacién inducida por el factor TNFa o neurotrofinas como BDNF que

promueve supervivencia neuronal (Colonna and Butovsky, 2017; Verkhratskii and Butt, 2007).

La microglia representa aproximadamente el 10% de las células y es el fagocito mononuclear mas
abundante en el sistema nervioso central (SNC). Durante el desarrollo, la microglia ayuda a dar forma
a los circuitos neuronales modulando la fuerza de las transmisiones sinapticas y esculpiendo las

sinapsis neuronales (Colonna and Butovsky, 2017; Verkhratskii and Butt, 2007).

Un dato importante es que la evidencia experimental de expresion de receptores GABA4 en la
microglia es limitada, si bien se ha demostrado que responde a GABA, esta repuesta es mediada por
receptores GABABg (Logiacco et al., 2021). Respuestas a muscimol han sido documentadas, pero se
ha mostrado que estas respuestas son indirectas y no debido a la expresion de receptores GABA4 en

la microglia (Cheung et al., 2009). Por ello este tipo celular fue excluido de este trabajo.
1.12.1 Desarrollo de los fagocitos mononucleares del SNC

E1 SNC esta dotado de una red difusa y eficiente de fagocitos mononucleares. La microglia es la célula
mas abundante de esta red. Los estudios de mapeo de destinos han demostrado que la microglia se
origina a partir de progenitores mieloides tempranos en el saco vitelino embrionario que migran al

tubo neural en desarrollo. Una vez llegan al saco vitelino, proliferan, colonizan todo el parénquima y
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subsisten durante toda la vida del organismo mediante una division lenta. Los precursores mieloides

derivados de la médula 6sea no contribuyen al conjunto de la microglia (Colonna and Butovsky, 2017).

1.9 Astroglia

Son la segunda poblacion mas grande de células gliales en el SNC después de los oligodendrocitos,
comprendiendo alrededor del 20% al 40% del total de células gliales en ratones (von Bartheld et al.,
2016). Una caracteristica de la astroglia es la expresion de filamentos intermedios, los cuales forman
su citoesqueleto. Los principales tipos de proteinas que forman filamentos intermedios en la glia son
la Proteina Acido Glial Fibrilar (GFAP) y la vimentina. La expresion de GFAP es usada cominmente
como un marcador especifico para la identificacion de la astroglia, sin embargo la expresion de esta

proteina varia en distintas regiones del cerebro (Verkhratskii and Butt, 2007).

La astroglia incluye distintos tipos de células gliales que tienen en comun la expresion de GFAP:
astrocitos fibrosos (sustancia blanca), astrocitos protoplasmaticos (sustancia blanca), glia radial y

células ependimales.

Las funciones de los astrocitos son muchas y son totalmente indispensables para el funcionamiento
del cerebro. Los astrocitos mantienen el ambiente adecuado para el funcionamiento neuronal. Forman
la microarquitectura de la parénquima cerebral, mantienen la homeostasis cerebral, almacenan y
distribuyen sustratos energéticos, controlan el desarrollo de células neurales, proporcionan
mantenimiento sinaptico y contribuyen en la defensa del cerebro siendo un elemento conformacional

de la barrera hematoencefalica (Verkhratskii and Butt, 2007).

Astrocitos protoplasmicos: Estan presentes en la sustancia gris y tienen varios procesos finos de

aproximadamente 50 um de longitud. (Oberheim et al., 2012; Verkhratskii and Butt, 2007).

Astrocitos fibrosos: estdn presentes en la sustancia blanca, poseen procesos de hasta 300 um de
longitud, pero son menos ramificados que los procesos de los astrocitos protoplasmaticos. (Oberheim

et al., 2012; Verkhratskii and Butt, 2007).
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Glia radial: Son células bipolares, cada una con un cuerpo celular ovoide y procesos elongados. La
glia radial es comunmente una caracteristica del cerebro en desarrollo debido a que son las primeras
células en desarrollarse de los progenitores neurales, con excepcion de la glia de Bergmann y la glia
de Miiller que permanecen en el cerebro adulto. En etapas muy tempranas del desarrollo embrionario
la glia radial también forma un andamio el cual asiste a la migracion neuronal. Después de la
maduracion del cerebro, la glia radial desaparece de muchas regiones y se transforma en astrocitos

estrellados (Verkhratskii and Butt, 2007).

Células ependimales: Se encuentran en las paredes de los ventriculos en el cerebro y en el canal central
de la espina dorsal. Estan involucradas en la produccion y el movimiento del fluido cerebroespinal.
Forman una capa de separacion entre el fluido cerebroespinal y los compartimientos celulares del
sistema nervioso central, permitiendo un intercambio de substancias entre ambos compartimientos

(Verkhratskii and Butt, 2007).

El cerebelo contiene glia radial especializada llamada glia de Bergmann, la cual tiene cuerpos de
aproximadamente 15 pm de didmetro y entre 3 y 6 procesos que se extienden de la capa de células de
Purkinje a la capa de la superficie pial. La glia de Bergman al igual que otros tipos de glia radial tiene
la capacidad de funcionar como precursor de astrocitos y neuronas por division asimétrica o por

transformacion directa en el caso de los astrocitos (Verkhratskii and Butt, 2007).

Un tipo especializado de astrocitos en el cerebelo son los astrocitos velados, los cuales forman una
cobertura rodeando neuronas granulares cerebelosas siendo que cada astrocito velado envuelve una

sola neurona granular.
1.10 Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos se definen por su funcidn caracteristica de la produccion de las vainas de mielina
que aislan los axones en el sistema nervioso central (SNC), lo que acelera la propagacion del potencial
de accion y permite la sincronizacion del impulso nervioso que proviene de los ensambles neuronales
promoviendo la conectividad cerebral (Reyes-Haro et al., 2021). La plasticidad del cerebro incluye la
mielinizacidn, un proceso que inicia en la etapa temprana del neurodesarrollo postnatal y continua

hasta la etapa adulta en el ser humano (Reyes-Haro et al., 2021).
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Los oligodendrocitos rodean selectivamente los axones con didmetros superiores a 0,2 um. Las claves
moleculares de este reconocimiento siguen siendo desconocidas. Curiosamente, los oligodendrocitos
solo tienen un breve periodo de tiempo para la mielinizacion dependiente de la madurez neuronal.
Este periodo ocurre al principio de la diferenciacion, y son relativamente incapaces de mielinizar una

vez que han madurado (Bradl and Lassmann, 2010).
1.11 Glia NG2

La glia NG2 recibe su nombre con base en la expresion del proteoglicano "Neuron-Glia 2"; también
se les conoce con el nombre de polidendrocitos, tienen forma de estrella con una alta densidad de
ramificaciones. Son un tipo de células que han captado la atencion en los ultimos afios debido a que
es el unico tipo glial que recibe contacto sinaptico, se distribuyen en la sustancia blanca y gris, y se
sabe que son células precursoras de oligodendrocitos (OPCs). Las células NG2 constituyen un 5-10%
del nimero total de células en el SNC (Nishiyama et al., 2016) la glia NG2 en la sustancia gris en

adultos se encuentra entre el 2-3% mientras que en la sustancia blanca es alrededor del 8-9%.

La glia NG2 posee caracteristicas especiales que la diferencian de otros tipos gliales. Un ejemplo de
ello es la expresion del proteoglicano NG2 y del receptor del factor de crecimiento derivado de las
plaquetas A (PDGFRa): La glia NG2 da lugar a los oligodendrocitos pero no es positiva a algunos de
sus marcadores y solo tienen un 50% de posibilidades de generar uno de ellos. La glia NG2 no expresa
GFAP, pero, algunos de ellos pueden expresar S100B (otro marcador de astroglia); también son
negativos a IBA-1 o CD-45 (marcadores de microglia). En conjunto, estas caracteristicas generan la

necesidad de crear un cuarto tipo glial en el SNC.

La proporcion de glia NG2 supera a la poblacion de oligodendrocitos, en la etapa de desarrollo
postnatal temprano, previo al inicio de la mielinizacién (<P12). En esta etapa el ciclo celular de la glia
NG2 se completa en 2-3 dias; posteriormente los OPCs comienzan a diferenciarse y la proporcion
cambia réapidamente en favor de los oligodendrocitos (>P12). A medida que el cerebro envejece la
velocidad de proliferacion de la glia NG2 disminuye y se calcula que sélo un 50% de la glia NG2
entra en el ciclo celular con una duracion aproximada de 70 dias en la corteza y en el cuerpo calloso

(Kukley et al., 2008; Psachoulia et al., 2009).

