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Resumen

Durante las ultimas décadas se ha acumulado evidencia que indica que las células gliales
son centrales en la modulacién de las funciones de los circuitos neuronales. Las células
gliales se conectan formando redes dinamicas mediadas por gap junctions, constituidas por
las conexinas (Cx), y pueden ser moduladas por diversos factores, entre ellos la actividad
neuronal y el estadio de desarrollo.

Las neuronas sensoriales olfatorias del sistema olfatorio principal de ratones, proyectan un
axon desde la cavidad nasal hasta el bulbo olfatorio en el sistema nervioso central. La
topografia de estas proyecciones establece un mapa sensorial que se refina durante el
desarrollo posnatal, proceso dependiente de la experiencia sensorial. Tanto los astrocitos
del bulbo como la glia envolvente que acompafia a los axones sensoriales, establecen redes
conectadas por gap junctions que tienen a la conexina 43 (Cx43) como constituyente central,
al menos desde la etapa juvenil. El objetivo general de esta tesis fue evaluar si las redes
gliales del bulbo olfatorio se refinan durante el desarrollo posnatal de manera dependiente
de la experiencia sensorial.

En primer lugar, se realizdé una caracterizacion de la estructura de las redes de glia
envolvente durante el desarrollo posnatal. Se obtuvo evidencia de su existencia desde
PO y de una reduccion en su tamafio durante las primeras semanas del desarrollo posnatal
del bulbo. EI comportamiento electrofisiologico de la glia envolvente durante este periodo no
mostré una relacién entre la magnitud de las corrientes de membrana y el achicamiento de
las redes gliales. Al describir los patrones de expresién de Cx en la glia envolvente,
hallamos evidencia de que el perfil de Cx madura con la edad, aumentando gradualmente

la expresion de Cx43 durante las primeras dos semanas. Realizamos el primer reporte de
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que la glia envolvente expresa Cx47, tipica de oligodendrocitos, durante la primera semana
posnatal.

Por otra parte, evaluamos si la Cx43 media las redes de glia envolvente olfatoria desde
temprano en el desarrollo posnatal, utilizando ratones genéticamente modificados para
reducir la expresion de Cx43 en esta glia. La reduccion de la expresion fue eficiente y
selectiva. En estos animales, la glia envolvente mostré menor conductancia de membrana
y una conectividad glial reducida.

Por dltimo, evaluamos si la expresion de Cx43 de la glia olfatoria es sensible a la
deprivacién sensorial olfatoria durante el desarrollo posnatal. En un modelo de
deprivacién sensorial la Cx43 de la glia envolvente y astrocitos del bulbo se encontré
reducida en abundancia durante la primera semana del desarrollo posnatal. Adicionalmente,
se observaron alteraciones estructurales en los astrocitos del bulbo.

Los resultados de esta tesis establecen las bases para identificar el rol de las redes de glia
envolvente olfatoria y sus conexinas mediadoras en el desarrollo posnatal del bulbo olfatorio.
El trabajo futuro permitira evaluar directamente si el establecimiento del mapa olfatorio

incluye mecanismos sensibles a la experiencia mediados por la glia.
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El desarrollo del sistema nervioso implica una interaccion coordinada entre
neuronas y redes de células gliales. En el caso del sistema olfatorio, el bulbo
olfatorio sufre, durante la edad posnatal temprana, un proceso denominado

refinamiento del mapa sensorial olfatorio .

La glia envolvente olfatoria, presente en el nervio olfatorio desde edad
embrionaria, es de particular interés dado que expresa moléculas guia 2 que podrian
participar en la integracion de neuronas sensoriales al circuito del bulbo olfatorio y
en el refinamiento del mapa sensorial. Esta glia forma redes mediadas por gap
junctions 3%, que permiten el pasaje de moléculas pequefias y que en otros tipos de
glia se han asociado con el control del estado funcional de las sinapsis que se
forman durante el desarrollo 6. Para evaluar si el refinamiento del mapa sensorial
involucra la modulacion por redes gliales, es necesario determinar las propiedades
de conectividad de la glia envolvente olfatoria, sus mediadores y su modulacién
durante el desarrollo del sistema olfatorio, especialmente durante el proceso de

refinamiento posnatal del mapa sensorial.

1.1.  Estructura y organizacion anatdmico-funcional del
sistema olfatorio

1.1.1. Organos sensoriales del sistema olfatorio
Los odorantes del ambiente son detectados por las neuronas sensoriales
olfatorias, detectores altamente especializados que se organizan en diferentes

estructuras funcionales en la cavidad nasal.

Se distinguen dos sistemas sensoriales principales en la cavidad nasal de los
mamiferos: el epitelio olfatorio principal (MOE), cuyas neuronas envian
proyecciones al bulbo olfatorio principal (MOB), y el érgano vomeronasal (VNO),
cuyas neuronas envian proyecciones al bulbo olfatorio accesorio (AOB) 7 (Figura .
1). Mientras el MOE permite detectar y discriminar una gran variedad de estimulos
quimicos, el VNO esta mayormente especializado en la identificacion de feromonas,

moléculas producidas por individuos conespecificos implicadas en la modulacion de
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comportamientos como el apareamiento, la lactancia, las sefales de peligro y el
cortejo 8. Si bien la especializacién de cada érgano es clara, se han descripto
funciones que el MOE y el VNO desarrollan de manera cruzada. Se encontraron
feromonas que activan neuronas en el MOE, con implicancias en el comportamiento
sexual y social ®'4, y algunos odorantes generales (de los que se desconoce que
actuen como feromonas) que activan el AOB y modulan comportamientos en

ausencia del MOE 14-16,

Ademas de los sistemas sensoriales principales, el sistema olfatorio de
mamiferos presenta subsistemas que también contienen neuronas sensoriales

como el érgano septal de Masera y el ganglio de Grueneberg (Figura I. 1) 717,

Figura I.1. Anatomia del sistema olfatorio del ratéon. A. Seccion sagital de la cabeza de
un ratén que expresa la proteina fluorescente verde (GFP) bajo el promotor del marcador
de neuronas sensoriales maduras olfactory marker protein, OMP (OMP-GFP). Se observan
el ganglio de Grueneberg (GG), el 6rgano vomeronasal (VNO), el érgano septal (SO), el
epitelio olfatorio principal (MOE), el bulbo olfatorio principal (MOB) y el bulbo olfatorio
accesorio (AOB). B. Representacion esquematica de (A). GG, SO y MOE proyectan al
MOB, y las neuronas del VNO proyectan al AOB. Tomado de 8. Adaptado de 3°.

Las neuronas sensoriales olfatorias ubicadas en el MOE proyectan sus
axones a lo largo del nervio olfatorio hasta el bulbo olfatorio ubicado en el sistema
nervioso central donde hacen sinapsis con neuronas locales y de proyeccion. Los
axones de las neuronas de proyeccion del bulbo componen la salida del bulbo
olfatorio a lo largo del tracto olfatorio lateral hacia la corteza piriforme en el I6bulo
temporal, asi como a otras estructuras como la amigdala, la corteza entorrinal y el

tubérculo olfatorio (Figura 1.2) 2.
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El principal blanco del tracto olfatorio es la corteza piriforme que representa
un centro especializado en el procesamiento de la informacion olfatoria. Las
neuronas piramidales de la corteza piriforme proyectan a varios nucleos presentes
en el talamo y el hipotalamo. Algunas neuronas también inervan regiones de la
corteza orbitofrontal, que tiene neuronas multimodales capaces de responder a

estimulos olfatorios y gustativos 2° (Figura 1.2).

Corteza piriforme Corteza orbitofrontal
Nervio Tracto Tubérculo olfatorio Tilamo
NelUronas olfatorio olfatorio
: Bulbo
sensoriales | e—)- olfatorio —
olfatorias Amigdala o
Hipotalamo

Corteza entorrinal Formacién hipocampal

Figura 1.2. Organizacion del sistema olfatorio. Diagrama mostrando las estructuras y vias
principales de procesamiento olfatorio. Adaptado de 2.

1.1.2. El epitelio olfatorio y la deteccidon de los odorantes por las
neuronas sensoriales

El epitelio olfatorio y la lamina propia subyacente constituyen la mucosa nasal
que reviste la cavidad nasal 2'. El epitelio contiene neuronas sensoriales bipolares
de cuyos cuerpos celulares emerge una dendrita que presenta cilias que portan la
maquinaria molecular de deteccion de moléculas odorantes, asociada a la

transduccion de la sefal olfativa 22.

La deteccidn de olores se inicia con la union de las moléculas de odorante a
los receptores olfatorios en la membrana de las neuronas sensoriales 23. En el ratén,
cada neurona sensorial expresa uno de alrededor de 1000 receptores olfatorios de
membrana distintos, lo que les confiere selectividad de respuesta 23. Los receptores
olfatorios presentes en el MOE son receptores acoplados a proteinas G (GPRCs)
2425 que, luego de la unién del odorante al receptor, activan una cascada de
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sefalizacion que culmina con la apertura de canales idnicos activables por
nucledtidos ciclicos 26?7 y producen la despolarizacion de las neuronas sensoriales

28 aunque se han descripto vias no candnicas 2°0.

Aunque existen mas de 1000 tipos diferentes de receptores olfatorios, se
acepta un modelo en el que la deteccion del enorme repertorio de olores requiere
de una estrategia combinatoria 8. Cada receptor olfatorio puede unirse a un grupo
de moléculas de odorante relacionadas y cada molécula de odorante puede unirse
a un grupo de receptores olfatorios con diferentes afinidades. Se ha reportado que
la eliminaciéon de un receptor olfatorio en Drosophila no suprime la respuesta
comportamental producida por la presentacién de un odorante, indicando que existe
un solapamiento en la deteccion de moléculas odorantes 3'32. Adicionalmente,
variaciones en la concentracion de los odorantes son detectadas por distintos
receptores olfatorios 33. Por Ultimo, la representacién de un olor radica en la

actividad de la poblacion de receptores olfatorios celulares activados por el olor 34.

El epitelio olfatorio tiene una estructura pseudoestratificada, en cuya zona
basal se ubican las células stem/progenitoras 2. Por su morfologia, las células de
la capa basal del epitelio se distinguen en células horizontales y células globosas
(Figura 1.3). Este conjunto de células confiere al epitelio olfatorio la capacidad de
generar neuronas sensoriales nuevas durante toda la vida 3°37. Las células
horizontales permanecen quiescentes durante la adultez, pero frente a un dafo
masivo al epitelio proliferan y son el reservorio de las células globosas, dando lugar
indirectamente a la recuperacién del epitelio 38, Las células globosas son
responsables de la generacion de nuevas neuronas durante el recambio normal de

las neuronas sensoriales .
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apical
célula sustentacular
neurona madura (OMP+) OMP+ l
neurona inmadura (GAP43+ y Tuj1+) T
GAP43+ %
epitelio ) Tuj1+ /,/
olfatorio celula globosa precursor LV,
neuronal (NGN1+)
' NGN1+ G
célula globosa precursor
neuronal (MASH1+) vV
— célula horizontal WAL @
i célula @
Iamlpa horizontal
propia
glia envolvente axones de neuronas
olfatoria sensoriales

Figura I.3. Esquema del linaje neuronal y de la disposicion histolégica de las células
en el epitelio olfatorio adulto. (Izquierda) Ubicacion de los tipos celulares en el epitelio
olfatorio y la lamina propia. (Derecha) Tipos celulares que se identifican en el linaje neuronal
del proceso de diferenciacion del epitelio olfatorio. Durante el recambio normal del epitelio,
las células globosas, positivas para los marcadores MASH1 y/o NGN1, proliferan. Aquellas
que tienen un destino neuronal (NGN1+) dan lugar a las neuronas sensoriales inmaduras
(GAP43+ y Tuj1+), que luego maduran (OMP+). En la zona basal del epitelio, las células
horizontales se mantienen mayormente quiescentes. La linea punteada indica que estas
células son capaces de proliferar luego del dafio a las neuronas sensoriales. Adaptado de
3% Tomado de 8.

