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Abstract

Radial glial cells are a distinct non-neuronal cell type that, during
development, span the entire width of the brain walls of the ventricular system. They
play a central role in the origin and placement of neurons since their processes from
structural scaffolds that guide and facilitate neuronal migration. Furthermore,
glutamatergic signalling in the radial glia of the adult cerebellum (i.e., Bergmann
glia), is crucial for precise motor coordination. Radial glia cells exhibit spontaneous
calcium activity and functional coupling spread calcium waves. However, the origin
of calcium activity in relation to the ontogeny of cerebellar radial glia has not been
widely explored, and many questions remain unanswered regarding the role of radial
glia in brain development in health and disease. In this study we used a combination
of whole mount immunofluorescence and calcium imaging in transgenic (gfap-
GCaMP6s) zebrafish to determine how development of calcium activity is related to

morphological changes of the cerebellum.

We found that the morphological changes in cerebellar radial glia are quite
dynamic; the cells are remarkably larger and more elaborate in their soma size,
process length and numbers after 7 days post fertilization. Spontaneous calcium
events were scarce during the first 3 days of development and calcium waves
appeared on day 5, which is associated with the onset of more complex
morphologies of radial glia. Blockage of gap junction coupling inhibited the
propagation of calcium waves, but no basal local calcium activity. This work
stablishes crucial clues in radial glia organization, morphology and calcium signalling
during development and provides insight into its role in complex behavioural

paradigms.



Resumen

La glia radial es un tipo de célula no neuronal que durante el desarrollo da
estructura y forma las paredes del cerebro desde la zona ventricular hasta la
superficie pial. Desempefia un rol central en el origen y ubicacion de las neuronas,
sus procesos forman andamios estructurales que guian y facilitan la migracion
neuronal. Ademas, la sefalizacion glutamatérgica en la glia radial del cerebelo
adulto (glia de Bergmann), es crucial para una coordinacion motora precisa. La glia
radial exhibe actividad espontanea de eventos de calcio y acoplamiento funcional
para la propagacion de ondas de calcio. Sin embargo, el origen de la actividad de
calcio en relacion con la ontogenia cerebelar de la glia radial no se ha explorado, y
muchas preguntas permanecen sin respuesta con respecto al papel de la glia radial
en el desarrollo del cerebro.

En este estudio utilizamos una combinacién de inmunofluorescencia en pez
cebra y registros de imagen de calcio en una linea transgénica (gfap-GCaMP6s)
para determinar el proceso del desarrollo de la actividad de calcio y su relacion con
los cambios morfologicos del cerebelo. Encontramos que los cambios morfolégicos
en la glia radial cerebelar son muy dinamicos; el tamafio de los somas, la longitud y
el nimero de los procesos aumenta después de los 5 dias postfertilizacion. Mientras
que la actividad espontanea de los eventos de calcio fue escasa durante los
primeros 3 dias del desarrollo; las ondas de calcio aparecen en el dia 5, lo cual esta
asociado con la aparicion de morfologias complejas en la glia radial. El bloqueo de
las uniones comunicantes inhibié la propagacion de las ondas de calcio, pero no la
actividad de calcio basal. Este estudio revela los cambios en la organizacion de la
glia radial, a nivel morfologico y de sefializacion de calcio durante el desarrollo y
provee de conocimiento para establecer puntos de partida clave para explorar

paradigmas de conducta complejos.
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1. Introduccion

El cerebelo esta involucrado en el procesamiento de las funciones
sensoriomotoras y también participa en procesos de cognicion y emocion (Koziol
etal.,, 2014; Schmahmann, 2019). El dafio al cerebelo puede resultar en
alteraciones motoras o en trastornos que no involucran movimiento, como el
autismo (Manto et al., 2020; van der Heijden et al., 2021, 2021). Considerando las
implicaciones clinicas de la funcion del cerebelo y su interaccion con diversas areas

del cerebro, emerge el interés de estudiar su desarrollo y su organizacion funcional.

La glia radial es un tipo celular del cerebelo que esta altamente conservada
desde peces hasta mamiferos (Hashimoto & Hibi, 2012; Hibi et al., 2017; Matsui
et al., 2014). Se trata de una célula con forma bipolar del cerebelo que abarca todo
el ancho de la corteza durante la etapa embrionaria temprana (Jurisch-Yaksi et al.,
2020; Takeuchi et al., 2015). Durante la formacion de las capas cerebelares, la glia
radial extiende delgados procesos hacia la superficie pial (parte mas externa de la
corteza cerebelosa), formando andamios que guian a las neuronas granulares que
migran hacia la superficie cortical (capa mas interna) (Hamling et al., 2015)
posteriormente los somas de la glia radial se alinean a lo largo de la capa de las
neuronas de Purkinje y cumplen la funcién de los astrocitos, como proveer oxigeno,
glucosa y remover glutamato de la hendidura sinaptica. Durante la etapa adulta se
le conoce como glia de Bergman y en peces permanece como célula madre neural
(Kaslin et al., 2017; Than-Trong & Bally-Cuif, 2015). Aunque la glia radial tiene un
rol fundamental durante el desarrollo y la funcién del cerebelo, se ha prestado poca
atencion a sus cambios morfolégicos y funcionales durante las primeras etapas del
desarrollo en peces. En contraste, se ha generado mucha informacion acerca del
componente neuronal (Aizenberg & Schuman, 2011; Bae et al.,, 2009; Hibi &
Shimizu, 2012; Hsieh et al., 2014; Matsui et al., 2014). Ademas se ha reportado que

los astrocitos y la glia radial detectan y modulan la actividad neuronal, indicando



que las neuronas y la glia se comunican reciprocamente (Lines et al., 2020; Perea,
2005).

Estudios en ratén han mostrado que los astrocitos y la glia radial presentan
eventos de calcio llamados ondas de calcio que se propagan a través de varias
células (Semyanov et al., 2020; Shigetomi et al., 2016; Weissman et al., 2004). Las
ondas de calcio ocurren de manera espontanea, pero requieren de la expresion de
diversos componentes moleculares clave: las uniones comunicantes (conexina 43),
receptores de ATP (P2Y1) y la liberacion de calcio mediada por receptores
intracelulares de inositol-3-fosfato (IP3) (Denizot et al., 2019; Nett et al., 2002).
Durante el desarrollo en la corteza cerebral embrionaria de raton, las ondas de
calcio de la glia radial incrementan su frecuencia durante la neurogénesis, y cuando
las ondas de calcio se bloquean, la zona ventricular reduce la proliferacion celular
(Weissman et al., 2004). También se han descrito ondas de calcio en mamiferos
adultos, la glia radial del cerebelo (glia de Bergmann) actia en grupos delimitados
de 6-8 células durante la ejecucion locomotriz, esta actividad de calcio se ha
clasificado en 3 tipos: destellos, flamas y explosiones de calcio (por la forma en la
gue se presentan) (Hoogland et al., 2009; Nimmerjahn et al., 2009).

El pez cebra es un atractivo modelo experimental para entender los cambios
morfologicos y funcionales (eventos de calcio) de la glia radial durante el desarrollo
del cerebelo. Ademas, desde el descubrimiento de que el cerebro del pez adulto se
repara de lesiones a través de la induccion de la proliferacién de la glia radial, un
nuevo interés en las caracteristicas funcionales de estas células ha emergido
(Ekstrom et al., 2001; Lange et al., 2020; Zupanc et al., 2005).

En este trabajo, se abordo el estudio de las caracteristicas morfologicas de
la glia radial del cerebelo y el origen de la sefalizacion de calcio durante el
desarrollo. Primero, se realizo un estudio morfométrico de la glia radial en los

primeros dias del desarrollo. Después, generamos una linea transgénica de pez



cebra que expresa un indicador fluorescente de calcio genéticamente codificado
GCaMP6s en la glia radial para estudiar la ontogenia de la aparicion de las sefiales
de calcio del cerebelo. Los resultados mostraron que la glia radial del cerebelo
despliega elevaciones de calcio antes de la formacion de los circuitos neuronales y
una alta actividad de calcio que coincide con el incremento en la complejidad
morfologica de los procesos de la glia radial. Finalmente, mostramos que el bloqueo
farmacoldgico de las uniones comunicantes inhibe la propagacion de las ondas de

calcio en estados larvarios.



2. Antecedentes

El cerebelo

La organizacion celular del cerebelo esta altamente conservada en
vertebrados. Consta de tres capas celulares: la capa de neuronas de Purkinje, la
capa molecular y la capa granular. En la capa de las neuronas de Purkinje se
encuentran los somas de las neuronas de Purkinje y los somas de la glia de
Bergmann; en la capa molecular se encuentran los procesos de las neuronas de
Purkinje, los procesos de la glia de Bergmann y las células en canasta. En la capa
granular se encuentran las neuronas granulares y las células de Golgi (Gruol et al.,
2016) (Figura 1A). En peces, la organizacion general del cerebelo consiste en un
I6bulo mayor llamado cuerpo cerebelar (CCe), dos l6bulos bilaterales y la auricula
(vestibulo del cerebelo). El pez cebra tiene una sola folia, con 3 regiones principales:
la valvula del cerebelo (Va), el cuerpo del cerebelo (CCe) y el I6bulo vestibulolateral

formados por la eminencia granularis (EG) y el I6bulo caudal (Figura 1B).
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Figura 1. Estructura anatomica del cerebelo del pez cebra. (A) Corte sagital del
cerebelo en el que se observan las capas celulares en las que se organiza el
cerebelo. Las capas se indican con letras en color azul: CP: capa de neuronas de
Purkinje, CM: capa molecular y CG capa granular. Ademas, se muestra un esquema
de las células: NP: neurona de Purkinje y GB glia de Bergmann. (B) Vista dorsal y
sagital de las regiones del cerebelo: Va: valvula del cerebelo, CCe: cuerpo del
cerebelo, EG: eminencia granularis, LCa: I6bulo caudal y vz: zona ventricular.

Organizacion topografica y funcional del cerebelo

En el cerebelo del pez cebra en larvas 5 dpf y en el adulto la valvula del
cerebelo manda proyecciones hacia el nervio oculomotor, que controla los
movimientos del o0jo y procesa informacion de tipo no-locomotor, recibe informacion
sensorial tactii y de la linea lateral. El cuerpo del cerebelo (CCe) manda
proyecciones hacia el nucleo del fasciculo medial longitudinal, el nucleo rojo, el
talamo y la formacion reticular. Durante la actividad locomotora, se activa para
modular y regular la precisibn motora temporal del nado. Ademas, recibe
informacion sensorial de tipo visual. El I6bulo vestibulo caudal (EG y LCa) envia
proyecciones hacia el nucleo oculomotor, controla los movimientos oculares de

sacada. También manda proyecciones hacia regiones anteriores del hipotdlamo y



el torus semicircularis. Recibe y procesa informacion sensorial auditiva (Aizenberg
& Schuman, 2011; Chang et al.,, 2021; Hsieh et al., 2014; Matsui et al., 2014;
Poulsen et al., 2021).

Desarrollo del cerebelo

El tubo neural del pez cebra se forma a las 24 horas postfertilizacion, después
comienza a formarse el cerebelo a partir de dos zonas neurogénicas: en el labio
rombico (LR) se producen las neuronas granulares que migran hacia la region
central para formar la capa granular mientras que desde la zona ventricular (vz) se
producen las neuronas de Purkinje, interneuronas, las células eurodendroides y la
glia de Bergmann que van a migrar y formar las capas mas externas del cerebelo
(Figura 2A) (Hashimoto & Hibi, 2012; Takeuchi etal.,, 2017). Las células
progenitoras derivadas del LR se mantienen constantemente activas produciendo
neuronas granulares; mientras que las progenitoras de la zona ventricular (vz), es
decir, la glia radial est4 activa produciendo neuronas de Purkinje, interneuronas y
glia radial durante 1-3 meses, después se vuelve quiescente. Aunque, Si se
presenta dafio celular en el cerebelo adulto, la glia radial se activa y produce glia
radial e interneuronas pero, produce pocas neuronas de Purkinje y células

eurodendroides (Kaslin et al., 2017).

Los cambios morfolégicos para la formacion del cerebelo del pez cebra se
llevan a cabo durante la primera semana después de su fertilizacion (Figura 2B,
parte superior). Los cambios funcionales, conductuales y celulares estan descritos
debajo de una linea negra que representa los periodos (dpf): la diferenciacién
neuronal en el cerebelo del pez cebra inicia a los 3 dpf y la estratificacion de las
capas ocurre a los 5 dpf (Bae et al., 2009). De 4-7 dpf las neuronas de Purkinje
procesan estimulos sensoriales, como laluz y el tacto y a los 5 dpf, la larva comienza
la caza y captura de su presa (Hsieh etal., 2014). Ademas, entre 6-8 dpf, las

neuronas del cerebelo ya codifican la informacion de conductas complejas



involucradas en el aprendizaje motor (Aizenberg & Schuman, 2011) (Figura 2B,

parte inferior).
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Figura 2. Desarrollo del cerebelo del pez cebra. (A) Progenitores neuronales. Las
que se forman en el labio rombico (LR) generan neuronas granulares y las células
progenitoras de la zona ventricular (vz) producen neuronas de Purkinje y glia de
Bergmann. (B) Desarrollo morfologico y funcional del cerebelo en la etapa
embrionaria y larvaria; dpf = dias postfertilizacion.



La evolucion de las células gliales

Las células gliales estan altamente conservadas evolutivamente, sin
embargo, aun se desconocen muchas de sus funciones y su contribucién en los
circuitos neuronales (Ortega & Olivares-Bafuelos, 2020). Recientemente se han
descrito funciones en la glia que permiten entender mejor la capacidad cerebral
como sistema; algunos de estos hallazgos en invertebrados son: las células de tipo
radial en equinodermos permiten la completa regeneracion de su sistema nervioso
(Mashanov & Zueva, 2018), un tipo de glia radial en Caenorhabditis elegans expresa
una proteina encargada de controlar la estructura y funcion de neuronas sensoriales
(Wallace et al., 2016). Un tipo celular llamado Semper con expresion de genes
similar la glia de Mduller (glia radial del ojo en mamiferos) se ha detectado en
Drosophila (Charlton-Perkins et al., 2017) sin embargo, aun se desconoce su
funcion. En vertebrados se han hecho méas estudios sobre la glia en general y en
particular sobre la glia radial. En tortugas la glia radial es progenitora neuronal
durante el desarrollo y permanece en etapas adultas con potencial de célula
progenitora neuronal (Clinton et al., 2014). En mamiferos, las células de Mdller (glia
radial) de la retina y la glia de Bergmann (glia radial) del cerebelo, permanecen en
el estado adulto interviniendo en mdaltiples funciones: la glia de Bergmann remueve
el glutamato de la hendidura sinaptica a través de los transportadores de
glutamato/aspartato (GLAST) y la recaptura de la glucosa se activa con la recaptura
del glutamato (Guillem et al., 2015; Méndez-Flores et al., 2016). Ademéas, estas
células se encargan de mantener la estructura de las capas del cerebelo para que
haya una adecuada comunicacion neuronal (Miyazaki et al., 2017). En pez cebra no
hay estudios de la glia radial durante el desarrollo, en adultos, la glia radial

permanece como progenitor neuronal (Van Dyck et al., 2021).



Glia radial del cerebelo

La glia radial del cerebelo en mamiferos se forma a partir de las células
neuroepiteliales (células cuboides); estas células cuboides comienzan a alargarse
hasta producir la glia radial. Al inicio, la glia radial tiene un nicleo ameboide y grande
con cromatina dispersa, tiene un proceso delgado con dos o tres protuberancias
filiformes, durante su migracion crece a partir de una estructura bipolar desde los
ventriculos para formar las capas corticales y se encuentra asociada a vasos
sanguineos desde etapas muy tempranas. Después de su migracion el numero de
procesos incrementa y se expanden los pies terminales conicos. Al final, la glia de
Bergmann concluye su transformacién con la complejidad de sus procesos (Das,
1976; Takeuchi et al., 2017; Xu et al., 2013; Yamada & Watanabe, 2002).

Seiales de calcio

La glia radial carece de excitabilidad, al igual que los astrocitos se comunica
via sefiales de calcio. Las sefiales de calcio de los astrocitos pueden ocurrir a través
de la liberacién de neurotransmisores o gliotransmisores (Bennett et al., 1981;
Denizot et al., 2019; Nett et al., 2002). Los neurotransmisores Yy gliotransmisores
que actian como principales moduladores son el glutamato y el ATP en el cerebelo
de raton (Nimmerjahn etal., 2009). Los astrocitos generan frecuentemente
numerosos eventos de calcio en somas y procesos. Sin embargo, las caracteristicas
de los eventos de calcio no son reportados porque ocurren en microdominios
(Grosche et al., 1999; Krishnan & Chatterjee, 2013; Shigetomi et al., 2013), es decir,
en areas muy puntuales, por ejemplo, en los procesos cercanos a las areas
perisinapticas de las neuronas de Purkinje que son dificiles de registrar en los
modelos de raton o en rebanadas de cerebelo que es como se ha estudiado mas.
Por otro lado, las sefiales de calcio en los astrocitos también pueden generarse
independientemente de la actividad neuronal, esta actividad es llamada actividad

espontanea. Los mecanismos que permiten la entrada de calcio hacia los astrocitos



y la glia radial son dos: a través de la entrada de calcio extracelular o bien, a través
de liberacion de calcio intracelular (Di Virgilio et al., 1996; Plattner & Verkhratsky,
2015).