20



Una caracteristica adicional que define a la glia NG2 es que no forma un sincicio, pues la difusion de
biocitina hacia células vecinas no se observa como sucede con la oligodendroglia y la astroglia gracias
a la expresion de conexinas que permiten el establecimiento de uniones comunicantes (gap junctions).

Aunque una proporcion reducida de glia NG2 expresa la Cx32 en el giro dentado.
1.11.1 Caracteristicas electrofisiologicas de la NG2

Los estudios electrofisioldgicos de célula completa revelaron que la glia NG2 tiene un potencial de
membrana de -70 a -90 mV, mientras que la resistencia de membrana oscila entre los 100-500 MQ,
con una capacitancia aproximada de 25 pF. Sin embargo, estos pardmetros varian dependiendo de la
region del cerebro y la edad del individuo. Por ejemplo, la glia NG2 de la sustancia blanca registrada
durante el desarrollo postnatal temprano (P5-P10) presentd una capacitancia menor, de 8 pF, una
resistencia de membrana superior a 1 GQ y potenciales de membrana inferiores a -75 mV (Chittajallu

et al., 2004).

El potencial de membrana en reposo de estas células esta cerca del calculado para el K*, lo que sugiere
que estos canales estan abiertos en reposo, concretamente el canal Kir4.1 de rectificacion hacia dentro

y el canal K* de dos poros (K2P) (Larson et al., 2017, Verkhratsky y Butt, 2013).

La NG2-glia tiene canales de potasio tipo A, caracterizados por una rapida activacion e inactivacion
(Kv3.3, Kv4.2 y Kv4.3), canales K+ rectificadores retardados que poseen su nombre a una activacion
lenta y sin inactivacion (Kvl. 3, Kvl.5, Kv1.6, Kv2.1, Kv6.8 y Kv7.2), rectificadores internos con
dos poros (K2pl1.1, K2p2.1 y K2p10.1) y sus canales mas expresados Kir4.1 y KCap4 (Larson et al.,

2016). La expresion de estos canales es la razon del potencial de membrana de la NG2-glia.

La NG2-glia expresa canales de Na* sensibles a la tetrodotoxina (TTX) y activados por voltaje
(Navl.1,Navl.2, Navl.3, Navl. 8,). Curiosamente estos canales estan presentes en las neuronas y son
esenciales para el disparo de potenciales de accion. Sin embargo, a pesar de tener la maquinaria
necesaria para producir potenciales de accion, no se han observado en las células maduras de la NG2-
glia sino en la NG2-glia de ratones de edad P5-P8. La NG2-glia muestra algunas caracteristicas
diferentes en comparacion con los potenciales de las neuronas, como una amplitud mas pequefia, una
cinética mas lenta y el disparo de un solo pico (De Biase et al., 2010; Larson et al., 2016; Verkhratskii

and Butt, 2007).
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Antecedentes

Una zona importante del cerebelo es la WMC, en esta zona predominan distintas poblaciones de
células gliales y axones. La de mayor abundancia estd integrada por las células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs), que son inmunopositivas al proteoglicano NG2 y se diferencian en
oligodendrocitos a partir del dia postnatal 12 (Foran and Peterson, 1992; Nishiyama et al., 2016).
Adicionalmente, se identific6 una poblacion GFAP+ con actividad neurogénica restringida (P1-P12).
La expresion de GAD67 es una de las caracteristicas de esta poblacion de precursores neuronales
(Yamanaka et al., 2004), que migran hacia la capa molecular para dar origen a las células estrelladas
y en cesta durante los primeros 21 dias postnatales (Silbereis et al., 2009). Adicional a la expresion de
GADG67, las células precursoras de linaje astrocitico responden a GABA en otras regiones del cerebro,
como el hipocampo (Ge et al., 2006; Seri et al., 2001) y la zona subventricular (Bolteus, 2004; Liu et
al., 2005); mientras que esto se desconoce para las células GFAP" de la WMC.

La expresion funcional de los GABAaRs también ocurre en la glia de Bergmann (Muller et al., 1994),
las células ependimales de la zona periventricular del cerebelo (Reyes-Haro et al., 2013a) y en cultivos
primarios de astrocitos del cerebelo (Pétriz et al., 2014). La expresion funcional de GABAARSs en la
glia NG2 de la sustancia blanca del cerebelo se describio con anterioridad (Zonouzi et al., 2015). No
obstante, se desconoce si la expresion de los GABAARSs se presenta en otros tipos de glia en la WMC.
Esta sefializacion GABA¢rgica podria ser relevante durante el neurodesarrollo postnatal temprano del
WMC. Las células gliales responden a la actividad neuronal con transitorios de calcio que se propagan
a células vecinas(onda de calcio) (Bazargani and Attwell, 2016; Schipke et al., 2002) que esta
implicada en la proliferacion, migracion y diferenciacion de las células precursoras neuronales
(Weissman et al., 2004). Por otra parte, algunos estudios indican que la sefializacion a través de los
receptores de GABAA (GABAARs) también esta implicada en estos eventos (Bolteus, 2004;
Gutiérrez-Castafieda et al., 2022; Kilb et al., 2013).
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Justificacion

Durante el desarrollo postnatal temprano de la WMC ocurren eventos de proliferacion, migracion y
diferenciacion de los precursores neuronales y de los gliales. La sefializacion GABA¢érgica regula
parte de estos procesos. Sin embargo, se desconoce si la expresion funcional de los receptores GABA

ocurre para los distintos tipos gliales residentes en la WMC.

Objetivo general
Investigar si los receptores a GABA son expresados en la WMC durante el desarrollo postnatal

temprano del raton.

Objetivos especificos
e Investigar si hay expresion de GAD67 antes y durante la mielinizacion de la WMC.
e Investigar si hay expresion funcional de receptores GABAB.
e Investigar si hay expresion funcional de receptores GABAA.

e Identificar el o los tipos celulares que expresan receptores funcionales a GABA con base en

su perfil electrofisioldgico, morfoldgico o expresion de antigenos.

I1. Materiales y métodos

2.1 Preparacion de rebanadas de cerebelo

Los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas aprobadas por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales del Instituto de Neurobiologia. Se utilizaron ratones de la cepa CD1 o
transgénicos GFAP-eGFP del dia postnatal 7 al 9 (P7-P9) utilizando el protocolo previamente
reportado (Nolte et al., 2001; Reyes-Haro et al., 2013a). Brevemente, los ratones fueron decapitados
para aislar rdpidamente los cerebros en liquido cefalorraquideo artificial (aCSF, por su siglas en

ingles), a 4°C, con una composicion (en mM): NaCl 134; KCI 2.5; MgCI2 1.3; CaCl2 2; K2HPO4
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1.25; NaHCO3 26; D-glucosa 10; pH 7.4. Esta solucién amortiguadora se oxigend con carbogeno
(95% 02, 5% CO2) y se utiliz6 para obtener rebanadas coronales del cerebelo (250 um de grosor) con
un vibratomo (VS100, Leica). Las rebanadas se transfirieron a una camara de recuperacion con aCSF
oxigenado, a temperatura ambiente (~20-22°C) por al menos 30 minutos antes de iniciar con los
experimentos. Posteriormente, las rebanadas se transfirieron a la camara de registro montada en la
platina de un microscopio vertical de inmersion (Olympus BX51) en donde fueron continuamente
perfundidas con aCSF oxigenado. Los estudios de fijacion de voltaje en las células gliales del cerebelo

se realizaron de manera unitaria por rebanada. De esta manera “n” corresponde al numero de

rebanadas y “N” al nimero de ratones utilizados.

2.2 Tincidn de astrocitos con sulforodamina

Los ratones se inyectaron intraperitonealmente con sulforodamina B (SRB; 20 mg / kg, Sigma S1402)
4 h antes de la preparacion de los cortes cerebrales: este enfoque fue altamente eficiente para la tincion

de astrocitos como se informo anteriormente (Appaix et al., 2012).