La zona basal del epitelio se continua en sentido apical con una capa
intermedia, constituida por las neuronas sensoriales en distintos estadios de
maduracién. Las neuronas sensoriales inmaduras, comunmente identificadas por la
expresion de growth-associated protein 43 (GAP43) y Tuj1, tienen una ubicacion
mas basal en la capa intermedia del epitelio 383° Hacia la region apical, se
encuentran las neuronas sensoriales maduras, frecuentemente identificadas por la
expresion de olfactory marker protein (OMP) 3640, Finalmente, en la zona mas apical

del epitelio se ubican las células sustentaculares o de soporte.

La maduracion de las neuronas sensoriales olfatorias involucra el crecimiento
de un axon, que se extiende desde el epitelio olfatorio en la periferia hasta el sistema
nervioso central, donde forma sinapsis en el bulbo olfatorio 4!. Tanto a nivel de la

lamina propia adyacente al nicho neurogénico del epitelio, como en su recorrido
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hacia el bulbo olfatorio, los axones de las neuronas sensoriales estan acompafados
por un tipo de glia especializada, la glia envolvente olfatoria 4243 (Figuras 1.3 e 1.4).
A diferencia de lo observado en otros nervios periféricos, la transicién del sistema
periférico al central no se distingue por un cambio dramatico en el tipo de glia
asociada a las neuronas (células de Schwann, versus oligodendrocitos o astrocitos,
respectivamente) 4445, Esta caracteristica sugiere que la glia envolvente olfatoria
aporta la permisividad para la eficiente invasién al sistema nervioso central de los

axones sensoriales durante el recambio de las neuronas sensoriales 4647,

1.1.3. Estructura y organizacion funcional del bulbo olfatorio
La informacién de las neuronas sensoriales activadas por un odorante es
transmitida al bulbo olfatorio. El bulbo olfatorio tiene una estructura laminar, con

tipos celulares especificos de cada capa “® (Figura 1.4).

La capa de las fibras olfatorias contiene los tramos terminales de los axones
de las neuronas sensoriales, que llegan al bulbo e inervan blancos especificos en
la capa glomerular (Figura 1.4). En estrecha relacion con estos axones, se ubican
las células de la glia envolvente olfatoria 3. Esta glia especializada constituye la
mayoria de los cuerpos celulares presentes en esta capa 42, mientras que en baja

proporcion se observan astrocitos 424° y microglia 051,

La capa glomerular contiene los glomérulos, neuropilos aproximadamente
esféricos de 50 um de diametro promedio en el adulto, donde convergen los axones
de las neuronas sensoriales olfatorias, las dendritas de las neuronas proyeccion
(células mitrales y tufted), neuritas de interneuronas, y proyecciones de células
gliales, principalmente astrocitos, cuyos cuerpos celulares se encuentran rodeando

el neuropilo %2.
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e Glomérulo »+*" ™
Neuronas -

sensoriales @g—" ~— L

Glia envolvente =
olfatoria Células

mitrales
Interneuronas X Neuronas
periglomerulares de
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granulares o o tufted
Epitelio Bulbo
olfatorio olfatorio

“aat

S L A
% & i

% % &
2209 —
Capa de Capa Capa
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olfatorias externa interna
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Figura 1.4. Esquema de la estructura laminar y la composiciéon celular del bulbo
olfatorio. Tipos celulares principales y contactos sinapticos que identifican cada capa. Las
neuronas sensoriales que expresan un mismo receptor, representado por el color, realizan
sinapsis en un neuropilo especifico. Adaptado de %3. Tomado de 8.

Siguiendo el principio de proyeccion “zona a zona” %4, la topografia espacial
del epitelio nasal es preservada en la capa glomerular. Las paredes laterales de la
cavidad nasal forman turbinales que se encuentran cubiertos por epitelio olfatorio
55,56 (Figura .5 A y B). La distribuciéon de las neuronas que expresan receptores
olfatorios con diferente selectividad tiene una organizacion topografica en el epitelio

olfatorio 5758, Los cuerpos celulares de las neuronas sensoriales que expresan un
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mismo receptor olfatorio, a pesar de no estar ubicadas adyacentes unas a otras, se
restringen a una region relativamente acotada del epitelio (Figura 1.5 B); Estas
neuronas extienden sus axones a lo largo del nervio y convergen en uno o dos
glomérulos por bulbo, de localizacion conservada, segun el receptor olfatorio
expresado, otorgando inervacion homogénea a cada glomérulo (Figura 1.4) 5860, Asj
la sefal de los odorantes recibida en el epitelio olfatorio es convertida en un mapa

topografico de inervacion glomerular en el bulbo denominado “mapa sensorial” 61-63
(Figura 1.5 C).

Las neuronas sensoriales hacen sinapsis con interneuronas, y neuronas de
proyeccion, entre las que se encuentran las células mitrales, cuyos cuerpos
celulares no estan presentes en la capa glomerular. Sus dendritas apicales
proyectan y se asocian a un glomérulo particular 846° (Figura 1.4). La convergencia
de las neuronas sensoriales y la asociacion de las neuronas de proyeccion con
glomérulos unicos, reflejan que cada glomérulo es una unidad anatomica y

funcional.

Las interneuronas periglomerulares (ubicadas rodeando los glomérulos)
modulan el input sinaptico y la actividad de las neuronas de proyeccion, y no
necesariamente se encuentran asociadas a un mismo glomérulo 6. Estas se
clasifican segun los neurotransmisores que liberan (GABA o dopamina) y la
expresion de proteinas de union a calcio, particularmente calbindina, calretinina y
parvalbumina %’. Uno de los subtipos que expresa marcadores GABAérgicos
(isoformas de la enzima limitante de la sintesis de GABA, acido glutamico
decarboxilasa, GAD65 y GADG7) y dopaminérgicos (la enzima limitante en la
sintesis de dopamina, la tirosina hidroxilasa, TH), es de particular interés por ser
sensible al input sensorial y a la denervacién. Esto se pone de manifiesto mediante
una reduccion de su numero y de la expresion de TH en condiciones de deprivacion

sensorial y denervacién del bulbo olfatorio 6870,

La capa plexiforme externa esta ocupada por las sinapsis dendro-dendriticas
de las neuronas de proyeccion y de las interneuronas granulares (Figura 1.4). En
esta capa se ubican, ademas, algunas neuronas de proyeccion ftufted e
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interneuronas gabaérgicas, principalmente positivas para calreninina, TH o

parvalbimina 627172,

Figura 1.5. Organizaciéon topografica del mapa sensorial olfatorio. A. lzquierda:
esquema de la cavidad nasal y del sistema de turbinales de un ratén adulto, en vista lateral.
Se indican los endoturbinales (II, II’, lll y IV) y se representa el epitelio sensorial olfatorio en
gris. BO: bulbo olfatorio. La flecha indica la coordenada anteroposterior de las secciones
representadas en B. Derecha: vista medial de la cavidad nasal, luego de remover el tabique
nasal, e hibridacion in situ con el marcador de neuronas sensoriales olfatorias, OMP. B.
Esquemas representando los patrones de expresion para algunos receptores olfatorios en
secciones coronales de epitelio olfatorio. Se indican los ectoturbinales (1 y 2), los
endoturbinales (I, I, Il 'y 1IV) y el tabique nasal (tn). RO: receptor olfatorio. C.
Correspondencia entre la localizacién de los somas de neuronas sensoriales en el epitelio
y sus proyecciones axonales en el bulbo. Adaptado de 86273, Tomado de 8.
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La activacién de neuronas de proyeccién produce la liberacion de glutamato
de sus dendritas laterales. Esto activa a las interneuronas granulares, que a su vez
inhiben a las de proyeccion mediante mecanismos de inhibicidén recurrente y lateral
74 Estos mecanismos contribuyen al aumento del contraste en los patrones de
activacion de diferentes olores y modulan la salida de la informacion sensorial a las
estructuras superiores en la corteza olfatoria, via las neuronas de proyeccion del

bulbo 5.

La capa de las células mitrales contiene los cuerpos celulares de las

neuronas de proyeccion mitrales (Figura 1.4).

La capa plexiforme interna contiene los axones de las neuronas de
proyeccion que forman el tracto olfatorio lateral hacia estructuras de procesamiento

superior en la corteza olfatoria 7577 (Figura |.2).

La capa de las células granulares esta compuesta principalmente por las
neuronas granulares mencionadas anteriormente, GABAérgicas y carentes de axon
> (Figura 1.4). En contraste con las interneuronas periglomerulares, las células
granulares son molecularmente menos diversas. De los marcadores utilizados para
clasificar a las interneuronas periglomerulares unicamente se identificé la expresion
de calretinina por una parte de las células granulares, de ubicacion mas superficial

en la capa 8.

1.1.4. La glia envolvente olfatoria

La glia envolvente olfatoria se encuentra asociada a los axones de las
neuronas sensoriales olfatorias, desde la lamina propia del epitelio hasta el bulbo
olfatorio. Las células de la glia envolvente derivan de la cresta neural, y por lo tanto
comparten su origen ontogenético con las células de Schwann. Originalmente, se
conocian como las células de Schwann del sistema olfatorio 43, pero debido a sus
caracteristicas distintivas, como la expresion de un conjunto de marcadores
especificos y la presencia en el sistema nervioso central en contacto con astrocitos,

se las considera un tipo de glia especializada 47-7°.
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Las células de la glia envolvente constituyen una poblacién heterogénea
dependiendo de su localizacion y expresan diferentes marcadores gliales propios
de las células de Schwann y los astrocitos (Figura 1.6). Las células de la glia
envolvente ubicadas en la lamina propia del epitelio olfatorio expresan tipicamente
el receptor de baja afinidad por neurotrofinas p75 (p75NTR), la proteina de unién a
calcio S100B y débilmente la proteina de filamentos intermedios glial (GFAP) &,
S100B es una proteina involucrada en la regulacion de numerosos procesos
intracelulares, incluyendo fosforilacion proteica, proliferacion y diferenciacion
celular, y es un marcador que comparte con las células de Schwann, astrocitos y
oligodendrocitos 8'82, GFAP pertenece al grupo de proteinas de citoesqueleto, y es
reconocida tipicamente como marcador de astrocitos. La aparicion de los
marcadores S100B y GFAP se observa en el nervio olfatorio periférico desde el
desarrollo embrionario (E14-15), y puede detectarse en la capa de fibras olfatorias
del bulbo olfatorio hacia el momento del nacimiento 8384 La expresion adulta de

S100B se considera uniforme en toda la extension de la capa de fibras olfatorias
42,85,86

Adicionalmente, las células de glia envolvente olfatoria presentan una
expresion sublaminar de otros marcadores. La poblacion residente en la capa
externa de la capa de fibras olfatorias (eCFO) expresa de manera débil p75NTR, y
la molécula de adhesion embrionaria E-NCAM. La poblacion de la parte interna de
la capa de fibras olfatorias (iCFO) expresa neuropéptido Y (NPY), y no presenta
expresion de p75NTR o E-NCAM 283-8587.88 (Figura |.6).