Ondas de calcio

Los astrocitos forman un sincitio que comunica a una célula con otra, via
uniones comunicantes (localizadas en somas y procesos, Figura 3). La actividad
espontanea, neurotransmisores (glutamato, ATP) o factores de crecimiento
liberados hacia el espacio extracelular pueden generar elevaciones transitorias de
calcio intracelular y liberacion de inositol-3-fosfato (IP3) que se propaga a través de
sincitios, a esto se le conoce como ondas de calcio (Haas et al., 2006; Hoogland
et al., 2009; Morita et al., 2003; Nett et al., 2002).

La propagacion de las ondas de calcio es isopotencial, asi que no afecta la
excitabilidad neuronal pero si el de las células gliales, por lo que facilitan la
comunicacion a zonas distantes (Dermietzel et al., 1991; Kiyoshi et al., 2018). En
los astrocitos de ratén se generan ondas de calcio que se propagan a una velocidad
de 50 um/s en grupos delimitados de células (Beierlein & Regehr, 2006). Ademas
se ha mostrado que el grado de acoplamiento glial es diverso y varia dependiendo
de la region del cerebro y de la edad (Mathiesen et al., 2013; Matias et al., 2019).
Por ejemplo, la glia de Bergmann (glia radial del cerebelo) tiene un acoplamiento
celular de hasta un 95% en el cerebelo de ratdén adulto (Di Virgilio et al., 1996; Muller
et al., 1992).

No se sabe especificamente cual es la funcién de las ondas de calcio, al
parecer depende del contexto fisioldgico en el cual se encuentren. La teoria general
de la funcion del acoplamiento glial plantea que la capacidad de los astrocitos de

generar ondas de calcio es para recapturar el glutamato y remover el exceso del i6n
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potasio de la hendidura sinaptica y de esta manera, controla la excitabilidad
neuronal (Bellot-Saez et al., 2018; Buskila et al., 2019). En el cerebelo de mamiferos
adultos se han descrito las ondas de calcio con funciones muy diversas por ejemplo:
durante la ejecucion de movimiento en ratones la glia participa en la codificacion
neuronal a través de ondas de calcio (Nimmerjahn et al., 2009; Tanaka, 2008). Otros
grupos han reportado que también permite una distribucion uniforme de glucosa en

lugares con alta actividad neuronal (Giaume & Theis, 2010; Rouach et al., 2008).

Figura 3 Propagacion de las ondas de calcio en la glia radial. En el esquema la glia
radial (célula azul) envuelve una hendidura sinaptica activa y a través de los
transportadores de glutamato (rojo) y los canales de potasio (morado) remueve el
glutamato y el ion potasio de esa zona. Aumentan las concentraciones de calcio y
a traves de las conexinas (amarillo), difunde inositol-3-fosfato (IP3), ion potasio (K*)
y ion calcio (Ca?*) hacia las células radiales vecinas (en verde) generando una onda
de calcio que también redistribuye el i6n potasio y lo libera en una zona no activa
(glia radial gris).

En ratones durante las etapas tempranas del desarrollo, las ondas de calcio
en glia radial son clave en procesos de neurogénesis y de diferenciacion neuronal
de la corteza (Weissman et al., 2004). Los astrocitos y glia radial del cerebelo

expresan la conexina 43 (Cx43) desde etapas embrionarias en pez cebra (Giaume
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& Liu, 2012) y hay estudios que sugieren un rol importante en procesos de
proliferacion, migracion y diferenciacion celular. Por ejemplo, en ratones knock-out
Cx437 hay un decremento en la proliferacion neuronal y se reduce la tasa de
diferenciacion celular (Liebmann et al., 2013).

Para que se propaguen las ondas de calcio es necesario que una sefal
(neurotransmisor-gliotransmisor) active a un astrocito, o bien que la actividad
espontanea a través de un astrocito permita la elevacion del ion calcio dentro del
astrocito, después que se eleve el IP3y que se abran las reservas intracelulares del
ion calcio y que el IP3 pase a través de las conexinas para que se mande la sefial a
las otras células y se dé la elevacion de calcio coordinada. Estos antecedentes
sugieren que ocurre este tipo de eventos de calcio mediado por conexinas en la glia

radial del cerebelo del pez cebra.

El modelo experimental: Pez cebra

El pez cebra (Danio rerio) es un pez tropical que vive en rios de agua dulce,
es originario de la India, y es muy popular en centros de investigacion. En 1981
George Streisinger utilizo este pez vertebrado para clonarlo y posteriormente se
establecié como modelo experimental en distintos campos de la ciencia: en biologia
del desarrollo, biologia celular y molecular, neurofisiologia, farmacologia etc.
(Houart, 2001; Meunier, 2012).

Hay muchos estudios comparativos de pez cebra con otros peces, y otros
vertebrados como ratdn o humanos que permiten comprender diversos mecanismos
bioldgicos conservados. El genoma del pez cebra tiene un tamafo de 1700 Mb con
25 cromosomas, su DNA es diploide, tiene una homologia del 70% con los genes
humanos y el 84% de genes conocidos se han asociado a una enfermedad. El pez

cebra se ha utilizado como herramienta para la manipulacién del DNA y estudio de
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sus fenotipos a gran escala. Se ha utilizado para estudios de enfermedades
complejas como depresion, autismo, psicosis, efectos de drogas de abuso y
desordenes cognitivos gracias al uso de drogas que inducen estos sintomas.
(Kalueff et al., 2014). También hay una amplia descripcidén acerca de su anatomia,
evaluaciones del comportamiento in vivo y funcién neuronal (Burgess & Granato,
2007; Heap et al., 2018).

Alo largo de los afios se han generado una gran cantidad de lineas mutantes,
transgénicos, datos gendmicos y bases de datos: (ZFIN, repositorio primario de la

informacion de genética y gendmica del pez cebra http://www.zfin.org anatomia,

lineas genéticas, mapas y genes http://zebrafish.uoregon.edu/, mapas genéticos e

informacion de microsatélites http://zebrafish.mgh.harvard.edu/, bibliotecas de

cDNA http://www.ncbi.nim.nih.gov/UniGene/Dr.Home.html, atlas del cerebro

www.zebrafishbrain.org, informacién de lineas transgénicas http://phenome.jax.org/

y mutantes http://www.informatics.jax.org/). Ademas, su popularidad aumentd con

el desarrollo simultaneo de técnicas con las que se pueden modificar eficazmente

el DNA de los embriones recién fertilizados tales como Tol2 o CRISPR-Cas9.

Las principales ventajas de su uso en el laboratorio:

Los peces se reproducen facilmente todo el afio y se obtienen muchos
embriones (100-200 por pareja). Los embriones tienen un desarrollo externo y
rapido (una semana); durante los primeros dias del desarrollo es transparente y se
puede estudiar a través de un microscopio sin técnicas invasivas, llega a su etapa
adulta a los 3 meses y a los 4 ya producen embriones y sus requerimientos son
minimos comparados con otros modelos: agua dulce a una temperatura de 28 °C,
ciclos de luz y oscuridad 10:14 h, tanques con recirculacion y oxigenacion del agua,
alimentacion a base de algas y artemia (crustaceo marino), (Lawrence, 2011; Wixon,
2000).
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Debido al rapido desarrollo del cerebelo (7 dias) y la transparencia del pez,
tomamos 3 edades clave durante el desarrollo (3, 5y 7 dpf) para evaluar los cambios
morfoldgicos, y para evaluar sefiales de calcio generamos un pez transgénico con
un promotor glial que dirija la expresion de un indicador de calcio genéticamente
codificado como los GCaMP, ya tienen multiples ventajas: es una técnica menos
invasiva que incluye areas de registro amplias y se puede hacer registro in vivo
(Kuhn et al., 2011; Liu et al., 2021; Matsui et al., 2014; Mu et al., 2019).

Sistema Tol2

El sistema Tol2 proviene de un transposén autbnomo encontrado en el pez
medaka (Oryzias latipes), este transposon codifica para una proteina llamada
transposasa, la cual cataliza la transposicion de una region del DNA hacia otra
region del DNA. El Tol2 puede insertar secuencias largas de DNA (11 kilobases de
DNA) sin decrecer su actividad. Por lo que se ha considerado como una herramienta
muy Util en el campo de la biologia molecular para generar transgénicos (pez cebra,
Xenopus, pollos, ratones y células humanas); se inyectan concentraciones de un
plasmido vector (que incluye un cassette con la region de DNA exdgeno con sitios
de reconocimiento de la transposasa) y la transposasa Tol2 en embriones recién
fertilizados Figura 4 (Asakawa, 2009, 2009; Kawakami, 2007; Takeuchi et al., 2015).
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Figura 4 Sistema Tol2. En el esquema se muestra la recombinacion heterdloga que
se lleva a cabo mediante el sistema Tol2. La transposasa reconoce unas pequefias
secuencias invertidas (color amarillo) que se encuentran flanqueando el DNA
exogeno. El complejo activo de la transposasa acarrea la secuencia flanqueada e
inserta la secuencia en el DNA gendémico de embriones recién fertilizados de pez
cebra.

Sensores de calcio genéticamente codificados

Los genes que codifican para sensores de calcio (GECIs), estan constituidos
por el dominio de la calmodulina o de la troponina C que une calcio, por un péptido
M-13 que permite un cambio conformacional tras la unién de calcio, lo que permite
la emisién de la fluorescencia por la proteina verde fluorescente (EGFP). Estos
sensores son altamente sensibles a distintas concentraciones de calcio intracelular
y en la actualidad existen sensores que pueden localizarse selectivamente en
células especificas o0 en regiones celulares concretas, lo que las hace herramientas

muy Utiles para realizar registros de calcio en modelos in vivo (Barykina et al., 2017;
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T.-W. Chen etal., 2013). En pez cebra se ha utilizado para hacer registros de
actividad neuronal ante distintos estimulos visuales y el uso del indicador de calcio
permitid visualizar con alta precision las neuronas involucradas en el procesamiento
de la informacion (Heap et al., 2018); en estados de epilepsia se describio en el pez
completo como se activan varias zonas del cerebro de manera asincronica (Liu
et al., 2021) y en astrocitos de la medula espinal, se describieron las caracteristicas
de la actividad espontanea de calcio y el efecto de la norepinefrina (J. Chen et al.,
2020).
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3. Justificacion

La organizacion celular y la actividad de calcio en la glia radial del cerebelo
del pez cebra aun no esta descrita. La evidencia sugiere que tanto la citoarquitectura
como la actividad de calcio seréa similar a la reportada en mamiferos. Sin embargo,
comprender sus caracteristicas y evolucién a lo largo del desarrollo podria ayudar

a elucidar las funciones de las células gliales durante estas etapas.

Actualmente, hay evidencia de que la glia radial del raton produce ondas de
calcio que aumentan durante la etapa de la neurogénesis y que podria ser una de
las funciones de estas ondas durante las etapas del desarrollo. La glia radial del
cerebelo de pez cebra se forma entre 2-3 dias postfertilizacion, produce neuronas y
células gliales, posteriormente permite la estratificacion de las capas del cerebelo.
Por lo que su rol es determinante en las etapas del desarrollo, sin embargo, no hay
estudios acerca de estas células en etapas tempranas del desarrollo, en contraste
con los amplios conocimientos acerca de lo que ocurre con las neuronas. En las
Gltimas décadas, se propone una vision en la que se estudien los circuitos partiendo
de un modelo funcional neurona-glia, en este estudio se propuso un estudio donde
se evaluaron las caracteristicas morfolégicas de la glia radial y la aparicion de la
actividad de calcio como medida de su actividad. En el futuro, este trabajo permitira
dirigir preguntas mas concretas que nos revelen mas acerca de su funcién y su
contribucion en el funcionamiento general del cerebelo en condiciones normales o

patologicas.
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4. Hipotesis

La adquisicién de complejidad morfolégica de la glia radial esta relacionada con la

aparicion de una actividad mas compleja de calcio del cerebelo del pez cebra.

5. Objetivos

Objetivo General

Evaluar los cambios morfoldgicos y elucidar el origen ontogénico de la actividad

espontanea de calcio en células de la glia radial del cerebelo de pez cebra.

Objetivos Especificos

1. Describir los cambios morfoldégicos que sufre la glia radial durante el

desarrollo del cerebelo.

2. Generar un pez transgeénico que exprese un indicador de calcio en la glia

radial.

3. Describir las caracteristicas de las sefiales de calcio de la glia radial en los

primeros dias postfertilizacion.
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6. Materiales y Métodos

El proyecto se dividié en dos etapas. En la primera se realizé un analisis
morfométrico de la glia radial del cerebelo a los 3, 5y 7 dpf con el fin de determinar
Su posicion y organizacion en estas etapas del desarrollo, en la segunda se
determind la actividad de calcio en la glia radial en estos mismos dias del desarrollo.
Para ello primero se utilizaron técnicas de biologia molecular para generar un
plasmido que porta un gen que codifica para un detector de la actividad de calcio
(GCaMP&6s) bajo el control del promotor del gen GFAP, después se produjo una
linea transgénica que expresa GCaMP6s en la glia radial y finalmente se determin6

la actividad de estas células por microscopia de epifluorescencia.

Cuidado y mantenimiento del pez cebra

Los peces adultos (D. rerio) de la linea TABWIK se mantuvieron a una
temperatura de 28 °C con un ciclo (14:10 h) de luz-oscuridad. El cuidado de los
peces y su alimentacion se realizaron de acuerdo al protocolo aprobado por el
Comité Institucional de Etica del Instituto de Neurobiologia UNAM (protocolo 95A
aprobado en abril 2016) y basado en los protocolos descritos por Lawrence y Norton
(Lawrence, 2011; Norton et al., 2019).

Analisis morfologico de la glia radial del cerebelo

Para determinar los cambios morfologicos de la glia radial en el cerebelo
durante los primeros dpf se realiz6 inmunofluorescencia con el protocolo modificado
de (Sheets et al., 2011). Para la preparacion de los especimenes, se anestesiaron
larvas de 3, 5y 7 dpf con tricaina 1% (Sigma-Aldrich) durante 10 min. Despues, las
fijamos con paraformaldehido al 4% (Sigma-Aldrich) durante toda la noche a 4°C,
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transferimos a un contenedor de vidrio y lavamos durante 5 min con buffer salino de
fosfatos (PBS) pH 7.4, después lavamos con agua destilada y permeabilizamos la
membrana durante 5 min en acetona fria. Lavamos con buffer de fosfatos y
agregamos solucion de bloqueo (PBS con suero de cabra al 2%) e incubamos por
2 h a temperatura ambiente y lavamos 5 veces durante 10 min con PBS/BSA 1% a

temperatura ambiente.

Para la inmunofluorescencia, se utiliz6 el anticuerpo primario anti-GFAP
(1:250, #GTX128741 Gentex), el cual fue agregado e incubado durante 3 dias a
4°C. Después las larvas fueron lavadas 7 veces durante 10 min con PBS a
temperatura ambiente. El anticuerpo secundario anti-conejo Alexa fluor 594 (1:500,
#AB150080 Abcam) se adiciond y se incubo por 2 dias a 4°C. Las larvas se lavaron
7 veces durante 10 min con PBS a temperatura ambiente. Para tincion nuclear se
afiadié DAPI (1:5000 #D1306 Thermo Fisher) y se incubo durante 1 h después se
lavdé 7 veces durante 10 min con PBS a temperatura ambiente. Las larvas se
incubaron en soluciones al 25, 50, 75 y 100 % de glicerol (J. T. Baker) durante 20

min en cada una. Finalmente se guardaron a 4°C.

Obtencion de imagenes por microscopia confocal

Para generar las imagenes de la glia radial del cerebelo completo, montamos
en portaobjetos con agarosa de bajo punto de fusién al 2% (Sigma-Aldrich) a las
larvas en posicion dorsal y tomamos imagenes con el microscopio Confocal Zeiss
780 LSM (con el objetivo Plan-Apochromat 1mm Korr DIC 25X, 0.8 N.A.). Los
laseres utilizados fueron Argon A488, DPSS 561-10 y el camaledn Ultra-Ti:Sapphire
690-1064. Las imagenes se capturaron a 1024 por 1024 pixeles en plano z de 50-

65 um con intervalos de 1.3 pum.
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Analisis morfoldgico

Las imagenes obtenidas en el plano z (50-65 pum de profundidad) desde la
region caudal del encéfalo fueron procesadas utilizando el programa ImageJ/FIJI
(version 2.35) (Schindelin et al., 2012). Las regiones de interés del cerebelo fueron
cortadas y la autofluorescencia que emite la piel se removié en cada capa aplicando
la herramienta “Erase” de FIJI en cada plano z. Después la fluorescencia de las
seflales de GFAP (rojo) y DAPI (azul) se separan y se procesan
independientemente. El ruido de la sefal de fluorescencia de GFAP se sustrajo
utilizando un filtro que promedia la sefial por radio 60-70 pixeles y aplicando un
contraste general donde se incrementa al 0.1% de pixeles saturados. El contraste
local se amplifico con la funcién (CLAHE tamafio del blogque 150-200, inclinacion: 2)
y se utilizé un filtro (radio 1.0 mascara peso 6.0). En el caso de la sefial de DAPI,
solamente se utilizé un filtro. Para el analisis por region, los planos en z se dividieron
en tres zonas (ventral, medial y dorsal) y cada una proyecta a un solo plano (modo
maxima intensidad). Las reconstrucciones 3D se hicieron con los planos en z

procesados y utilizando un visualizador 3D de FIJI.