2.3 Difusion de biocitina a células vecinas y patch-clamp de célula completa

Las pipetas de registro se obtuvieron a partir de capilares de borosilicato (didmetro interno de 0,86
mm; didmetro externo de 1,5 mm; Sutter) usando un Puller de pipetas P-97 (Sutter) y se llenaron con
una solucion interna que consta de (en mM): NaCl 4; KC1 120; MgCl2 4; CaCl2 0.5; Hepes 10; EGTA
5; D-glucosa 5; 0.5% de biocitina (B4261, Sigma) a pH 7.4. La resistencia de las pipetas de registro
fue de 5 a 8 MQ. Al inicio del registro celular se aplicd un protocolo de pulsos de voltaje desde -140
a +60 mV con incrementos de 20 mV y una duracién de 60 ms, partiendo de un potencial de
mantenimiento de -70 mV; este protocolo nos permitio obtener el perfil de la corriente de las células
registradas. El protocolo descrito se aplico con ayuda de un amplificador EPC10-USB (HEKA), las
corrientes fueron registradas a una frecuencia de 20 KHz y se filtraron a 2.9 kHz para las corrientes
postsinapticas espontaneas; mientras que para las corrientes evocadas por aplicacion extracelular de
agonistas la frecuencia de muestreo utilizada fue de 5 KHz y se filtraron a 2.9 kHz. Los registros

fueron monitoreados durante todo el experimento a través del software PatchMaster (HEKA). En
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algunos experimentos se adicion6 SRB al 0.1% a la solucion intracelular, lo que permiti6 observar la
morfologia celular en primera instancia, mientras que la biocitina se reveld post-registro después de
fijar la rebanada y realizar el protocolo de inmunofluorescencia correspondiente. Para mas detalles

sobre el analisis de las sefiales de calcio, ver apéndice Analisis de Patch.

Para determinar el potencial de inversion de la corriente entrante inducida por la aplicacion
extracelular de muscimol 50 uM se utilizé un protocolo de pulsos de voltaje continuos desde -130 a

50 mV con incrementos de 30 mV a una periodicidad de 7 segundos.
Inmufluorescencia para biocitina

Posterior al registro intracelular, las rebanadas se fijaron en una soluciéon amortiguadora de fosfatos
de sodio (0.1 M) con paraformaldehido al 4%, a un pH de 7.4, durante 1-2h a 4°C y se procesaron
para inmunofluorescencia. Las rebanadas se lavaron con PBS y posteriormente se incubaron en una
solucion que contenia 1% de Triton X-100 (TX-100), 5% de suero de burro y 10% de suero fetal
bovino (FBS) en PB, a pH 7,4, durante 4 h para permeabilizar y bloquear la unién no especifica.
Finalmente, la biocitina se marco con estreptavidina conjugada con DyLight 594 (1: 200, Vector Labs,

SA-5594) para revelar si la célula registrada estaba acoplada o no a otras células.

2.4 Imagen de calcio

El indicador fluorescente de calcio Fluo-4 AM (10 uM, Life Technologies, Ex 495/506 nm) se
adicion¢ al aCSF para incubar las rebanadas durante 30 minutos en una incubadora a 37 °C con una
oxigenacion continua (95% de 02, 5% de CO2). Posteriormente, el tejido se lavo con aCSF oxigenado
durante al menos 20 minutos y se mantuvo en la camara de recuperacion/reposo hasta su uso para los
estudios de imagen de calcio. Brevemente, las rebanadas se transfirieron a la camara de registro en
donde fueron perfundidas constantemente con aCSF oxigenado, a una velocidad de 2-3ml/min a
temperatura ambiente. Las rebanadas se visualizaron con el microscopio vertical Olympus BX51WI
y el sistema de LEDs de fluorescencia XCite XLED1 (Excelitas Technologies), este ultimo acoplado
al microscopio a través de una fibra Optica lo que permitio6 excitar el Fluo 4AM (Ex488- Em 518). La
siguiente mezcla de antagonistas fue adicionada al aCSF: TTX 1 uM (tetrodotoxina), CNQX 50 uM

(hidrato de sal disédica de 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona, Sigma, C239), MK-801 100 100M
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((+) - MK-801 maleato de hidrogeno, Sigma, M107) y estricnina 2 uM (clorhidrato de estricnina,
Sigma, S8753). Bajo este disefio experimental se elimind la contribucion indirecta de la actividad
neuronal sobre las respuestas evocadas por aplicacion de GABA 500 uM (Sigma, A2129), muscimol
50 uM (Sigma, M1523), baclofeno 20 uM (Sigma, G013), ATP 100 uM (Sigma, A3377). Las
imagenes se adquirieron con una frecuencia de 1 Hz por 300 s, utilizando un objetivo de inmersion
20x Olympus (0.25 NA). Para detalles sobre el analisis de las sefiales de calcio, ver apéndice Analisis

de Calcio.

Onda de calcio

El proceso de preparacion de las rebanadas fue el mismo usado para electrofisiologia e inyeccion de
biocitina. El protocolo de despolarizacion consistié en un tren de 20 pulsos de 200 pA a 10 Hz
(estimulador de corriente aislado DS3, Digitimer Ltd) con un electrodo de vidrio lleno de aCSF que
tenia un didmetro de ~20 pm. La pipeta se colocd suavemente en la parte superior de la rebanada
tocando la capa celular superior. Se permitio que la rebanada se recuperara del estrés mecanico durante
al menos 5 min. El protocolo de despolarizacion consistio en 200s, durante los primeros 80s se registro
la actividad basal de la rebanada y la onda de calcio se indujo durante los segundos 81-82 para
posteriormente registrar la recuperacion de los transitorios de calcio evocados a la basal. Los videos
de estos experimentos fueron analizados con el FIJI. Para visualizar los cambios espaciales y
temporales en el calcio resultantes de la actividad provocada, las secuencias e procesaron para resaltar
los cambios en la intensidad de fluorescencia entre tomas. Se seleccionaron las regiones de interés
sobre el campo de vision y se midio la intensidad media de pixeles en cada cuadro. Los datos se
trazaron primero como intensidad de fluorescencia frente al tiempo y posteriormente se convirtieron

a una escala relativa (AF/F de referencia).
2.5 Inmunofluorescencia

La identidad celular de las células registradas en la sustancia blanca cerebelosa se comprobd mediante
estudios de inmnfluorescencia (ratbn GFAP-EGFP) e inmunofluorescencia para NG2. En ambos casos
las rebanadas se fijaron 1h en PFA-PB 0,1 M (pH 7,4), después se enjuagaron tres veces en PBS

durante 10 minutos en cada lavado. A continuacioén, las rebanadas se incubaron en una solucion que
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contenia 1% de TX-100, 5% de suero de burro y suero fetal bovino (FBS) al 10% en PBS a pH 7,4,
durante 2 h a temperatura ambiente. En el caso de las rebanadas GFAP-EGFP éstas se montaron para
ser visualizadas al microscopio. En el caso de los registros de células con morfologia y perfil de
corriente correspondiente a la glia NG2, las rebanadas se incubaron en una soluciéon que contenia el
anticuerpo (Proteoglicano de sulfato de condroitina anti-NG2, conejo, 1: 250, AB5320, Merck
Millipore) durante 48 ha 4 °C, se lavaron y se trasladaron a una solucion con el anticuerpo secundario
(Alexa 488 burro anti-conejo, 1: 500, Thermo Fisher) y estreptavidina conjugada con DyLight 594 (1:
200, Vector Labs, SA-5594) durante 36 h a 4 °C; después de lavar el tejido se montaron en portaobjetos
que fueron sellados con Vectashield y un cubreobjetos. Las iméagenes se obtuvieron con un
microscopio confocal Zeiss LSM 780 DUO con el software Zeiss Zen Black (Zeiss) y un objetivo de
inmersion en aceite 25X (LCI Plan-Apochromat, NA 0.8) con DyLight 594 (laser DPSS, longitud de
onda de excitacion/ emision 590/617 nm) y eGFP (laser de argon, longitud de onda de excitacion/

emision 488/511 nm).

Inmunofluorescencia para el reconocimiento de GAD67

La inmunofluorescencia contra la enzima GAD67 se realizd con un método estandar para secciones
fijas, en resumen, los ratones P7-9 GFAP-eGFP se perfundieron con PB 0.1 M y PFA 4%, los cerebros
se extrajeron Yy se transfirieron a una soluciodn crioprotectora (PB + 30 % de sucralosa) durante 3 dias,
se cortaron en un criostato (35 um), luego, las secciones se lavaron, se incubaron en una soluciéon que
contenia 1% de TX-100, 5% de suero de burro y 10% de FBS en PBS a pH 7,4 , durante 2 h a
temperatura ambiente, se lavo y se coloco en PB con el anticuerpo primario (anti-GAD67, ratén, 1:
500, MAB5406, Merk Millipore) durante la noche a 4 °C, después del lavado, se colocaron durante 2
horas en una solucioén con el anticuerpo secundario (Alexa 594, anti-raton, 1: 1000, Thermo Fisher,

R37115) a temperatura ambiente, lavado y montado.
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III. Resultados

