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RESUMEN

Las células NG2, consideradas una de las cuatro principales células gliales en el
cerebro postnatal, reciben contactos funcionales desde neuronas GABAérgicas y
Glutamatérgicas. En el presente trabajo, las células NG2 fueron registradas con la
técnica de Patch-Clamp con el fin de analizar sus propiedades intrinsecas de membrana
y su actividad sinaptica durante el desarrollo postnatal en rebanadas de corteza

somatosensorial de raton transgénico NG2-DsRed.

Demostramos que tanto las propiedades intrinsecas de membrana incluyendo las
corrientes de potasio y sodio son modificadas durante el desarrollo. En la segunda
semana postnatal (PN), las células NG2 se caracterizaron en cuanto a sus propiedades
pasivas observandose una resistencia de membrana de 107.2 MQ y un potencial de
reposo de membrana hiperpolarizado (-80.4 mV). Las conductancias de potasio
mostraron una relacion I-V con una rectificaciéon en la corriente de salida. Las
corrientes de sodio fueron de gran amplitud y en la mayoria de los casos dieron origen a
un pequefio e inmaduro potencial de accidon. Sin embargo, a la cuarta semana PN, las
cé¢lulas NG2 sufrieron importantes cambios: un aumento en el potencial de membrana
de reposo; una disminucion tanto en la resistencia de membrana como en la amplitud
de las corrientes de sodio; un aumento en el componente persistente de las corrientes de

potasio de salida y una relacion lineal en su curva I-V.

Por otro lado, se ha sugerido que las células NG2 corticales parecen estar
principalmente conectadas por sinapsis provenientes de interneuronas GABAérgicas.
De este modo, estudiamos la transmision GABAérgica de las células NG2 durante el
desarrollo. Encontramos que la actividad sindptica disminuy6 durante la cuarta semana

PN, probablemente por una reduccion en el nimero de sinapsis. De hecho, en presencia



del potente secretagogo rojo de rutenio, las corrientes postsinapticas miniatura fueron
raramente observadas en la cuarta semana PN. Por otro lado, la morfologia del cuerpo
celular y procesos de estas células fue analizada con biocitina, en donde esta no parece
cambiar durante el desarrollo postnatal. Finalmente, a nivel postsindptico, las células
NG2 expresaron el mismo numero de receptores GABAA funcionales durante el
desarrollo PN, lo cual sugiere que la activacion de estos receptores, en el estado de
desarrollo de cuatro semanas PN, depende de GABA que difunde desde sinapsis

neuronales distantes.

Nuestros resultados sugieren que el rol de las células NG2 en etapas tardias de
desarrollo no es el mismo que el desempefiado en etapas tempranas, sin embargo queda

por esclarecer cual es su real funcion dentro del circuito neuronal.
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SUMMARY

“NG2 cells: Intrinsic membrane properties and GABAergic synaptic activity”

NG2 cells, considered as a fourth major type of glia in the postnatal brain,
receive functional glutamatergic and GABAergic synaptic contacts from neurons. In the
present work, by using patch-clamp recordings we analysed both the membrane
intrinsic properties and synaptic activity of NG2 cells in acute slices of the barrel cortex

of NG2-DsRed transgenic mice during postnatal development.

We demonstrated that the membrane intrinsic properties including the
expression of sodium and outward potassium currents of NG2 cells are modified during
development. At the second postnatal (PN) week, NG2 cells showed a membrane
resistance of 107.2 MQ and a highly hyperpolarized membrane resting potential (-80. 4
mV). The potassium conductances showed an outward rectifying I-V relationship. The
sodium currents were large and in most of the cases, give rise to a small immature
action potential. However, at the fourth postnatal week, NG2 cells underwent important
changes: an increase in the membrane resting potential; a decrease in the membrane
resistance as well as the sodium current amplitude; an increase in the sustained outward

potassium current and a linear shape of the I-V curves.

Besides, neocortical NG2 cells seem to be mainly connected by synapses from
GABAergic interneurons. We thus studied the GABAergic synaptic transmission of
NQG2 cells during development. We found that synaptic activity decreases at the fourth
PN week, probably by a reduction in the number of synapses contacting these cells.
Indeed, very few miniature postsynaptic currents were observed in the presence of the
potent secretagogue ruthenium red, compared to those of NG2 cells at the second PN

week. Also, the morphology of the cellular body and processes of these cells was

Xii



analyzed with biocytin and does not seem to change during postnatal development.
Finally, in a postsynaptic level, NG2 cells express the same number of functional
GABA receptors during postnatal development, suggesting that the activation of these
receptors, at the fourth PN week it is depending on GABA liberated from distant

neuronal synapses.

Our results suggest that the role played by NG2 cells in later stages of
development are not the same of that played in younger stages, but it remains unclear

their real function in neuronal circuits.
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1. INTRODUCCION

1.1 Resena general

Neuronas y células gliales constituyen los dos grupos de células mayoritarios del
sistema nervioso central (SNC). A pesar de que existen varios tipos de células gliales en
el SNC postnatal de mamiferos, solo tres tipos han sido considerados los mas
importantes: astrocitos, oligodendrocitos y microglias. Sin embargo, a comienzos de los
afos 80, otro tipo de cé€lulas gliales denominadas células NG2, se han posicionado
como la cuarta glia del SNC. En un comienzo la distincion entre estas células y
astrocitos no era un tema zanjado completamente, pero una creciente evidencia las
mostraron como cé€lulas progenitoras capaces de generar oligodendrocitos mielinizantes,
astrocitos e incluso neuronas (Nishiyama et al., 2009). La disyuntiva quedo6 esclarecida
gracias a los avances en biologia molecular que permitieron el desarrollo de animales
transgénicos, realizdndose una gran variedad de experimentos para mapear el linaje de
estas células, de modo que hoy es ampliamente aceptado que las células NG2
constituyen un nuevo y diferente tipo de célula glial con caracteristicas de células

progenitoras multipotenciales (Nishiyama et al., 2009).

Tal vez una de las particularidades mas relevantes de estas células es que han
roto el paradigma que remite la transmisidon sindptica a una comunicacion
exclusivamente entre neuronas. Las células NG2, ademas de extender sus procesos a los
nodos de Ranvier y sinapsis, reciben contactos sindpticos directos de las neuronas (Butt
et al., 1999). De modo que la integracion de estas células a la red neuronal confiere un
nuevo espectro de posibles funciones atribuibles a estas células, donde ya no solo

quedan remitidas a la formacion de células mielinizantes. Es por esto, que el estudio de



las caracteristicas y/o propiedades electrofisiologicas de las células NG2 podria ser una

estrategia util para esclarecer la finalidad de la interaccion neurona-célula NG2.

1.2 Caracteristicas de las células NG2

1.2.1. Marcadores celulares y origen

Estas células se han identificado principalmente por la expresion de dos
marcadores celulares: el proteoglican condroitin sulfato NG2 y el receptor a del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa) (Nishiyama et al., 1996). La molécula
NG2, que posee un centro glicoproteico de 300 kDa, estd formada por una pequeiia cola
citoplasmatica, un dominio transmembrana simple y un gran dominio extracelular. El
dominio extracelular contiene una region rica en serina y glicina por el cual las cadenas
de condroitin sulfato estan unidas (Nishiyama et al., 1991). Esta proteina de superficie
celular permitié a Stallcup y colegas, aislar una poblacion de células precursoras no
completamente diferenciadas, las denominadas células NG2, que exhibian propiedades
tanto de neuronas (N) como de glias (G) (Stallcup et al., 2002). Las células NG2,
consideradas como pertenecientes al linaje de los oligodendrocitos, comparten
marcadores con estos ultimos como por ejemplo los factores de transcripcion Oligl y
Olig2 (Lu et al., 2002; Zhou y Anderson, 2002); Sox10 (Kitada y Rowtch, 2006); y O4
(Reynolds y Hardy, 1997). Por otro lado, las células NG2 son antigénicamente distintas
de astrositos, ya que no expresan la proteina 4cida fibrilar glial (GFAP), ni el
transportador glial de glutamato-aspartato (GLAST) (Bignami et al., 1972; Furuta et al.,
1997). Sin embargo, presentan niveles bajos de expresion de la enzima glutamina
sintetasa (GS), descrita como una enzima tipicamente astrocitaria (Polito y Reynolds,

2005).