Entre el conjunto de marcadores que permite identificar a las células de la
glia envolvente, también se encuentra la proteina brain lipid binding protein (BLBP),
expresada por la glia radial 38%9°_ Esta proteina es regulada negativamente en la
mayoria de las células del sistema nervioso maduro, pero puede ser regulada
positivamente luego de un dario °'. Si bien la glia envolvente no produce mielina,
expresa DM-20, una variante de splicing del gen de la proteina proteolipidica (PLP)
92,93 (Figura 1.6), el componente mas abundante de la mielina del sistema nervioso
central %, también expresado por oligodendrocitos.
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Figura l. 6. Expresion de marcadores en la glia envolvente olfatoria. Las células de glia
envolvente olfatoria (GEO) envuelven a los axones de las neuronas sensoriales olfatorias
(NSO) a lo largo de todo el nervio olfatorio (NO) desde la [amina propia del epitelio en el
sistema nervioso periférico hacia el sistema nervioso central. La GEO cruza la placa
cribiforme y se localiza en la superficie del bulbo olfatorio, formando la capa de fibras
olfatorias (CFO). Esta se subdivide en dos partes, CFO externa (eCFO) e interna (iCFO),
las cuales se pueden distinguir por la expresion de marcadores especificos (p75NTR y E-
NCAM para la eCFO y NPY para la iCFO). Ademas, se lista una serie de marcadores para
todas las células de glia envolvente. Adaptado de 2.

En contraste con las células de Schwann, las células de glia envolvente
olfatoria pueden invadir el entorno rico en astrocitos del bulbo olfatorio, en el sistema
nervioso central. Ademas, durante la diferenciacion de la via aferente olfatoria

primaria, la glia envolvente participa en la formacién del limite de células gliales
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entre el sistema periférico y central 42849 Se ha propuesto que la capacidad de
invadir un entorno astrocitico radica en el repertorio y la regulacion de las moléculas

de adhesion que expresan %.

A pesar de la heterogeneidad en la expresion de marcadores, todas las
células de glia envolvente son estructuralmente similares. Las células de la glia
envolvente presentan una morfologia fusiforme, con proyecciones citoplasmaticas
que forman una matriz con lagunas por donde discurren los paquetes de axones de

las neuronas sensoriales 34349,

1.2.  Formacion del mapa sensorial del bulbo olfatorio

La capacidad del sistema olfatorio de reconocer y discriminar decenas de
miles de moléculas odorantes esta basada en el principio de que cada compuesto
odorante genera un patron de respuesta especifico de multiples neuronas
sensoriales. Como regla general, el conjunto de neuronas sensoriales que expresan
un mismo receptor olfatorio converge generalmente a solo dos glomérulos de mas
de 1800 %, uno en la parte medial y otro en la lateral de cada bulbo %8-102 | g
generacion del mapa sensorial ocurre desde el desarrollo embrionario, sin embargo,
durante la edad posnatal ocurre un proceso de refinamiento que determina el mapa

sensorial final que se encuentra en la edad adulta *7.

1.2.1. Maduracién del bulbo olfatorio

Durante el desarrollo embrionario, los axones de las primeras neuronas
sensoriales contactan la vesicula telencefalica en E13 y demoran hasta E15.5 para
extenderse a sitios especificos del bulbo olfatorio en formaciéon. Los axones de las
neuronas sensoriales que expresan un mismo receptor olfatorio convergen en un
area amplia de la superficie del bulbo 93-105 encontrando axones de distintos tipos
de neuronas sensoriales de manera entremezclada durante la fase prenatal y

perinatal 103106,
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A edad posnatal 0-1 dias (P0-1) comienzan a delimitarse los neuropilos
glomerulares, aun en formacion. El tamafo de los glomérulos y de la capa
glomerular va en aumento a medida que aumenta la poblacion de axones de las
neuronas sensoriales que arriban y que llegan neuronas periglomerulares que se
ubican alrededor de los proto-glomérulos %7, Las capas mas profundas del bulbo
olfatorio mantienen a esta edad una estructura inmadura. Se observan acumulos de
células de glia radial identificadas por la expresion de vimentina (VIM) en la capa
glomerular, junto con células que expresan la proteina GFAP, posiblemente
astrocitos 10719 Se observa expresion de componentes de matriz extracelular como
CS-PG (proteoglicano con sulfato de condroitina) y CT (citotactina/tenascina) en
astrocitos, principalmente en el limite entre la capa glomerular y la capa plexiforme
externa, los cuales parecen limitar la proyeccion de los axones de las neuronas

sensoriales %8 a zonas mas profundas que la capa glomerular.

Durante el desarrollo posnatal se observa que la disminucién de la expresion
de VIM da lugar a un aumento gradual de la expresion de GFAP, lo que significa
que la glia radial disminuye en numero a medida que aumenta la presencia de
astrocitos. Se observa que las capas que aun no llegaron a su estadio de
maduracion final, tienen presencia de glia radial VIM+ y un menor numero de

astrocitos en comparacion con el sistema maduro en edad adulta 197.108,

A P5-7 se distinguen todas las capas del bulbo olfatorio. En la capa
glomerular no se encuentran células de glia radial VIM+, mientras que en las capas
profundas estas células aun estan presentes. Los astrocitos aumentan su presencia
en la capa glomerular y en la capa de fibras olfatorias '/, acompariados de un
aumento de expresion de moléculas de matriz extracelular "%, Las interneuronas
del bulbo, principalmente las células granulares y periglomerulares, son
mayormente generadas durante el desarrollo posnatal '9%-'12 en la zona
subventricular de los ventriculos laterales. Estas migran a lo largo de la corriente
migratoria rostral '3 y aparecen en las capas correspondientes durante la primera
semana de vida 9914 A esta edad, comienza también el refinamiento de las
proyecciones glomerulares de las neuronas mitrales. Las neuronas mitrales sufren

un proceso extensivo de poda (pruning) de su arbol dendritico. A P5 se pueden
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observar neuronas mitrales con morfologia inmadura, que extienden mas de una

dendrita apical a la capa glomerular.

A P14 la citoarquitectura del bulbo olfatorio se asemeja a la del animal adulto,
se observa una unica fila de glomérulos claramente encapsulados por neuronas
periglomerulares. La capa externa plexiforme contiene células dispersas y en la
capa de células granulares ya se observa la estructura comparable a la del adulto.
A esta edad las células de glia radial VIM+ practicamente no se observan en
ninguna region del bulbo. En cuanto a los astrocitos, se observa por
inmunomarcacion un alto nivel de expresion de GFAP alrededor de los glomérulos
y con proyecciones finas orientadas hacia el nuicleo del neuropilo %7, acompaiiado
de la expresion de glicoproteinas de matriz extracelular ', mientras se registra un
descenso del numero de astrocitos y procesos presentes en la capa plexiforme

externa y de células granulares 197,

Si bien al momento del nacimiento practicamente todos los tipos de sinapsis
caracteristicos de la etapa adulta ya se pueden encontrar representados, la
densidad sinaptica sufre un proceso de maduracién. En la capa glomerular, la
sinaptogénesis ocurre activamente hasta entrada la segunda semana posnatal, se
estabiliza entre P15 y P20, para luego decaer lentamente "4, En la capa externa
plexiforme y la capa granular, la densidad de estructuras sinapticas continua
aumentando incluso hasta la edad adulta, reflejando el arribo de nuevas

interneuronas al circuito 67.114.115,

A nivel molecular, la formacién del mapa sensorial involucra la seleccién del
receptor olfatorio en cada neurona sensorial. Los genes que codifican una amplia
gama de receptores olfatorios se encuentran ubicados en loci genéticos acotados,
y se propone que la seleccion de un gen en particular se debe a la existencia de
‘regiones controladoras de Jlocus” (locus control region), que activan
estocasticamente la transcripcion de uno entre varios genes de receptores olfatorios
organizados en tandem (clusters). Como parte de un ciclo de retroalimentacion
negativa, la actividad del receptor seleccionado inhibe la expresion de otros genes
de receptores '"%117_ En animales de edad neonatal, una pequefia proporcion de

neuronas sensoriales olfatorias expresa dos receptores olfatorios en simultaneo de
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manera funcional. Sin embargo, esto parece ser eventualmente eliminado en el

proceso de maduracion posnatal, de manera dependiente de la actividad sensorial
118

Durante el desarrollo posnatal los axones de las neuronas sensoriales son
segregados a glomérulos especificos y distintos asociados a un receptor olfatorio
especifico 193105119 _E| tiempo necesario para el refinamiento final de los glomérulos
es variable, desde 3 dias %% a 25 dias "%, dependiendo del tipo de receptor olfatorio.
En cuanto a los mecanismos moleculares que permiten la convergencia ordenada
de los terminales axdnicos hacia los glomérulos, se atribuye a los receptores
olfatorios la capacidad de regular los niveles transcripcionales de moléculas de guia

y de fasciculacion (axon-guidance, axon-sorting molecules, respectivamente) .

El modelo aceptado para la maduracion del mapa sensorial del bulbo postula
que la formacién del mapa ocurre en fases. En una fase temprana, se forma el mapa
a nivel general con el arribo de los axones pioneros que expresan moléculas guia
como Sema3F (semaphorin 3F), y la proyeccion de axones tardios que expresan
Nrp2 (neuropilin-2) los cuales son repelidos por los primeros para la proyeccion en
el eje dorso-ventral 2. La proyeccién del eje antero-posterior, depende de
moléculas guia como Sema3A y Nrp1 cuya expresién es regulada por los niveles
especificos de cAMP por cada tipo de neurona sensorial '?'. En una fase mas tardia,
niveles de expresiéon especificos de moléculas de adhesion y repulsion para cada
tipo de neurona sensorial son los responsables de la segregacion final de los axones
a glomérulos especificos y consecuente formacion del mapa sensorial, en un
proceso dependiente de la actividad neuronal 196122123 En consecuencia, este tipo
de regulacion permite la convergencia de axones de neuronas sensoriales similares,
conformando glomérulos homotipicos, y la eliminacién de glomérulos heterotipicos

a lo largo del refinamiento posnatal 106,
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1.2.2. Deprivacion sensorial olfativa durante el desarrollo
posnatal

El tratamiento de deprivacion sensorial olfatoria por oclusiéon unilateral de una
narina es un modelo utilizado para el estudio de la dependencia de la actividad
sensorial del proceso de desarrollo posnatal de los circuitos olfatorios. Existen
distintos abordajes del protocolo de deprivacion que evaluan sus efectos en el
desarrollo posnatal y en la edad adulta '>#'%%, En lo que a esta tesis respecta, se
hara el foco en los efectos de deprivacion sensorial desde PO0-1 sobre el
refinamiento posnatal y en manipulaciones selectivas a nivel molecular de la
actividad de las neuronas sensoriales. El modelo de oclusion unilateral permite
considerar al lado contralateral a la oclusibon como un control interno, al no

reportarse cambios al comparar con animales con una oclusion simulada (sham) 2.