3.1 La enzima GADG67 esta altamente expresada en la sustancia blanca cerebelosa

La sefializacion GABAérgica requiere la sintesis de GABA y nuestro primer abordaje fue investigar
si la expresion de GAD67 se presentaba en la sustancia blanca cerebelosa en dos etapas del desarrollo
postnatal temprano: previo (P8) y durante a la mielinizacion (P18). Los estudios se realizaron en cortes
histologicos del raton transgénico GFAP-EGFP, lo que nos permitio investigar la densidad de las
células GFAP". Los estudios histologicos revelaron que la densidad de los astrocitos fue notablemente
mayor en P8 (1133 £137células GFAP+ / mm2) con relacion a lo que se observo en P18 (616 £132
c¢lulas GFAP+ / mm?2). Ademas, se realizaron estudios de inmunofluorescencia contra GAD67 y se
encontrd que el 54% de las células GFAP" fueron GAD67" (616 x 137 células GFAP" / GAD67" /
mm2; n=6; N =4), lo que indica que una fraccion de células gliales de la sustancia blanca cerebelosa,
incluidos los astrocitos, pueden sintetizar GABA. De manera sorpresiva, esta expresion de GAD67 en
la sustancia blanca cerebelosa se muestra ausente en ratones P18, lo que indica que la expresion de

GADG7 es relevante en la etapa previa al inicio de la mielinizacion
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Figura 1. Expresion de GAD67 en la sustancia blanca cerebelosa. Inmunofluorescencia para GAD67 en la WM de
ratones postnatales 8 y 18 dias (P8 y P18) con GFAP-eGFP. La expresion de GAD67 es predominante en la WM. Células
GFAP-eGFP* co-localizaron con la expresion de GAD67 en P8 (cabezas de flecha y recuadro). Por el contrario, no se
detect6 ninguna sefal para los astrocitos de la WM en P18, sin embargo, las células de Purkinje expresan GAD67. Barra
de escala =100 um , P18 barra de escala =200 um.

3.2 Los receptores GABAAx se expresan funcionalmente en las células de la sustancia blanca
cerebelosa (WMC)

La sefalizacion GABA¢érgica requiere la activacion de receptores. Para visualizar esto fue utilizado el
sensor fluorescente de calcio Fluo4, el cual permite observar la actividad de calcio en células que lo
incorporan. La aplicacion extracelular de GABA (500 uM) evocé transitorios de calcio en 41.7% +
5.1% de las células de la sustancia blanca, lo que indica que la expresion funcional de los receptores
a GABA ocurre en una fraccion de las células de la sustancia blanca (n=13;N=10). Como nota
adicional, también se observaron transitorios de calcio en la capa de células granulares (puntas de
flecha rojas, Fig. 2A). El siguiente paso fue evaluar los agonistas especificos muscimol (50 uM) y
baclofeno (20 uM) para GABAAR y GABARR respectivamente. La aplicacion de muscimol indujo

transitorios de calcio en el 39% + 7% de las células (n = 10; N = 6, Fig. 2B), en contraste, el baclofeno
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no evoco respuestas detectables (Fig. 2C). Para confirmar la viabilidad celular de las rebanadas se
utiliz6 ATP (100 uM) al final de los experimentos y el niimero total de células responsivas se considero
como el 100%; lo que sirvio para estimar la fraccion celular sensible a GABA. Con base en estos
resultados se concluyo que la sefializacion GABA¢érgica en la sustancia blanca del cerebelo es a través

de receptores ionotropicos del tipo GABAAaR. (Fig. 2D).
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Figura 2. Las células gliales responden a muscimol pero no a baclofeno. (A) GABA (500 uM) indujo una respuesta
de calcio en el 41,7% + 5,1 de las células de la sustancia blanca (n=13; N=10). Las flechas rojas destacan las respuestas
mediadas por GABA en la capa granular (GL). (B, C) El muscimol (50 uM) evocd una respuesta de calcio en el 39% =+
7% de las células de la WM (n=10; N=6), mientras que el baclofeno (20 uM) no logré inducir una respuesta (n=12; N=7)
(D) ATP (100 uM) se aplico después de los agonistas GABAérgicos y la respuesta evocada se consider6é como el 100% de
las células de la WM que respondieron. El ATP también ayudoé a verificar la viabilidad de los cortes (barra de escala= 50

pm).

3.3 Las células que responden a Muscimol no son SRB*

Una primera aproximacion para investigar la identidad celular de la fraccion que respondia a GABA
fue utilizar la sulforodamina B (SRB), molécula fluorescente que se incorpora preferentemente en los
astrocitos. La aplicacion extracelular de muscimol (50 pM) indujo transitorios de calcio en la
poblacion celular que no incorporé SRB, pero no se observaron respuestas en la fraccion celular
SRB+. La interpretacion de estos resultados sugeria que los astrocitos no expresan GABAaRs (Fig.
3A). Por ultimo, las células SRB+ que respondieron a la aplicacion extracelular del ATP (100 uM)
fueron el 33,97% =+ 3,5% del total (n =6; N =15).
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Figura 3. Las células SRB+ no responden a muscimol. (A) Las células que responden al muscimol (50 pM) no
incorporaron SRB. Sin embargo, las células que responden a ATP (100 uM) incluian tanto a las células SRB* como a las
SRB". Los asteriscos indican las células SRB™ (rojo) que no respondieron a muscimol, pero si a ATP (amarillo). Sélo el
34% de las células que respondieron a ATP son SRB* (n=7; N=5, barra de escala= 20 pm). (B) El baclofeno (20 uM) no
evoco transitorios de calcio en las células de la sustancia blanca. No obstante, el ATP (100 uM) activo a las células SRB*
(amarillo) y SRB- (rojo). Como control positivo, el baclofeno si evocd transitorios de calcio en las células del estriado
dorsal (StrD, P8) (n=4; N=4, barra de escala = 50 um).

3.4 Las células de la sustancia blanca no expresan GABAgRSs

Los experimentos iniciales mostraron que el baclofeno (20 uM) no evoco transitorios de calcio en las
células de la sustancia blanca cerebelosa, lo que contrasta con la aplicacion extracelular de ATP (100
uM) que indujo transitorios de calcio tanto en las células SRB* y como en las SRB™ (n =7; N = 6, Fig.
3B). En una serie experimental adicional se utilizd una concentracién mayor de baclofeno (100 uM)
pero tampoco se observaron transitorios de calcio en las células de la sustancia blanca cerebelosa (n
=4, N =4, Figura 3B). No obstante, el baclofeno (20 uM) evoco transitorios de calcio en las células

del cuerpo estriado dorsal; una region del cerebro en la que se ha reportado la expresion funcional de
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GABABgRs (n = 7; N = 6). En general, concluimos que los receptores GABAgB no se expresan

funcionalmente en las células de la sustancia blanca cerebelosa.

3.5 La expresion funcional de receptores GABAA ocurre selectivamente en la glia NG2

La identidad de las células que expresan GABAAR se investigo a través de registros de célula completa
realizados en células de la sustancia blanca cerebelosa. El potencial de mantenimiento se fij6 a -70
mV y se obtuvo el perfil de corriente para cada célula registrada, lo cual proporcioné informacion
inicial sobre la identidad celular. Ademads, se inyectd biocitina para revelar la morfologia de la célula
registrada y determinar si era parte de un sincicio (Fig. 4). Esta estrategia experimental resulté en la
identificacion de tres poblaciones celulares: 1) La primera poblacion corresponde a los astrocitos con
base en la expresion de GFAP-eGFP. Estas células mostraron una morfologia con multiples procesos
ramificados, y la biocitina se difundi6 a las células vecinas revelando que son parte de un sincicio.
Con relacion al perfil de corriente se registraron corrientes pasivas y la relacion corriente-voltaje
reveld6 un comportamiento lineal que indica que no son dependiente de voltaje, caracteristica
ampliamente descrita en la astroglia. Por altimo, la aplicacion extracelular de muscimol no indujo

corrientes entrantes en las células GFAP-eGFP" (Fig. 4A).

2) En la segunda poblacion las células GFAP- se registraron y la biocitina también difundi6 hacia
células vecinas que también eran GFAP-. La biocitina también revelo una morfologia con procesos
alargados que presumiblemente correrian a lo largo de los tractos axonales, lo que sugiere que la
identidad celular de esta poblacion podria corresponder a oligodendrocitos, que por otra parte es la
poblacion celular que prevalece en la sustancia blanca. El perfil de corriente de estas células mostro
corrientes entrantes y salientes con un decaimiento lento y la relacion corriente-voltaje reveld un
comportamiento lineal que indica que no son dependientes de voltaje. La aplicacion extracelular de

muscimol tampoco indujo corrientes entrantes en esta poblacion celular. (Fig. 4B).