Las células NG2 derivan de células neuronales madres, las cuales no expresan
NG2 ni PDGFRa (Nishiyama et al., 2009). Son originadas principalmente de fuentes
ventrales (eminencia ganglionar medial y la region entopeduncular anterior), donde
luego se distribuyen gradualmente por todo el telencéfalo. Un segundo grupo deriva de
las areas ganglionares lateral y/o caudal y finalmente, una tercera ola surge de la corteza

postnatal (Kessaris et al., 2006).
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Fig. 1. Desarrollo de las células NG2 y marcadores bioquimicos. Adaptado de Nishiyama et al., 2009. Nature
Reviews Neuroscience

1.2.2 Morfologia

Por medio de marcajes con anticuerpo anti-NG2 se ha podido estudiar la
morfologia de las células NG2 (Nishiyama et al., 2005). Estas se caracterizan por
presentar un pequeiio cuerpo celular del cual se extienden diversos procesos
(ramificaciones) largos y delgados, los que a su vez, se bifurcan una o dos veces,
formando un campo de procesos simétricos. Asimismo, un estudio reciente describe que
durante la mitosis, las células NG2 de raton adulto de la neocorteza, mantienen sus
caracteristicas morfoldgicas, tales como sus multiples y complejos procesos (Ge et al.,

2009).



1.3 Funcion

1.3.1 Generacion de multiples tipos celulares

Las células NG2 estan ampliamente distribuidas tanto en la sustancia blanca
como en la gris; en donde el principal rol que se les atribuye es el de generar
oligodendrocitos mielinizantes, lo cual ha sido demostrado, en una primera instancia por
experimentos de pulso y caza con bromo-deoxiuridina (BrdU) (Horner et al., 2000), y
luego por el empleo del sistema de recombinacion Cre-Lox, en donde ratones NG2-Cre-
tg cruzados con lineas de ratones Cre-reportero, permitieron seguir el destino de las
células NG2 in vivo, superandose el problema que generaba la pérdida de la expresion
de NG2 antes de la completa diferenciacion de los oligondendrocitos (Zhu et al., 2008).
Con esta misma estrategia, se ha demostrado que las células NG2 si bien tienen como
principal destino la generacion de oligondendrocitos, también son capaces de
diferenciarse a un subgrupo de astrocitos protoplasmicos en la sustancia gris (Zhu et al.,
2008). El devenir de estas células a neuronas es controversial. La mayoria de las
evidencias sugieren que las cé¢lulas NG2 de la zona subvebtricular, region en donde se
generan las neuronas, no son la mayor fuente de neuronas, sin embargo, no se descarta

la posibilidad de que exista otra region capaz de generar neuronas (Rivers et al., 2008).

A la par de las evidencias que sefialan a las células NG2 como células
multipotenciales, existen unas cuantas otras que muestran que estas células persisten en
gran nimero después de que los oligodendrocitos son generados durante el desarrollo,
sugiriendo una participacion en la formacion de oligodendrocitos remielinizantes, tal
como lo indican los trabajos, en donde las células NG2 proliferan y se diferencian a
oligondendrocitos en respuesta a lesiones experimentales desmienilizantes (Watanabe et

al., 2002; Reynolds et al., 2002). Ademas, se ha observado que estas células responden



rapidamente frente a dafios en el SNC, sugiriendo que su compleja y ramificada
morfologia podria estar especializada en monitorear cambios en la integridad del SNC,
como ha sido descrito para astrocitos (Butt et al., 2002). Concretamente, extienden sus
procesos a los nodos de Ranvier en la sustancia blanca, donde estan estratégicamente
localizadas para detectar sefiales desde los axones, las cuales podrian codificar para su

diferenciacion (Butt, et al., 1999).

1.3.2 Rol de la proteina NG2 en el crecimiento axonico

Los primeros estudios mostraron que la molécula NG2 aislada puede inhibir el
crecimiento axonico y del cono, provocando su colapso (Chen et al., 2002). Sin
embargo, se ha observado que los ratones knock-out para NG2 no muestran un cambio
significativo en la extension del axoén en comparacion al raton wild-type (de Castro et
al., 2005). Ademas, cuando la molécula estéd en la superficie de células NG2 en cultivo,
esta promueve la regeneracion axonal (Yang et al, 2006). Estos resultados
contradictorios no permiten establecer con certeza el rol de la proteina NG2, aunque una

relacion entre la expresion de la proteina y el crecimiento axonal pareciera existir.

1.4 Propiedades electrofisiologicas de membrana

Por mucho tiempo, las células NG2 fueron clasificadas como una subpoblacion
de astrocitos que carecian de la proteina GFAP y fueron llamadas células complejas por
su complejo perfil en la curva que relaciona la corriente (I) y el potencial (V). Sin
embargo, gracias a la utilizacion de la electrofisiologia en combinacion con
inmunohistoquimica se ha podido caracterizar estas células y describir su perfil como

una glia Gnica.

Las células NG2 presentan una alta resistencia de membrana y un potencial de

membrana hiperpolarizado, entre -70 y -90 mV (Lin y Bergles et al., 2002). También se

5



caracterizan por la presencia de grandes conductancias de potasio dependientes de
voltaje, compuestas por una corriente de tipo A (I5) y por una corriente rectificadora
retardada (Ixpr). Ademas, expresan corrientes de potasio de entrada, resultado de la
expresion de los canales de potasio rectificadores de entrada (Kjr) y canales de potasio
sensibles a ATP (Katp). En conjunto a las conductancias de potasio, las células NG2
expresan pequefias corrientes de sodio (In,) (Lin y Bergles et al., 2002). Por otro lado,
canales de calcio sensibles a voltajes también han sido descritos en las denominadas
células complejas en hipocampo de raton (Akopian et al., 1996). Ademas de la
expresion de diversos canales, las células NG2 se caracterizan por no estar acopladas
via uniones en hendidura como los astrocitos, y por no hacer descargas sostenidas de
potenciales de accidon como las neuronas (Lin y Bergles et al., 2002). Sin embargo, un
potencial de accion inmaduro puede aparecer durante una despolarizacion de la

membrana (Chittajalu et al., 2004).

1.4.1 Canales de potasio de salida

La identificacion de los canales de potasio presentes en las células NG2 ha sido
realizada principalmente en las denominadas células precursoras de oligodendrocitos
(OPC), la version en cultivo de las células NG2. Se ha observado que las OPC expresan
canales de potasio dependientes de voltaje Kvl, siendo las subunidades Kv1.4, Kvl.5 y
Kv1.6 las mas abundantes (Schmidt et al.,, 1999). En un intento por relacionar la
expresion de los canales de potasio con su(s) posible(s) funcion(es) fisiologica(s), se ha
observado que una atenuacion de las corrientes de potasio de salida produce una
inhibicion de la proliferacion de las OPC (Gallo et al, 1996). Asimismo, corrientes de
potasio rectificadoras de salida son expresadas en mayor cantidad en las OPC
proliferativas que en OPC no proliferativas, debido a una sobreexpresion de las
subunidades Kv1.3 y Kv1.5 en la fase G, del ciclo celular (Chittajallu et al., 2002). Por

6



otro lado, también se ha asociado la expresion de estas corrientes al desarrollo postnatal
tanto en las denominadas células complejas y las células NG2, reportandose una
disminucion de las corrientes de potasio de salida y un aumento en las corrientes de
potasio rectificadoras de entrada (Kressin et al., 1995; Zhou et al., 2006). Finalmente, en
relacion a la diferenciacion de las células NG2, se ha descrito que existe una
disminucion en la Ixpr cuando las células NG2 se convierten en pre-oligodendrocitos