Los cambios producidos por la deprivacion sensorial se manifiestan en el
epitelio olfatorio. La actividad metabdlica celular, evaluada por expresién de la
enzima succinato deshidrogenasa, manifiesta una reduccion luego de dos dias de
tratamiento en el lado ipsilateral a la oclusion 7. Se ha reportado que el grosor del
epitelio olfatorio del lado ipsilateral a la oclusion se encuentra reducido en un 15%
a los 20 dias de la oclusion neonatal, y que esto se asocia con una reduccién en la

tasa de proliferacion de células madre del epitelio 128129,

A nivel del bulbo olfatorio, la oclusiéon unilateral de una narina en ratones
desde el nacimiento provoca una reduccién de aproximadamente el 25% del
volumen del bulbo ipsilateral a la oclusién a los 30 dias de deprivacion 30-132_ Esta
observacién ha sido reproducida en multiples modelos animales 1?6, observando
este fendmeno si se ocluye la narina durante el desarrollo posnatal, pero no mas
tarde 133134, Estos efectos se deben principalmente a la reduccién en el nimero de
células del bulbo, especialmente células mitrales, células tuffed y granulares, y
células gliales, luego de 30 dias de deprivacion sensorial 126, Se postuld que esta
disminucién en el numero de neuronas es causada por una mayor tasa de muerte
celular debido a la deprivaciéon sensorial, y no debido a una reduccién de la
neurogénesis 135136 | a disminucion en el volumen parece corresponder a un

enlentecimiento en el crecimiento normal del bulbo olfatorio. Se han reportado
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reducciones en el volumen de la capa de células granulares a P8 '3, y de la capa

externa plexiforme y glomerular, observando a P12 137138,

Se ha observado que la deprivacién sensorial reduce los niveles de expresiéon
de la enzima limitante en la sintesis de dopamina TH en neuronas periglomerulares
del bulbo olfatorio 6870.13%-146 En animales juveniles con 20-40 dias de deprivacion
sensorial la expresion de TH en la capa glomerular se ve reducida 68147148 Estas
observaciones se relacionan con una disminucién de los niveles de dopamina en el
bulbo entre 4 y 8 dias luego de la deprivacion. Se ha propuesto que la disminucion
de las neuronas dopaminérgicas en la capa glomerular en el bulbo ipsilateral a la
oclusion, se debe a la eliminacion de estas células por parte de la microglia
residente #°. Se ha reportado que a P30 se manifiesta un aumento en los niveles

de expresion del marcador glial GFAP y en el niumero de astrocitos del bulbo 199,

Durante el proceso de refinamiento del mapa glomerular del bulbo la
fasciculacion y segregacion de terminales axonales ocurre de manera dependiente
de la actividad sensorial. La reduccién del numero de glomérulos heterotipicos,
aquellos donde convergen mas de un tipo de neurona sensorial, es un proceso
normal en el refinamiento del mapa sensorial, dependiente de la actividad sensorial
106 En los animales con oclusion unilateral de narina, un nimero alto de glomérulos
ectopicos persiste a una edad avanzada del desarrollo posnatal 196151 Se ha
reportado, que la inhibicion de la actividad neuronal, mediante la expresion del canal
de potasio inward rectifying Kir2.1, demora el crecimiento axonal de las neuronas
sensoriales y su convergencia en glomérulos especificos 52 y produce inervacion

de glomérulos supernumerarios.

A nivel molecular la dependencia de la actividad del proceso de refinamiento
esta sustentada en parte por los niveles de cAMP que expresan las neuronas
sensoriales, y que como se describio anteriormente, impactan en los niveles de
expresion de moléculas de guia y adhesion/repulsion axonales. Se ha reportado
que las moléculas de guia axonal son afectadas por la falta de actividad basal de
los receptores olfatorios, independiente de la unién de ligando 153 y que la expresion
de moléculas de adhesion/repulsion son moduladas por variaciones en el potencial

de membrana de las células y del flujo de iones 123154,



Introduccion 26

Una estrategia para evaluar la dependencia de actividad en el refinamiento
del circuito bulbar es generar mediante manipulacion genética animales con
neuronas sensoriales inactivas y activas en competencia. En animales en los que
so6lo algunas neuronas sensoriales expresan canales activables por cAMP
deficientes y en consecuencia tienen una cascada de transduccién de la sefal
olfatoria truncada, se observa que las proyecciones de neuronas totalmente
funcionales se dirigen hacia glomérulos diferentes que las neuronas deficientes 5.
En este mismo modelo, se ha reportado que las neuronas deficientes son
lentamente eliminadas ante la exposicion a olores '°¢. En animales donde algunas
neuronas sensoriales tienen bloqueada la liberacion vesicular, se observo que las
neuronas sensoriales inactivas unicamente se eliminan gradualmente en un
contexto de alta competencia, donde hay mayor prevalencia de neuronas
funcionales 7. Estos trabajos sugieren que el proceso de eliminacion de las
neuronas sensoriales mediada por el nivel de actividad y la competencia con otras
son la base para el refinamiento del circuito glomerular y la reduccion de glomérulos

heterotipicos.

A nivel del microcircuito glomerular, la maduracion final de las neuronas
mitrales involucra un aumento en el tamafo celular y en el numero de dendritas
secundarias proyectadas hacia la capa plexiforme externa, mientras que prevalece
una Unica dendrita primaria hacia la capa glomerular '*® en un proceso dependiente
de actividad sensorial 9%1%0 | as neuronas mitrales se encuentran acopladas
mediante sinapsis eléctricas. Durante la segunda semana de vida (P7 a 10) el
acople eléctrico entre neuronas es alto, y se reduce en las semanas posteriores
hasta alcanzar un grado de acople correspondiente a la edad adulta '®'. La
maduracién en el grado de acople entre células mitrales es un proceso que se ve
impedido en animales con deprivacion sensorial unilateral '®'. En ratas ha sido
reportado que luego de un mes de oclusion unilateral en el lado ipsilateral aumenta
la proporcién de células mitrales que responden a la estimulacion con multiples

odorantes, sugiriendo un déficit de discriminacion olfativa 162,
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1.3.  La conectividad entre las células gliales

Una caracteristica fundamental de la glia es la capacidad de formar redes de
células conectadas por gap junctions, que permiten el intercambio de iones,
metabolitos y sustancias neuroactivas. Las redes gliales son selectivas y plasticas,

y pueden regular las sinapsis, y por ende, el funcionamiento de circuitos neuronales
163

1.3.1. Conexinas y redes gliales

Los canales que median las gap junctions estan constituidos por el
acoplamiento de dos conexones o hemicanales, formados por hexameros de
proteinas integrales de membrana, denominadas conexinas (Cx) '®* (Figura 1.7).
Cada Cx contiene 4 dominios transmembrana con dos bucles extracelulares y uno
intracelular con los extremos carboxi- y amino-terminales orientados hacia el
citoplasma celular, susceptibles de ser regulados por modificaciones post-
transduccionales. Existen 20 genes para Cx en el ratdon y es comun que un tipo

celular exprese mas de un tipo de Cx 165,

Los canales que median las gap junctions pueden estar conformados por un
mismo tipo de hemicanal (homotipicos) o por diferentes tipos de hemicanales
(heterotipicos) 1%, y a su vez cada hemicanal puede estar compuesto por un mismo

tipo de Cx (homomeérico) o distintas Cx (heteromérico) "7 (Figura |.7).
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Figura I. 7. Estructura de los canales que median gap junctions. Representacion
esquematica de canales de diferente composicion. Los hemicanales son estructuras
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hexaméricas de Cx. Dos hemicanales enfrentados forman canales y varios canales forman
las gap junctions. Los hemicanales ensamblados con un mismo tipo de Cx se denominan
homomeéricos, mientras que los hemicanales que utilizan mas de un tipo de Cx son llamados
heteroméricos. Los canales formados por un mismo tipo de hemicanal se denominan
homotipicos, y los compuestos por hemicanales diferentes se llaman heterotipicos.
Adaptado de %7,

Adicionalmente, los hemicanales no acoplados permiten el intercambio de
moléculas entre el citoplasma y el medio extracelular que regulan funciones de los
circuitos 168189 Por ejemplo, las neuronas mitrales del bulbo olfatorio presentan
oscilaciones en su potencial de membrana que se modulan por un mecanismo que
depende de hemicanales de Cx43 presentes en la glia del bulbo '"°. Por otro lado,
las Cx pueden funcionar como moléculas de adhesiéon " e interactuar con otras
proteinas, tales como receptores, proteinas del citoesqueleto, kinasas y fosfatasas,

via su dominio carboxi-terminal 172,

Las Cx se clasifican en dos grupos o familias (ay B), y las Cx de un mismo
grupo son mas propensas a formar canales %7173, Por ejemplo, en experimentos in
vitro se ha observado que la Cx37 del grupo a forma canales heterotipicos con la
Cx40 74y Cx43 7% pero no con Cx del grupo B como Cx26 y Cx32 174176,

Diferentes Cx tienen propiedades diferenciales que establecen sus
propiedades de apertura, selectividad y regulacion 77:178  Tradicionalmente se ha
considerado a las gap junctions como canales poco selectivos, permeables a
cualquier tipo de molécula con un peso molecular menor a 1kDa 167178 En |a técnica
de acople por colorante (dye-coupling) se inyecta un trazador que permea por gap
junctions mediante una pipeta de registro electrofisiolégico, y se observa su difusion
a células vecinas que forman parte de la red. Utilizando diferentes tipos de
trazadores se ha aportado evidencia de que la permeabilidad de las moléculas que
pasan a través de las gap junctions depende de su volumen y peso molecular,

forma, carga e interacciones especificas con las Cx que conforman el canal '7°.