3) La tercera poblacion también fue GFAP™ y la biocitina reveld una morfologia estrellada con
procesos alargados y delgados. En estas células la biocitina no difundi6 hacia células vecinas y el

perfil de corriente no fue lineal pues las corrientes son dependientes de voltaje, lo cual se confirma
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con la relacidon corriente-voltaje que muestra una corriente con rectificacion saliente. En esta
poblacion celular la aplicacion extracelular de muscimol indujo corrientes entrantes con una amplitud
promedio de -198 + 18 pA (n=15; N =15), lo que indica la expresion funcional de GABAAaRs (fig. 4C).
Finalmente se realizaron estudios de inmunofluorescencia para el proteoglicano NG2 que revelaron
que la célula GFAP registrada (identificada por el marcaje de biocitina) co-localiza con la expresion

de glia NG2 (n = 5; N =5). (Fig. 4C, recuadro).
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Figura 4. Los GABAARs s se expresan selectivamente en la glia NG2. (A) La célula GFAP+ inyectada con biocitina
muestra la difusion de esta molécula hacia células vecinas que también son GFAP+. Los registros en configuracion de
fijacion de voltaje (pasos de voltaje de 20 mV, de -140 a +60 mV) mostraron corrientes pasivas que resultaron en una
relacion corriente-voltaje de tipo lineal tipica de los astrocitos. Estas células no mostraron respuesta al muscimol (barra
de escala = 10 um, n=9; N=8) (B) La célula GFAP- inyectada con biocitina muestra que esta molécula se difundié a un
grupo de células vecinas, se aprecian procesos alargados que corren horizontalmente, presumiblemente siguiendo la
trayectoria de los tractos axonales caracteristicos de la sustancia blanca. Los registros en configuracion de fijacion de
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voltaje mostraron corrientes con un decaimiento lento durante la aplicacion del protocolo de pulsos de voltaje previamente
descrito, se observaron corrientes de cola simétricas caracteristicas de los oligodendrocitos. La aplicacion extracelular de
muscimol no indujo corrientes entrantes en ninguna de las células registradas (barra de escala = 20 pm, n=7; N=7). (C)
En el tercer tipo celular también se inyectd biocitina a través de la pipeta de registro, lo que revelé una morfologia
estrellada con procesos alargados, delgados y ramificados; la biocitina no difundi6 a células vecinas. (barra de escala =20
um). El perfil de corriente de este tipo celular mostr6 corrientes dependientes de voltaje que resultaron en una relacion
corriente-voltaje que muestra con rectificacion saliente; ademas la aplicacion extracelular de muscimol evocé una corriente
entrante (-198 + 18 pA, n=5; N =15). El recuadro muestra la inmunofluorescencia de la célula registrada en un ratéon CD1,
el canal rojo corresponde a la biocitina y el canal verde es para el anticuerpo NG2 (barra de escala = 10 um).

3.6 El GABA induce transitorios de calcio a través de los GABAAR

Los efectos indirectos de GABA o muscimol sobre los transitorios de calcio registrados en las células
de la sustancia blanca cerebelosa se descartaron en una serie experimental adicional en la que se
adicionaron al aCSF antagonistas selectivos de los receptores ionotrdpicos de glutamato y glicina
(CNQX 50 uM, MK-801 100 uM vy estricnina 2 uM), ademas de tetrodotoxina (TTX 1 uM) para
bloquear los canales de sodio asociados a la actividad neuronal. Los resultados mostraron que el
muscimol (50 pM) evocaba los transitorios de calcio previamente descritos, lo que confirmaba la
expresion funcional de GABAARSs en una fraccion de células de la sustancia blanca cerebelosa (Fig.
SA, n = 6; N = 4). Estos resultados se complementaron con estudios de fijacion de voltaje en la
configuracion de la célula completa realizados en la glia NG2. El objetivo de esta serie experimental
fue determinar el potencial de inversion de la corriente entrante inducida por la aplicacion extracelular
de muscimol (50 uM) bajo un protocolo de pulsos de voltaje continuos (ver métodos). En este arreglo
experimental la amplitud promedio de la corriente inducida por el muscimol fue de -157.2 + 42.1 pA
(n=35; N =5) (Fig. 5B). La relacion corriente voltaje de la corriente de muscimol se obtuvo después
de restar las amplitudes de los pulsos de voltaje antes de la aplicacion del agonista de aquellas
obtenidas en el pico de la corriente entrante de muscimol (Fig. 5C). El potencial de inversion estimado
después del andlisis de regresion lineal de la relacion corriente-voltaje de muscimol fue de 6.7 mV,

valor cercano al potencial de equilibrio del ion cloruro (~ 0 mV) (Fig. 5D).
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Figura 5. Expresion funcional de GABAARs en la sustancia blanca del cerebelo (A) La accion directa del muscimol
sobre las células de la sustancia blanca se probd afiadiendo una mezcla de bloqueadores farmacologicos de la
neurotransmision al aCSF (TTX 1 puM, CNQX 50 pM, estricnina 2 pM, MK-801 100 pM). En estas condiciones
experimentales el muscimol evoco transitorios de calcio en una fraccion de células de la sustancia blanca (N =4; n = 6,
barra de escala= 100 mm). (B) La aplicacion extracelular de muscimol (50 uM) resulté en una corriente entrante registrada
en la glia NG2 a un potencial de mantenimiento de -70 mV. El potencial de inversion de esta corriente se estimo al restar
uno de los trenes de pulsos de voltaje (-130 a 50 mV, con incrementos de 30 mV) antes (rojo) menos el tren de pulsos de
voltaje en el pico de la corriente entrante (azul) (C) (N =5; n =15). (D) La relacion corriente-voltaje muestra graficamente
las amplitudes de las corrientes obtenidas en los distintos pulsos de voltaje resultado de la resta (rojo-azul). El potencial
de inversion estimado al realizar la regresion lineal de los datos graficados en la relacion corriente voltaje de la respuesta
a muscimol fue de 6.7 mV, valor cercano al potencial de equilibro del cloruro estaba cerca del potencial de equilibrio del
ion cloruro (~0 mV).
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3.7 La glia NG2 recibe contactos sinapticos, pero la onda de calcio evocada no tiene efecto sobre la

frecuencia de los sPSC

La glia NG2 recibe contactos sinapticos de tipo GABAérgico (Zonouzi et al., 2015). La
despolarizacion de la sustancia blanca cerebelosa evoco inmediatamente una corriente postsinaptica
registrada en una fraccion de células gliales NG2 (-50,6 +/- 5,1 pA, n =3 de 10; N = 10). Ademas,
también se registraron corrientes post-sinapticas espontaneas (sPSC) que fueron completamente
bloqueadas por la bicuculina antagonista de GABAAR (100 uM) (n = 3 de 10 analizadas; N = 10).
Fig. 6A, B). Nuestros datos indican que la sefalizacion GABA¢érgica hacia la glia NG2 ocurre por la
despolarizacion los axones de la sustancia blanca cerebelosa. Esto se confirmo al realizar una nueva
serie experimental en presencia de TTX, la despolarizacion en este escenario no se registraron

corrientes postsinapticas en la glia NG2.

Por ultimo, se investigo si las ondas de calcio que son evocadas al despolarizar la sustancia blanca
modulaban la frecuencia de las corrientes postsinapticas espontaneas registradas en la glia NG2. El
protocolo experimental estimo la frecuencia antes de evocar la onda de calcio (pre-estimulo) y después
de la onda de calcio (post-estimulo). Nuestros resultados mostraron que la onda de calcio no modifico
la frecuencia de las corrientes postsindpticas espontaneas registradas en la glia NG2 (0.15 + 0.03 Hz

vs 0.18 = 0.5 Hz; n =3 de 10 analizados; N = 3; p = 0.155 Prueba t de Student) (Fig. 6H).

Nuestro siguiente paso fue eliminar la contribucion axonal con TTX y repetir el protocolo de
despolarizacién. Este protocolo experimental nos permitid investigar si la liberacion de
gliotransmisores asociada a la onda de calcio modulaba la frecuencia de las sPSCs registradas en la
glia NG2. No obstante, la adicion de TTX al aCSF elimind por completo las sPSC, que previamente
se habian registrado en la glia de NG2. La conclusion de esta serie experimental es que la onda de
calcio no modula la frecuencia de las sPSCs registradas en la glia NG2 (n = 3 de 10 analizadas; N =

10) (Fig. 6F, G).
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Figura 6. Las ondas de calcio no modulan la frecuencia de las sSPSC en la glia NG2. (A) Registro representativo de
una célula glial NG2 que muestra la morfologia ramificada revelada por la SRB (barra de escala= 20 mm) y las sPSCs que
fueron abolidas por la bicuculina (100 pM). (B), n = 3 células que responden de 10 probadas). (C) Curso temporal de una
onda de calcio evocada por la estimulacion eléctrica (barra de escala = 100 pm). (D) Registro representativo de células de
glia NG2 que muestra las sPSC antes (pre) y después (post) de la onda de calcio. (E) Amplificacion de un evento
representativo de sPSCs. (F) Curso temporal de una onda de calcio evocada por la estimulacion eléctrica en presencia de
TTX (barra de escala = 100 mm). (G) Las sPSCs fueron suprimidas cuando se afiadié TTX (1 mM) al aCSF. En estas
condiciones, no se registré ninguna sefializacién antes o después de la onda de calcio evocada. (H) Resumen de los
experimentos, frecuencia de sPSCs previo al estimulo eléctrico (Pre), después del estimulo (Post) y durante la aplicacion
de TTX.