Para determinar las caracteristicas de la glia radial de acuerdo a la sefial de
GFAP utilizamos la herramienta “line” para dibujar y procesar a través de
preprocesador de planos z con la herramienta “mano libre” para dibujar el soma.
Siguiendo las células, cada elemento se proces6 como region de interés con la
herramienta ROl Manager de FIJI. El &rea total, nUmero y tamafio de procesos se
determinaron con la herramienta de medicién de F1Jl y los resultados se organizaron

por dpfy por region del cerebelo (Kaslin & Brand, 2016).
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Analisis estadistico de la morfologia celular de la glia radial

La estadistica descriptiva (media, desviacion estandar (SD) y error estandar
de la media (SEM)) de la morfologia celular de los parametros de larvas de 3,5y 7
dpf fue obtenida de N=5 larvas por edad. La diferencia entre los grupos se determiné
por la prueba Kruskal-Wallis, seguida de una prueba de comparacion multiple (post
hoc Dunn’s). Las diferencias entre las regiones del cerebro por edad fueron
determinadas por la prueba de ANOVA de una cola seguida de una prueba de
comparacion multiple (Tukey post hoc). Finalmente, las diferencias entre las
regiones central y lateral a los 3 dpf fueron determinados por la prueba Mann-
Whitney U. En todos los casos, nosotros utilizamos un nivel de significancia (alfa de
0.05); los resultados se reportaron como media + SEM, mientras que los valores de
significancia de p se reportan como 0.10 (ns), 0.01*, 0.002**,>0.001***, Las pruebas
estadisticas utilizadas fueron elegidas en base al tipo de distribucion de los datos,
la variabilidad de homogeneidad y el nimero de muestras.

Biologia molecular

Con la finalidad de generar una linea de peces transgénicos que exprese el
indicador de calcio GCaMP6s en la glia radial se exploraron varios promotores que
se predecia dirigirian la expresion a este tipo celular: cnot4b (reportado como
especifico de glia Bergmann (Takeuchi et al., 2015), la proteina 7 de unién a acidos
grasos del cerebro fabp7b y la proteina acida fibrilar glial (gfap). Se obtuvieron los
fragmentos por PCR y se clonaron el plasmido pJET2 (Figura A3), se decidi6 seguir
adelante Unicamente con el promotor gfap ya que en los ensayos preliminares
mostré mejor eficiencia de expresiéon y a que este promotor ya fue probado (Johnson
et al., 2016; Leung et al., 2019).

Para la construccion del plasmido de expresion se sustituyd el promotor
elavl3 del plasmido pTol2-elavl3-GCaMP6s (Addgene plasmido #59531) por el
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promotor de gfap obtenido por PCR a partir del plasmido p5E-gfap (Addgene
plasmido #75024) (Figura 5). La identidad del nuevo plasmido fue corroborada por

analisis con enzimas de restriccion y determinacién de la secuencia del promotor

gfap.

Tol2 pTol2-elavl3-

pSE_gfap GCaMP6s
I promotor
elavl3
¥

Tol2

¥
D Sall-Xhol
C PCR
Sall Xhol
g’, h g: -+ Tol2 Tol2
5 A TCGAG poli-A
3 3’ C
Sall Xhol

Ligacién

pTol2-gfap-GCaMP6s

Figura 5. Estrategia de clonacion. (A) El plasmido p5E-gfap porta el promotor gfap
de pez cebra, este fue amplificado por PCR y se afiadio en el extremo 5"el sitio Sall
y en el 3"el sitio Xhol, (B) por otro lado el plasmido pTol2-elavi3-GCaMP6s codifica
para GCaMP6s bajo el promotor elavli3 y estd flanqueado por los sitios de
reconocimiento de la transposasa Tol2. (D) El promotor elavl3 fue removido
mediante el corte con las enzimas Sall y Xhol y (E) sustituido por el promotor gfap.
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Generacion de una linea transgénica que expresa GCaMP6s en glia radial

La técnica consiste en inyectar en la etapa de una célula una mezcla del
nuevo plasmido (pTol2-gfap-GCaMP6s) (Figura A2) con RNAm de la transposasa
Tol2. Esta estrategia permitié la insercion en el genoma del cassette de expresion
gfap-GCaMP6s mediado por la actividad de la enzima Tol2. Para esto, se utilizé el
plasmido pCS2FA-transposase (#133032 Addgene) como molde para la produccién
del RNAm de Tol2. Este plasmido porta el gen de Tol2 bajo el control del promotor
del fago SP6. Primero se linearizd el plasmido con la enzima Ncol, después se
sintetizd el RNAm utilizando el kit Message mMachine SP6 (ThermoFisherScientific)
siguiendo las especificaciones del fabricante, posteriormente se precipité el RNA
con LiCl (3 M), se lavé con etanol 75% vy finalmente se resuspendié en agua DEPC.
Para la mezcla de microinyeccion: se utilizaron 25 pg de RNAm de Tol2, 35 pg de
pTol2-gfap-GCaMP6s,1pL de rojo fenol y KCI 0.5 M preparados con agua DEPC en
un volumen de 10 pL (Kawakami, 2007).

Para la obtencion de embriones, se cruzaron peces adultos (TAB/WIK) y se
colectaron los huevos fertilizados en medio E3 (Buffer Tris pH 7) en etapa de una
célula, se alinearon los embriones en una placa de agarosa al 2% y se inyect6 0.5-
1 nL a cada embrién con la mezcla de inyeccién. Después de 24 h se identificaron
y seleccionaron los embriones que expresaban el indicador de calcio por
microscopia de epifluorescencia con luz monocromatica azul (A = 488 nm). Los
embriones positivos fueron cuidados por 3-4 meses. Los adultos fueron cruzados
para obtener las lineas F1, F2 y F3 las cuales fueron confirmadas y seleccionadas
por epifluorescencia y genotipificados por PCR (gen=GCaMP6s, oligonucleétidos:
sentido 5-3° CTCGAGAACGTCTATATCAAGGCCG vy antisentido 5-3
TCACTTCGCTGTCATCATTTGTACA producto=1200 pb).

24



Actividad de calcio in vivo.

La linea transgénica (gfap-GCaMP6s) se utilizo para realizar los registros de
imagen de calcio. Para esto, peces adultos fueron cruzados y se colectaron los
embriones en medio E3 (pH 7.4). La pigmentacion se inhibié afiadiendo 75 um de
fenil-urea (Sigma-Aldrich) a las 6 h postfertilizacion (Matsui et al., 2014; Takeuchi
et al., 2015). Las larvas fueron paralizadas con 0.5 mM de tubocurarina (Sigma-
Aldrich) a los 3 dpf, 0 2 mM de tubocurarina a los 5 y 7 dpf durante 10-15 min
(Miyazawa et al., 2018; Parrock et al., 2013). Para la imagen de calcio las larvas se
montaron en agarosa de bajo punto de fusion al 2% a 35°C en un portaobjetos
concavo con 100 pL en medio E3 con tubocurarina (Kaufmann et al., 2012; Weber
et al., 2014).

Para la imagen de calcio in vivo, se utiliz6 un microscopio Olympus BX51W
con un objetivo de inmersién en agua 20X, 0.8 NA Acoplado al LED X-Cite XLED1
(Excelitas Technologies) con una longitud de onda de 465 nm al 6% de poder. Los
peces se adaptaron durante 20 min antes de iniciar los registros y durante el registro
permanecieron a 26°C en oscuridad. Los videos fueron adquiridos a 2.55 Hzy a 4
Hz con una camara de alta resolucién pco.edge 4.2, acoplada al programa
Micromanager. Se realizaron registros de dos campos: campo 1: correspondiente a
la parte mas dorsal del cerebelo, donde se localizan el CCe, EG y LCa. Campo 2:

correspondiente a la parte ventral, donde encontramos la Va y la EG.

Bloqueo farmacolégico de uniones comunicantes in vivo

Con el fin de determinar si las uniones comunicantes juegan un papel en la
actividad enddgena de calcio en el cerebelo en desarrollo se utilizdé una estrategia
de blogueo farmacolégico. Primero, las larvas (N=6) de 5 dpf se montaron en
agarosa de bajo punto de fusion (2%), después se agregé una solucion de 500 uM

de heptanol y se incubo durante 30 minutos, posteriormente se adquirieron
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imagenes a 2.55 Hz durante 19.5 min en oscuridad a una temperatura de 26°C. Al
terminar los registros, las larvas se regresaron a la pecera y se monitoreo el ritmo
cardiaco y el flujo sanguineo durante 1 h; aquellos peces que no mostraron actividad

se excluyeron del analisis.

Analisis y estadistica de la imagen de calcio

Se utilizé el programa ImageJ/FIJI para remover el ruido de la imagen
(promedio circular de radio de 12 pixeles), para corregir el movimiento durante el
registro se utilizé el programa de Turboreg (cuerpo rigido). Los cambios en la
fluorescencia de los somas y los procesos se detectaron de forma automatica con
el programa: analisis cuantitativo de astrocitos (AQuA) (https://github.com/yu-lab-
VI/AQUA, acceso Junio 2021)(J. Chen et al., 2020). En Matlab (version R2020a) se

realizaron los cédigos utilizados para el andlisis. Se aplico la prueba no paramétrica

de Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia alfa=0.05, seguida de una
comparacion multiple de las medias con los valores de significancia de p <0.05%,
<0.01** y <0.0001***, La diferencia entre el control y el bloqueo con heptanol se
determind con la prueba Mann-Whitney U con un nivel de significancia alfa=0.05,
los valores de significancia de p <0.0001*** y <0.00001****, Para cada parametro,
se reportd el promedio y el SEM (Tablas suplementarias A2-A4). El nimero de
larvas analizadas por edad y por cada campo (campo 1y campo 2 a 4 Hz durante
4.16 min) fue de N=6. El nimero de larvas por edad en el campo 1 a 2.55 Hz durante
19.5 min N=6. El nimero de larvas para el bloqueo de heptanol es de N=6 en el

campo 1 a 2.55 Hz durante 19.5 min.
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7. Resultados

Distribucion de la glia radial en el cerebelo durante el desarrollo

Se evaluaron los cambios estructurales de las regiones que conforman el
cerebelo y los cambios morfologicos de la glia radial del pez cebraalos 3,5y 7 dpf.
Para el analisis, se dividio el cerebelo en tres secciones: dorsal, medial y ventral
(Figura 6 y Figura Al) y la glia radial se visualizé en secciones Opticas por
microscopia confocal (N=5 por edad).

A los 3 dias postfertilizacién encontramos que el cerebelo muestra solamente
una region, llamada valvula (Va), en donde la mayoria de las células de la glia radial
se alinean verticalmente a lo largo del eje anteroposterior y estan distribuidas de
manera uniforme (Figura 6B). Los somas de la glia radial aparecen cerca de la parte
posterior (dorsal) del cerebelo, y sus pies terminales proyectan hacia la parte
anterior y ventral, donde forman la capa anterior de la valvula. A esta edad la zona
ventricular (vz) del cerebelo es amplia, y forma la seccion dorsal del cerebelo. Se
detectaron células polarizadas de la linea media dorsal en el cerebelo y en el labio
rémbico cerebeloso, que es una de las zonas germinales del cerebelo (Gruol et al.,
2016).

En contraste alos 5y 7 dpf el cuerpo del cerebelo tiene tres capas de células
y una folia, es decir, la estructura que se va a conservar hasta la edad adulta. En
estas edades se encontraron todas las regiones del cerebelo: la valvula (Va) que
forma la parte mas ventral del cerebelo, el cuerpo (CCe) que forma la folia del
cerebelo, la eminencia granularis (EG) y el I6bulo caudal (LCa) que se encuentran

hacia los lados y en la parte mas caudal del cerebelo.
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En la Va, la glia radial se localiza a lo largo del eje horizontal formando el piso
del cuarto ventriculo y los densos procesos se alinean en la linea media cerrando la
cavidad (Figura 6B). En la parte dorsal medial de la seccion de la glia radial los
somas fueron localizados a lo largo de la linea media y proyectan sus procesos

hacia la seccion lateral, formando la region caudal de la valvula (Figura 6B).

En CCe, la glia radial se alinea a lo largo del eje medial-lateral. Los somas
estan en la regién dorsal del CCe y giran y proyectan a través de la region ventral
de la EG, los somas de la glia radial estan situados en la region medial y muestran

un solo proceso grueso.

En LCa, la glia radial es homogénea con somas localizados en la region
central y los procesos proyectan ventralmente (Figura 6B). En la Figura 1A podemos
observar una reconstruccion de células gliales (GFAP*-rojo) y los nucleos (DAPI-

azul) en el cerebelo.
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Figura 6. Glia radial durante el desarrollo del pez cebra. (A) El esquema muestra
las regiones del cerebelo del pez cebra, y la posicion en que fueron adquiridas las
imagenes que estan al lado derecho. (B) Imagenes representativas de secciones
Opticas del cerebelo de células GFAP positivas; la glia radial esta representada en
cada edad en tres zonas: dorsal, medial y ventral. Los paneles inferiores muestran
reconstrucciones en 3D correspondientes. En cada plano, se indica la localizacion
del soma (flecha blanca) y su pie terminal (flecha azul). Los asteriscos amarillos
indican la linea media donde los pies terminales forman un continuo de la Va y el
CCe. Las lineas punteadas indican la trayectoria del proceso de cada glia radial. La
posicion del soma esta indicada por un punto del mismo color: Va, linea punteada
amarilla, CCe, linea punteada blanca, EG, linea punteada azul, LCa, linea punteada
gris; dpf dias postfertilizacion; escala de barras 50 pum.
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Analisis morfométrico de la glia radial durante el desarrollo.

Células individuales de cada region del cerebelo en desarrollo fueron
analizadas para determinar su morfologia basada en la distribucion de GFAP (n=64-
70 células por grupo, N=5 larvas por edad). Para clasificar las diferencias
morfologias, determinamos el nimero de procesos por cada célula, la longitud de
cada proceso y el area del soma. El cerebelo se dividio en dos regiones para
analizar la etapa de 3 dpf (lateral y central). De los 5 y 7 dpf dividimos el cerebelo
en cuatro regiones Va, CCe, EG y LCa para hacer la descripcion de la distribucion

de la glia radial.

En la Figura 7A se muestran imagenes representativas de las morfologias
encontradas en cada edad del desarrollo analizada. La glia radial del cerebelo a los
3 dpf tiene 2.16+0.12 procesos con una longitud de 17.89+0.97 um y un area del
soma de 23.28+1.19 um?. A los 5 dpf 1.48+0.09 procesos con una longitud de
59.53+2.17 um y un area del soma de 34.87+2.27 um? y a los 7 dpf 3.99+0.31
procesos con una longitud de 34.37+1.56 um y un area del soma de 31.13+1.90 pm?
(Tabla 1). Encontramos una marcada variabilidad entre edades en el numero de
procesos, longitud del proceso y el area del soma (Tabla 1, Figura 7C). Se observé
gue hay un rapido incremento en el area de los somas y la longitud de los procesos
entre los 3 dpf (soma 17.89+0.97 um?; longitud proceso 23.28+1.19 um) y los 5 dpf
(soma 59.53+2.17 um?; longitud del proceso 34.87+2.27 um p<0.001***, en ambos)
seguido de una reduccion significativa de los procesos a los 7 dpf (longitud del
proceso 31.13+1.90 um). También observamos que el area del soma se redujo a
los 7 dpf (34.37+1.56 pm?) comparado con 5 dpf (59.53+2.17 um?). El nimero de
procesos por glia radial decrece desde un promedio de 2.16+0.12 um a los 3 dpf a
1.48+0.04 um a 5 dpf (p<0.007**) y después aumenta 3.99+0.31 um a los 7 dpf
(p<0.001***). El aumento en el area del soma y la longitud del proceso de 3 dpf a
los 5 dpf puede deberse un alargamiento extra para permitir la formacién de la folia
y la correcta migracion de las células neuronales. Posteriormente los cambios que
observamos de 5 a 7 dpf pueden deberse a la poda sinaptica y a la maduracion de

las células gliales para pasar a ser glia de Bergmann, disminuye el tamafio, pero
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aumenta el grosor de los procesos para recubrir las sinapsis y la formaciéon de los

pies conicos que se asocian con los vasos sanguineos para formar la barrera

hematoencefélica.

La comparacion entre las morfologias promedio de las diferentes regiones

del cerebelo en cada edad analizada no mostraron diferencias significativas en la

mayoria de los casos (los resultados estadisticos se muestran en la Tabla Al),

indicando poca variabilidad en la morfologia entre las distintas regiones analizadas

(Tabla 2, Figura 7B). Sin embargo, encontramos algunas excepciones a los 3 dpf,

el area del soma fue mayor en la zona lateral que en la zona central (21+1.5 pm? vs

26+2.0 um? respectivamente), y, a los 5 dpf los procesos son mas largos en el I6bulo

caudal (LCa) que en la vélvula del cerebelo (Va) (67.7+4.7 um vs 52.3+2.2 um).