(Chittajallu et al., 2004).
1.4.2 Canales de sodio

Las células NG2 expresan corrientes de entrada de sodio rapidas y transitorias
que son dependientes de voltaje y sensibles a tetrodoxina (TTX), sin embargo la
amplitud de estas corrientes es 10 veces menor que aquellas presentes en neuronas (Lin
y Bergles et al., 2002). Estas conductancias han sido también observadas en células
oligodendrocito-astrocito tipo 2 (O-2A) (Barres et al., 1990b) y en las denominadas
células complejas (Kresin et al., 1995). La expresion de la Iy, estd correlacionada con
un potencial de membrana de reposo (Em) ~25 mV mas despolarizado en comparacién
a cé¢lulas que no expresan la In,, lo cual implica que estas corrientes contribuyen con el
despolarizado Em presente en las células NG2 (Xie et al., 2007). En un intento por
relacionar las Iy, con una funcion fisiologica, recientemente se ha descrito que la
expresion de un componente persistente de la In,, sensible a QX314, inhibidor de
canales de sodio intracelular, estaria relacionado con la respuesta mediada por la
activacion de receptores GABAA e influjo de Ca+2, la cual tendria un rol en la

migracion de las células NG2 (Tong et al., 2009).



1.5 Comunicacion sindptica entre células NG2 y neuronas

Ademdas de su capacidad progenitora, las células NG2 participan en la
sefializacion sinaptica y plasticidad en el cerebro. En rebanadas de cerebro, se ha
descrito que estas células expresan receptores funcionales ionotropicos glutamatérgicos
(NMDA y AMPA), nicotinicos y GABAérgicos (GABAR), algunos de los cuales son
activados por liberacion de neurotransmisores en estructuras tipo sinapticas formadas
con neuronas (Bergles et al., 2000; Lin and Bergles, 2004; Jabs et al., 2005; Lin et al.,
2005; Karadottir et al., 2005, Ziskin et al. 2007; Kukley et al., 2007; Velez-Fort et al.,
2009). Se han descrito sinapsis funcionales entre neuronas y células NG2 en
hipocampo, cerebelo, corteza, cuerpo calloso y el nervio optico (Bergles et al., 2000;
Lin and Bergles, 2004; Jabs et al., 2005; Lin et al., 2005; Ziskin et al. 2007; Kukley et
al., 2007; Kéaradottir et al., 2008; Tanaka et al., 2009). Ademas, se ha descrito que las
sinapsis entre neuronas hipocampales y células NG2 sufren una forma de potenciacion a

largo plazo, dependiente de receptores AMPA permeables a Ca>™ (Ge et al., 2006).
1.5.1 Posibles roles de la sinapsis

Desde los primeros reportes sobre los contactos sindpticos excitatorios e
inhibitorios de las células NG2, se ha tratado de atribuir una significacion funcional a
las sinapsis entre neuronas y las células NG2. Se ha especulado sobre el posible rol de
las sinapsis en la migracion, proliferacion y diferenciacion de las células NG2, pero
nada definitorio ha sido demostrado por el momento (Gallo et al., 2008). Las células
NG2 podrian migrar mientras reciben contactos sinapticos, tal como ha sido descrito
para las interneuronas en la capa molecular del giro dentado (Chittajallu et al., 2007).
Asimismo, se ha descrito que glutamato promueve la migracion de las OPC via un

complejo proteico proteolipidico ay integrina/mielina (Gudz et al., 2006), lo cual podria



indicar que la liberacion sindptica de neurotransmisores actiia como un sefal clave del

proceso de migracion.

Las células NG2 representan la poblacion celular mas proliferativa del cerebro
postnatal. Cerca del 50% de las células se dividen activamente cada 3 dias (Kukley et
al., 2008), en donde, segun las ultimas evidencias, inervaciones sinapticas
glutamatérgicas y GABAérgicas promueven la proliferacion de estas células. Aln mas,
las células NG2 proliferantes mantienen sus sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas
durante la division celular y las transfieren a su progenie (Kukley et al., 2008; Ge et al.,
2009). Sin embargo, no existen antecedentes en relacion a la oligodendrogénesis y las
sinapsis presentes en las células NG2, solo se ha descrito que la activacion de receptores

AMPA prevendria la diferenciacion de las OPC (Gallo et al., 1996).

1.5.2 Sinapsis GABA¢érgica en la neocorteza

La neocorteza de los mamiferos es una estructura generada a partir de células
proliferantes ventriculares que progresivamente se dividen y forman areas funcionales
especificas como las areas somatosensorial y motor primaria, comprometidas con el
procesamiento de la informacion sensorial y la transmision de comandos motores (Inan
y Crair, 2007). Anatémicamente estd organizada en cuatro lobulos: frontal, parietal,
temporal y occipital. La corteza somatosensorial, que es el objeto de estudio del
presente trabajo, se divide en seis capas celulares diferentes: capa I o capa molecular,
capa Il o capa granular externa, capa III o capa piramidal externa, capa IV o capa
granular interna, capa V o capa piramidal interna y capa VI o capa multiforme. Las
neuronas con somas piramidales estan localizadas principalmente en las capas II, III, V
y VI y son principalmente glutamatérgicas. En la capa IV las principales células

excitadoras son las neuronas estrelladas glutamatérgicas distribuidas en forma muy



compacta. Por otro lado, las interneuronas que utilizan GABA como neurotransmisor,
estan distribuidas en todas las capas y constituyen un grupo celular muy heterogéneo en
cuanto a sus propiedades electrofisiologicas, morfologicas y bioquimicas (Cauli et al.,
1997). La corteza somatosensorial recibe aferencias desde el tdlamo, el cual como
centro de relevo, actia de nexo entre los receptores sensoriales (propioceptores, mecano
receptores y receptores de la temperatura y dolor) y la corteza. Las neuronas ubicadas
en la corteza somatosensorial que reciben un determinando estimulo sensorial (calor,
dolor, etc.) estan organizadas somatotopicamente: el cuerpo completo esta representado
en un arreglo ordenado de inputs somatosensoriales. De esta forma se ha acufiado el
término homunculo cortical para describir el espacio sensorial relativo que nuestras
partes corporales representan en la corteza. En roedores también existe una organizacion
particular, las neuronas de la capa IV de la corteza somatosensorial estan organizadas en
un patron de unidades citoarquitectonicas multicelular llamado barriles, en donde cada
barril esta relacionado de manera uno a uno con un bigote contralateral de la cara del

animal (Woolsey et al., 1975)

La inervacion sinaptica de las células NG2 de la neocorteza encontrada por
Chittajallu et al. (2004) describe unas pocas corrientes espontaneas mediadas por
receptores AMPA en una proporcion de células muy reducida. Por otro lado,
recientemente, Tanaka et al. (2009) describieron que células Nestina /NG2", también en
la neocorteza, presentaban mayoritariamente actividad sindptica GABAérgica y
demostraron la existencia de contactos sinapticos putativos con interneuronas positivas
a parvalbumina, una proteina que une calcio. En este estudio, la frecuencia de las
corrientes espontdneas GABAérgicas fue de 0.1 a 0.2 eventos/min en animales de mas
de ocho semanas postnatales. Estos resultados obtenidos en ratones adultos son

diferentes a los datos preliminares encontrados en nuestro laboratorio, en donde se
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observo una fuerte actividad sinidptica GABAérgica durante las dos primeras semanas

postnatales (30 eventos/min, Velez-Fort et al., datos no publicados).

Los resultados descritos anteriormente sobre las  caracteristicas
electrofisiologicas de las células NG2, sugieren fuertemente que la regulacion de las
conductancias de potasio y sodio, y su actividad sinaptica GABAérgica tiene
importantes consecuencias en su destino. En el presente trabajo, se estudio las
propiedades intrinsecas de membrana (propiedades pasivas y las conductancias de
potasio y sodio) y la actividad sinaptica GABAérgica durante el desarrollo postnatal de

la corteza somatosensorial de raton.