IV. Discusion

En este trabajo, se investigd la senalizacion GABA¢érgica durante el desarrollo postnatal temprano de
la sustancia blanca cerebelosa del raton. Nuestros resultados mostraron que GAD67 se expresa
notablemente en células GFAP-, que probablemente corresponden a células de origen oligodendroglial
incluyendo OPCs positivos a NG2, ya que su proporcion predomina en la sustancia blanca (Reyes-
Haro et al., 2013b; Sturrock, 1976). Adicionalmente se observo que mas de la mitad de las células
GFAP+ son inmunorreactivas a GAD67 en el desarrollo postnatal temprano (P7-9), estos resultados
coinciden con observaciones anteriores en ratones GAD67-GFP knock-in (Yamanaka et al., 2004); lo
que indica que el GABA se sintetiza y posiblemente se libera en la sustancia blanca cerebelosa. La
expresion de receptores a GABA es un elemento adicional que se requiere para que la sefializacion
GABA¢érgica sea funcional. En esta direccion, los estudios de imagen de calcio revelaron que el
muscimol pero no el baclofeno producian transitorios de calcio en las células de la sustancia blanca
cerebelosa, lo que indica la expresion funcional de GABAARs pero no de GABABgRs. Este resultado
contrasta con estudios anteriores que reportaron la expresion funcional de GABAgRSs en células gliales
de otras regiones del cerebro. Por ejemplo, los astrocitos corticales expresan estos receptores en
rebanadas de ratones P15-20 y P30-60 (Mariotti et al., 2016). Asimismo, el agonista de los receptores
GABAG baclofeno, evoco transitorios de calcio en astrocitos del hipocampo (Perea et al., 2016) células
de linaje oligodendroglial (O4") de la WM periventricular (Luyt et al., 2007). En conjunto, estos
resultados indican que la expresion funcional de los GABABgRS estd ausente en el WM cerebeloso, al

menos en el desarrollo postnatal temprano (P7-P9).
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4.1 E1 GABAA se expresa funcionalmente en la glia NG2

En este estudio se evaluo la expresion funcional de los GABAARSs en astrocitos, oligodendrocitos y
glia NG2. La microglia se descartd en este estudio porque no hay evidencia de expresion funcional de
GABAAR en estas células (Cheung et al., 2009; Kettenmann et al., 2011). Estudios han reportado la
expresion funcional de GABAA en los astrocitos (Bolteus, 2004; Fraser et al., 1994; Muller et al.,
1994; Reyes-Haro et al., 2013a), los oligodendrocitos (Arellano et al., 2016; Berger et al., 1992;
Habermacher et al., 2019) o la glia NG2 (Balia et al., 2015; Habermacher et al., 2019; Luyt et al.,
2007; Zonouzi et al., 2015). Sin embargo, se sabe poco sobre la expresion funcional de los GABAARs
en la WMC (Zonouzi et al., 2015), lo cual resulta de interés ya que como se menciond previamente

en antecedentes, esta region se encuentra en una etapa dindmica de neurogénesis, mielinizacion, etc.

Las células gliales se encuentran en mayor proporcion y determinan la composicion celular de la
WMC con el 99% de los somas celulares (Reyes-Haro et al., 2013b; Sturrock, 1976). En este trabajo,
las imagenes de calcio mostraron que el muscimol provocé transitorios en la WMC, lo que indica la
expresion funcional de los GABAARs en las células gliales. Sin embargo, estos resultados no
aportaban informacion sobre la identidad de las células que respondian a la aplicacion extracelular de

GABA o muscimol.

Nuestro siguiente paso fue tefiir los astrocitos in-sifu con SRB. Esta metodologia (Appaix et al., 2012)
ha demostrado ser fiable, pero con algunas limitaciones, ya que también puede tefiir los
oligodendrocitos (Hill and Grutzendler, 2014; Hiilsmann et al., 2017). Sorprendentemente, las células
SRB™ no respondieron a la aplicacion extracelular de muscimol, esta evidencia experimental sugeria

que los astrocitos carecen de la expresion funcional de los GABAARSs.

En contraste se observo que las células SRB- respondian a muscimol, pero la identidad celular era una
incognita. Por ello, se realizaron registros de fijacion de voltaje en la configuracion de célula completa
en tres tipos celulares identificados con base en su perfil de corriente, relacion corriente-voltaje,
morfologia y difusién de biocitina. Estos criterios permitieron identificar células GFAP* que

correspondian a los astrocitos y dos poblaciones GFAP~ de glia; la primera correspondia a células de
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linaje oligodendroglial y la segunda a células gliales NG2+. Estos criterios son muy consistentes en
el sistema nervioso central y permiten una identificacion confiable de los distintos tipos de células
gliales (Maglione et al., 2010; von Bartheld et al., 2016). Sin embargo, en este estudio no se abordo
la identificacion inmunologica de la etapa de desarrollo correspondiente para las células del linaje
oligodendroglial, ya que esto resulta complejo debido a la diferenciacion dinamica de los precursores
de oligodendrocitos que transitan por distintos estadios y a cada uno corresponde un marcador
diferente. Las células del linaje oligodendroglial poseen varios estadios y pueden ser identificadas por
distintos marcadores durante estas etapas. De manera general, estas etapas son: células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs), las cuales son inmunoreactivas a PDGFRa y NG2, los oligodendrocitos
inmaduros son identificados por su inmunomarcaje a O4 y Olig2 y finalmente los oligodendrocitos
maduros son inmunoreactivos a la proteina basica de mielina (MBP ) y a CNPase (Barateiro and

Fernandes, 2014).

Una vez que se identificaron los distintos tipos gliales se investigd cuales respondian a la aplicacion
extracelular de GABA, muscimol o baclofeno. Los astrocitos no respondieron a ninguno de estos
agonistas de los receptores a GABA, lo cual resultd sorpresivo teniendo en cuenta que la glia de
Bergmann expresa funcionalmente GABAaRs en una etapa del desarrollo postnatal (P5-P7)
equivalente a la del presente estudio; no obstante, la amplitud de estas corrientes se redujo
drasticamente o fue indetectable en etapas postnatales posteriores al inicio de la mielinizacion (P20-
P30) (Muller et al., 1994). En conjunto estos resultados sugieren una regulacion diferencial de la
sefalizacion GABA¢érgica durante el desarrollo postnatal temprano del cerebelo. En apoyo a esta
hipdtesis, también se reportd que la expresion funcional de los GABAaRs ocurre en las células gliales
ependimales del cerebelo situadas en el techo del cuarto ventriculo, tanto en la etapa temprana del
desarrollo postnatal como en la etapa posterior al inicio de la mielinizacion, la cual inicia en P7 pero
alcanza su pico en P20-30 (Barateiro and Fernandes, 2014; Muller et al., 1994; Reyes-Haro et al.,
2013a). Adicionalmente, estudios previos de inmunofluorescencia han revelado la expresion de la
subunidad GABAap]1 en los astrocitos de la capa granular del lo6bulo X del cerebelo (Pétriz et al.,

2014).

Este estudio es el primero que comprueba la expresion funcional de los receptores GABA en tres tipos

diferentes de células gliales de la sustancia blanca cerebelosa. La relevancia de estos resultados es que
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la senalizacion GABA¢érgica seria selectiva para la glia NG2. Sugiriendo que la sefalizacion
GABAergica actua como una ruta regulatoria especifica de control de proliferacion, migracion y
maduracion de las células precursoras de oligodendrocitos durante el desarrollo temprano postnatal

del cerebelo (Reyes-Haro et al., 2021).

En este estudio aportamos pruebas experimentales que demuestran que la glia NG2 es un blanco
especifico para la sefializacion GABAergica en el desarrollo postnatal temprano de la WMC. Estudios
anteriores mostraron que la activacion de los GABAARs en la glia NG2 resultaba en una
despolarizacion y elevacion del Ca?* intracelular (Kirchhoff and Kettenmann, 1992; Lin et al., 2005;
Pastor et al., 1995; Tanaka et al., 2009; Tong et al., 2009; von Bartheld et al., 2016). El mecanismo
asociado a los transitorios de calcio en las neuronas inmaduras implica la activacion de los canales de
calcio activados por voltaje o la tension osmotica (Chavas et al., 2004) mientras que en la glia NG2
estd mediado por el intercambiador sodio/calcio (NCX) el cual puede ser activado por GABA
mediante receptores GABA4 y su activacion ha sido reportada como un mecanismo de induccion de

la migracién de las células NG2, lo cual puede repercutir en la mielinizacion (Tong et al., 2009).