En cuanto a la permeabilidad a moléculas enddgenas, se ha reportado que
los canales homotipicos de Cx32 son permeables a los nucleoétidos ciclicos cAMP y
cGMP, mientras que los canales heterotipicos de Cx32/Cx26 son unicamente

permeables a cAMP 80, Se ha visto también que los canales homotipicos de Cx32
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y Cx26 exhiben propiedades electrofisiolégicas diferentes de los canales
heterotipicos '®'. En cuanto a los canales de Cx43, éstos son selectivos para
distintos tipos de segundos mensajeros como cAMP, IP3 y Ca?*, aminoécidos,
nucleodtidos, glucosa, lactato y fosfatos, pequefos péptidos y ARN de pocas bases.
Los canales compuestos por Cx30 mostraron ser mas selectivos frente al pasaje de
cationes por sobre aniones 78182 Esta evidencia apoya la hipotesis de que los
canales compuestos por diferentes tipos de Cx tienen una permeabilidad diferencial

a segundos mensajeros Yy otros tipos de moléculas enddgenas.

Diferentes tipos gliales expresan un conjunto de Cx que caracterizan el tipo
de gap junction que pueden establecer (Tabla I.1). Las principales Cx que median
las redes de astrocitos son la Cx30, Cx43 '8 y la Cx26 detectada en astrocitos
subpiales y subependimales 84185 |os niveles relativos de estas proteinas varian
de acuerdo con el estadio de desarrollo y la regién del cerebro 186187 | a Cx43 es
expresada por la glia radial desde temprano en el desarrollo embrionario (E12).
Desde P10 a P30 la expresion de Cx43 aumenta y es detectable en todo el cerebro
con una inmunomarca puntiforme 87, Se observa una baja expresion de ARNm de
Cx30 durante las primeras dos semanas de edad posnatal, y aumenta hacia P30
alcanzando los niveles que mantiene en el adulto 186188 A nivel funcional, se ha
reportado conectividad por acople por colorante en astrocitos registrados in vitro
desde P11 8. En astrocitos de hipocampo con el desarrollo posnatal emergen
distintos perfiles de corriente de membrana que correlacionan con el grado de
acople celular. Se observd acople celular por colorante desde P1, y fue mas
frecuentemente observado en astrocitos con un perfil electrofisiolégico “pasivo”. A
su vez, el tamano de las redes de astrocitos de hipocampo parece aumentar con la

edad, llegando a un plateau a P7 1%,

En el caso de los oligodendrocitos, se ha reportado la expresion de tres Cx
diferentes. La Cx32 se encuentra principalmente confinada a conexiones
autocelulares en las vainas de mielina 165191192 | 3 Cx29 se detecta en las regiones
internodales y juxtaparanodales de laminas pequefias de mielina y es utilizada para
conexiones autocelulares también. Su expresion se encuentra distribuida tanto en

materia gris como materia blanca 193194, La Cx32 y la Cx29 son detectables durante
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el inicio del proceso de mielinizacién y aumentan su expresion en la edad adulta '°°.
La tercera Cx encontrada en los oligodendrocitos es la Cx47, principal Cx expresada
durante el desarrollo embrionario, y también presente en edad juvenil. En la etapa
adulta se encuentra restringida al soma de estas células '95-197 y principalmente

presente en el cuerpo calloso, estriado, cerebelo y espina dorsal 1%,

Se ha presentado extensa evidencia que muestra que existen conexiones
heterocelulares entre astrocitos y oligodendrocitos 165184.198-204 Hay trabajos que
muestran que las uniones entre oligodendrocitos y astrocitos estan formadas por
gap junctions heterotipicas de Cx47/Cx43 y Cx32/Cx30 194205-207 | g5 uniones
heterocelulares entre astrocitos y oligodendrocitos parecen ser importantes para el
mantenimiento de la mielina 28 y difusion adecuada de glucosa ?%°. Ademas, la
presencia de Cx43 es necesaria para la regulacion de la expresion de Cx47 en los

oligodendrocitos 2,

Las células de Schwann, células mielinizantes del sistema nervioso
periférico, expresan Cx32, Cx43, Cx29 y Cx46 %6, En registros ex vivo las células
de Schwann no mielinizantes se encuentran acopladas mediante gap junctions,
mientras que las mielinizantes pierden esta propiedad 2''. En células mantenidas in
vitro, la Cx46 es expresada temprano por las células de Schwann durante su
proliferacidn 22, La Cx29 comienza a expresarse en los precursores de las células
de Schwann, mientras que la Cx32 se observa durante la etapa posnatal,

coincidente con el inicio de la mielinizacion 213,

Recientemente se ha reportado que la microglia expresa diferentes tipos de
Cx 214215 Durante el estado no activado, se ha detectado expresidén de Cx32 y Cx36
mediante RT-PCR e inmunofluorescencia 22", En la corteza cerebral se ha
reportado que menos del 5% de la microglia expresa Cx43, ubicada de manera
difusa en el citoplasma celular 2'8, En estado activado por procesos patoldgicos, la
microglia expresa niveles elevados de Cx29 2'° y Cx32 217219 En este contexto
también expresa Cx43, que aumenta su expresion desde los niveles basales,
cambia su localizacién a la interfaz de las células activadas y muestra acople por
colorante entre las células, o que demuestra la presencia de gap junctions

funcionales 215:218,220
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En cuanto a la expresion de Cx de la glia envolvente, se observo la
colocalizacion de la inmunomarcaciéon contra Cx43 y marcadores de esta glia 3,
asemejandose también en esta propiedad, a los astrocitos. No se observo
inmunorreactividad contra otras Cx tipicamente gliales (Cx26 y Cx32 y Cx30) 3148,
Se ha reportado que la marca de Cx43 exhibe un gradiente de expresion en la capa
de fibras olfatorias a edad adulta, siendo mas alto desde el limite interno de la capa
de fibras olfatorias, y decayendo hacia la parte externa de la misma 4°. Mediante
estrategias genéticas, registros electrofisioldgicos y experimentos de dye-coupling
nuestro grupo ha demostrado que la Cx43 es la principal Cx que media la formacién

de redes de glia envolvente olfatoria, tanto a edad juvenil como adulta °.

Las células de la glia envolvente olfatoria son una poblacion heterogénea,
también en sus propiedades electrofisiolégicas y de conectividad. En ratones de
edad juvenil (P14-30) mediante registros electrofisiolégicos de glia envolvente en
rodajas agudas de bulbo olfatorio, se mostré que estas células manifiestan dos
perfiles de corriente de membrana bien distintos, en respuesta a pulsos de voltaje
aplicados mediante un protocolo de voltage-clamp en configuracion de célula entera
(whole cell) (Figura .8 A). A esta edad existen células que muestran un perfil no
lineal, con conductancias activables por voltaje, aunque la mayoria de ellas muestra
un perfil lineal en respuesta a distintos escalones de voltaje (Figura I. 8B y C). Estos
perfiles dependen a su vez del grado de conectividad de las células, observado en
experimentos de acople por colorante. Las células con perfiles no lineales, son en
su mayoria células aisladas que no conforman redes, mientras que las células con
perfiles de corriente lineales muestran un alto grado de conectividad, mediado por
gap junctions 3 (Figura 1.8 D). Las células de la sublamina interna de la capa de
fibras olfatorias forman redes por las que se propagan olas de Ca?*??!, en respuesta

a la actividad neuronal 222 y de manera espontanea 223224,
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Figura l. 8. Perfiles electrofisiolégicos y redes de glia envolvente olfatoria. A. Imagen,
durante el registro en configuracion whole-cell de una célula de glia envolvente olfatoria,
bajo iluminacién de contraste de interferencia diferencial (DIC) (izquierda). La célula fue
cargada con Lucifer Yellow y se observa bajo iluminacién de epifluorescencia (derecha). B.
Perfiles de corriente de células de glia envolvente registradas en voltaje-clamp con perfil
No Lineal (NL) y Lineal (L) en respuesta a escalones de voltaje. C. Utilizacion de un ajuste
de linealidad a la curva I/V para el analisis del perfil de corriente de la glia envolvente. Las
células con perfil NL muestran un r> menor que las de perfil L. D. Las células con perfiles
NL estan principalmente desacopladas, mientras que las células de glia envolvente con
perfil de corriente L estan mayoritariamente acopladas a otras células. Adaptado de 3.

Los perfiles de expresion de Cx en la glia son diversos y caracterizan a cada
tipo glial. La combinacién de Cx que cada célula glial expresa determina las
propiedades de conectividad que puede establecer. En la Tabla 1.1 se resumen los

perfiles de expresion de Cx para cada tipo glial.

Conexina
Cx43 in vitro 225-227 i vivo 187.191,228-230

Cx30 in vitro 226 in vivo 186.228,231-234

Célula glial
Astrocitos
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Oligodendrocitos

Microglia

Células de Schwann

Glia envolvente
olfatoria

33

Cx26 in vitro 235 in vivo 184,185
Cx40 in vivo 234

Cx45 in vivo 234

Cx29 in vivo 193,194,236

Cx372 in vitro 226.235237,238 in vivo 192,193,229~
231,237,239

Cx47 in vitro 240 in vivo 195.197.240,241
Cx45 in vitro 238 in vivo 231

Cx29 in vitro 217,242 i vivo 219
Cx36 in vitro 217.243 in vivo 218
Cx43 in vitro 244

Cx45 in vitro 243

Cx32 in vitro 217

Cx32 in vitro 2 in vivo 213

Cx43 in vitro 211

Cx29 in vitro 21 in vivo 213

Cx46 in vitro 211.212

Cx43 in vitro 245 in vivo 35

Tabla 1. Presencia de Cx en células gliales. Los trabajos citados comprenden expresion in
vitro e in vivo, detectada mediante RT-PCR e inmunohistoquimica.

1.3.2. Rol modulatorio de las redes gliales sobre la funcion

neuronal

Tradicionalmente se consideraba que el procesamiento de la informacioén en

el cerebro era una funcién confinada a las neuronas. Sin embargo, los avances en

la caracterizacion fisioldgica y molecular de las células gliales, principalmente de los
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astrocitos, permitieron identificar la participacion activa de estas células en la

neurotransmision.

La comunicacion a través de redes es una propiedad prominente de las
células gliales. En el caso de los astrocitos, los canales que constituyen gap
junctions median la formacion de grandes ensambles celulares que pueden
propagar sefiales mediante la difusion directa de una variedad de moléculas 3.
Ademas, las gap junctions sustentan molecularmente la selectividad y preferencia
de conectividad entre células en la red glial. Mediante experimentos de acople por
colorante se ha demostrado que no todos los astrocitos vecinos estan
funcionalmente conectados por gap junctions 148246.247 | g selectividad se puede
explicar por la expresion heterogénea y diversa de Cx, mecanismos de regulacion
de corto término de la permeabilidad de las gap junctions 78 y la formacion de
dominios espaciales de conectividad glial definidos durante el desarrollo 2*8. De esta
manera, las redes gliales se organizan en compartimentos anatomicos vy
funcionales, como se puede observar para el caso de los astrocitos en estructuras
altamente compartimentalizadas como la corteza somatosensorial de ratones y el
bulbo olfatorio 48246, En este Ultimo, mediante experimentos de acople por
colorante, se reveld que los astrocitos mantienen una comunicacion predominante
con astrocitos de un mismo glomérulo ?4°. Dicha organizacion es consistente con la
localizacion de las dos Cx astrogliales (Cx43 y Cx30) en el neuropilo glomerular,
con escasa abundancia en los espacios entre glomérulos '“8. Es posible que el
confinamiento de la conectividad glial a dominios bien definidos contribuya a la
precision con la que los astrocitos son capaces de regular la funcidon neuronal, por
ejemplo a través de la regulacion de la homeostasis de factores esenciales del

metabolismo energético 250, del K* extracelular '8 y del glutamato 2.