1.6 Hipotesis

Las corrientes sindpticas GABAérgicas de las células NG2 cambian en
concomitancia con sus propiedades intrinsecas de membrana durante el desarrollo

postnatal de la corteza somatosensorial de raton.

1.7 Objetivo general

Caracterizar electrofisiologicamente las células NG2 de la corteza
somatosensorial de raton durante la segunda y cuarta semana PN para establecer

posibles cambios en sus propiedades electrofisiologicas durante el desarrollo PN.

1.8 Objetivos especificos

1) Comparar las propiedades intrinsecas de membrana con énfasis en las
propiedades pasivas (propiedades inherentes a la célula), las corrientes de
potasio y de sodio de las células NG2 neocorticales durante la segunda y cuarta

semana postnatal.
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2)

3)

4)

Comparar las corrientes sinapticas espontaneas y miniaturas de las células NG2
neocorticales durante la segunda y cuarta semana postnatal.

Comparar la morfologia de las células NG2 neocorticales durante la segunda y
cuarta semana postnatal.

Comparar la respuesta de los receptores GABA, de las células NG2
neocorticales a aplicaciones exdgenas de muscimol, un agonista de estos

receptores, durante la segunda y cuarta semana postnatal.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1 Electrofisiologia

-Todas las sales se obtuvieron de Sigma Aldrich (St Louis, USA)

- 4-aminopiridina (4AP) Sigma-Aldrich (St-Louis, USA)

- cloruro de tetrametilamonio (TEA-CIl) Sigma-Aldrich (St-Louis, USA)

- tetrodoxina (TTX) Latoxan (Valence, France)

- 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo[F]quinoxalina (NBQX) Ascent Scientific

(Weston-super-Mare, UK)

- acido D-(-)-2-amino-5-fosfonopentanoico (D-APS5) Ascent Scientific (Weston-super-

Mare, UK)

-Rojo de rutenio Tocris Cookson (Bristol, UK)

- piridoxal-fosfato-6-azofenil-2’,4’-disulfonato (PPADS) Tocris Cookson (Bristol, UK)

-LY341495 Tocris Cookson (Bristol, UK)

-CPG55845 Tocris Cookson (Bristol, UK)

-Muscimol Tocris Cookson (Bristol, UK)

2.1.2 Inmunohistoquimica

-Alexa488 Molecular Probes (Eugene, USA)
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2.2 Métodos

2.2.1 Preparacion de rebanadas de cerebro

Todos los experimentos realizados siguieron las normas institucionales y de la
Unidén Europea respecto al cuidado y uso de animales de laboratorio (Consejo directivo
86/609EEC). Los animales (C57/Black6), ratones transgénicos NG2-DsRed (Ziskin et
al., fueron mantenidos en un bioterio con periodos de luz y oscuridad de 12 hrs cada
uno. Debido a la dificultad de distinguir el sexo en ratones de dos semanas PN, este no
fue determinado, por lo que no constituyd una variable de estudio. Las rebanadas de la
corteza somatosensorial, de un espesor de 300 pm, fueron obtenidas de ratones
transgénicos NG2-DsRed a la segunda y cuarta semana postnatal. Para preservar las
conexiones sinapticas neuronales intracorticales, fueron realizados cortes parasagitales
con un angulo de 10° (fig. 2). Las rodajas fueron preparadas en un solucion de hielo fria
que contenia (en mM): sacarosa 215, KCI 2.5, NaH,PO,4 1.25, NaHCOs; 26, glucosa 20,
piruvato 5, CaCl, 1 y MgCl, 7, saturado con 95% O, 5% CO, a 4°C, y luego fueron
incubadas por 20 minutos a 33°C en una solucion que contenia NaCl 126 mM en
reemplazo de sacarosa. Finalmente, las rebanadas fueron transferidas a una camara de

registro perfundida con esta ultima solucion a 2-3 ml/min a 30°C.

Fig. 2. Cortes de cerebro de raton. Corteza somatosensorial (area punteada). 1 y 2, cortes para eliminar el bulbo
olfatorio y cerebelo, respectivamente. 3, corte para separar los hemisferios. Luego de la separacion de los hemisferios
cada fragmento de cerebro es dispuesto sobre la plataforma de diseccion del vibratomo la cual posee un angulo de
inclinacion de 10°.
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2.2.2 Electrofisiologia

Las células gliales de la capa V de la corteza somatosensorial, fueron
identificadas por medio de la fluorescencia de la proteina DsRed expresada por las
células NG2 del ratén trangénico NG2-DsRed, cuya longitud de onda de excitacion y
emision fueron obtenidas usando filtros de 560 nm y 620 nm, respectivamente. Las
células fueron visualizadas usando un sistema de video microscopia IR-DIC con un
objetivo de 40X con inmersion. La imagen fue detectada con una camara CCD (sensible
a IR) y proyectada en un monitor. Las pipetas de patch-clamp utilizadas alcanzaron una

resistencia entre 2.8-3.2 MQ.

Para estudiar el potencial de membrana de reposo (Em), resistencia de
membrana (Rm), las Ik y las variaciones de potencial (modo current-clamp); las pipetas
fueron llenadas con una solucion intracelular que contenia (en mM): KCI1 130, EGTA 5,
CaCl, 0.5, MgCl, 2, HEPES 10, Na,ATP 2, Na-GTP 0.2, Na,-fosfocreatina 10
(pH=7.3). EGTA fue afiadido para mantener las concentraciones de calcio fisiologicas
de la célula (100 nM). Para estudiar la Rm, resistencia en serie (Rs), capacitancia (Cm),
Ina+ (modo voltage-clamp), actividad sindptica espontdnea, actividad sinaptica
miniatura, y los receptores GABA ,, se utilizé una solucion intracelular en la cual KCI
fue reemplazado por CsCl 130 mM, 4AP 10 mM y TEA-C1 5 mM los cuales bloquean
en gran parte las conductancias de K™ de las células NG2. Ademas, fue aplicado en el
bafio Ba’”* 1 mM, otro bloqueador de conductancias de potasio. Los experimentos
hechos en presencia de Ba’" 1 mM estan indicados en las leyendas de las figuras
respectivas. Asimismo, para estudiar las corrientes sindpticas miniaturas, ademas se
aplico en el bafio, TTX 0.5 uM para bloquear los canales sodio dependientes de voltaje,
NBQX 10 puM (antagonista de receptores AMPA), D-AP5 50 uM (antagonista de
receptores NMDA) y rojo de rutenio 75 uM, un potente secretagogo que promueve la
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liberaciéon vesicular de neurotransmisores. Por ultimo, para estudiar las corrientes
mediadas por receptores GABA,, se aplicd en el bafio muscimol 50 pM (agonista de
receptores GABA,), TTX 0.5 uM, D-AP5 50 uM, NBQX 10 uM, PPADS 30 uM
(antagonista de receptores purinérgicos), LY341495 50 uM (antagonista de receptores
glutamatérgicos metabotropicos y CPG55845 5 uM (antagonista de los receptores

metabotropicos GABAR)

Se obtuvieron sellos de alta resistencia (>1 GQ) antes de entrar en configuracion
célula entera. Los registros fueron realizados sin compensar las Rs, sin embargo, estas
fueron monitoreadas durante el registro y las células en las cuales la resistencia en serie

variaba mas de un 30% fueron descartadas.