Sin embargo, se requieren mas estudios para elucidar si la sefializacion mediada por GABAAx sigue
siendo especifica para la glia NG2 a través de diferentes etapas del desarrollo postnatal. La expresion
funcional de los GABAARSs es dificil de comprobar en ratones jovenes o adultos con los métodos
empleados en este estudio porque la mielinizacion impide la carga correcta de los indicadores de calcio
y la identificacion de las células para los estudios de patch-clamp. Sin embargo, los indicadores de
calcio codificados genéticamente y la microscopia de dos fotones podrian ser Utiles para superar estas

dificultades técnicas.

Otra observacion interesante fue la difusion de biocitina hacia células vecinas que se observo en las
células GFAP" y GFAP’; lo que revelo la existencia de redes gliales en esta etapa del desarrollo
postnatal temprano (P7-P9). Consideramos dos posibles explicaciones para este resultado. En primer
lugar, sabemos que no todos los astrocitos estdn marcados por el gen reportero eGFP en el modelo
transgénico utilizado en nuestro estudio (Nolte et al., 2001). En segundo lugar, se ha observado el
acoplamiento astrocito-oligodendrocito a través de gap-junctions en el cuerpo calloso y en la WMC
(Maglione et al., 2010; Tress et al., 2012), lo cual requiere de la expresion de conexinas (29, 32,43 y

47) que son importantes para el establecimiento de dichas conexiones. La expresion de estas conexinas
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varia desde estadios embrionarios y dia PO (por ejemplo conexina 47) a estadios de desarrollo
temprano (P15) y adultez como la conexina 43, las cuales son relevantes para el desarrollo (Basu and
Das Sarma, 2018; Hubbard and Binder, 2016; Parenti et al., 2010). Por lo tanto, nuestros resultados
no descartan el acoplamiento astrocito GFAP'-astrocito GFAP™ ni astrocito-oligodendrocito,
afadiendo complejidad a estudios entre diferentes células gliales, pero esto queda fuera del objetivo

de este trabajo.

4.2 La glia NG2 de la sustancia blanca recibe estimulos sinapticos

La comunicacion neurona-glia NG2 en el cerebelo se describid por primera vez en la capa molecular,
al despolarizar las fibras trepadoras se registraron corrientes postsindpticas glutamatérgicas en la glia
NG2 (Lin et al., 2005). Posteriormente, estudios realizados en la WMC reportaron corrientes
sinapticas de tipo GABAérgico en la glia NG2 (Zonouzi et al., 2015). Nuestros estudios confirmaron
este resultado, pero ademds demostraron que la sefializacion mediada por GABAARS es selectiva para
la glia NG2, al menos en la etapa del desarrollo posnatal previa al inicio de la mielinizacion. Este fue
un resultado sorprendente teniendo en cuenta que la expresion funcional de GABAARs fue reportada
en glioblastos y oligodendrocitos del cuerpo calloso, otro tracto de la WM (Berger et al., 1992). En
consecuencia, los co-cultivos de neuronas y oligodendrocitos mostraron expresion funcional de los
GABAARs, aunque el aislamiento de los oligodendrocitos dio lugar a una pérdida de respuestas
mediadas por GABA (Arellano et al., 2016), lo que indica que el contacto neuronal es necesario para
la expresion funcional de los GABAARs. Ademas, la proliferacion y mielinizacion de la
oligodendroglia esta regulada por los GABARSs en cultivos corticales (Hamilton et al., 2017; Zonouzi
etal., 2015). Sin embargo, se reportaron respuestas diferentes para los estudios in-vitro frente a los in-
vivo cuando se utilizé un antagonista de GABAAa. Por ejemplo, la aplicacion del antagonista gabazina
aument6 el numero de oligodendrocitos positivos al marcador de oligodendrocitos maduros CC1 y la
mielinizacion en cultivos corticales (Hamilton et al., 2017), mientras que los estudios in vivo
mostraron que la bicuculina aumentd la densidad de la glia NG2 y disminuyo la de los

oligodendrocitos CC1" en el cerebelo (Zonouzi et al., 2015)(Zonouzi et al., 2015). Estas diferencias
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pueden explicarse por las particularidades regionales o por las diferencias entre los estudios in-vitro e

in-vivo.

4.3 Las ondas de calcio evocadas no regulan la sefializacion directa de la glia NG2

Las células gliales presentan una forma de sefializacion a larga distancia en la que se produce la
propagacion de transitorios de calcio entre las células. Las ondas de calcio se describieron en la WM
cortical y se propagan a través de la liberacion de gliotransmisores (Haas et al., 2006; Schipke et al.,

2002).

La mitad de los astrocitos de la WM cerebelosa expresan GAD67, lo que indica que la sintesis GABA
puede ocurrir potencialmente en las células de la WMC. La sefializacion de GABA desde las células
gliales se lleva a cabo mediante la liberacion vesicular, la actividad inversa de los transportadores de
GABA o la liberacion de GABA a través del canal bestrofina-1 (Lee et al., 2010; Song et al., 2013;
Yoon and Lee, 2014). La liberacion de GABA a través de la glia se descart6 ya que la adicion de TTX
al aCSF suprimi6 las corrientes postsindpticas espontaneas; lo que indica que la sefalizacion
GABA¢rgica hacia la glia NG2 es de tipo neuronal, las ondas de calcio no modificaron la frecuencia
de las corrientes postsinapticas (sin TTX) ni tampoco evocaron respuestas en la glia NG2. No obstante,
no se puede descartar que la sefializacion glia-glia ocurra pero nuestros registros electrofisiologicos

podrian estar sobre el limite de deteccion.

En este estudio no se exploro la presencia de corrientes tonicas en la glia NG2, esto ha sido estudiado
en células NG2 del estriado. Las corrientes registradas es ese estudio mostraron un incremento de 10
pA en la corriente tras la aplicacion del antagonista selectivo bicuculina (Passlick et al., 2013). Esto

indica que las células NG2 en el cerebelo podrian presentar corrientes similares, lo cual indicaria un
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posible mecanismo de regulacion controlado por la liberacion de GABA proveniente de los astrocitos

teniendo en cuenta que la expresion de GAD67 es alta en sustancia blanca en P8 pero ausente en P18.

Nuestros resultados concuerdan con un reporte anterior que sugiere que la glia NG2 de la WMC recibe
estimulos sinapticos de las interneuronas locales GAD65" (Zonouzi et al., 2015). Curiosamente, solo
registramos sPSCs en tres de diez células NG2. Esta proporcion es ligeramente inferior a la de un
estudio anterior en el que 20 de 31 células Ds-Red-NG2" mostraron actividad postsinaptica (Zonouzi
et al., 2015). Esta sefializacion puede reflejar una via de regulacion para controlar el desarrollo de las
células NG2. En otras regiones, la accion de los GABAARs en la NG2-glia esta restringida en el
tiempo a edades postnatales tempranas (Orduz et al., 2015; Parolisi and Boda, 2018), lo que indica
que un proceso importante en el desarrollo podria estar regulado especificamente por los GABAARs.
Por lo tanto, este trabajo proporciona evidencia experimental que apoya la sefializacion selectiva

mediada por GABAARSs para la glia NG2 durante el desarrollo postnatal temprano del WM cerebeloso.

Conclusiones

La caracterizacion funcional de las células gliales de la WMC revel6 que la expresion funcional de
GABAARs ocurre selectivamente en la glia NG2, al menos en la etapa del desarrollo postnatal
temprano previa al inicio de la mielinizacion. Abriendo la posibilidad de que la sefalizacion
GABA¢érgica podria regular la proliferacion, diferenciacion y maduracion del fenotipo

oligodendroglial previo al inicio de la mielinizacién.
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Figura 7. Conclusién grafica. Los distintos tipos celulares registrados mostraron propiedades electrofisiologicas y
morfologicas distintivas de tres grupos celulares, astrocitos, oligodendrocitos y NG2-glia. La evidencia obtenida mediante
imagen de calcio y patch-clamp de célula completa, mostro que, de estos tres tipos celulares, Solo la NG2-glia expresa
receptores GABA funcionales. Especificamente receptores GABA 4, en la sustancia blanca cerebelar del raton en edades

postnatales P7-P9.
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Apéndice 1: Analisis de imagen de calcio con fiji
El analisis de todos los videos se realizo utilizando los softwares Fiji (ImajeJ) and OriginPro8

(OriginLabs).