Se considera que una de las funciones principales de los astrocitos consiste
en sustentar metabdlicamente a las neuronas. In vivo, los astrocitos asimilan la
mayor parte de la glucosa durante la actividad neuronal 2°2. Las gap junctions son
permeables a metabolitos energéticos como glucosa, lactato y NADH 253-2%5_ Se
demostré que la deprivacion de glucosa extracelular induce la depresion de la

transmision sinaptica en el hipocampo, pero ésta se recupera por el suministro de
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glucosa o lactato via las redes astrociticas, a condicion de que la conectividad glial
mediante gap junctions se encuentre funcional 2%. A su vez, las Cx43 y Cx30 se
encuentran enriquecidas en las estructuras end-feet de los astrocitos sobre las

paredes de vasos sanguineos contribuyendo al acople neurovascular 233:253.257,

La regulacién del flujo sanguineo depende en gran medida de la sefalizacion
de Ca?* intracelular en la glia 2%82%°. Recientemente se ha reportado que los
astrocitos juxtaglomerulares y la glia envolvente forman redes heterocelulares, a
través de las cuales propagan ondas de Ca?* desde la segunda semana posnatal
(P10 a P20) 2%°, En la capa de fibras olfatorias, la glia envolvente se encuentra
estrechamente asociada a los vasos sanguineos y responde a la actividad neuronal
con aumentos de los niveles de Ca?* intracelular, lo que provoca vasoconstriccion
de los vasos adyacentes 251, Es posible que las redes heterocelulares de astrocitos
y glia envolvente del bulbo contribuyan a la regulacién del flujo sanguineo local, al

promover la vasoconstriccion de los vasos sanguineos adyacentes 2.

Adicionalmente, los astrocitos participan del clearance del K* extracelular
aumentado por la actividad neuronal. En ratones con astrocitos knock-out para Cx30
y Cx43 se observo que aumenta la probabilidad de descargas epileptiformes 8 y
que se incrementa la fuerza sinaptica excitatoria sobre las neuronas piramidales de
la region CA1 del hipocampo ©. Estos efectos se atribuyen a la remocion insuficiente

de K*y de glutamato por los astrocitos desconectados °.

Los avances en la caracterizacion fisiolégica y molecular de las células gliales
permitieron identificar la participacion activa de estas células en la neurotransmision
(revisado en '6%). Los astrocitos pueden detectar sefiales neuronales mediante
canales idnicos, receptores para neurotransmisores o transportadores 148253.262,263
y responder via sefializacion por Ca?* 264-266 mediante plasticidad morfoldgica, y
mediante la captacion y liberacion de factores neuroactivos que modulan la pre- y

la post- sinapsis 267269,

La importancia de la formacién de redes astrociticas se puso en evidencia
utilizando como herramientas a ratones knock-out para Cx30 y Cx43 en astrocitos.
Ratones con delecién global de Cx30 y delecion de Cx43 en astrocitos de manera
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constitutiva muestran un comportamiento exploratorio normal, aunque presentan
una deficiencia en la exploracién de objetos conocidos o familiares relocalizados,
junto con déficits de coordinacién y sensoriomotores, posiblemente debido al
desarrollo de una patologia asociada a la mielina 27, Este trabajo sugiere un
problema de memoria espacial, proceso dependiente de la actividad hipocampal.
De forma coincidente, animales con delecién completa del gen de Cx30 también
muestran déficits en el comportamiento exploratorio de entornos novedosos, y un
incremento de comportamientos ansiogénicos 2’'. En contraposicion, animales
knock-out constitutivos unicamente para Cx43 en células que expresan GFAP
manifiestan una actividad locomotora aumentada 272273 y comportamiento
exploratorio de entornos novedosos incrementada 272. La exhibiciéon de severos
déficits conductuales en estos animales posiblemente se deba a que manifiestan un
desarrollo anormal en el hipocampo, la zona subventricular y cerebelo producto de
una desorganizacion celular 274, Adicionalmente, ratones knock-out para Cx43 en
astrocitos, manifiestan perturbaciones del ciclo suefo-vigilia. Estos animales
presentan en registros EEG fragmentaciones de la vigilia y excesivo suefio. Este
fendmeno parece explicarse por un silenciamiento de las neuronas que producen
orexina del hipotalamo lateral, producto de un trafico deficiente de glucosa y lactato
por parte de las redes de astrocitos 27°. Por otra parte, se ha reportado que la
manipulacion de la expresion de la Cx43 mediante ARN de interferencia durante el
desarrollo embrionario (E16) provoca una migracion aberrante de las neuronas en
la neocorteza, asociado al rol de molécula de adhesion de la Cx43 entre la glia radial

y las neuronas """,

Aparte de su funcion como componente de las gap junctions, la expresion de
Cx por parte de la glia es esencial para sus efectos modulatorios sobre la funciéon
neuronal. En el caso de la Cx43 como componente de hemicanales permite la
liberacion de gliotransmisores '68.16°  participa en cascadas de sefalizacion
intracelular 276 y en interaccion con el citoesqueleto 72277278 Es asi que la pérdida
de las Cx puede potencialmente afectar al desarrollo de los circuitos por multiples

vias.
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Los trabajos mencionados aportan evidencia de que la expresién de Cx en la
glia y posiblemente su funcion como proteina de hemicanales y gap junctions, es

central para la formacion y funcion de circuitos.

1.3.3. Efectos de |la actividad neuronal sobre las redes gliales

Las redes gliales son moduladas funcionalmente a corto y largo termino por
mecanismos desencadenados por la actividad neuronal 78, Esta modulaciéon se
manifiesta en la despolarizacion de los astrocitos y aumento de la permeabilidad de
las gap junctions 148262263 n ejemplo de ello es el aumento del trafico de glucosa
a través de las gap junctions de astrocitos hacia zonas de mayor demanda
energética, producto de la liberacion sinaptica de glutamato 293263279.280 | g
actividad neuronal también modula la actividad de los hemicanales de astrocitos
compuestos por Cx30, aumentando su permeabilidad al bromuro de etidio %', La
modulacién de la actividad de hemicanales y gap junctions esta sustentada en la
regulacion de la expresion y localizacién de las Cx favoreciendo su ubicacion en
membrana y procesos peri-sinapticos ?'. Que el grado de conectividad de las
células gliales es dependiente de la actividad neuronal también se ha visto en
experimentos de acople por colorante en rodajas de bulbo olfatorio, donde el
silenciamiento de la actividad neuronal de manera aguda por la aplicacion de TTX
en el bafo, y la deprivaciéon de la actividad sensorial mediante oclusion unilateral de

narina, favorecen el desacople de las redes de astrocitos periglomerulares 148,

Los mecanismos descriptos que explican la modulacion por parte de la
actividad neuronal se basan en el aumento de la concentracion del K* extracelular,
que activa canales de K* en las células gliales '78. Tal es el caso de la regulacion de
la conectividad astrocitica en el bulbo olfatorio mediada por canales de tipo Kir 142,
Las variaciones en el potencial de membrana de los astrocitos gatillan cascadas de
sefalizacion intracelular, entre los cuales se han reportado la fosforilacion post-
transduccional de las Cx 262, el aumento de la sefalizacion de Ca?* 262282283 y
propagacion en ondas de Ca?*2%8.259 | g glia envolvente del bulbo olfatorio es capaz

de responder a la actividad neuronal mediante la generacién de sefializacion por
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Ca?*, en respuesta a la estimulacion de los axones de neuronas sensoriales 222261,
en un mecanismo sustentado en la actividad de gap junctions ??'. La actividad
neuronal también tiene impacto sobre la vida media de las Cx una vez sintetizadas,
regulando su tasa de degradacion, a la vez que favorece su reubicacion en lugares

de mayor demanda 287,

La plasticidad de la respuesta glial estd sustentada en el conjunto
caracteristico de receptores para neurotransmisores y moduladores que cada tipo
glial expresa en membrana, en determinada region del cerebro y momento del
desarrollo. Por ejemplo, en animales juveniles, unicamente la glia envolvente de la
parte externa de la capa de fibras olfatorias responde con aumentos en la
concentracion intracelular de Ca?* a neurotransmisores y sefializacion como
glutamato, ATP, dopamina, acetilcolina y serotonina, de manera dependiente del
receptor de glutamato de tipo 1 (mGIuR1) y del receptor purinérgico de tipo P2Y
283 Un factor adicional que agrega complejidad a la regulacion de la conectividad y
funcion glial es el de la susceptibilidad a la actividad neuronal en ventanas
temporales acotadas. Por ejemplo, en el bulbo olfatorio los astrocitos reducen su
conectividad frente a la actividad neuronal mediante un mecanismo que involucra a
la Cx30 y no a la Cx43. Esto hace que la modulacién de la conectividad por parte
de la actividad neuronal comience recién con el inicio de la expresion de Cx30 a
partir de la tercera semana de edad, lo que aporta una ventana temporal para la
plasticidad en respuesta a la actividad neuronal '#8. En el caso de la glia envolvente,
la respuesta a la activacion de las neuronas sensoriales se encuentra exacerbada
durante la primera semana posnatal, y decrece luego (de P14 a P21) a medida que
progresa el desarrollo de la glia y se modifica la expresion de receptores en

membrana 283,

Con el objetivo de entender el rol que las redes gliales tienen en el desarrollo
y funcionamiento del sistema nervioso es necesario saber como maduran y son
reguladas, cuales son los sustratos moleculares que las median y como se modulan

por parte de la actividad neuronal.
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Como se detalld en la seccion introductoria, las neuronas sensoriales
olfatorias proyectan un axén desde la cavidad nasal hasta el bulbo olfatorio en el
sistema nervioso central, constituyendo el nervio olfatorio. La topografia de estas
proyecciones establece un mapa sensorial que se refina durante el desarrollo
posnatal y es dependiente de la experiencia sensorial. Tanto los astrocitos del bulbo
como la glia envolvente que acompana a los axones sensoriales establecen redes
conectadas por gap junctions que tienen a la conexina 43 (Cx43) como constituyente
central, al menos desde la etapa juvenil. Conocer si un refinamiento posnatal de
estas redes acompafa el refinamiento de la conectividad de las neuronas
sensoriales contribuira a establecer el papel de las redes gliales en el

establecimiento del mapa sensorial.

El objetivo general de esta tesis es evaluar si las redes gliales del bulbo
olfatorio se refinan durante el desarrollo posnatal de manera dependiente de la

experiencia sensorial.

Nuestra hipétesis sostiene que el grado de conectividad de la glia
envolvente olfatoria se restringe durante el desarrollo posnatal y que las redes de

glia envolvente son sensibles a la actividad sensorial.