Tabla 1. Caracteristicas morfométricas de la glia radial

Numero de Longitud del proceso Area del soma
Edad 2
procesos (um) (V)
3 dpf 2.16 £0.12 17.89 £ 0.97 23.28 £1.19
5 dpf 1.48 +0.09 59.53 +2.17 34.87 £ 2.27
7 dpf 3.99+0.31 34.37 £ 1.56 31.13+1.90
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Figura 7. Caracteristicas morfométricas de la glia radial del cerebelo durante el
desarrollo. (A) Reconstrucciones en 3D representativas de la glia radial
seleccionadas al azar de diferentes regiones del cerebelo a los 3, 5y 7 dias
postfertilizacion. En esta representacion el ndcleo esta indicado por una esfera, el
proceso en linea blanca o roja. La orientacién del eje (X, y, z) se muestra en lineas
verdes. (B) Los graficos muestran el nimero de procesos (puntos negros), la
longitud de los procesos (puntos grises) y area del soma (puntos azules) en las
diferentes regiones del cerebelo a los 3, 5y 7 dpf (Va, CCe, EG, y LCa; N= 5-7
larvas por edad). Para simplificar el resultado, solo se muestran las diferencias
estadisticamente significativas; los somas a los 3 dias lateral y central, prueba
Mann-Whitney-U (p0.049*, a=0.05), la longitud del proceso 5 dias ANOVA-Tukey (p
0.03%, 0=0.05). (C) Comparacion de las caracteristicas de la glia radial de todo el
cerebelo entre edades (prueba Kruskal-Wallis, Dunn’s post-hoc, a 0.05,
p<0.05*,0.01**,0.001***), los graficos muestran el promedio  error estandar (referir
a Tabla 2 para estadistica descriptiva de los datos).
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Tabla 2. Analisis morfométrico de la glia radial por regiones

Longitud del proceso

Area del soma

Edad NUmero de procesos 2
(pm) (Lm?)
Lateral Central Lateral Central Lateral Central
3 dpf 2.35+0.20 197+0.12 19.10+150 18.10+1.24 21.00+1.51 26.20+2.03
Va CCe Va CCe Va CCe
1.50+0.12 1.10+0.06 52.20+3.30 63.60+4.90 21.20+3.00 22.70+4.10
5 dpf EG LCa EG LCa EG LCa
1.90+0.23 1.40+0.16 57.70+£3.70 67.70+£4.70 21.70+3.40 28.90+5.20
Va CCe Va CCe Va CCe
412+0.43 377+053 3290+240 44.10+3.90 33.50+3.80 28.40+2.60
7 dpf
EG LCa EG LCa EG LCa
406+0.37 350+044 32.10+2.10 34.70+250 28.40+2.20 30.30+4.40

Obtencion de la linea transgénica Tg gfap::GCaMP6s

Se inici6 el trabajo experimental para la obtencion de peces transgénicos
(pTol2-gfap-GCaMP6s) con la generacion de un plasmido que incluye con el
promotor de gfap y el detector de calcio GCaMP6s. La Figura 8A muestra la
amplificacion por PCR del fragmento del promotor gfap y una representacion
esquematica del plasmido pTol2-GFAP-GCaMP6s (Figura A2) junto a un gel de

agarosa del mismo plasmido.

Después se utilizo la técnica de transgénesis con Tol2 en embriones recién
fertilizados para insertar el cassette GFAP-GCaMP6s en peces silvestres (Figura
8B). Estos peces se seleccionaron si emitian fluorescencia uniforme a lo largo del
sistema nervioso y por amplificacion por PCR del fragmento GCaMP6s en la
descendencia F1, F2 y F3 (Figura 8C).
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Figura 8. Obtencién de linea transgénica con expresion del sensor de calcio en glia.
(A) Generacion del plasmido pTol2-gfap-GCaMP6s. lzquierda: esquema del
promotor gfap con sitios de restriccién e imagen de su amplificacion por PCR (7.3
kb). Centro: esquema del plasmido pTol2-gfap-GCaMP6s e imagen del plasmido
completo (12.6 kb). Izquierda: esquema e imagen de caracterizacion del plasmido
con las enzimas de restriccion Bglll/Notl (5.78, 4.26, 1.99 kb y 0.57 kb). Abajo-centro:
mapa funcional del pldsmido que incluye el cassette de expresién gfap-GCaMP6s
flanqueado por los sitios de reconocimiento de la transposasa Tol2. (B) 1) esquema
de microinyeccion, 2) seleccién de peces con fluorescencia y 3) genotipificacion por
PCR (fragmento de 1.2 kb). (C). Izquierda: esquema de cruzas para la obtencién de
la linea estable. Derecha: imagen de epifluorescencia de peces transgénicos a 1 dpf
y 5 dpf (vista lateral y dorsal respectivamente). M: marcador de peso molecular, T:
producto de PCR, kb: kilobases, P: plasmido completo, D: digestion, (+) control
positivo (producto de PCR del plasmido GCaMP6s), dpf = dias postfertilizacion,
escala de barras 500 pmy 1 mm.
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Actividad de calcio en la glia radial durante el desarrollo

Después de que establecimos que la glia radial incrementa en su complejidad
morfolégica durante los primeros dias del desarrollo, evaluamos la actividad de

calcio en este periodo.

Para realizar los registros de la actividad, utilizamos larvas paralizadas con
tubocurarina (Drapeau et al., 1999; Zdebik et al., 2013) embebidas en agarosa y se
obtuvieron imagenes del cerebelo en dos campos: campo 1: correspondiente a la
parte mas dorsal del cerebelo, donde se localizan el CCe, EG y LCa. Campo 2:

correspondiente a la parte ventral, donde encontramos la Vay la EG.

A los 3 dpf solo el CCe y la Va son evidentes (Figura 9 A,B). Por lo que
nuestros registros son efectivos para detectar la actividad basal en todo el cerebelo
a esta edad. Las regiones de interés fueron detectadas con el programa de
cuantificacion y andlisis de astrocitos (AQUA), y los somas y los procesos de la glia

radial se cubren con una méscara de color al azar (Figura 9C).
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Figura 9. Campos en donde se registré la actividad de calcio. (A) Imagen en campo
claro de una larva en posicion dorsal (el cuadro amarillo sefiala la regién del
cerebelo). (B) Proyeccion de la imagen de los registros de la glia radial-GCaMP6s
(los colores blanco y gris son las células y procesos en el campo de registro
correspondiente) a las edades 3, 5y 7 dpf del campo 1 (region dorsal CCe, EG y
LCa) y campo 2 (region ventral CCe y Va). (C) Glia radial con actividad de calcio
(méascara multicolor). CCe: cuerpo del cerebelo, EG: eminencia granularis, Va:
valvula del cerebelo, LCa: I6bulo caudal del cerebelo, dpf: dias postfertilizacion.
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En la figura 10A aparecen imagenes con ejemplos de la fluorescencia de la
actividad basal durante el periodo de registro (4.16 min) en el campo 1y 2 a los 5
dpf. La mayoria de los cambios de actividad fueron detectados en los somas de las
células (linea punteada blanca), aunque también en los procesos se detectd
actividad (flechas rojas). Los cambios de fluorescencia a través del tiempo (AF/Fo)
se obtuvieron a partir de registros de imagen (Figura 10 A,B) y comparaciones

multiples entre los grupos.

Primero, se observo que a los 3 dpf el nUmero de eventos de calcio en los
campos 1 y 2 fue significativamente diferente (7.4+0.36/4 min vs 5.50+£0.23/4 min
p<0.001***), a los 5 dpf no hay diferencias entre el nimero de eventos en los
campos 1y 2 (6.15+0.21/4 min vs 6.79+0.13/4 min), y a los 7 dpf el nUmero de
eventos fue significativamente diferente entre los campos 1y 2 (8.4+0.26/4 min vs
7.2910.21/4 min p<0.05%, Figura 11A).

Al realizar la comparacién de los eventos de calcio por edad se encontro un
incremento en el nimero de eventos a partir de 5 dpf en el campo 2 pero no en el
campo 1 (campo 1: 3 dpf 7.4+0.36/4 min vs 5 dpf 6.15+0.21/4 min p< 0.05* vs 7 dpf
8.43+0.26/4 min p 0.05 ns), y campo 2 (3 dpf 5.50+£0.23/4 min vs 5 dpf 6.79+0.13/4
min vs 7 dpf 7.29+0.21/4 min p<0.001***, (Figura 10C, Tabla 3).

Enseguida se calcularon los cambios de la amplitud de los eventos, la
duracioén y la cinética de liberacion de los eventos de calcio. Encontrando que, en el
campo 1, la amplitud fue mayor a los 5 (1.65+£0.04 AF/Fo) y 7 dpf (1.48+£0.03 AF/Fo)
que a los 3 dpf (1.34+£0.06 AF/Fo p<0.05* y <0.001**, Figura 11B), mientras en el
campo 2, la amplitud permanece constante a los 3 dpf (1.77+0.04 AF/Fo), 5 dpf
(1.8310.02 AF/Fo), 7 dpf (1.73+£0.02 AF/Fo, Figura 10D, Tabla 3).
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La duracion de los eventos de calcio fue mayor en el campo 2 que en el
campo 1 a los 3 dpf (campol: 6.94+0.47 s vs campo2: 10.46+0.46 s p<0.001***),
sin embargo, las duraciones fueron similares entre ambos campos a los 5 dpf
(campol: 11.38+0.43 s vs campo2: 11.25+0.24 s) y a los 7 dpf (campo 1: 9.27+0.35
s vs campo 2: 9.96+0.24 s p>0.05 ns, Figura 11C). Cuando analizamos la duracion
de los eventos observamos un incremento de 3 a 5 dpf, seguida por una reduccién
a los 7 dpf (campo 1: 3 dpf 6.94+0.47 s, 5 dpf 11.38+0.43 sy 7 dpf 9.27+0.35 s
p<0.001***, Figura 10E, Tabla 3).

Al evaluar el tiempo de la cinética de liberacion de los eventos de calcio. No
se registran diferencias significativas entre campos a los 3 dpf (2.64+0.19 s vs
3.05+0.15 s Figura 11D). Al comparar entre edades, la cinética fue mas rapida en el
campo 1 a los 3 dpf (2.64+0.19 s) comparada con 5 dpf (4.11+0.18 s p<0.001***) y
7 dpf (3.40£0.15 s p<0.05*). En contraste, no encontramos diferencias en el tiempo
de liberacion en el campo 2 (3 dpf 3.05+0.15 s, 5 dpf 3.38+0.08 sy 7 dpf 3.38+0.11
s; Figura 10F, tabla 3).

Finalmente, para entender como la dindmica oscilatoria cambia durante el
desarrollo, se analizaron las interacciones entre el numero de eventos de calcio
simultdneos en el campo 1 y el campo 2 a las edades de 3, 5y 7 dpf (Figura 11E).
A los 3 dpf hay pocos eventos sincronizados durante el tiempo de registro (3-6
eventos en promedio en el campo 1 y 2 respectivamente). Que ocurren entre 1-2
pares de células de la glia radial en el campo 1, y alrededor de 3-4 células de la glia
radial en el campo 2. A los 5 dpf, la sincronizacion de los eventos fue mas frecuente
en el campo 1, los cuales mostraron un promedio de 10 eventos con 2-10 células
de la glia radial, mientras que en el campo 2 mostraron un pico de 18 eventos con
20 células de la glia radial sincronizada. A los 7 dpf, las células de la glia radial
fueron similares a las de 5 dpf. En el campo 1 el pico de actividad sincronizada
consistia en 20 eventos en los cuales 16 células de la glia estuvieron sincronizadas,
en el campo 2 el pico de actividad sincronizada fue de 10 eventos en los cuales 20
células estuvieron sincronizadas (Figura 10G, Tabla 3). Estos datos indican que los
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eventos de calcio y su sincronizacion para formar redes funcionales tienen
correlacion con el desarrollo morfolégico y la complejidad de la glia radial (la Tabla

A2, muestra los datos estadisticos de la Figura 10).

Observamos que a los 5y 7 dpf el nimero de eventos de calcio, la duracién
y amplitud aumentan, la cinética del evento es mas rapida a estas edades y
encontramos un mayor numero de eventos sincronizados con respecto a los 3 dpf.
Adicionalmente los campos 1 y 2 (&reas de registro del cerebelo a diferente
profundidad) también mostraron cambios significativos en los pardmetros
mencionados. Esto podria deberse a que dependiendo de la region hay

caracteristicas diferentes de dinamica de calcio.

Tabla 3. Sefiales de calcio de la glia radial durante el desarrollo.

3 dpf 5 dpf 7 dpf
Caracteristica Unidad
campo 1 campo 2 campo 1 campo 2 campo 1 campo 2
NZ\T;TC’) ge 7.44+0.36 5504021 6.15+0.21 6.79+0.13 8.43+0.26 7.29+0.21  #/4 min

Amplitud 1.34+0.06 1.77+0.04 1.65+0.04 1.83+0.02 1.48+#0.03 1.73+0.02 AF/FO

Duracion  6.94+0.47 10.46+0.46 11.38+0.43 11.25+0.24 9.27+0.35 9.96+0.24 s
Cineticade  , o/.019 3.05¢0.15 4.11+0.18 3.38+0.08 3.40+0.15 3.38+0.11 s
liberacion

Sincronia 3.02+0.11 6.23+0.23 10.30+0.23 12.98+0.25 10.95+0.20 10.69+0.28 #/4 min
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Figura 10. Sefales de calcio durante el desarrollo. (A) Imagen de calcio de la region
lateral derecha del cerebelo a los 5 dpf. La linea punteada blanca: delimita los
somas de la glia radial; flechas rojas: indican la actividad de calcio en los procesos
de la glia radial. (B) Ejemplo de registros de actividad de calcio (AF/FO durante 4.16
min, a 3, 5y 7 dpf en el campo 1). (C) Niumero de eventos de calcio en 4.16 min.
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(D) Amplitud de los eventos de calcio (AF/F0). (E) Duracion de los eventos de calcio
(segundos). (F) Cinética de liberacion del evento de calcio (segundos). Los graficos
muestran la distribucion de los datos, los valores promedio (linea negra) y la media
(linea roja). Utilizamos estadistica no paramétrica: prueba Kruskal-Wallis, a 0.05,
p<0.05*, <0.01**, <0.0001***, (G) Numero de eventos de calcio sincronizados a los
3, 5y 7 dpf (barras azul, verde, magenta, corresponden respectivamente en los
graficos a los puntos en las columnas x y a las barras en los ejes). Para estos
experimentos utilizamos 6 larvas por edad y por campo. Los eventos de calcio que
obtuvimos por cada campo fueron: n=200 a 3 dpf, n=750 a 5 dpfy n=400 a 7 dpf,
escala de barras 20 pm.
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Figura 11. Comparacién de las caracteristicas de los eventos de calcio campo 1 vs
campo 2 (A) Numero de eventos (nimero de eventos en 4.16 min). (B) Amplitud de
los eventos (AF/FO0). (C) Duracién de los eventos (segundos). (D) Cinética liberacién
del evento de calcio (segundos). (E) Niumero de eventos sincronizados (numero de
eventos en 4.16 min que estan sincronizados), dpf = dias postfertilizacion.
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Ondas de calcio en la glia radial durante el desarrollo

Las elevaciones de calcio en la glia aparecen espontaneamente afectando la
funcion de redes de circuitos neuronales y la vasculatura. En mamiferos, las ondas
de calcio se propagan a través de la glia radial en la zona ventricular en etapas
embrionarias (Weissman et al., 2004). Tras demostrar que ocurren eventos de
calcio espontaneos durante el desarrollo del cerebelo, se evalud si se producen

ondas de calcio en la glia radial del pez cebra y se describen sus propiedades.

Utilizando registros de imagen de calcio, encontramos que la actividad de la
glia radial en el campo 1 ocurre en pequefios grupos a los 3 dpf. A esta edad, 46
eventos por minuto se observaron en 149+2.25 células y la actividad se propaga
solo a un pequefio grupo de células (a una distancia no mayor a 4.94 um en
promedio). Las ondas de calcio se detectaron a los 5 dpf en el cerebelo, a esta edad,
se observaron 735.79 eventos por minuto en 2391.30+39.24 células sincronizadas
en forma de ondas de calcio. Inesperadamente la actividad se redujo a los 7 dpf con
435.74 eventos por minuto y 1474.70+7.6 células sincronizadas en forma de onda.
La Figura 12A muestra los eventos detectados por edad, los puntos muestran la
evidencia de los eventos sincronizados y las células durante el tiempo de registro.

La propagacion de las ondas de calcio fue direccional. Inician en la parte mas
posterior del cerebelo y se propaga hacia la parte anterior de la region. Ademas, se
observd que la propagacion de las ondas es un evento global que iniciaba en la
médula, pasaba hacia el cerebelo y continuaba hacia el cerebro medio. Sin
embargo, el estudio se enfoco solamente en los eventos que ocurrieron en el
cerebelo. En esta region, la actividad de calcio se detectd primero en los somas de
la glia radial (Figura 12B), luego ésta se propaga hacia los procesos y van hacia los
pies terminales de la superficie pial. Eventualmente la actividad desaparece,

primero en los procesos y después de los somas (Figura 12C).
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Para clasificar las caracteristicas de estas ondas, dividimos estos eventos en
tres grupos: a) eventos sin propagacion (<20 um), b) eventos de propagacion a corta

distancia (20-60 um) y c) eventos de propagacion a larga distancia (>60 pm).