2.2.3 Adquisicion de datos y analisis

Los registros en configuracion célula entera fueron obtenidos usando
Multiclamp 700B, filtrados a 5 kHz y digitalizados a 20 kHz, de modo de eliminar
sefales que no son de la célula y potenciar las corrientes sindpticas Los datos
digitalizados fueron analizados off-line usando el programa pClamp 10.1. Solo fueron
consideradas aquellas células con una Rs menor a 30 MQ. El Em fue determinado
cuando =0 pA en respuesta a pulsos de potencial de -100 mV a +40 mV y un potencial
mantenido de -90 mV. El Rm, Rs y Cm fueron calculados a partir de las corrientes
generadas por pulsos de -5 mV o -10 mV. La Rm fue obtenida con la ecuacion:
Rm=AV/I, donde I es la corriente continua del pulso. La Rs, correspondiente a la
resistencia de la pipeta durante el registro, fue calculada con la ecuacion: Rs=AV/I,
donde I es el pico de la corriente transitoria calculada fijando la caida de corriente (1) a
una ecuacion exponencial de grado 1. La Cm fue obtenida de la ecuacion Cm= 1/Rs.

Tanto para la Ix+ como para la Ina+, las células fueron sostenidas a un potencial de -90
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mV y luego fueron medidas sus corrientes al comienzo (pico) o final (continua) en
respuesta a pulsos de 400 mseg desde -100 mV a +40 mV. Las células registradas en
modo current-clamp se les compenso la resistencia de la pipeta y fueron registradas
durante inyecciones de corrientes de 200 pA a partir de un potencial sostenido de -70

mV.

Las corrientes sindpticas tanto espontaneas como miniaturas fueron analizadas
con un umbral de deteccidon de 4xASD, siendo ASD la variacion de la desviacion
estandar y una estimacion del ruido de la traza. Las corrientes inducidas por muscimol
(agonista de receptores GABA,) fueron obtenidas manteniendo el potencial de la célula
registrada a -90 mV. Las densidades de corrientes (Ip) fueron calculadas a partir de la

ecuacion Ip=I/Cm, donde I corresponde a la amplitud méxima de la corriente medida.

Los datos fueron expresados como la media + s.e.m., donde s.e.m es el error
estandar del promedio. La significancia estadistica fue determinada usando el test no
paramétrico Mann—Whitney, con el programa GraphPad Instat. En cada experimento se
utilizaron al menos 3 animales, en donde por cada animal se utilizaron un promedio de
6 rebanadas, y por cada rebanada un promedio de 5 a 6 células, siendo n el nimero de

células.

2.2.4 Inmunohistoquimica

La morfologia de las células NG2 fue determinada afiadiendo biocitina 5 mM a
la pipeta de patch. La biocitina (e-biotinil-L-lisina) es una pequeia molécula utilizada
como trazador neuroanatomico. Una vez en configuracion célula entera, la biocitina
difunde desde la pipeta al citoplasma de la célula registrada. Luego de 15 minutos de
registro, las rebanadas fueron fijadas en paraformaldehido 4% en PBS a 4°C por toda la

noche, lavadas 3 veces con PBS por 10 minutos e incubadas con estreptavidina
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conjugada con Alexa488 (1 pg/ml) en PBS Triton 0.3% por 4 horas. Finalmente, las
rebanadas fueron lavadas con PBS y montadas con Vectashield, un medio de montaje
para fluorescencia. La medicion del didmetro del soma, la distancia de ramificacion de
los procesos y su area de cobertura fue realizado con el programa ImagelJ 1.37v (Wayne

Rasand, National Institutes of Health, USA).

2.2.5 Microscopia confocal

Todas las rebanadas fueron visualizadas con un microscopio confocal LSM 510
(Oberkochen, Germany). Las secciones Opticas (I pm) de las imagenes confocales
fueron secuencialmente adquiridas usando un objetivo 63X (aceite) con el programa
LSM-510 (Oberkochen, Germany). Las imdgenes fueron procesadas utilizando el

programa ImagelJ 1.37v (Wayne Rasand, National Institutes of Health, USA).
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3. RESULTADOS

3.1 Propiedades intrinsecas de membrana de las células NG2 durante el desarrollo

postnatal

Las células NG2 fueron caracterizadas electrofisiologicamente estudiando sus
propiedades pasivas, las corrientes de potasio de salida y las corrientes de sodio entre la
segunda y cuarta semana PN, ya que a estos estados de desarrollo PN se observo la
maxima y minima actividad sinaptica GABA¢érgica, respectivamente (Vélez-Fort, datos
no publicados; Tanaka et al., 2009). Con el fin de lograr este objetivo, las células NG2
de la capa V de la corteza somatosensorial (Fig. 1A y 1B) fueron registradas en
configuracion célula entera utilizando la técnica de patch-clamp, en los modos voltage-
clamp o current-clamp. Para la identificacion de las células se utilizd el ratéon

transgénico NG2-DsRed, que expresa la proteina fluorescente DsRed en las células

NG2 (fig. 1C).

Fig. 3. Identificacion de las células NG2. A, en nimero romano las capas y barriles (flecha) de la corteza
somatosensorial de raton, aumento de 10X. B, capa V, aumento de 40X. C, fluorescencia de la proteina DsRed de
células NG2.
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3.1.1 Propiedades pasivas

Se analizaron las propiedades de membrana de las células NG2 en distintas
condiciones de registro las cuales estan resumidas en la Tabla 1. Las células NG2
registradas en una solucion intracelular de KCI mostraron un potencial de membrana de
reposo altamente hiperpolarizado, mas aliin en ratones de cuatro semanas (test Mann-
Whitney, p<0.05). En la misma solucion intracelular, las células NG2 de raton de cuatro
semanas exhibieron una pequefia resistencia de membrana (Rm) probablemente debido
a un aumento en las corrientes de potasio de entrada (Ikir; Zhou et al., 2006; Tabla 1).
De modo de aumentar la Rm, mejorar el clamp de las células y asi las condiciones de
registro, se probd una solucion intracelular con CsCl, que contenia 4AP y TEA-CI, los
cuales bloquean una gran proporcion de las conductancias de potasio desde el interior

de la célula. Las razones por las cuales es necesario aumentar la Rm, son las siguientes:

Una corriente medida en configuracion célula entera a través de una pipeta de
patch-clamp corresponde a la corriente de la membrana de la célula registrada cuando la
resistencia de membrana de la célula es considerablemente mayor que la resistencia en

serie (resistencia dada por la pipeta). Segun la siguiente ecuacion:

I= Vh/(Rs + Rm)

donde I es la corriente medida, Vh, el potencial al cual esta mantenida la célula, Rs, la
resistencia en serie y Rm la resistencia de membrana. Si Rs y Rm tienen la misma
magnitud, el aislamiento eléctrico de la célula respecto al espacio extracelular puede

que no se alcance.

Tal cual lo esperado, se aument6 significativamente la Rm en ambos estados
postnatales, alcanzando valores similares a los de neuronas en la cuarta semana PN

(Tabla 1). Con el objetivo de optimizar ain mas las condiciones de registro aumentando
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la Rm, se aplico Ba>" 1 mM en el bafio, otro bloqueador de conductancias de potasio.
En esta condicion, la Rm de las células NG2 de los animales de dos y cuatro semanas
PN se increment6 significativamente, alcanzado valores promedio de 1897 MQ y 470
MQ, respectivamente. Finalmente, se compar6 la capacitancia de las células entre la
segunda y cuarta semana PN en presencia de Ba®" extracelular. No se observaron
cambios significativos durante el desarrollo, lo cual sugiere que la morfologia de las
células podria no cambiar con la edad, ya que el valor de la capacitancia depende, en
parte, del tamafo del soma y de la extensidon y ramificacion de los procesos de una

célula.
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TABLA 1

2% semana 4" semana
Potencial de membrana de reposo (mV); -80.4+2.3 -87.8+1.9*
solucion intracelular: KC1 130 mM
[-60.2 —-95.7] [-77.5 —-100.0]
Resistencia de membrana (MQ); solucion 107.2+21.0 34.942.6%*
intracelular: KC1 130 mM
[14.4 —383.0] [24.4 — 57.5]
Resistencia de membrana (MQ); solucion 855.1+£230.9 129.3+48.2%*
intracelular: CsCl 130 mM, 4AP 10 mM,
TEA-CI5 mM
[68.0 —2168.8] [23.7 — 522.6]
Resistencia de membrana (MQ); solucion 1896.9+£500.5 469.7+£62.3%*
intracelular: CsCl 130 mM, 4AP 10 mM,
TEA-C1 5 mM; solucion extracelular: Ba®*
I mM. [314.8 —4792.7] [254.7 — 832.9]
Capacitancia (pF); solucion intracelular: 39.5£2.4 38.7£3.5
CsCl1 130 mM, 4AP 10 mM, TEA-CI1 5
mM; solucidén extracelular: Ba’" ImM
[22.4 —60.6] [8.1 —68.2]