Objetivos especificos

1. Caracterizar la estructura de redes de glia envolvente durante el desarrollo
posnatal.

2. Describir los patrones de expresion de conexinas gliales durante el desarrollo
posnatal.

3. Evaluar si la Cx43 media las redes de glia envolvente olfatoria desde
temprano en el desarrollo posnatal.

4. Evaluar si la expresidon de Cx43 de la glia olfatoria es sensible a la

deprivacion sensorial olfatoria durante el desarrollo posnatal.
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2.1. Animales
Para la realizacion de esta tesis se utilizaron distintas lineas de ratones
transgénicos criadas y mantenidas en el bioterio del IFIBIO y una linea salvaje
(wild type o WT - C57BL/6). En la seccion de Resultados se detalla para cada

experimento las lineas de ratones utilizadas y la edad de experimentacion.

Los animales se mantuvieron en un ambiente de luz y temperatura
controladas, con ciclos luz:oscuridad de 12:12 horas (la luz fue encendida a las
7 A.M.) y fueron alimentados ad libitum con alimento balanceado (ACA,
Gilardoni). Los animales utilizados en edad pre-destete (P0-P21) fueron
mantenidos en las jaulas de cria con los ratones parentales, incluso bajo
administracién de tratamientos. Los animales utilizados en edad posterior al
destete fueron agrupados de 2 a 6 ratones por jaula. Para todos los
procedimientos con animales se siguieron las normas y protocolos aprobados
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.

2.1.1. Ratones C57BL/6é

Esta cepa de ratones es una cepa salvaje o wild type endocriada. Fue
adquirida para las cruzas mencionadas anteriormente y para la cria de animales
utilizados en la optimizaciéon de experimentos de conducta olfatoria. Los ratones
fueron comprados en los bioterios de la Academia de Nacional Medicina,

Facultad de Veterinaria, UBA y Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, UBA.

2.1.2. Ratones ST00B-GFP

Es una linea transgénica de ratones que permite identificar a las células
de la glia envolvente olfatoria, entre otras, debido a que expresan la proteina
fluorescente verde GFP bajo el promotor génico de la proteina S100B 284, En el
bulbo olfatorio, la secuencia reguladora de S100B se encuentra activa ademas
de en la glia envolvente 3285 en una subpoblacion de los astrocitos, que en la
capa de fibras olfatorias del bulbo representan un 5% de las células. Estos
animales portan un transgén que consta de 9.4 kilobases de la secuencia
regulatoria del gen humano de S100B rio arriba de la region codificante de la
proteina fluorescente verde mejorada (enhanced GFP, eGFP), (ID Jackson
Laboratories: B6.D2-Tg(S100B-EGFP)1Wijt/J; donado por Wesley Thompson)
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286 E| contexto genético es C57BL/6, obtenido por retrocruza en el bioterio del
IFIBIO.

Los animales se criaron y mantuvieron en el bioterio del IFIBIO. Los
animales se mantuvieron en heterocigosis para el transgén S100B-GFP,
cruzando a los animales parentales con ratones C57BL/6 (C57), dando como
resultado camadas con crias heterocigotas (S100B-GFP +) y homocigotas sin el
transgén (S100B-GFP-). Los animales portadores del transgén fueron
identificados por fenotipificacion, mediante la observacion de sus ojos bajo luz
blanca. Los ratones heterocigotas presentan ojos fluorescentes debido a la

expresion de la proteina S100B por células epiteliales del cristalino 287.

2.1.3. Ratones PLP-CreERT

Es una linea transgénica de ratones que permite la expresidn del transgén
en células que expresan el promotor de la proteina PLP1 (proteina proteolipidica
1), (ID Jackson Laboratories: B6.Cg-Tg(Plp1-cre/ESR1)3Pop/J). El transgén es
un constructo codificante para una proteina de fusién entre la enzima
recombinasa Cre y el dominio de union a ligando del receptor de estréogeno
humano mutado (ERT), tal que se une preferentemente al ligando sintético
tamoxifeno (Tx), y no al ligando enddgeno estradiol 2. La expresion de la
recombinasa Cre esta dirigida por la secuencia regulatoria del gen de PLP1 que
se encuentra activa en la glia envolvente olfatoria %2, ademas de otras células
gliales (oligodendrocitos y células de Schwann). La proteina de fusion CreERT
tiene localizacion citoplasmatica, donde es funcionalmente inactiva, y transloca
al nucleo en presencia de Tx (Figura M.1) donde cataliza la recombinacién de
secuencias loxP (sitios de recombinacién) y produce la delecion de secuencias
flanqueadas por sitios loxP. Esta linea transgénica se utiliz6 como una
herramienta para la delecion de secuencias génicas flanqueadas por sitios loxP

(“floxeadas”) en la glia envolvente olfatoria °.

Tamoxifeno - Tamoxifeno +

4

Fibras
4 Olf_E.iEOI‘iaS

Capa
glomerular
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Figura M.1. Translocacion al nucleo de la recombinasa Cre por la administracion
de tamoxifeno. Inmunohistoquimica dirigida a la recombinasa Cre en secciones de
bulbo olfatorio de ratones PLP-CreERT;Cx43%lox tratados con tamoxifeno. El
tamoxifeno induce la translocacion de la recombinasa Cre del citoplasma al nucleo
(indicado con flechas) en la glia envolvente. Tomado de 8.

Esta linea de ratones fue criada y mantenida en el bioterio del IFIBIO. Los
animales se mantuvieron en heterocigosis segun las recomendaciones del
proveedor (Jackson Lab.), cruzando animales de genotipo heterocigota para el
transgén PLP-CreERT con animales homocigotas sin el transgén. El genotipo de

cada animal fue identificado segun el protocolo detallado en la seccién M. 2.2.

2.1.4. Ratones Cx43flox

Esta linea de ratones posee una modificacion génica en donde el exon 2
del gen que codifica la Cx43 (Gja1) se encuentra flanqueado por secuencias loxP
(Cx43f°x - Jackson Laboratories B6.129S7-Gja1tm1Dlg/J) 2%°. Estos ratones se
mantuvieron en homocigosis (Cx43°¥flox) en el bioterio del IFIBIO. El genotipo
de cada animal fue corroborado segun el protocolo detallado en la seccion M.
2.2. La cruza de los ratones Cx43foX/flox con |a linea PLP-CreERT da como parte
de la descendencia de la segunda generacion, animales que frente a la induccién
con Tx sufren la delecion del exdn 2 de la Cx43 en las células que expresan el
promotor de PLP1, y por lo tanto en la glia envolvente olfatoria °. Estos ratones

fueron denominados “knock-out condicionales de la conexina 43” (Cx43 cKO).

Para la generacién de los mismos, se realizaron en primer lugar
cruzamientos de las lineas parentales (P) PLP-CreERT*- y Cx43floxflox (Figura
M.2), dando lugar a la generacion filial 1 (F1) con genotipos: PLP-CreERT*- ;
Cx43fox* vy PLP-CreERT” ; Cx43f¥* Luego se realizaron las cruzas
correspondientes para dar lugar a la segunda generacion filial (F2), cruzando la
linea parental Cx43fofox con la generaciéon F1 (F1 x P) y/o dos animales de la
generacion F1. Estos dos tipos de cruzas dan lugar, en distintas proporciones, a
los genotipos de interés que componen al grupo con delecion condicional de
Cx43 en las células que expresan PLP1, de genotipo PLP-CreERT*-;Cx4 3flox/flox
(Cx43 cKO), y al grupo control de la misma delecion (Cx43 Ctrl) de genotipos
PLP-CreERT*-; Cx43**y PLP-CreERT"" ; Cx43floxflox _Estas cruzas también dan
lugar a ratones con genotipos que no son de interés en esta tesis, identificados
en la vifeta “no utilizado” de la Figura M.2.
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Cruza de lineas parentales (P) Cruzas para generar animales experimentales
F1xP

[ PLP-CreERT * X Cx43 fo/fox ]

PLP-CreERT *-; Cx43 ™+ X Cx43 ﬂoxmux]

l F1xF1

Generacion filial 1 (F1) PLP-CreERT *-; Cx43 flox/+ x PLP-CreERT *-; Cx43 ﬂoxizl

.

PLP-CreERT *-; Cx43 flov/* i

PLP-CreERT 7 ; Cx43 o

Generacidn filial 2 (F2)

PLP-CreERT */-; Cx43 flox/flox PLP-CreERT -/—’. Cx43 floxfflox
Cx43 cKO

PLP-CreERT 7 ; Cx43 flox/*

PLP-CreERT *; Cx43 Mo/

PLP-CreERT 7~ ; Cx43 */*
No utilizado |

PLP-CreERT *-; Cx43 **

Cx43 Ctrl

Figura M.2. Generacion de ratones Cx43 cKO. Cruzas necesarias entre la linea PLP-
CreERT y Cx43"ox para obtener la generacion de la filial 2 experimental: Cx43 Control
(Ctrl) y Cx43 knock-out condicional (Cx43 cKO) y varios genotipos no utilizados.

2.1.5. Ratones LSL-tdTomato

La linea transgénica de ratones LSL-tdTomato (/D Jackson Laboratories:
B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J 2%°), es una linea reportera
dependiente de la actividad de la recombinasa de Cre. Posee un transgén que
codifica la proteina fluorescente roja tdTomato, rio abajo de un coddén stop
flanqueado por secuencias loxP. La linea de ratones fue mantenida en
homocigosis en el bioterio del IFIBIO y su genotipo, corroborado segun el

protocolo detallado en la seccién M.2.2. Cuando esta linea es cruzada con la

linea de ratones que expresa la recombinasa Cre, la descendencia con ambas
modificaciones genéticas expresa de manera irreversible e inducible por Tx la

proteina fluorescente roja en células que también expresan PLP1.