Abri el archivo del video deseado en Fiji.
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File Edit Imag Process Analyze Plugins Window Help

Slalsle]] Elelmlia] 6]

B Ol || -] 4|+

Reading file header

Stack viewing Metadata viewing ———  Information

View stack with: [StandardImageJ v| [~ Display metadata Select an option for a detailed explanation.
Documentation written by Glen MacDonald
and Curtis Rueden.

Stack order: IDefauIt Ll " Display OME-XML metadata
[ Display ROIs

Dataset organization ——— —  Memory management

[ Group files with similar names [~ Use virtual stack

™ Open files individually [~ Specify range for each series

[ Swap dimensions [~ Crop on import

" Open all series

[ Concatenate series when compatible Split into separate windows —

[ stitch tiles [~ Split channels

Color options [~ Splitfocal planes

Color mode: Jefau - I~ Splittimepoints

[ Autoscale

Cancel

Ajustar el brillo/ contraste de la imagen de manera que permita una correcta visualizacion de las

respuestas, utilizar el boton Auto es un buen punto de partida.
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17450 (t:1/450 - Data61); 672.00x512.00 microns (672x512); 16-hit, 295MB

1

]

Minimum

RN
Max?njum
Rl 1
Brightness -
4

1

Contrast

{Auto 3| Reset

Set Apply

Identificacion y seleccion

Para la identificacién de las células que muestran respuestas calcio y diferenciarlas de las células

muertas con alto brillo se utiliza la desviacion estdndar de la proyeccion en Z.

Para hacer esto, dar click en Image > Stacks > Z Project. Seleccionar las fotos iniciales y finales a

considerar y seleccionar en Projection type > Standard Deviation.

53



File Edit """ Process Analyze Plugins Window Help

Bolc e » | |
.- Text tool (do Adjust 5 I

Show Info... Ctrl+l

Properties... Ctrl+Shift+P
Color

> Add Slice
Hyperstacks *  Delete Slice

Next Slice [>
Crop Ctri+Shift+X Sul Sfee
Previous Slice [«
Duplicate. Ctri+Shift+D s Sce
Set Slice
Rename...

Scale... Ctri+E Images to Stack
Transform »  Stack to Images
Zoom *  Make Montage...
Overlay »  Reslice [1]...

Orthogonal Views Ctrl+Shift+H

Lookup Tables A

Annotate *| 3D Project...
Drawing * Plot Z-axis Profile
Video Editing " Label
Statistics
Tools ¥

Radial Reslice

Dynamic Reslice

Series Labeler

Kalman Stack Filter

Time Stamper

Reslice Z

View5D ’
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Start slice: |1

Stop slice: |450

Projection type [Averagelntensity |

Average Intensity
Max Intensity

Min Intensity

Sum Slices
Standard Deviation

La imagen resultante remarcara las células que presentaron cambios a lo largo del video.

672x512 pixels; 32-bit; 1.3MB
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Una vez obtenida esta imagen se puede utilizar como referencia para designar las regiones de interés

(ROI). Para esto utilizamos Analyze > Tool s > ROI Manager ...
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File Edit ge Process BhENTEE Plugins  Window Help
ﬂ| Q‘G|(‘_’)|./,' A.| -H Measure Ctri+M itk,|LU[’ g |/ ’ & | |>>
Scrolling tool (or press space bar  Analyze Particles... [ ————
N Summarize

Distribution...
Label

I  Cicar Results

Set Measuremenis...

Set Scale...
Calibrate...

Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot...
Gels »

Fractal Box Count...

3D Objects Counter

Analyze Line Graph

3D OC Options
Colocalization > SHinve Eting.
W Color Histogram
Directionality
Shape Index Map Calibration Bar...
Optic Flow . Synchronize Windows
Helmholiz Analysis PointPicker
3D Surface Plot Sync Windows
Classification »  Sync Measure 3D

Local Thickness
QuickPALM
Sholl Analysis...
TopoJ
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Una vez hecho esto se pueden seleccionar las distintas formas ofrecidas por imagelJ, como cuadro,
circulo o mano alzada. Posteriormente utilizar esta forma para delimitar una ROI, una vez hecho esto,
dar click en Add en el ROI Manager. Repetir este proceso hasta delimitar todas las ROI en el video.

Si se tiene dudas sobre la repeticion de una ROI, marcar la casilla Show All en el ROI Manager.

0146-0441
0217-0493
0174-0530
0251-0531
0248-0546 Rename...
0018-0655 Measure
Deselect
Properties...

Flatten [F]

v iShow All
« |V Labels

Medicion
Ir al menu Analyze > Set Measurements ... En el menti Set Measurements seleccionar la opcion

Mean gray value
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File Edit Image Process JAGEL/Z) Plugins Window wHeIp
ﬂlO,'G’(‘Q‘./,’/_{.‘-#—, Measure Ctrl+M ["‘,}Lull g |/ ‘ & ’ ‘»

Text tool (double-click to configur  Analyze Particles. ..

Summarize
Distribution...
Label

Clear Results

Set Srale

. Set Measureme =

[~ frea: [V Mean gray value
[” Standard deviation |~ Modal gray value

[ Min & max grayvalue | Centroid

I” Center of mass I Perimeter

I Bounding rectangle [~ Fitellipse

I~ Shape descriptors [~ Ferets diameter
" Integrated density [ Median

I~ Skewness I~ Kurtosis

I~ Areafraction | Stack position

[~ Limitto threshold I Display label
™ InvertY coordinates | Scientific notation
[~ Add to overlay

Redirect to: |None _vJ

Decimal places (0-9): |3

OK I Cancel| He|p|

Para medir los valores de cada célula regresamos al ROI Manager, marcamos Show All. Después de

esto dar4 click en More > Multi Measure > Click “OK”
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0146-0441
0217-0493
0174-0530
0251-0531
0248-0546
0018-0655

Add []
Update

Measure

Deselect
Properties...

Open...

Save...

Fill

Draw

AND

OR (Combine)

XOR

Split

Add Particles

SR Y S N

Multi Plot

Sort

Specify...

Remaove Positions...
Labels...

List

Interpolate ROIs
Help

Options...
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[v Measure all 450 slices
[V One Row Per Slice
™ Append results

Enahling both options will result
in a tahle with 6 columns.

Cancel I

Esto abrira la ventana de resultados, desde la cual pueden ser copiados y pegados en Excel u OriginPro

para hacer el procesamiento y mediciones deseadas.

Apéndice 2: Uso de Nest-o-patch para electrofisiologia

Instalar el software Nest-O-Patch y abrirlo (https://sourceforge.net/projects/nestopatch/)

Para abrir un archivo no es necesario hacer ninguna conversion, solo dar click en File Open (1A) y

proceder a seleccionar el archivo deseado.

Esto abrird los diferentes registros guardados en el archivo (1B).
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File Edit View Analysis Tools Help

EEEA | treviecrd | BE-B- | K-Eo s || A || bx-oan i b2 B[S R

& A

Pulse Tree  Tr Amplitude  Voltage-Current analysis  Levels Analysis  Single channel Kinetics 3 Notebook

v [ Usemame_2019- Trace ﬂEH Comnressinn: femio ~ | Time relative to: | File v | |88 Load selected
=N i
E=21Y Amplifier ﬁ
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=R T '
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=R Sweep. 3250 File (wace 1) (8270302 Fio.1
=Rl Selection| 35750 Selection compressed [ 35750 lg‘

Al dar clic en un trazo mostrara la lista de Sweeps (2A), si tiene mas de uno es necesario poner Time

relative to sweeps (2B) para una visualizacion apropiada.

El cuadro de dialogo también mostrara algunos de los ajustes guardados en el archivo para ese pulsa

en particular (2C).
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Fig.2

Al dar doble click en el pulso deseado mostrara el trazo registro (3).
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Con el boton Select Interval (4A) se pueden seleccionar dos puntos y medir el tiempo entre las barras

verticales (4B)
Dara el resultado de la medicion y los puntos inicial y final en esta seccion (4C)

Para mediciones de amplitud usar el botén Define borders (4D), de manera similar a select Interval

mostrara la amplitud y los puntos inicial y final en esta seccion (4C).
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Fig.4

Para analizar la curva IV de un experimento se requiere usar el botén IV exp. Series. (SA) Este boton
solo esta habilitado una vez que se utilizar select Interval para definir la region en la cual se desea

realizar la medicion.

Este boton dara como resultado una gréfica de la curva (5B) asi como los valores de voltaje y corriente

en forma de una tabla (5C), la cual puede ser copiada y exportada a Excel u Origin.
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