A los 3 dias postfertilizacion, todos los eventos que se detectaron fueron
eventos sin propagacion (897 eventos 4.29+0.48 um distancia). Sin embargo, a los
5 dpf se detectaron en total 127 eventos de propagacion a corta distancia 32.21 +
10.46 pum y 3437 eventos que se propagan a larga distancia (138.71+18.75 pm);
estas ondas de calcio se propagan con muy poca frecuencia, pero reclutan a la
mayoria de la glia radial del cerebelo. Finalmente, a los 7 dpf fueron detectados
8820 eventos sin propagacion (0.21+0.01 um), 25 eventos de propagacion a corta
distancia (30.34+1.77 um) y 2500 eventos de propagacion a larga distancia
(101.65£19.20 pm) (Figura 12D).

La velocidad de los eventos fluctuo todo el tiempo, sin embargo, la velocidad
maxima a los 3 dpf fue de 10 um/s e incrementd a los 5y 7 dpf entre 40-60 pum/s
(Figura 12E). Colectivamente, los datos obtenidos muestran que la glia radial del
cerebelo del pez cebra tiene caracteristicas similares a las reportadas en ratones
(Beierlein & Regehr, 2006), tales como, el incremento de la actividad espontanea
con respecto a la edad y la velocidad de propagacion de la onda (Weissman et al.,
2004). Se muestran las caracteristicas de la actividad basal en peces y se describe
gue hay ondas de calcio en los que se observan pequefios grupos sincronizados y
otros en los que se asocian la mayoria de la glia radial. Esto no se ha observado en
mamiferos, en donde las redes de propagacion son mas limitadas. Los patrones de
la actividad de calcio podrian estar fuertemente asociados con el desarrollo de la

complejidad morfologica de la glia radial en el cerebelo.
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Figura 12. Ondas de calcio en la glia radial. (A) Eventos de calcio a 3, 5y 7 dpf
(cada regidn de interés esta alineada en el tiempo, y cada evento de calcio esta
representado por un punto negro, las flechas negras indican las ondas). (B) Onda
de calcio a los 5 dpf. La sefial se propaga desde la parte mas posterior y central del
cerebelo hacia la region anterior (las lineas punteadas blancas delinean el
cerebelo). (C) Imagenes que muestran un ejemplo de la propagacion de la glia radial
en la region lateral (izquierdo-derecho) y la region anterior y posterior. Las lineas
rojas indican el area donde se localizan los somas de la glia radial y las flechas
amarillas indican la posicion de los pies terminales de la glia radial que forman la
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superficie pial. (D) Distancia de propagacion de las ondas de calcio. (Como se
muestra en (A)). Alos 5y 7 dpf, solo el 2% de los eventos se propagan en forma de
ondas de calcio. (E) La velocidad de propagacion a los 3, 5y 7 dpf. N=6 larvas por
edad, 3 dpf n=897; 5 dpf n=14348; 7 dpf n=8848, escala de barras 50 y 20 um.

Efecto del bloqueo de uniones comunicantes en las sefales de calcio

durante la actividad espontanea

Las uniones comunicantes son proteinas que comunican el sincitio de células
vecinas, su acoplamiento es esencial para entender la formacion de las ondas de
calcio; las uniones comunicantes son permeables a pequefias moléculas, incluidos
el calcio (Ca?*) y el inositol-3-fosfato (IP3) (Hoogland et al., 2009, 2009; Plattner &
Verkhratsky, 2015). Una vez que encontramos que a partir de los 5 dpf ya hay ondas
de calcio en el cerebelo del pez cebra analizamos la propagacion de estas después
de exponer al pez a heptanol, un bloqueador no especifico de las uniones
comunicantes (Liu et al., 2021). Como en las secciones previas, los eventos fueron

analizados con el programa AQUA (N=6 larvas por condicion Figura 13A).

En la Figura 13 se muestran imagenes que ilustran la maxima dispersion de
la onda en control (Figura 13A panel 1) y la propagacién en los peces tratados con
heptanol (Figura 13A panel 2). Esta serie de imagenes muestran que el heptanol
afecta severamente las dimensiones de la onda de calcio comparada con los peces
no tratados, lo que sugiere que el rol de las uniones comunicantes en la propagacion

de las ondas de calcio es fundamental.

El analisis de la dinamica de las ondas de calcio mostr¢ diferencias en la
sincronizacion de los eventos (Figura 13B, control 21.96 + 0.10/19.5 min vs heptanol
3.62 + 0.06/19.5 min, p<0.00001****), numero de eventos (Figura 13C, control 35 +
0.17/19.5 min vs heptanol 4.77 + 0.11/19.5 min, p<0.00001****), amplitud de los
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eventos (Figura 13D, control 2.34+0.01 AF/Fo vs heptanol 1.57+0.02 AF/Fo,
p<0.00001****), duracion de los eventos (Figura 13E, control 13.32 + 0.08 s vs 13.09
+ 0.37 s, p<0.0001***) y la cinética de inicio del evento de calcio (Figura 13F, control
4.03 £ 0.02 s vs heptanol 4.95 + 0.12 s, p<0.0001***). En resumen, se observa que
disminuye el nimero de células sincronizadas, el nimero de eventos y su amplitud.
También disminuye la duracién de los eventos, y aunque es pequefia, la diferencia
es significativa estadisticamente. También aumenta el tiempo de la cinética de inicio

del evento.

La distancia de propagacion de las ondas de calcio son afectadas
severamente por el heptanol, ya que los peces expuestos a éste solo muestran
actividad de calcio sin propagacion (1467 eventos con una distancia promedio de
2.89%£1.75 um), en contraste con los peces no tratados que mostraron los tres tipos
de actividad de calcio: eventos sin propagacion (14,188 eventos con una distancia
promedio de propagacion 0.43+£0.02 um), eventos con propagacion a corta distancia
(127 eventos 32.31+10.46 um) y eventos con propagacion a larga distancia (33
eventos 138.71+18.75 um), Figura 13G.

La sincronia de los eventos de calcio fue eliminada durante el tratamiento con
heptanol como se muestra en la Figura 13B,H donde se muestra con flechas negras
los eventos sincronizados en las condiciones de control, sin embargo no se
detectaron en los peces tratados con heptanol. En estos graficos se muestra la
reduccion del nimero de eventos de calcio producto del bloqueo con heptanol,
donde 75 eventos por minuto fueron detectados en 244+7.6 células, en contraste
con las condiciones control en el cual 735 eventos por minuto fueron detectados en
2391+39.24 células (Figura 13H, Tabla 4).

Finalmente, la velocidad maxima de los eventos de calcio se redujo de 40-60
pum/s en condiciones control a 15-25 pum/s en condiciones de peces tratados con

heptanol (Figura 13I). Estos datos indican que a los 5 dpf las uniones comunicantes
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son fundamentales para la propagacion de las ondas de calcio. La induccion del
bloqueo con heptanol genera disminucion general de la actividad espontanea de
calcio, por lo que podriamos suponer que las elevaciones de calcio provienen de

reservas intracelulares durante la generacion de la onda.
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Figura 13. Disrupcion de las ondas de calcio en la glia radial por exposicion al
heptanol. (A) Eventos de calcio en el cerebelo de pez cebra después de la
exposicion a heptanol (los cambios de fluorescencia (AF/Fo) se muestran con una
mascara multicolor y la linea punteada blanca indica el area del cerebelo). En el
panel 1, control (eventos que se propagan a larga distancia), en el panel 2, heptanol
(eventos que no se propagan). (B) La sincronizacion los de eventos de calcio
reducidos en el tratamiento con heptanol (los graficos de barras negras y grises
corresponden al control y heptanol respectivamente, Los graficos de puntos
muestran la correlacion de la columna x con la muestra con respecto al eje y). (C)
Numero de eventos de calcio en 19.5 min. (D) Amplitud (AF/Fo). (E) Duracién de los
eventos (segundos) (F) Cinética de inicio del evento (segundos). (G) Distancia de
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propagacion de los eventos (um). (H) Grafico de puntos donde se muestran los
eventos de calcio durante 19.5 min (cada punto representa un evento de calcio y la
flecha indica donde ocurre una onda de calcio). (I) Velocidad maxima de las ondas
de calcio (um/s). Los graficos (C-F) muestran la distribucién de los datos, el valor
promedio (linea negra) y el valor de la media (linea roja). Utilizamos estadistica no
paramétrica, la prueba Mann-Whitney U, a 0.05, valor de p<0.0001***, <0.00001****,
Los registros fueron obtenidos de larvas de 5 dias postfertilizacion. N=6 para cada
condicion, control: n=14,348 y heptanol n=1467, dpf=dias postfertilizacion, escala
de barras en (A) 50 pum.

Tabla 4. Sefales de calcio en la glia radial después del bloqueo de uniones
comunicantes.

Caracteristicas Unidades Control Heptanol
Numero de eventos #/4 min 35.86+0.18 4.77+0.11
Amplitud AF/FO 2.34+0.01 1.57+0.02
Duracién (s) 13.32+0.08 13.09+0.37
Cinética de liberacién (s) 4.03+0.02 4.95+0.12
Sincronia #/4 min 21.960.10 3.62+0.06
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8. Discusion

Mediante una combinacion de analisis morfométrico y registros de actividad
de calcio in vivo en peces cebra, se observaron eventos criticos en el desarrollo de
la glia radial del cerebelo. Especificamente, se demostré que la complejidad
morfoldgica de la glia radial podria estar estrechamente relacionada con la aparicion

de eventos de calcio sincronizados y con las ondas de calcio.

Se encontrd que a los 3 dpf, la mayoria de las células de la glia radial tienen
uno o dos procesos cortos con un soma pequeno y que los eventos de calcio son

escasos Y rapidos, estos eventos de calcio no se propagan a largas distancias.

A los 5 dpf, los somas y procesos aumentan de tamafio y longitud y
observamos que los eventos de calcio aparecen mas frecuentemente y tienen
mayor duracion y disminuye la cinética de liberacion del evento. Ademas, se

identificaron dos aspectos inesperados.

Primero, las caracteristicas de la glia en cuanto al tamafio del soma, longitud
de los procesos, el aumento del nimero de eventos, la duracion del evento, la
sincronizacion, la distancia y la velocidad de propagacién de los eventos no fue
lineal. En casi todas las caracteristicas que medimos a los 5 dpf fueron mayores
que a los 7 dpf.

A los 5 dpf ya esta formado el cerebelo en capas y hay coordinacion motriz,
pero podria estar ocurriendo algun proceso fisiolégico en este punto que provoque
este aumento en la sefalizacion de calcio. A pesar de que existen pocos estudios
de actividad espontanea durante estas etapas del desarrollo, sabemos que la etapa

en la que se observo un cambio drastico en los eventos de calcio es cuando ocurre
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la formacion de las conexiones sinapticas y su refinamiento. Es posible que el
aumento de la actividad de calcio en esta etapa se deba a la participacién en la
consolidacion de sinapsis funcionales y la poda neuronal. Otra teoria es que el
mecanismo por el cual se ve involucrada es a través de la actividad mediada
glutamato como un tipo de sefializacion y liberacion de calcio intracelular (Miyazaki
et al., 2017; Weissman et al., 2004; Yamada & Watanabe, 2002). Los procesos de
la glia radial son mas complejos y fisicamente abarcan mayor espacio, envolviendo
las sinapsis por lo que esta en mayor contacto con los neurotransmisores liberados,
existen reportes de que los eventos de calcio ocurren de manera mas puntual en
mamiferos, estos eventos ocurren sobre balsas de proteinas que delimitan la
propagacion del calcio a ciertas regiones de la célula y se conocen como
microdominios. Durante el estudio se visualizaron algunas diferencias en los
campos donde se pueden registrar mejor los procesos o los somas de la glia pero
no parece ser tan claro como lo que se ha reportado en ratones (Grosche et al.,
1999; Shigetomi et al., 2013).

A los 7 dpf, los procesos se retraen y cada glia radial tiene un mayor nimero
de procesos, hay un aumento de los eventos de calcio, aunque no tantos como a
los 5 dpf. A los 7 dpf ante un estimulo tactil o luminoso las neuronas responden
exactamente después de que se aplica el estimulo (tactil o luminoso). Mientras que
a los 5 dpf a pesar de que los peces ya se mueven, las neuronas en ocasiones no
detectan esa luz o lo detectan segundos mas tarde, falta madurar el momento del
estimulo y la respuesta de ejecucion. Ademas, a partir de los 6 dias en adelante la
larva es capaz de desarrollar aprendizaje motor condicionado e incondicionado.
También aumenta el tamafio del cerebro al igual que el resto de 6rganos y tejidos
del pez, de manera interesante, a esta edad el pez puede procesar la informacién
sensorial de manera similar a un pez adulto (Hibi & Shimizu, 2012; Hsieh et al.,
2014).

Segundo, se esperaba que las ondas de calcio fueran delimitadas en grupos,
parecido a lo reportado en mamiferos (6-8 glias de Bergmann activas) pero se
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encontraron grupos de células que propagan la onda de calcio a distancias mayores
gue abarcaron todo el cerebelo. Por lo que la sefializacién por ondas de calcio tiene
un mayor alcance en pez cebra en cuanto al niumero de células que se reclutan
durante el evento de onda de calcio (Hoogland et al., 2009; Nimmerjahn et al.,
2009). Estos resultados son de gran interés y dejan la puerta abierta a una
investigacion mas amplia que ayude a entender por qué y qué funcion tienen estas
ondas que se propagan a distancias tan grandes y activando un grupo tan amplio y
coordinado de células. Cabe resaltar que las conexinas que presentan estas células
son las cx43 que también se encuentran en el tejido muscular esquelético del
corazén (miocardio) y que permite contraccion del tejido y el bombeo de la sangre
de forma eficiente, por lo que eventos coordinados podrian ocurrir en estas células
con algun tipo de funcién biologica en los que se requiera el reclutamiento celular
(Epifantseva & Shaw, 2018; Valls-Lacalle et al., 2019; Wang et al., 2017).

En la corteza cerebral de los primates se ha estudiado la complejidad de la
glia radial y se han identificado una variedad de subtipos morfolégicos (Arellano
et al., 2021; Betizeau et al., 2013; Nowakowski et al., 2016; Rakic, 1972). Nuestro
estudio muestra que la glia radial del cerebelo del pez cebra sufre cambios radicales
entre los dias 3y 7 dpf. A los 3 dpf estas células se encuentran homogéneamente
distribuidas con sus somas alineadas a lo largo de la linea media y sus procesos
proyectan ventralmente. Después, con la emergencia del CCe y la auricula a los 5
dpf nuevas células de la glia radial ocupan estas areas y se reorganizan para
permitir la extension del cerebelo hacia la parte dorsal para formar la folia. A los 7
dpf, los somas de la glia radial se alinean a lo largo de la linea media pero sus
procesos proyectan de manera lateral, para dar la forma que sera conservada hasta
etapas adultas. En humanos se ha reportado que la glia radial de la corteza en
etapas del desarrollo, muestra una expresiéon diferencial de genes y da lugar a
diferentes tipos de neuronas (Nowakowski et al., 2017). Por lo que podria ser
interesante, mediante transcriptomica estudiar a la glia radial del pez cebra durante
el desarrollo temprano y comparar los perfiles transcriptdmicos de larvas, juveniles
y adultos (Lange et al., 2020; Raj et al., 2018).
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La emergencia de la complexidad morfolégica de la glia radial en los
procesos correlaciona temporalmente con el origen de la actividad de calcio. Las
uniones comunicantes localizadas en los somas y procesos de células vecinas son
funcionales cuando las capas del cerebelo ya estan formadas. A los 5 dpf, los somas
y la longitud de los procesos son mas del doble de los 3 dpf. Las estructuras que
forman el cerebelo (campo 1 y campo 2) mostraron diferencias en la actividad de
calcio, lo cual podria estar relacionado a diferencias en la actividad neuronal o bien
a la actividad intrinseca de las células ya que son polares, por lo que en el campo 1
podemos visualizar un mayor nimero de procesos y en el campo 2 hay un mayor

numero de somas.

La expresion de los componentes basicos que permiten la comunicacion en
astrocitos y la glia radial ya esta presente a los 3 dpf (Ashworth etal., 2007;
Chatterjee et al., 2005; Lo, 2003); sin embargo, la actividad es mayormente local,
es decir los elementos para que haya propagacion de las ondas esta desde los 3
dias pero debe haber algun componente o sefializacion que las desencadena hasta
los 5 dpf, quedando como incognita para estudios posteriores de qué es lo que

marca el inicio de la propagacién de las ondas en la glia radial del pez cebra.

De manera interesante, la duracion de los eventos de calcio a los 5 dpf en el
cerebelo 11.38+0.43 s es similar a los astrocitos que estan en la medula oblongada
a los 6 dpf (125 s) lo que podria sugerir que independientemente del tipo de glia;
radial o astrocito pueden tener actividad de calcio espontadnea muy similar, ademas
en ese estudio se mostré como al adicionar norepinefrina, la actividad de calcio en
los astrocitos se potencié. Por lo que se sugiere que esta actividad basal se ve
modificada por la influencia de neurotransmisores y es altamente probable que
participen de manera mas activa durante la actividad neuronal, tal como se ha
mostrado en mamiferos ( Chen et al., 2020; Kuhn et al., 2011; Nimmerjahn et al.,
2009).
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Debido a que aun queda mucho por saber acerca de las sefiales de calcio en
la glia radial durante los procesos del desarrollo generamos un modelo experimental
en el que podemos evaluar ahora con estimulos sensoriales o bien con farmacos
que simulen diversos estados mentales para describir y evaluar como afectan la
sefializacion del calcio glial y definir mejor cémo se involucra en diversos estados
fisioldgicos o en estados neuroldgicos alterados (Buskila et al., 2019; Gruol et al.,
2016; Kalueff et al., 2014; Kaufmann et al., 2012; Leung et al., 2019).
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9. Conclusiones

1. Se mostro que la complejidad morfolégica de la glia radial durante la primera
semana del desarrollo es notoria que va desde una columna simple
estratificada a los 3 dpf hasta la formacion de la folia del cerebelo con el
alargamiento de los procesos a los 5 dpf y morfologias mas complejas a los
7 dpf.