Los valores en corchete indican el minimo y méaximo valor obtenido en cada medicion. *p<0.05, **p<0.01
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3.1.2 Corrientes de potasio (Ik+)

De modo de caracterizar las Ik, se estudio las corrientes de potasio de salida,
debido a que su expresion ha sido relacionada con la regulacion de la proliferacion y
diferenciacion celular (Chittajallu et al., 2002 y 2005). Las células NG2 registradas con
una solucion intracelular de KCI fueron mantenidas a un potencial de -90 mV y fueron
caracterizadas en respuesta a pulsos despolarizantes de 400 mseg. Las figuras 4A; y 4A;
ilustran la tipica respuesta de dos células NG2 a la segunda (4A,) y cuarta (4A;) semana
PN, respectivamente. En los potenciales mas despolarizantes, las células NG2 de la
segunda semana PN exhibieron una corriente de salida con una fase transitoria rapida
seguida de una fase sostenida (fig. 4A;). A la cuarta semana PN, sin embargo, la
corriente presentd una unica fase continua en 13 de 15 casos (fig. 4A;). La fase
sostenida de la corriente aument6 significativamente en el raton de cuatro semanas PN
lo que indica un aumento en la expresion de las corrientes de potasio de salida (fig.
4B;). Como consecuencia, el cociente entre la corriente medida al inicio del pulso
(circulo negro) y la corriente medida al final (circulo blanco) es menor en los animales
en estado de desarrollo mas avanzado (fig. 4C). La diferencia de expresion de las
corrientes de potasio se observa claramente comparando las curvas [-V de la segunda y
cuarta semana PN (fig. 4B; y 4B;). Las curvas I-V presentaron una fuerte rectificacion
de salida a la segunda semana PN (fig. 4B; y4B; curva negra), mientras que se tornaron

lineales a la cuarta semana PN (fig. 4B,y 4B, curva verde).
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Fig. 4. Corrientes de potasio de células NG2 durante el desarrollo PN. A, y A,, corrientes de células NG2 de
raton de PN9 (A,) y PN26 (A,), sostenidas a -90 mV, pulsos desde -100 a +40 mV, con incrementos de 20 mV. B, y
B,, relacion I-V de las corrientes promedio medidas al inicio (circulo negro, 35 seg) (B1) y final (circulo blanco, 400
seg). C, histograma de la amplitud de las corrientes expresada como el cociente linicio/Ifinal medidas a un pulso de 0
mV. n=namero de células registradas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001
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3.1.3 Corrientes de sodio (Ina+)

Las células NG2 expresan canales de sodio dependiente de voltaje, tal como las
neuronas (Lin y Bergles, 2002; fig. SA; y 5A;). De modo de aislar la In,: de la Iks, se
utilizé una solucién intracelular de CsCl, que ademas contenia 4AP y TEA-C], y Ba*"
en la solucion extracelular. La Ina+ se observod en 22 de 23 células NG2 registradas y
alcanzé su maxima amplitud a -20 mV, tanto a las dos como a las cuatro semanas PN
(fig. 5A;, 5A; y 5B). Sin embargo, la amplitud de la corriente disminuyd
significativamente con la edad (fig. 5B). Las Ina+ fueron expresadas como densidad de
corriente, en la cual se considera el tamafio de las células (capacitancia), una célula
grande (mds membrana) presentard mas canales i0nicos que una pequeia, por lo tanto
mas corriente. Para las Ix:, esto no fue posible y las corrientes se expresaron como tal,
debido a que no era posible realizar un ajuste de la traza para calcular la capacitancia, en
los registros con KCl en los animales mas viejos, ya que en estos, tanto a potenciales
negativos como positivos, hay corrientes sostenidas muy grandes que impiden realizar

el calculo correctamente.

Considerando que Chittajallu et al., (2004) demostraron que una subpoblacion
de células NG2 de la neocorteza exhibian un potencial de accion inmaduro (PAI) (fig.
5C, flecha) sensibles a TTX, se registraron las células NG2 en modo current-clamp con
una solucion intracelular de KC1 (fig. 5C; y 5C;). Se observo que un 61% de las células
NQG2 a la segunda semana PN, presentaron un PAI en respuesta a la inyeccion de una
corriente despolarizante (fig. SE). Los PAI (fig. 5D) estuvieron compuestas de dos
fases: una fase de despolarizacion y una pequena repolarizacion. La diversidad en la
forma de los PAI estuvo dada solamente por la amplitud del pico. No obstante, s6lo un
31% de las células mostraron PAI a las cuatro semanas PN (fig. 5E). Cabe anotar que
para generar un potencial de accion la permeabilidad del i6n sodio debe superar
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ampliamente a la del i6n potasio. Por lo tanto, la reduccion en el nimero de células
NG?2 que presentan PAI es probablemente debido a la disminucion en la amplitud de la
Ina+ y el incremento en el componente sostenido de la I+ observado a las cuatro

semanas PN (fig. 5By 4B,).
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3.2 Actividad sinaptica GABAérgica de células NG2 durante el desarrollo postnatal
3.2.1 Actividad GABA¢érgica espontanea y miniatura

Resultados preliminares de nuestro laboratorio muestran que un 90% de la
actividad sinéptica de las células NG2 es GABAérgica en ratones de dos semanas PN
(Vélez-Fort et al., datos no publicados). De modo de evaluar si existe un cambio o no en
la frecuencia de estas corrientes, se registraron las células NG2 con una solucion
intracelular de CsCl, que ademas contenia 4AP y TEA-CI. Como se muestra en la figura
6A; y 6By, las corrientes sinapticas espontaneas GABA¢rgicas, fueron detectadas en
células NG2 en la segunda, pero no a la cuarta semana PN (fig. 6C). De manera de
determinar si la disminucion en la actividad sindptica es causada por una disminucion
en el nimero de sinapsis o por un cambio en las propiedades sinapticas (por ejemplo,
una disminucion en la probabilidad de liberacion de neurotransmisores), se estudié las
corrientes sinapticas miniaturas en presencia del potente secretagogo rojo de rutenio que
facilita la liberacion vesicular independiente de calcio (Trudeau et al., 1996) y del
bloqueador de canales de sodio dependientes de voltaje TTX. Ademas, se agregd en la
solucion NBQX, antagonista de receptores AMPA, D-APS5, antagonista de receptores
NMDA y Ba®". Se observaron muy pocos eventos sindpticos miniaturas en el raton de
cuatro semanas comparado con el de dos semanas (fig. 6D), lo cual favorece la hipotesis
de una disminucidn en las estructuras sinapticas que contactan las células NG2 durante

el desarrollo.
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3.2.2 Morfologia de las células NG2