2. El numero de procesos, la longitud de los procesos y el area del soma
aumenta con la edad, este proceso es similar al descrito en mamiferos. Al
comparar las regiones del cerebelo en una misma edad se encuentran pocas
diferencias: solo a los 3 dpf los somas de la regién central tienen un tamafio
mayor que los de la region lateral y a los 5 dpf los procesos del LCa son mas

largos que los de las otras regiones del cerebelo.

3. Se generd una linea de pez transgénico que expresa el indicador de calcio
GCaMP&6s en glia radial. Con este modelo, se encontrd que hay diferencias
en las propiedades de la dinAmica de calcio entre diferentes zonas del

cerebelo.

4. Las sefiales de calcio cambian con la edad: el numero de eventos, la
duracion, la cinética de liberacién del evento y la sincronizacion de los
eventos de calcio aumentan con la edad, aunque hay un pico alto a los 5 dpf.
Las ondas de calcio aparecen a los 5 dpf; también el nimero de eventos y de
células que las forman, van aumentando con la edad, asi como la distancia y

velocidad de propagacion.
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Finalmente, el bloqueo de las uniones comunicantes elimina por completo las
ondas de calcio, por lo que éstas dependen casi exclusivamente de la

propagacion de calcio intracelular a través de uniones comunicantes.
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10. Perspectivas

1. Probar si estan directamente relacionadas la morfologia (procesos

complejos) con los cambios en las sefiales de calcio.
2. Esclarecer el mecanismo que desencadena las ondas de calcio.

3. Descubrir el rol que tiene el calcio en eventos individuales a partir de un

abordaje farmacoldégico.

4. Determinar si la glia radial responde a estimulos sensoriales.
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12. Apéndice

Tabla A1l. Comparacion de la morfologia celular de la glia radial

3dpf

Caracteristicas

Prueba Mann-

Diferencia Valor (P) Significancia

Whitney
Area del soma  Central vs. lateral -2.6 .049 *
Lonpgrict)légsdoeslos Central vs. lateral -1.2 .790 ns
NpL]rrgceer;)OdSe Central vs. lateral 0.0 .094 ns
5dpf
Caracteristicas mcaﬁ?;?:[riclg;'s Diferencia vgfgft(li) Significancia
CCevs. Va 1.444 0.994 ns
EG vs. Va 0.4621 >0.999 ns
} LCavs. Va 7.371 0.549 ns
Area del soma
EG vs. CCe -0.9823 0.998 ns
LCavs. CCe 5.927 0.728 ns
LCavs. EG 6.909 0.601 ns
Vavs. CCe -11.36 0.2422 ns
Vavs. EG -5.476 0.7343 ns
Longitud de los Vavs. LCa -15.46 0.0309 *
Procesos CCe vs. EG 5.888 0.7747 ns
CCevs. LCa -4.095 0.9159 ns
EG vs. LCa -90.983 0.2965 ns
Namero de CCevs. Va -0.4638 0.1065 ns
procesos EG vs. Va 0.3308 0.3927 ns
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LCa vs. Va 0.08882 0.9708 ns

EG vs. CCe 0.7946 0.0028 *x
LCavs. CCe 0.3750 0.2862 ns
LCavs. EG -0.4196 0.2227 ns
7 dpf
Caracteristicas m%?trrprisrgzir?nn’s Diferencia V':fgft(li) Significancia
CCevs. Va -3.743 >0.9999 ns
EG vs. Va -4.676 >0.9999 ns
i LCavs. Va -6.520 >0.9999 ns
Area del soma
EG vs. CCe -0.9333 >0.9999 ns
LCavs. CCe 2777 >0.9999 ns
LCavs. EG -1.844 >0.9999 ns
Vavs. CCe 29.58 0.1330 ns
Vavs. EG 1.005 >0.9999 ns
Longitud de los Vavs. LCa 9.071 >0.9999 ns
Procesos CCe vs. EG -28.58 0.1775 ns
CCevs. LCa -20.51 0.7859 ns
EG vs. LCa 8.066 >0.9999 ns
CCevs. Va -4.147 >0.9999 ns
EG vs. Va -0.2408 >0.9999 ns
NUmero de LCavs. Va -8.585 0.9772 ns
Procesos EG vs. CCe 3.906 >0.9999 ns
LCavs. CCe -4.438 >0.9999 ns
LCavs. EG -8.344 >0.9999 ns

dpf: dias postfertilizacion, CCe: cuerpo del cerebelo, Va: valvula del cerebelo, EG:
eminencia graularis, LCa: |6bulo caudal del cerebelo, ns: no significancia.
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Tabla A2. Comparacion de las sefales de calcio de la glia radial por edad

Comparacion

Caracteristicas Campo multiple Kruskal SS DF MS Chi-sq Valor (P)
Wallis
1 3,5, 7 dpf 1.6X108 2 7.99X10°5 31.80 1.25X107
Ndmero de 2 3,5, 7 dpf 4.9X105 2  2.44X10° 24.64  4.46X10°®
eventos
1vs2  cl1-3-5-7vsc2-3-5-7 2.9X107 5 5.68X10® 63.36 2.46X10712
1 3,5, 7 dpf 1.1X10® 2 5.62X10° 22.95 1.04X10°
Amplitud 2 3,5, 7 dpf 9.16X10° 2 4.58X10° 4.71 0.095
1vs2  c1-3-5-7vsc2-3-5-7 5.48X107 5 1.10X107 125.06 1.04X1025
1 3,5, 7 dpf 1.95X10° 2  9.73X10° 45.99 1.03X107%0
Duracion 2 3,5, 7 dpf 1.41X10° 2  7.06X10°  7.59 0.0225
1vs2  ¢1-3-5-7vsc2-3-5-7 3.01X10’ 5 6.01X10° 74.10 1.44X104
1 3,5, 7 dpf 1.06X10° 2 5.28X10° 26.38 1.87X10°
Cinetica de 2 3, 5, 7 dpf 6.98X10°5 2  3.49X10°  4.29 0.12
liberacion
1vs2  ¢1-3-5-7vs c2-3-5-7 1.22X107 5 2.44X10® 33.54 2.94X10°
1 3,5, 7 dpf 2.60X107 2  1.30X107 360.66 4.82X107°
Sincronia 2 3,5, 7 dpf 1.95X10°7 2  9.74X10% 227.86 3.31X10°%°
1vs2  ¢1-3-5-7vsc2-3-5-7 1.84X10®8 5 3.69X107 586.15 1.99X1012

dpf: dias postfertilizacion, c1: campo 1, c2: campo 2, edad comparada: 3,5y 7 dpf.
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Tabla A3. Comparacion de las sefiales de calcio de la glia radial entre campos

Caracteristicas Campo Comgﬁirslceién Grlipo Gr;po Diferencia Vj;:r Significancia
3dpf  5dpf 7.88 59.67 111.46 0.0190 *
1 3 dpf 7 dpf -92.76  -42.46 7.83 0.1174 ns
5dpf  7dpf -144.61 -102.13 -59.65 0.0000
3 dpf 5dpf -235.18 -155.91 -76.64 0.0000 e
Ng?eirtc(’)ge 2 3dpf  7dpf -24885 -16554  -82.23  0.0000
5 dpf 7 dpf -68.06 -9.63 48.80 0.9210 ns
3 dpf 3 dpf 98.76  295.86 492.93 0.0003 rx
lvs?2 5 dpf 5dpf -236.78 -104.48 27.83 0.2149 ns
7 dpf 7 dpf 43.91 176.92 309.93 0.0021 *
3 dpf 5dpf -156.42 -104.92 -53.43 0.0000 ok
1 3 dpf 7dpf -113.79 -62.80 -11.81 0.0109 *
5 dpf 7 dpf 0.18 42.12 84.07 0.0488 *
3 dpf 5dpf -119.84 -42.40 35.04 0.4047 ns
Amplitud 2 3 dpf 7 dpf -73.03 9.11 91.24 0.9635 ns
5dpf 7dpf -7.28 5151 110.29 0.0998 ns
3 dpf 3dpf -623.89 -427.44 -230.99 0.0000 ok
lvs2 5 dpf 5dpf -339.74 -211.30 -82.86 0.0000 ok
7 dpf 7dpf -425.12 -289.62 -154.51 0.0000 flaa
3 dpf 5dpf -193.47 -143.65 -93.83 0.0000 flaa
1 3 dpf 7dpf -134.29 -85.26 -36.22 0.0001 ok
5 dpf 7 dpf 17.94 58.40 98.86 0.0021 *
3dpf 5dpf -137.59 -59.21 19.16 0.1795 ns
Duracion 2 3 dpf 7 dpf -79.79 3.31 86.41 0.9952 ns
5 dpf 7 dpf 4.56 62.52 120.49 0.0308 *
3 dpf 3dpf -561.81 -365.22 -168.63 0.0000 Frx
lvs2 5 dpf 5dpf -131.80 -3.97 123.87 1.0000 ns
7 dpf 7dpf -235.58 -102.55 30.47 0.2391 ns
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3dpf 5dpf -155.96 -106.84  -57.72  0.0000
1 3dpf 7dpf -110.18 -6141  -12.64  0.0089 .
5dpf  7dpf 565 4543 8521  0.0203 .
3dpf  5dpf -14250 -66.58 9.35 0.0994 ns
cl:iitr)]eért:cailécll‘le 3dpf  7dpf -138.42 -5822 2198  0.2046 ns
5dpf  7dpf -47.50  8.36 6422  0.9345 ns
3dpf  3dpf -334.33 -143.06 4821  0.2710 ns
lvs2 5dpf 5 dpf -20.19  101.97 224.13 0.1637 ns
7dpf  7dpf -156.87 -27.75 10137  0.9902 ns
3dpf  5dpf 46957 -411.08  -352.60  0.0000
1 3dpf 7dpf -505.31 -447.70  -390.08  0.0000
5dpf  7dpf -8227 -36.61 9.05 0.1447 ns
3dpf  5dpf 41554 -35955  -303.57  0.0000 ok
Sincronia > 3dpf 7dpf -292.66 -237.13  -181.61  0.0000
5dpf  7dpf 7281 12242 17202  0.0000
3dpf  3dpf 051  -0.35 020  0.0000 ok
lvs2 5dpf 5dpf 039  -0.27 015  0.0000 ok
7dpf  7dpf 006  0.05 0.17 0.0008

Valor P<0.05*, 0.01**, 0.001***, dpf: dias postfertilizacion.
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Tabla A4. Comparacion de las sefiales de calcio normoxia vs heptanol

Mann-

Caracteristicas Whitney Promedio SD Z Valor (P) Significancia
Ng\r:'eir; :e Choen;:gln‘éls 6.5X10°0  1.2X10*° 49.33 0 e
Amplitud Choen;:gln\éls 7.1X10*¢  1.3X10*® 23.39 0 Hohkk
Duracién Choen;g'n\éls 6.5X10"  1.2X10° 5.89  1.9X10° ok
cl\’iigfrt:c?écr']e Choen;:gln‘éls 5.7X10%  11X10® 6.35 1.0X10™ -
Sincronia choen;g:]\éls 6.95X10*¢  1.2X10*® 53.49 0 Fkkk

a 0.05%, p<0.001*** O**** SD: desviacion estandar, Z: valor z.
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Figura Al. Glia radial y nucleos del cerebelo en pez cebra. A. Reconstruccion z-
stack todo el cerebelo. Células gliales (GFAP*-rojo) y nucleos (DAPI-azul). B.
Acercamiento (area-rectangulo A) a una region del cerebelo las flechas blancas
indican el &rea del soma, las flechas amarillas sefialan el proceso. C. Acercamiento
celular (area-rectangulo B) GFAP™ el circulo indica la posicion del soma y la linea
delgada sigue el proceso en una reconstruccion 3D a través de z-stack.
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i ‘ ' / Smal (720)

Tol2 site -
> gfap+GCaMP6s

12605 bp

SV40 PA terminator

GCaMPés

Xhol (8342) ~ gfap promoter

Figura A2. Mapa completo del plasmido pTol2-gfap-GCaMP6s.
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fabp7a cnotdb c8a e
i M oT MoT
= 3
3 kb- == 3kb- == 3 kb 4. pJET1/blunt
o ;. ! 3128 bp
Ikb—ﬁ 1 kb - I kb -
0.5 kb - s 0.5khb—v s 0.5 kb
EcoRI(179)
B EcoRI(179)
/ Xhol (479)
/ A ¥l (a93)
EcoRI(578) EcoRI(737)
o Prplaprosen cnot4b promoter cloning vector L ca8 promoter cloning vector e e
fabp7a promoter 4026bp 3850bp
3730bp
S~_Neol (1137) Xhol(1209)
C
Gen Oligo F OligoR Productos

fabp7a GAGTGTAAAACGTGCTTAAATGTCACG GGCTGTCAACCAGTTTCCAAGTGGC 605 pb

cnotdb GAACGAGACTTAAGATTTCCAGACG  CCCTGTCTATGTGAACAGTCAGATTC 900 pb
ca8  GGGTGACCCATACAAGCTTCCACAG  CACCAACCACACTGACTCAGGACAG 710 pb

Figura A3. Clonaciébn de promotores gliales a partir de DNA gendémico. (A)
Imagenes de los resultados del PCR de los promotores fabp7a, cnot4b y ca8 (.60kb,
0.90 kb y 0.71 kb). Derecha: Plasmido host. (B) Mapas completos de cada promotor.
(C). Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion de cada promotor. M: marcador
de peso molecular, T: producto de PCR, kb: kilobases, P: plasmido completo.
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Abstract: Radial glial cells are a distinct non-neuronal cell type that, during development, span
the entire width of the brain walls of the ventricular system. They play a central role in the origin
and placement of neurons, since their processes form structural scaffolds that guide and facilitate
neuronal migration. Furthermore, glutamatergic signaling in the radial glia of the adult cerebellum
(i.e., Bergmann glia), is crucial for precise motor coordination. Radial glial cells exhibit spontaneous
calcium activity and functional coupling spread calcium waves. However, the origin of calcium
activity in relation to the ontogeny of cerebellar radial glia has not been widely explored, and many
questions remain unanswered regarding the role of radial glia in brain development in health and
disease. In this study we used a combination of whole mount immunofluorescence and calcium
imaging in transgenic (gfap-GCaMP6s) zebrafish to determine how development of calcium activity
is related to morphological changes of the cerebellum. We found that the morphological changes
in cerebellar radial glia are quite dynamic; the cells are remarkably larger and more elaborate in
their soma size, process length and numbers after 7 days post fertilization. Spontaneous calcium
events were scarce during the first 3 days of development and calcium waves appeared on day 5,
which is associated with the onset of more complex morphologies of radial glia. Blockage of gap
junction coupling inhibited the propagation of calcium waves, but not basal local calcium activity.
This work establishes crucial clues in radial glia organization, morphology and calcium signaling
during development and provides insight into its role in complex behavioral paradigms.

Keywords: calcium waves; cerebellum; GECI; GFAP; Tol2

1. Introduction

The cerebellum is involved in sensorimotor processing function, and recent evidence
also suggests its role in cognition and emotion [1,2]. Damage to the cerebellum may result
in a series of motor disturbances, such as ataxia, and it has been argued that cerebellar
dysfunction contributes to non-motor conditions, including autism [3-5]. Considering all
the clinical implications of cerebellar function and that its defects can induce motor and
other neurological conditions by interacting with diverse brain areas, there is emerging
interest in studying the development and functional organization of the cerebellum.

The overall organization and cell types of the cerebellum are highly conserved from
fish to mammals [6-8]. Radial glia cells are evolutionarily conserved embryonic neural
stem cells that, in the adult cerebellum, remain as Bergmann glia [9,10]. The somas of the
radial glia are aligned along the Purkinje cell layer, and, during early development, they
extend thin processes toward the pia through which new neurons migrate to the cortical
surface [11]. Radial glia cells are also transformed into multiciliate ependymal cells, and in
adult fish they remain as neural stem cells [12,13].
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Despite the fundamental role of radial glia for cerebellar development and function,
little attention has been paid to their morphological and functional changes during early
fish development. In contrast, more information has been gathered about the neuronal
component. For example, neuronal differentiation in the fish cerebellum begins at 3 days
post fertilization (dpf) and layered stratification occurs at 5 dpf [14]. At 4-7 dpf, Purkinje
cells process sensory stimuli, such as light and touch, and at 5 dpf, larvae start to hunt
and capture prey [15]. In addition, between 6-8 dpf, complex behaviors linked to learning
movement are already encoded in the cerebellum [16]. Zebrafish is an attractive experi-
mental model for understanding morphological and functional changes of cells during
early brain development, and many studies in this model have focused on the organization
and function of neurons and neuronal circuits [8,17]. However, since the discovery that the
adult zebrafish brain repairs lesions after injury by inducing radial glia proliferation, new
interest in the functional characteristics of these cells has emerged [18-20].

Similar to astrocytes, radial glia cells present calcium events called calcium waves that
spread across several cells [21-23]. Calcium waves occur spontaneously, but require the
expression of several key molecular components: the gap junction protein connexin 43,
P2Y1 ATP receptors and intracellular inositol-3-phosphate mediated calcium release [24,25].
In the mouse embryo brain cortex, calcium waves from radial glia increase their frequency
during neurogenesis, and, when calcium waves are blocked, ventricular zone cell prolifer-
ation is reduced [23]. In the adult mammal cerebellum, Bergmann glia shows concerted
calcium activity during locomotor performance [26]. In addition, soluble substances, such
as growth factors, positively regulate calcium waves, whereas inflammatory cytokines
disrupt them [27].

Astrocytes and radial glia sense and modulate neuronal activity, indicating that neu-
rons and glia reciprocally communicate [28,29]. While the origin and functional char-
acteristics of calcium signaling are constantly investigated, the functional consequences
for neuronal and glial circuits remain poorly understood. In this study, we constructed
a transgenic zebrafish that expresses the genetically encoded calcium sensor GCaMP6s
in radial glia to study the ontogenic appearance of calcium signaling during larval cere-
bellar development. The results showed that cerebellar radial glia display spontaneous
calcium elevations even before neuronal circuit formation, and higher calcium activity
coincided with an increase in radial glia morphological complexity. Finally, we show that
pharmacological blockage of gap junctions inhibits the propagation of calcium waves.

2. Results
2.1. Distribution of Radial Glia in the Larval Zebrafish Cerebellum

To monitor the morphological changes of cerebellar radial glia during zebrafish de-
velopment, we focused on larvae at 3, 5 and 7 dpf. GFAP-labeled radial glia cells were
surveyed in optical sections obtained by confocal microscopy (N =5 larvae per age). For ref-
erence, we divided the cerebellum into three sections: dorsal, medial, and ventral (Figure 1).
At 3 dpf, most of the radial glia cells were vertically aligned along the antero-posterior
axis and homogeneously distributed along the cerebellum (Figure 1B). The radial glia
somas faced the inner-posterior side of the cerebellum, while their end-feet were pointed
toward the anterior part, where they formed a continuum reaching the anterior edge of the
cerebellar lobe. The ventricle is evident in the most dorsal section of the cerebellum. In the
hindbrain, the radial glia somas faced the dorsal side, while the processes projected toward
the ventral section (Figure 1B). In contrast, at 5 and 7 dpf (Figure 1), when the corpus
cerebelli (CCe) and the auricle were already present, the radial glia cells adopted diverse
morphologies. Radial glia distribution was similar between 5 and 7 dpf. At these times, the
valvula cerebelli (Va) presented radial glia with long and dense processes aligned along the
midline (Figure 1B). At 7 dpf, in the dorsal and medial section, the radial glia somas were
located along the midline and projected their process to the lateral section, thus defining
the caudal region of the Va (Figure 1B, yellow asterisks).
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Figure 1. Radial glia cells during zebrafish development. (A) The scheme shows the regions of the cerebellum in the

confocal images to the right. (B) Three representative optical sections of GFAP-labeled cerebella; radial glia are presented
for each age: dorsal medial and ventral; the lower panels show the corresponding 3D reconstructions. In each plane, a
representative soma (white arrowhead) and its end-feet (blue arrowhead) are depicted. Yellow asterisks indicate the midline
and the continuum formed by the radial glia end-feet of the Va and CCe. Dashed lines show the trajectories of the radial
glia processes. The position of the soma is indicated by a dot of the same color: Va, yellow dashed line; CCe, white dashed
line; EG, blue dashed line; LCa, gray dashed line; dfp, days post fertilization; scale bars, 50 um.

In the bilateral CCe, radial glia cells were aligned along the medial-lateral axis
(Figure 1B, 7 dpf, upper panel, white dashed line). The somas were in the dorsal CCe and
slightly bent inwardly while projecting toward the ventral section. In the medial section
of the eminentia granularis (EG), the radial glia somas were tightly organized, and their
processes bent inwardly (Figure 1B, blue dashed line), while, in the ventral EG, the radial
glia somas were situated in the medjial section and the processes were straight. At 7 dpf, in
the caudal lobule (LCa), the radial glia cell morphology was homogeneous, with somas
localized dorsally and straight processes projected ventrally (Figure 1B, gray dashed line).

2.2. Morphometric Analysis of Radial Glia during Development

Individual radial glia cells were analyzed to determine their morphology at 3, 5 and
7 dpf based on the GFAP labeling (n = 64-70 cells per group, N = 5 larvae, Figure 2A).
To classify the different morphologies, we identified the number of processes per cell,
the length of each process and the soma area. The cerebellum was divided into two
regions at 3 dpf (lateral and central). At5 and 7 dpf, we assessed the distribution of the
morphologies in relation to the four regions of the cerebellum: Va, CCe, EG and LCa.
The descriptive statistics obtained at different ages are summarized in Table 1, and the
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descriptive statistics per cerebellar region at each analyzed age are shown in Table 2. The
comparison between the morphologies among the different cerebellar regions at each
analyzed age did not show significant differences in most cases (total statistical results are
shown in Supplementary Table S1), indicating little variability in radial glia morphology
at these ages (Figure 2B). However, we found some exceptions: at 3 dpf, the soma area was
larger in the radial glia from the lateral zone than from the central zone (21 & 1.5 um? vs.
26 + 2.0 um?, respectively), and, at 5 dpf, the process length was larger in the LCa than in
the Va (67.7 £ 4.7 um vs. 52.3 4 3.3 um).
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Figure 2. Morphometric characteristics of radial glia during cerebellar development. (A) Representative 3D reconstructions
of radial glia randomly selected from different regions at 3, 5 and 7 dpf. The concentric rings along the process represent the
spatial orientation and thickness of the process; in these representations, nuclei are indicated by a sphere, the processes in
white and red lines and direction of the axis (x, y and z, green lines) (B) Nested graph showing the number (black dots),
length (gray dots) of processes and soma area (blue dots, inset) in the different cerebellar regions at 3, 5 and 7 dpf (Va, CCe,
EG and LCa; N = 5-7 larvae per stage). For simplification, only statistically significant differences are presented; cell somas
at 3 dpf: central vs. lateral, 21 £ 1.5 p.m2 vs. 26 2.0 umz, Mann-Whitney U test, (p-value 0.049 *, o 0.05), process length at
5 dpf: Vavs. LCa, 52.3 &+ 3.3 um vs. 67.7 £ 4.7 um, ANOVA-Tukey (p-value 0.0309 *, & 0.05). (C) Graphs comparing the
characteristics of radial glia from the whole cerebellum between the three ages evaluated (Kruskal-Wallis Test, Dunn’s post
hoc, o 0.05, p-value: 0.1 (ns), 0.05 *, 0.01 **, <0.001 ***), graphs show mean + SEM (see Table 2 for descriptive statistics).
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Table 1. Characteristics of radial glia cells during cerebellar development.
Number of Process Length Area of Soma
Age 2
Processes (um) (um*)
3 dpf 2.16 +£0.12 17.89 + 0.97 23.28 £1.19
5 dpf 1.48 +£0.09 59.53 + 2.17 34.87 +2.27
7 dpf 3.99 + 0.31 34.37 + 1.56 31.13 £ 1.90
Table 2. Characteristics of radial glial cells in the cerebellum.
A Number of Process Length Area of Soma
ge 2
Processes (um) (um*)
3 dpf Lateral ! Central ! Lateral ! Central ! Lateral ! Central !
p 2.35 +0.20 1.97 +£0.12 19.10 £ 1.50 18.10 + 1.24 21.00 + 1.51 26.20 £+ 2.03
Va CCe'! Val CCe' Va'l CCel
5 dof 52.2 +0.12 63.6 = 0.06 30.7 £ 3.3 34.8 +49 21.2+3.0 227+ 4.1
p
G LCal EG! LCal EG! LCal
57.70 +0.23 67.7 £ 0.16 31.0 £ 3.7 439 +4.7 21.7 + 34 289 +5.2
Val CCel Val CCe! Val CCe'!
7 dof 412+ 043 3.77 + 0.53 329+24 441+ 39 335+38 284 +2.6
P
EG! LCal EG! LCal EG! LCa!l

4.06 £0.37 3.50 £+ 0.44 321+£21 347 +£25 284 +£22 303 +44

1 Cerebellar region analyzed.

Due to the fast growth rate during the early stages of development, we found a remark-
able variability in radial glia morphologies in all the parameters at 3, 5 and 7 dpf (adjusted
p-value, a 0.05, Kruskal-Wallis test, Dunn’s post hoc test, Table 1, Figure 2C). A rapid
increase in the cell soma area and process length from 3 (soma 17.89 £ 0.97 pm?; process
length 23.28 £ 1.19 um) to 5 dpf (soma 59.53 + 2.17 um?; process length 34.87 & 2.27 um)
(p-value, <0.001 ***, in both) was followed by a significant reduction in the process length
at 7 dpf (31.13 £ 1.90 um) compared to 5 dpf (34.87 £ 2.27 um) (p-value, <0.001 ***). We
also observed that the cell soma area was reduced from 5 dpf (59.53 £+ 2.17 um?) to 7 dpf
(34.37 + 1.56 um?) (p-value, >0.99, ns). Interestingly, the number of processes per radial
glia decreased from an average of 2.16 & 0.12 um (at 3 dpf) to 1.48 £ 0.09 um at 5 dpf
(p-value, 0.007 **), and twice fold to 3.99 £ 0.31 pm at 7 dpf (p-value, <0.001 ***).

2.3. Calcium Signaling in Radial Glia during Development

After we established that the radial glia increased their morphological complexity
during the first days of development, we assessed if this complexity was accompanied
by differences in calcium activity. In order to record the activity, we used high-speed
fluorescence microscopy in agar-embedded larvae with radial glia expression of GCaMP6s
(Supplementary Figure S1) and at 5 and 7 dpf we divided the cerebellum into two regions:
the dorsal region (field 1), where the somas and processes of the EG, CCe and LCa are
located, and the ventral region (field 2), where somas and few processes of the Va and EG
are located. At 3 dpf only the CCe and Va were evident, and the activity was recorded in
fields 1 and 2 (Supplementary Figure S2).

Figure 3A shows sample fluorescence images of basal calcium activity during a period
of 4.16 min in field 1 and field 2 at 5 dpf. Most of the changes in activity were detected
in the cell somas (white dashed line), although some processes showed activity as well
(red arrowheads). Thus, our set-up effectively detected basal calcium activity in the whole
cerebellum of the paralyzed fish. Regions of interest were detected with the astrocyte
quantification and analysis (AQuA) software, and the radial glia soma and processes were
covered with a random color mask (Supplementary Figure 52).
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Figure 3. Calcium signalling during cerebellar development. (A) Calcium imaging in the lateral cerebellum at 5 dpf. A
white dashed line delimits the radial glia somas; red arrowheads indicate activity in radial glia processes. (B) Sample
recordings of calcium activity (AF/F0 during 4.16 min, at 3, 5 and 7 dpf in field 1). (C) Number of calcium events in 4.16 min.
(D) Amplitude of calcium events (AF/F0). (E) Duration of calcium events (in seconds). (F) Rise time of calcium events (in
seconds). The boxplots show data distribution, mean values (black line) and media (red line). Nonparametric statistics,
Kruskal-Wallis test, o« 0.05, p-value < 0.05 *, p-value < 0.001 **, p-value < 0.0001 ***. (G) Number of synchronic calcium
events at 3 dpf, 5 dpf, 7 dpf (blue, green and magenta bars, respectively, scatter plot of x columns against y axes). For these
experiments, at least 6 larvae per age and per field were recorded. Calcium events recorded per field 3 dpf n = 200, 5 dpf,
n =750, 7 dpf n = 400; scale bar 20 pm.

Changes in fluorescence over time (AF/F0) were obtained from time-lapse movies
(Figure 3A,B) and multiple comparations between groups were performed. First, we
found that, at 3 dpf, the number of calcium events in fields 1 and 2 was significantly
different (7.4 £ 0.36/4 min vs. 5.50 & 0.23/4 min, p-value < 0.001 ***), at 5 dpf no differ-
ence was found between the number of events in fields 1 and 2, (6.15 4+ 0.21/4 min vs.
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6.79 £ 0.13/4 min), and, at 7 dpf, the number of calcium events was again significantly
different between fields 1 and 2 (8.4 = 0.26/4 min vs. 7.29 + 0.21/4 min, p-value < 0.05 *).
Then we compared the calcium events between stages. We noticed an increase in the num-
ber of events from 5 to 7 dpf (field 1: 3 dpf, 7.4 £ 0.36/4 min vs. 5 dpf, 6.15 £ 0.21/4 min
p-value < 0.05 * vs. 7 dpf, 843 + 0.26/4 min p-value > 0.05 ns, and field 2: 3 dpf,
5.50 £ 0.23/4 min vs. 5 dpf, 6.79 £ 0.13/4 min vs. 7 dpf, 7.29 &+ 0.21 p-value = 0.001 ***,
Figure 3C).

Next, we determined amplitude variations over time, duration and rise time of the
calcium events. We found that, in field 1, the calcium event amplitude was larger at
5 dpf (1.65 £ 0.04 AF/F0) and 7 dpf (1.48 £ 0.03 AF/F0) than at 3 dpf (1.34 = 0.06 AF/FO0)
p-value < 0.05 * and <0.001 ***, while, in field 2, the amplitude remained constant (3 dpf
1.77 £ 0.04 AF/F0, 5 dpf 1.83 £+ 0.02 AF/F0, 7 dpf 1.73 £ 0.02 AF/FO, Figure 3D). The
duration of the calcium events was longer in field 2 than in field 1 at 3 dpf (field 1:
6.94 & 0.47 s vs. field 2: 10.46 £ 0.46 s, p-value < 0.001 ***) however, the durations were
similar between fields at 5 dpf (field 1: 11.38 & 0.43 s vs. field 2: 11.25 £ 0.24 s) and at 7 dpf
(field 1: 9.27 4 0.35 s vs. field 2: 9.96 & 0.24 s) p-value > 0.05 ns. The duration of calcium
events was different between analyzed ages in field 1. A sharp increase was observed
from 3 to 5 dpf, followed by a reduction at 7 dpf (field 1: 3 dpf, 6.94 &+ 0.47 s vs. 5 dpf,
11.38 £ 0.43 s and 7 dpf, 9.27 & 0.35 s p-value < 0.001 ***; Figure 3E). We next explored
the rise time of the calcium events. We did not find differences between rise time in field
1 and field 2 at 3 dpf (2.64 £ 0.19 s vs. 3.05 & 0.15 s). The rise time was faster in field
1 at 3 dpf (2.64 £ 0.19 s) compared to 5 dpf (4.11 & 0.18 s) p-value < 0.001 *** and 7 dpf
(3.40 £ 0.15 s) p-value < 0.05 *. In contrast, we did not find differences in rise time in field
2 (3 dpf, 3.05 £ 0.15s; 5 dpf, 3.38 £ 0.08 s; 7 dpf, 3.38 = 0.11 s; Figure 3F).

Finally, to understand how the dynamics of calcium oscillations changed during
development, we determined the interactions between the number of simultaneous calcium
transient events over time in field 1 and field 2 at 3, 5 and 7 dpf. At 3 dpf, few synchronized
events occurred during the recording time (an average of 3 and 6 events in field 1 and 2,
respectively) which occurred between 1-2 pairs of radial glia cells in field 1, and about
3—4 radial glia cells in field 2. At 5 dpf, the synchronization events were more frequent
in field 1, which showed an average of 10 events with 2-10 synchronized radial glia cells,
while field 2 showed a peak of 18 events with 20 synchronized radial glia cells. At 7 dpf,
synchronized radial glia cells, were slightly higher than at 5 dpf. In field 1 the peak of
synchronized activity consisted of 20 events in which 16 radial glia cells were synchronized,
while, in field 2, the peak of synchronized activity was of 10 events in which 20 radial
glia cells were synchronized (Figure 3G). These data indicate that the calcium events
and their synchronization to form functional networks correlate with the development of
morphological complexity in radial glia cells.

2.4. Calcium Waves in the Developing Cerebellum

Calcium elevations appear spontaneously affecting neural circuits and vasculature. In
mammals, calcium waves propagate through radial glia in the embryonic ventricular zone
in response to electrical or mechanical stimuli [23]. After we showed that many calcium
events occur spontaneously in the developing cerebellum in zebrafish, we evaluated their
synchronization to generate calcium waves.