De modo de relacionar la actividad sinaptica con el grado de arborizacion de las
células NG2, se analizdo la morfologia de estas células. Aunque las células NG2
registradas electrofisiolégicamente son DsRed’, la mayoria de su fluorescencia esta
restringida al soma y procesos proximos (ramificaciones), lo cual impide realizar un
estudio riguroso de la morfologia. Para estudiar la morfologia completa de las células
NG2 se realiz6 un marcaje con biocitina, el cual es afiadido en la solucion intracelular.
Una vez que la biocitina difunde al citoplasma en configuracion célula completa, la
rebanada es fijada en paraformaldeido y revelada con estreptavidina conjugada al
indicador fluorescente Alexa488. De este modo, a 7 células que se registro la actividad
sinaptica, se les marco con biocitina. Las figuras 6A; y 6B, muestran la morfologia de
dos células NG2 después de la deteccion de la biocitina con estreptavidina conjugada a
Alexa488. Las células presentaron un soma de forma estrellada (#=2) u ovalado (n=5),
con un diametro pequefio de 8.0 £ 1.1 um. Cuatro de las siete células mostraron hasta 4
procesos de gran espesor que se extendian desde el soma ramificdndose a una distancia
variable entre 2.3 y 11.0 um. Asimismo, se observaron pequefios procesos altamente
ramificados que emergian desde el soma (n=4). Los procesos cubrian un area de un
diametro de 103.8 £ 9.2 um. De acuerdo a las 7 células analizadas, correspondiente a
ratones de dos semanas PN (n=4) y cuatro semanas PN (n=3), la complejidad en la
arborizacion de los procesos aparenta ser variable tanto en el animal de dos y de cuatro
semanas PN, lo cual podria explicar el distinto semblante entre las células y la
inmutabilidad de su capacitancia. No parece existir tampoco una correlacion entre la

morfologia de la célula y la frecuencia de las corrientes sinapticas.
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Fig. 6. Actividad sinaptica entre interneuronas GABAérgicas y células NG2. A, y B, corrientes sinapticas
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um. Barra de escala: 20 pm. C, histograma de la frecuencia de la corriente sinaptica espontanea a la segunda y cuarta
semana PN. D, histograma de la frecuencia de la corriente sinaptica miniatura a la segunda y cuarta semana PN. n=
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3.2.3 Receptores GABA,

En estos experimentos, se analiz6 la actividad de los receptores GABA, de las
células NG2. EIl receptor GABAA presente en las células NG2 es un receptor
ionotropico que tiene como agonista endégeno a GABA. Con el fin de activar este
receptor exclusivamente en las células NG2 registradas y evitar un posible efecto

indirecto de su activacion en otras c€lulas se utilizo muscimol 50 pM (concentracion
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saturante), un agonista exdgeno, en presencia de Ba2+, TTX, AP5, NBQX, PPADS
(antagonista de receptores purinérgicos), LY341495 (antagonista de receptores
glutamatérgicos metabotropicos) y CPG55845 (antagonista de los receptores
metabotropicos GABAg). Luego de la aplicacion extracelular de muscimol, se observo
una gran corriente de entrada producto de la salida masiva de cloruro, cuya amplitud no
presentd diferencias significativas entre el raton de dos y el de cuatro semanas PN (fig.
7A; y 7A»), alcanzando una densidad de corriente de 12.1 + 1.5 pA/pF y 12.4 £ 2.4
pA/pF, respectivamente (fig. 7B). El presente resultado indica que no existe una
disminucion del numero de receptores funcionales GABA4 durante el desarrollo de las
células NG2 y por lo tanto, no son responsables de la disminucion de la actividad
sinaptica GABA¢érgica. Esto sugiere que la activacidon de los receptores GABAA en
estados mas tardios de desarrollo depende de GABA que difunde a partir de sinapsis

neuronales lejanas.
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Fig. 7. Receptores GABA, de células NG2. A; y A,, corriente transitoria en células NG2 de raton de PN10 (A,) y
PN22 (A,) tras aplicacion extracelular de muscimol 50 puM, las células fueron sostenidas a -90 mV. B, histograma de
la amplitud de corriente expresado en densidad a la segunda y cuarta semana PN. n= ntimero de células registradas.
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4. DISCUSION

Para caracterizar y evaluar el desarrollo de las células NG2 de la corteza
somatosensorial, desde un punto de vista electrofisioléogico, en el presente estudio se
compararon las propiedades intrinsecas de membrana y la actividad sinaptica
GABA¢érgica entre la segunda y cuarta semana postnatal. Se demostraron cambios tanto
en el potencial de reposo de membrana, la resistencia de membrana, las corrientes de
potasio y de sodio; como en la actividad sinaptica GABAérgica de las células NG2

durante el primer mes de desarrollo postnatal de raton.

4.1 Combinacion de propiedades pasivas hacen de las células NG2 una poblacion de

glias unicas

Las propiedades pasivas de las células NG2 de ratoén de dos semanas PN fueron
claramente distinguibles de otros tipos gliales y neuronas. En particular, las células NG2
presentaron un hiperpolarizado potencial de membrana de reposo (Em) (-80 mV), lo
cual implica que estas células, en las condiciones de registros de este estudio, son
altamente permeables a este i6n en reposo. Ademads, presentan una alta resistencia de
membrana (Rm) (107 MQ), la cual esta més cercana a la Rm de neuronas piramidales
que a la de astrocitos (10 MQ). Lo cual implica que incluso pequefios inputs sinapticos
pueden causar una gran despolarizacion de la membrana de estas células. Sin embargo,
a la cuarta semana PN el Em, la Rm y su relacion -V fueron similar a las reportada, por
ejemplo, para astrocitos (Adermark and Lovinger, 2008). Tal vez el pardmetro mas
interesante que cambia durante el desarrollo de las células NG2 es su Rm, en donde se
observé una dramética disminucion de 107 a 35 MQ, en registros realizados con una
solucion intracelular de KCl 130 mM. La Rm se mide en un potencial donde hay el

menor niumero de conductancias abiertas, es decir a potenciales muy hiperpolarizantes,
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para dar un valor que depende de las propiedades "pasivas" de la célula. En nuestro
caso, esta fue incrementada por la accién de los bloqueadores de conductancias de
potasio, Cs" (intracelular) y Ba®" (extracelular), por lo que se podria especular que la
disminucion de la resistencia observada en el animal de cuatro semanas PN se debe al
aumento o aparicion de una(s) conductancia(s) de potasio activa(s) a potenciales

hiperpolarizantes.

4.2 Canales de potasio y sodio, conductancias determinantes en la excitabilidad de las

células NG2

Al igual que los trabajos desarrollados en “células complejas” y células NG2 en
el hipocampo, identificadas por inmunohistoquimica (Kressin et al., 1995; Zhou et al.,
2006), las células NG2 de la corteza somatosensorial presentaron una gran rectificacion
de salida en su relacion I-V a la segunda semana PN, la cual se torna lineal con la edad,
asemejandose a la de los astrocitos (Adermark and Lovinger, 2008). En ratones de dos
semanas PN, se ha visto que la rectificacion de las corrientes de salida estd compuesta
por un componente transitorio y uno sostenido, previamente identificados por otros
estudios como corriente de tipo A (I,), sensible a 4AP, y una corriente rectificadora
retardada (Ixpr), sensible a TEA, respectivamente (Lin y Bergles, 2002). Un estudio
realizado en células complejas de hipocampo, sefala que durante la maduracion de estas
células, la I y la Igkpr disminuyen, mientras que aparece una corriente independiente de
voltaje insensible a la aplicacion de TEA y 4AP extracelular (Kressin et al., 1995).
Probablemente, la lincalidad de la curva I-V en células NG2 de corteza en ratones de
cuatro semanas PN, se deba a un cambio similar en la expresion de las conductancias de
potasio. Para determinar el tipo de conductancia de potasio involucradas en los cambios
observados en las células NG2 neocorticales, seria necesario realizar experimentos
biofisicos y/o farmacoldgicos de modo de aislar cada uno de los diferentes componentes
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de la Ik, a diferentes etapas del desarrollo postnatal. En los cuales se bloquea uno de los
componentes de las corrientes de potasio elegido y luego mediante una sustraccion a la

corriente control se obtiene el valor del otro componente.