Using time-lapse calcium imaging, we observed spontaneous calcium activity in
the radial glia in field 1 occurring in small cell clusters at 3 dpf. At this age, 46 events
per minute were observed in 149.5 £ 2.25 cells and the activity spread only to small cell
clusters (no more than 4.94 um). Calcium waves were effectively detected from 5 dpf in the
cerebellum. At this age, 735.79 events per minute were observed and 2391.30 =+ 39.24 cells
on average were synchronized to form a calcium wave. Unexpectedly, the calcium activity
was reduced at 7 dpf to 453.74 events per minute and 1474.70 & 7.6 cells synchronized to
form a calcium wave. Figure 4 shows raster plots of the events detected per age; the plots
show evidence of the synchronized events of multiple cells during the recording time.
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Figure 4. Calcium waves in the cerebellum. (A) Calcium events at 3, 5, and 7 dpf (each region of interest is aligned in time
and each event is represented by a black dot, black arrows indicate the waves). (B) A calcium wave at 5 dpf. The calcium
waves spread from the most posterior region of the cerebellum to the anterior region (white dashed line delineates the
cerebellum). (C) Sample images of calcium activity spreading within radial glia in the lateral regions (left-right) and anterior
and posterior regions. Red lines indicate the mid area where the radial glia somas are located, and yellow arrowheads
indicate the pial surface where the terminal end-feet of the radial glia are located. (D) Spreading distance of calcium waves
(as shown in (A)). At 5 and 7 dpf, only about 2% of the events propagated to form a calcium wave. (E) Calcium wave speed
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The spread of calcium waves was directional. They first started in the most posterior
end of the cerebellum and spread to the anterior region (Figure 4B). Indeed, calcium waves
seem to be global events that start in the hindbrain, pass through the cerebellum and
continue to the midbrain (Supplementary Video S1); however, in this report, we focused
only on the events recorded in the cerebellum. In this region, the calcium activity was first
detected in the somas of the radial glia, then it spread to the cell processes reaching the
end-feet at the pial surface. Eventually the activity disappeared, first form the processes
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and finally from the soma (Figure 4C) before a new wave arrived. To further classify the
characteristics of the calcium activity during cerebellar development, we divided the events
in three groups: (a) non-spreading events (<20 um), (b) short-distance spreading events
(20-60 pm), and (c) long-distance spreading events (> 60 um). At 3 dpf, all the events
detected were non-spreading events (897 events 4.29 + 0.48 um distance). However, at
5 dpf 127, events spread were short distance 32.21 & 10.46 pm and, 3437 events spread
long distance (138.71 &= 18.75 um); these calcium waves propagated with low frequency,
but recruited most of the cells of the cerebellum. Finally, at 7 dpf 8820 events were non-
spreading events (0.21 &= 0.01 um), 25 events spread were short distance (30.34 + 1.77 um)
and 2500 events spread long distance (101.65 & 19.20 um) (Figure 4D). The velocity of the
events fluctuated over time, the maximal velocity at 3 dpf was 10 um/s and increased at
5 and 7 dpf to around 40-60 pm/s (Figure 4E). Collectively, our data show patterns of
calcium activity associated with the developmental morphological complexity of radial
glia in the cerebellum.

2.5. Effect of Gap Junction Blockage on Calcium Waves

Many different models have been proposed to understand the molecular components
that give rise to calcium waves. Cell coupling via gap junctions is central to explaining
the formation of calcium waves, since gap junctions are permeable to small molecules,
including calcium and inositol-3-phospate [23,30-32]. Thus, we analyzed the spread of
calcium waves after exposing the fish to heptanol, a well-known gap junction blocker [33].
As in the previous section, the calcium events were analyzed with AQuA software (N =6
larvae per condition Figure 5A).

Basal cerebellar calcium activity of a fish treated with 500 M heptanol for 30 min
is shown in Supplementary Video S2, and Figure 5 shows sample images selected from
the same video to illustrate maximal calcium wave spread in controls (Figure 5A panel 1)
and short-distance propagation in heptanol treated fish (Figure 5A panel 2). This series of
images shows that heptanol severely affects the dimensions of the calcium wave activity
as compared to a non-treated fish, strongly suggesting the role of gap junctions in the
propagation of calcium waves. Further analysis of the dynamics of calcium waves showed
differences in synchrony of calcium events (Figure 5B, control 21.96 £ 0.10/19.5 min
vs. heptanol 3.62 £ 0.06/19.5 min, p-value < 0.00001 ****), number of events (Figure 5C,
control 35 £ 0.17/19.5 min vs. heptanol 4.77 £ 0.11/19.5 min, p-value < 0.00001 ***¥),
amplitude of events (Figure 5D, control 2.34 + 0.01 AF/FO vs. heptanol 1.57 £+ 0.02
AF/F0 p-value < 0.00001 ****), the duration of events (Figure 5E, control 13.32 £ 0.08 s
vs. 13.09 & 0.37 s, p-value < 0.0001 ***) and rise time (Figure 5F, control 4.03 + 0.02 s vs.
heptanol 4.95 & 0.12 s, p-value < 0.0001 ***).

Heptanol severely affected the spread of calcium waves, since treated fish only
showed non-spreading activity (1467 events 2.89 & 1.75 um), in contrast to untreated
fish, which showed all three kinds of activities: non-spreading events (14,188 events
0.43 £ 0.02 um), short-distance events (127 events 32.21 & 10.46 um) and 33 long-distance
events (138.71 & 18.75 um) Figure 5G.

Synchronic calcium events were eliminated by heptanol treatment as shown in
Figure 5B,H, where black arrows indicate synchronic events in control condition; however,
no events were detected under heptanol treatment. This plot also shows evidence of the re-
duction of the number of calcium events induced by heptanol, where 75 events per minute
were detected in 244 £ 7.6 cells, in contrast to the control, in which 735 events per minute
were detected in 2391 + 39.24 cells. Finally, the maximal speed of calcium events was
reduced from 40-60 um/s in control fish to 15-25 um/s in heptanol treated fish (Figure 5I).
These data indicate that, at 5 dpf, gap junctions are fundamental for propagation of calcium
waves and, upon heptanol-induced blockage, most of the activity detected comes from
intracellular calcium stores.
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region of interest is aligned in time and each event is represented by a black dot, black arrows indicate the time of occurrence
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3. Discussion

By employing a combination of morphometric analysis and live-cell calcium activity
in zebrafish, we have identified critical events in the development of cerebellar radial
glia. Specifically, we show that the morphology complexity of radial glia is related to the
appearance of synchronic calcium events and calcium waves. We found that, at 3 dpf,
most of the radial glia cells had two short processes and a small soma; in addition, calcium
events were scarce, brief and did not propagate across cells. At 5 dpf, somas and processes
were larger and calcium events began to appear and were more frequent and lasted longer.
At 7 dpf, the cell processes retracted; however, there were more processes per radial glial
cells while the calcium events remained constant.

Radial glial cells have been largely studied in the context of the origin of the complex
primate brain cortex, where several morphological subtypes have been identified [34-37].
Our study shows that radial glia of the developing zebrafish cerebellum radically changes
between 3 and 7 dpf. At 3 dpf, these cells are homogeneously distributed with their somas
aligned along the midline and their processes project ventrally. Then, with the emergence
of the CCe and the auricle at 5 dpf, new radial glial cells occupy these areas and reorganize
due to an increase in the size of the cerebellum. At 7 dpf, the radial glia somas are aligned
along the midline, but their processes project laterally. In this regard, it has been shown that
spatiotemporal gene expression trajectories during maturation of human telencephalon
gives rise to diverse radial glial cell types related to temporally and spatially restricted
trajectories [38]. It will be interesting to determine how the transcriptomic landscape of
zebrafish radial glia cells evolve during early development and how it compares to the
juvenile and adult transcriptomic profiles [19,39].

The emergence of the morphological complexity of radial glia cell processes is tempo-
rally related to the origin of calcium activity. Gap junction coupling through somas and
processes of neighboring cells is functional when the cerebellar cells layers are formed at
5 dpf. At this age, the somas and processes lengths almost doubled from 3 dpf, although
the number of processes was transiently reduced (Figure 2). We found that the structures
that form the cerebellum (field 1 and field 2) showed differences in their calcium activity,
which might be related to different neuronal activity.

The expression of the basic molecular components that give rise to calcium communi-
cation in astrocytes and radial glia is already present at 3 dpf [40—42]; however, the activity
is mostly local. Interestingly, the duration of calcium events at 5 dpf in the cerebellum
(11.38 £ 0.43 s) is similar to that of astrocytes in the hindbrain at 6 dpf (12 £ 5 s) [43].
Calcium transmission is relevant for the generation and migration of new neurons during
development [44,45], and here we have generated a model to study the involvement of
calcium waves during early development, with the potential for applications in the study
of neuropathogenic models.

4. Materials and Methods
4.1. Zebrafish Housing Care

Adults zebrafish (TABWIK) were used at 28 °C and under 14:10 light-dark cycles. The
fish were bred and housed as reported before [46,47]. Protocols were approved by the
Institutional Ethics Committee of the Institute of Neurobiology, UNAM (Protocol number.
95A approved on April 2016).

4.2. Molecular Biology

Plasmid pTol2-gfap-GCaMP6s (Supplementary Figure S1A) was generated by substi-
tuting the elavl3 promoter of pTol2-elavl3-GCaMP6s (Addgene plasmid #59531 Watertown,
MA, USA) for the gfap promoter form p5E-gfap (Addgene plasmid #75024, Watertown,
MA, USA) by direct cloning using the Xho I (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and Sal I (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA) restriction sites.



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 13509

12 of 16

4.3. Generation of the Tg (pTol2-gfap-GCaMP6s)

Adult zebrafish were mated and the embryos collected in E3 medium (Hank’s medium
with-HEPEs pH 7.4). Embryos were injected at 1-cell stage with 0.5-1.0 mixture 25 pg
mRNA transposase and 25 pg DNA of plasmid (pTol2-gfap-GCaMP6s), 0.01% phenol red
and then dissolved the mixture in 10 mM KClI (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) [48,49].

After 24 h post-injection, embryos were screened under an epifluorescence micro-
scope. Positive embryos were bred and, after 3-4 months, adults were mated to obtain the
F1 offspring. F1 were screened by epifluorescence and genotyped by PCR (Supplemen-
tary Figure S2B,C). (Primers forward CTCGAGAACGTCTATATCAAGGCCG and reverse
TCACTTCGCTGTCATCATTTGTACA).

4.4. Whole Mount Immunohistochemistry

We used a modified protocol as reported in [50]. Briefly, 1% tricaine (Sigma-Aldrich,
Dorset, UK) were added to larvae at 3, 5 and 7 dpf for 10 min. Then, the larvae were fixed
with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) overnight at 4 °C, transferred
to a glass container, washed for 5 min with phosphates-buffered saline (PBS) pH 7.4,
then washed with ddH,O and permeabilized for 5 min in ice-cold acetone (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ, USA). Blocking solution (PBS with 2% goat serum (Sigma-Aldrich, Dorset,
UK) was added and incubated for 2 h at room temperature and washed 5 times for 10 min
with PBS/BSA1% (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) at room temperature. Primary antibody
anti-GFAP (1:250, #GTX128741 GeneTex, Irvine, CA, USA) was added and incubated for
3 days at 4 °C. Then, larvae were washed 7 times for 10 min with PBS at room temperature.
Secondary antibody anti-rabbit Alexa fluor 594 (1:500, #AB150080 Abcam, Cambridge,
UK) was added and incubated for 2 days at 4 °C. Larvae were washed 7 times for 10 min
with PBS at room temperature. DAPI (1:5000, D1306 Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)
was added and incubated for 1 h and then washed 7 times for 10 min with PBS at room
temperature. Larvae were incubated in 25, 50, 75 and 100% glycerol (J.T. Baker, Phillipsburg,
NJ, USA) for 20 min and finally, stored at 4 °C.

4.5. Confocal Imaging

For confocal images, whole larvae were mounted in slices with 2% low melting
agarose (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) in dorsal position and observed under Confocal Zeiss
780 LSM microscope (Plan-Apochromat 1 mm Korr DIC 25X, 0.8 NA). The lasers used
were Argon A488, DPSS 561-10 and Chameleon Ultra-Ti:Sapphire 690-1064. For whole
cerebellum imaging, a z-stack of 50-65 um was processed with an interval of 1.3 um for
1024 x 1024 pixels.

4.6. Morphological Analysis

Confocal z-stack (50-65 um depth) from the caudal encephalon were processed using
Image] /FIJI software (2.35 version, Bethesda, MD, USA) [51]. The regions of interest of
the cerebellum were cropped, and the autofluorescence emitted by the skin and outer
layer was removed by applying the tool “erase” of FIJI in every z-plane. Later, the GFAP-
labeled and DAPI signals were split and processed independently. The GFAP-labeled
background was subtracted (rolling ball radius, 60-70 pixels) and the general contrast
increased by 0.1% saturated pixels. The local contrast was enhanced (CLAHE function,
block size: 150-200, slope: 2) and the unsharp mask filter was applied (radius 1.0 mask
weight 6.0). In the case of the DAPI signal, only the unsharp mask filter was applied.
Finally, to visualize the radial glia during development, z-stacks were divided into three
zones (ventral, medial and dorsal) and each one projected in a single plane (max intensity
mode). The 3D reconstructions were built with the z-stacks processed using the 3D viewer
plugin of FIJL.

To determine the characteristics of radial glia according to the GFAP-labeled signal,
we used the segmented line tool to draw the processes through pre-processed z-stacks and
the freehand tool to draw the soma. Following this, each element was converted into a
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region of interest (ROI Manager Tool of FIJI). Total area and number and length of processes
were determined (with the Measure Tool of FIJI) and the results were organized by dpf and
cerebellar region [52].

4.7. Statistical Analysis of Radial Glial Cell Morphology

Descriptive statistics (mean, SD, SEM) of cell morphological parameters from larvae
at 3, 5, and 7 dpf were obtained from N = 5 larvae per age. The difference between
groups was determined by the Kruskal-Wallis test, followed by a post hoc Dunn’s multiple
comparisons test. Differences between cerebellar region per age, were determined by a
one-way ANOVA test followed by Tukey “s post hoc test. Finally, differences between
central and lateral regions at 3 dpf were assessed by the Mann-Whitney U test. In all cases,
we used an alpha, 0.05; results are reported as mean + SEM, while p-value significance is
reported as 0.10 (ns), 0.01 *, 0.002 **, >0.001 ***. The different statistical tests were chosen
based on the type of distribution, variance homogeneity and number of samples.

4.8. In Vivo Calcium Imaging

The transgenic line (Tg gfap-GCaMP6s) was used for calcium images. Adults were
mated and the embryos collected in E3 medium (pH 7.4). Pigmentation was avoided by
adding 75 um phenyl urea (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) at 6 h postfertilization. Embryos
were paralyzed with 0.5 mM tubocurarine (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) at 3 dpf or 2 mM
tubocurarine at 5 and 7 dpf for 10-15 min [53,54]. For imaging, embryos were mounted in
melted 2% low melting agarose (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) at 35 °C in a concave slide
covered with 100 uL of E3 with tubocurarine [55,56].

For in vivo calcium imaging, an Olympus BX51W microscope was used (water-
immersion objective 20x, 0.8 NA); the LED source was X-Cite XLED1 Excelitas Tech-
nologies at 465 nm, at 6% of power. The fish were kept in the dark at 26 °C during image
acquisition. The fish were adapted for 20 min before recordings started. The videos were
recorded at 2.55 or 4 Hz in fields 1 and 2 (Micromanager program with high resolution
camera pco.edge 4.2, Kelheim, Germany).

4.9. In Vivo Pharmacological Blockage of Gap Junctions

5 dpf larvae were mounted in low melting agarose (2%), then 500 pm Heptanol (Sigma-
Aldrich, Dorset, UK) freshly prepared was added for 30 min before image recordings. The
fish were kept in the dark at 26 °C during image acquisition and images acquired at 2.55 Hz,
19.5 min. After finishing the recordings, the fish were returned to a water tank and the heart
beat and blood flow were monitored for least 1 h; those with no activity were excluded
from analysis.

4.10. Analysis and Statistics of Calcium Imaging

Image]/FIJI software was used to subtract background (Rolling ball radius 12 pixels)
and the Turboreg (rigid body) plugin was used for motion correction. The cerebellum
fields were selected as regions of interest. The changes in fluorescence in somas and
processes were detected by an automated astrocyte quantitative analysis (AQuA) soft-
ware program (https://github.com/yu-lab-vt/AQuA (accessed on June 2021)) [43] and
a Matlab (version R2020a, United States) script was used for analysis (Supplementary
Tables 52 and S3). A nonparametric Kruskal-Wallis test was applied to assess whether
samples originated from the same distribution at o« = 0.05, followed by a comparison of the
medias and their SEM with a multicomparation test « = 0.05; p-values were 0.05 *, 0.01 **
and 0.0001 ***. Differences between control and heptanol blocking test were determined by
the Mann-Whitney U test at « = 0.05; p-values were <0.0001 ***, <0.00001 ****. For each
parameter, the mean and SEM were reported (Supplementary Tables S4 and S5). N = 6
larvae per age for each field (field 1 and field 2, at 4 Hz for 4.16 min). N = 6 per age in field
1 at 2.55 Hz (19.5 min). N = 6 for heptanol blocking test in field 1 at 2.55 Hz (19.5 min).
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5. Conclusions

In this study, we focused on the relationship between the calcium events and mor-
phological complexity of radial glia in the zebrafish cerebellum during early development.
Radial glia were likely to be involved in many physiological processes that include their
interaction with neurons and vasculature that, in turn, are associated with a variety of
neurological diseases. We show that the morphological complexity of radial glia during
the first week of development is remarkable, since it goes from simple stratified columns at
3 dpf to complex morphologies and interactions at 7 dpf. This transformation is related
to increase in calcium activity from local signals that recruit a limited number of cells at
3 dpf to widespread calcium events and the appearance of calcium waves at 5 dpf, whose
activity is inhibited by blocking gap junctions.
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.3390/1jms222413509/s1.
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