Ademas de las Ik:, las células NG2 también expresaron las In,:, las cuales
fueron mucho mas grandes a la segunda semana PN (Fig. 5). Los canales de sodio son
responsables de la despolarizacion de la membrana en neuronas, la cual en el potencial
de accion, corresponde a la fase del alza del potencial. El potencial de accion ha estado
siempre asociado a células excitables como las neuronas, sin embargo este fendmeno ha
sido observado in vitro en glias, como los astrocitos (Bordey y Sontheimer, 1999). El
primer trabajo en células NG2 que describe la presencia de potenciales de accion,
sensibles a TTX e inducidos por la inyeccion de corriente, fue desarrollado por
Chittajallu et al. (2004), las cuales solamente fueron observadas en células de la
sustancia gris no asi en la sustancia blanca. Segun nuestros resultados, el 61% de las
c¢lulas NG2 en ratones de dos semanas PN exhibieron potenciales de accion inmaduros
contra un 31% en el raton de cuatro semanas PN, aunque la sensibilidad a TTX no fue
evaluada. Sorprendentemente, Karadottir et al. (2008) mostraron que la inyeccion de
corrientes despolarizantes generaba “verdaderas” descargas de potenciales de accion en
una subpoblacion de células NG2 de la sustancia blanca cerebelar. Sin embargo, la
existencia de células NG2 que descarguen potenciales de accion regenerativos no ha
sido confirmado por ningln otro laboratorio, ni por el nuestro. Considerando que las
células NG2 se encuentran frecuentemente en oposicion con somas y dendritas de
neuronas (Dayer et al., 2005; Mangin et al., 2008), se puede especular que en el trabajo
de Kéradottir probablemente se registraron interneuronas inmaduras migrando desde la

sustancia blanca cerebelar.
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4.3 Sinapsis GABAérgica en células NG2 neocorticales, una sefializacion de destino

celular

Las células NG2 reciben contactos sinapticos desde neuronas glutamatérgicas y
GABA¢érgicas (Bergles et al., 2000; Lin y Bergles, 2004), comprometiendo el exclusivo
rol que se les ha otorgado a neuronas en la transmision sindptica. La existencia de esta
forma de comunicacion, ha sugerido que la liberacion de neurotransmisores puede estar
relacionada con desarrollo y devenir de estas células. Los receptores de las células NG2
son activados endogenamente in vivo durante diferentes fases del desarrollo de
oligodendrocitos. Las células NG2 generan nuevos oligodendrocitos mielinizantes
tanto en situaciones de pérdida de mielina experimental (Watabe et al., 2002) como en
condiciones fisiologicas (Dawson et al., 2003). Si la actividad sinaptica aumenta la
oligodendrogénesis, la inervacion sinaptica debiera ser maxima en la segunda semana
postnatal que corresponde con el periodo de maxima generacion de oligodendrocitos en
roedores (Rivers et al., 2008). Esta hipdtesis no ha sido demostrada atn, sin embargo
datos de nuestro laboratorio apoyan esta hipodtesis. La frecuencia de la actividad
sinaptica espontanea GABAérgica disminuye drasticamente después de la segunda
semana PN. Estos datos han sido corroborados por un reciente estudio en células NG2
de la neocorteza, en donde se reporta una actividad sindptica GABAérgica con una

frecuencia de 0.1-0.2 eventos/min en raton de ocho semanas PN (Tanaka et al., 2009).

4.4 Cambio en las sinapsis interneurona-células NG2 modula la actividad GABAérgica

Las células NG2 son capaces de discernir la liberacion cuéntica de
neurotransmisores, es decir, la liberacion de una vesicula Unica, calcio-independiente,
en ausencia de potenciales de accion de la neurona presinaptica (Bergles et al., 2000;

Lin y Bergles, 2004). Esta liberacion produce un evento postsindptico llamado
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“miniatura” que depende de un quantum de neurotransmisores. Para aumentar la
frecuencia de estos eventos miniaturas se tomé ventaja del potente secretagogo rojo de
rutenio para promover la liberacion masiva de vesiculas desde las terminales neuronales
hacia las células NG2, en ausencia de potenciales de accion los cuales fueron
bloqueados con TTX. Estos experimentos se hicieron en presencia de Ba*" extracelular
para optimizar el clamp de las células y por lo tanto, la deteccion de los eventos. Al
igual que para la actividad sindptica espontdnea, las corrientes miniaturas GABAérgicas
en presencia de rojo de rutenio disminuyeron dramaticamente de 14 a 0.5 eventos/min
de la segunda a la cuarta semana PN. Este resultado supone una disminuciéon en el
nimero de sinapsis, pues no se observa liberacion vesicular de ninglin tipo en los

animales mas viejos.

4.5 Morfologia y expresion de receptores GABA,, parametros constantes

durante el desarrollo PN de las células NG2

La morfologia de las células NG2 neocorticales presento caracteristicas similares
a las descritas en el hipocampo (Vélez-Fort et al., 2009). Sin embargo,
sorprendentemente no se observo un aumento de la arborizacion de los procesos de las
c¢lulas durante el desarrollo postnatal, lo que implica que los cambios observados en la
actividad sinaptica GABAérgica de las células NG2 son reales y no debidos a
problemas en la deteccion de las corrientes sinapticas por encontrarse en procesos

distales.

La expresion de receptores GABAA en células NG2 ha sido descrita tanto en
estudios in vitro como in situ en donde aplicacion de THIP, un agonista selectivo de
estos receptores, activa corrientes bloqueadas por picrotoxina y gabazina, ambos

antagonistas de receptores GABA4 (Lin y Bergles, 2004). Tal como lo reportado por
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Lin y Bergles (2004) en el hipocampo, la aplicacion exdgena de muscimol, otro
agonista de receptores GABA,, indujo la activacion de estos receptores (fig. 7A; y
7A,), en donde no se observo cambios en la densidad de corriente durante el desarrollo
postnatal (fig. 7B). Los receptores GABAA pueden ser activados de manera rapida y
transitoria, directamente a nivel de una sinapsis, o tonica, en donde la activacion esta
mediada por pequenas concentraciones de GABA que escapan de las sinapsis y
difunden en el medio extracelular para activar receptores GABA, extrasinapticos
(Farrant y Nusser, 2005). El hecho que el mismo numero de receptores GABAa
persistan en ausencia de contactos sinapticos a las cuatro semanas PN indica que estos
receptores se localizan en regiones extrasinapticas de las células NG2 y sugiere que su
mecanismo de activacion depende de GABA presente en el ambiente, lejos de sinapsis

GABA¢érgicas.

La suma de los resultados expuestos sugiere que el rol jugado por las células
NG2 en etapas de desarrollo tardias no es el mismo que el desempefiado en etapas
tempranas. Lo cual se ve reflejado en los cambios observados en las propiedades
pasivas, la expresion de conductancias de potasio y sodio y la conectividad neuronal
sinaptica. Ademas, estos resultados corroboran que la presencia de sinapsis funcionales

no es solo una propiedad de exclusiva de la comunicacién neuronal.
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5. CONCLUSIONES

-Las propiedades pasivas, tales como el potencial de membrana de reposo y la
resistencia de membrana cambian durante el desarrollo de las células NG2, excepto su

capacitancia, que se mantiene invariable.

-Las corrientes de potasio presentan un cambio en su perfil [-V durante el desarrollo de
las células NG2. ElI componente sostenido aumenta y la rectificacion de salida se torna

lineal en el raton de cuatro semanas PN.

-Las corrientes de sodio disminuyen durante el desarrollo postnatal de las células NG2,
lo cual en conjunto con el aumento de las corrientes de potasio hacen disminuir el

namero de potenciales de accion inmaduros (PAI) en el raton de cuatro semanas PN.

-La actividad sindptica espontdnea y miniatura GABAérgica disminuyen durante el
desarrollo postnatal de las células NG2, posiblemente por una disminucion en el nimero

de sinapsis.

-La morfologia de las células NG2 es variable tanto a la segunda como a la cuarta
semana postnatal y no existen diferencias cualitativas entre los dos estados de

desarrollo.

-La expresion de receptores GABA, se mantiene constante durante el desarrollo

postnatal de las células NG2.
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