2.2. Genotipificacion

La identificacion de los genotipos de las lineas de ratones utilizadas se
realizd6 mediante el ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El

ADN genomico se obtuvo por hidrdlisis alcalina de una biopsia de 2-3 mm del
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extremo de la cola de cada animal. Para ello se tomé una biopsia de cada raton,
identificandolo con una marca en la oreja. Se incub6 cada una de las muestras
durante 1 hora en 200 pl una solucién de NaOH 50 mM a 98°C, se mezclé con
vortex, se neutralizé cada una de las muestras con 20 ul de una solucion de Tris-
HCI 1M pH 8 y se centrifugd para obtener en el sobrenadante el ADN de interés,
que fue conservado a -20°C. Para identificar el genotipo de cada animal se
utilizaron los primers indicados en la Figura M.3 A, recomendados segun
Jackson Laboratories. Los ensayos de PCR se realizaron con una mezcla de
volumen final de 12 pl con: 1) agua de calidad molecular (Sigma W5402), 2)
buffer de reaccion GoTaq 5X llegando a una concentracion final de MgClz de 1,5
mM (Promega), 3) 0,2 mM de desoxirribonucleétidos (ANTPs, Promega), 4) 0,5
unidades de GoTaq Polimerasa (Promega) y 5) 0,5 pyl de ADN extraido
previamente. Se utiliz6 una termocicladora PTC-100 (MJ Research). La
amplificacion de ADN para identificar los transgenes se realiz6 mediante PCR
convencional siguiendo el protocolo base detallado en la Figura M.3 B, con las
temperaturas de hibridaciéon (Ta, annealing) acordes para cada par de primers.
Con los productos de la PCR se realizé una electroforesis en gel de agarosa al
2% en buffer TAE (Biodynamics) con 0,5 mg/ml de bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich E1510) y se visualizé el producto en un transiluminador de luz ultravioleta.
Junto con las muestras incognita se corrieron muestras controles de genotipos
conocidos para verificar que los productos obtenidos en la reaccion eran los

esperados.
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PLP-CreERT Cre Forward (1084) 0,5 GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 100
PLP-CreERT Cre Reverse (1085) 0,5 GTGAAACAGCATTGCTGCCACTT 60.7
PLP-CreERT Interleuquina 2 Forward (338) 0,25 GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC ' 324
PLP-CreERT Interleuquina 2 Reverse (339) 0,25 CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
LSL-tdTomato  Alelo WT Forward (9020) 1,25 AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA 297
LSL-tdTomato _AIEIO WT Reverse (9021) 1,25 CCGAAAATCTGTGGGAAGTC 58
LSL-tdTomato Alelo Mutante Forward (9103) 0,4 GGCATTAAAGCAGCGTATCC 196
LSL-tdTomato  Alelo Mutante Reverse (9105) 0,4 CTGTTCCTGTACGGCATGG
Cx 43 flox Conexina 43 Forward (8086) 0,4 CTTTGACTCTGATTACAGAGCTTAA 55 WT: 490
Cx 43 flox Conexina 43 Reverse (8087) 0,4 GTCTCACTGTTACTTAACAGCTTGA Mutante: 580
[Desnaturalizacién 3 min. 94 °C \
Desnaturalizacion 30 seg. 94 °C
Hibridacion 1 min.Ta 35 ciclos
Extension 1 min. 72 °C
\ Extensién final 2 min. 72 °C /

!

Amplicén a gel de agarosa 2%

Figura M.3. Genotipificacion de ratones. A. Tabla con las secuencias de primers
utilizados para genotipificar distintas lineas de ratones transgénicos, su concentracién
de uso, temperatura de hibridacién (Ta) y tamafo de producto de amplificacion
esperado. B. Protocolo de amplificacién por PCR utilizado.

2.3.  Tratamientos

2.3.1. Tamoxifeno

Para inducir la recombinacién génica en animales de edad neonatal se
realizaron inyecciones intragastricas de Tx (Sigma-Aldrich T5648) con una dosis
diaria de 50 mg/kg disuelto en 10% etanol absoluto-90% aceite de girasol
(Biopack ID 2000165408 y Sigma-Aldrich S5007, respectivamente). Se
administré una dosis diaria desde el dia posnatal 1 (P1) a P3 2°'. Para ello, los
animales fueron anestesiados por hipotermia (protegidos con un guante de latex
y expuestos 2 minutos a hielo) y se los inyectd con jeringas de 300 pl de volumen
maximo con aguja incorporada de 31G y 6 mm de longitud (BD). Luego de la
administracién se los recuperd en una recamara calefaccionada para evitar
hipotermia prolongada, hasta su devolucion a la jaula de cria. Se administré Tx
a todos los ratones de la camada y su genotipo fue determinado luego. Para
inducir la recombinacion génica en animales de edad juvenil, se administré Tx
de P14 a P19, con una dosis diaria de 50 mg/kg por via intraperitoneal ° y se

sacrificd a los animales en P30.
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2.3.2. Metimazol

El metimazol (MMZ) es una droga anti-tiroidea que produce como efecto
secundario un dafio en el epitelio olfatorio, seguido de la muerte de las neuronas
sensoriales olfatorias. Este proceso es reversible debido a la capacidad de
regeneracion de las neuronas sensoriales olfatorias, luego de un periodo de
hiposmia temporal 292-2%4 recuperandose la estructura del epitelio olfatorio luego
de 30-60 dias 2922% y conducta olfatoria a los 30-45 dias de la lesion 292:294.2% gn
el adulto. El modelo de daino inducido por metimazol ha sido bien caracterizado
en cuanto a los procesos metabdlicos que determinan el efecto secundario
olfatotdxico de esta droga y el curso temporal de la recuperacion del epitelio 2°7-
29 Para la generacion de un modelo de anosmia en ratones de edad neonatal
se inyectd una dosis de 50 mg/kg de MMZ (Sigma-Aldrich M8506) en solucion

salina estéril, o vehiculo, por via intraperitoneal en ratones de edad P5 3%,

2.3.3. Deprivacion sensorial olfatoria neonatal

El modelo de deprivacion sensorial olfatoria consiste en ocluir de manera
unilateral una narina del raton. Para ello, se coloco anestesia topica en la nariz
de ratones neonatos PO0-1 (xilocaina 5%m/v en solucién fisiolégica) y se
anestesiaron por hipotermia. Para proceder con la oclusién unilateral irreversible,
se cauteriz6 una narina utilizando un cauterizador oftalmolégico (Bovie con punta
H101). Por ultimo, se colocé una crema antibiética y analgésica en la zona recién
tratada (Crema 6A, Labyes). Luego de la cicatrizacion, la oclusion de cada animal
se verificd evaluando la ausencia de flujo de aire por la narina ocluida, para lo
cual se coloco una pequefia gota de agua sobre la narina a examinar y se verificd
que no hubiera burbujas de aire. Adicionalmente, se evalué un marcador
histoquimico de actividad del bulbo olfatorio (tirosina hidroxilasa) en cortes de
bulbo (seccién M.2.7.7).

2.4.  Fijacion por perfusion infracardiaca

Para conservar el cerebro de ratones de edad P10 en adelante se utilizd
un protocolo estandar de perfusion intracardiaca con solucién fijadora. Los
animales fueron anestesiados por administracion intraperitoneal de una solucién
de hidrato de cloral en solucion salina (dosis de 400 mg/kg) y perfundidos por
canulacion aortica con 10 ml de buffer fosfato salino 0,1M pH 7,4 (PBS) frio con
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heparina sédica 2 Ul/ml (Laboratorios Duncan) para evitar la formacion de
coagulos, y luego con 80 ml de solucion fijadora fria conteniendo
paraformaldehido (PFA - Sigma-Aldrich 441244) 4 %m/v en PBS. Los cerebros
fueron disecados y post-fijados en PFA durante 2 horas a 4°C y lavados en PBS
por 1 dia a 4°C. Para conservar el cerebro de ratones de edad PO a P7, los
ratones fueron rapidamente decapitados, colocando Ila cabeza en
paraformaldehido 4 %sm/v en PBS durante 24 horas y luego, en PBS por 24 horas

mas a 4°C.

Para prepararlos para su criopreservacion los cerebros se incubaron en
una solucion de sacarosa 30%m/v en PBS a 4°C por 24 horas, se incluyeron en
medio Cryoplast (Biopack, Argentina) y se congelaron rapidamente en etanol

96% enfriado con hielo seco. El tejido congelado fue conservado a -20°C.

2.5. Elecftrofisiologia

2.5.1. Obtencion de rodajas agudas de bulbo olfatorio para
registros electrofisioldgicos:

Para animales de edad P14 en adelante se prepararon rodajas agudas de
bulbo olfatorio segun lo reportado en 3. Los ratones se anestesiaron en una
camara con isoflurano por via inhalatoria y luego se decapitaron. Rapidamente
se retird el cerebro y se lo colocé en solucién de corte fria (0-4°C) y carbogenada
(95% 02/5% CO2) de contenido (en mM): sacarosa 220, KCI 2,5, CaCl2 1, MgClz
6, NaH2PO4 1,25, NaHCOs3 26 y D-glucosa 10; pH 7,4. El cerebro fue adherido
de forma ventral con pegamento de cianocrilato a la platina de un vibratomo
(Pelco T series 1000, Ted Pella) conteniendo la misma soluciéon carbogenada.
Se cortaron rodajas de 300 ym de espesor, se sapararon por la linea media entre
los hemisferios cerebrales y se colocaron en una camara conteniendo solucién
de registro (liquido cefalorraquideo artificial carbogenado, ACSF) a 37°C (esto
fue para realizar un shock térmico que brinda rodajas de mejor calidad; luego el
bafo térmico fue apagado para llegar a temperatura ambiente). La solucion
ACSF tuvo un contenido de (en mM): NaCl 125, KCI 2.5, CaClz2 2, MgCl2 1.1,
NaH2PO4 1.25, NaHCOs3 26 y D-glucosa 10; pH 7.4. Los experimentos fueron
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realizados en rodajas a partir de 1 hora de cortadas y reposadas en solucion de

registro carbogenada a temperatura ambiente.

Para la preparacién de rodajas de animales de PO a P13, se procedi6 a la
diseccién del cerebro del ratén e inclusién en agarosa de bajo punto de fusion
(Promega) al 2% en solucion ACSF a 28°C. Se esperé 4 minutos para la
gelificacion de la agarosa, se recortd un taco conteniendo el cerebro y se adhirio
con pegamento a la platina del vibratomo exponiendo hacia arriba la parte ventral
del cerebro. Este proceso se adaptd del protocolo para animales de mayor edad
debido a que el bulbo olfatorio de ratones neonatales es muy pequeno y el tejido
adherido al pegamento queda inutilizable. De esta manera se maximizo el
numero de rodajas obtenidas de bulbo olfatorio de ratones neonatos (un maximo
de 4 rodajas de hemibulbos hasta P7). La preparacion y conservacién de las

rodajas de neonatos continué como se detall6 anteriormente.

2.5.2. Registros electrofisiologicos

Las rodajas se transfirieron a una camara de registro de acrilico (Warner
Instruments) perfundida con ACSF carbogenado mediante un flujo por goteo
mediante linea de infusion y una bomba de succion (aproximadamente 3 ml/min).
La identificacion de la zona de interés y de las células a registrar se realizé con
un microscopio (Nikon Eclipse FN1) equipado con un objetivo de aire 2x y uno
de inmersidén en agua 40x, Optica para contraste por interferencia diferencial
(DIC) y fluorescencia, y una camara infrarroja conectada a un monitor y a la
computadora. La glia envolvente fue identificada en la capa de las fibras
olfatorias del bulbo, donde constituye mas del 95% de las células 4%3°" por su
morfologia elongada y tamano pequeno. En los registros de los animales de la

linea S100B-GFP, las células se identificaron por su fluorescencia verde.

Los registros se realizaron en configuracién whole cell en el modo voltage-
clamp. Se utilizaron pipetas de borosilicato (1,50/1,10 mm de didmetro
externo/interno, respectivamente; BF150-110-10; Sutter Instrument, Novato, CA)
fabricadas con un puller (P-97, Sutter Instrument). La resistencia de las pipetas
fue de 2-5 MQ y se cargaron con solucion intracelular de contenido (en mM): KCI
130, CaCl2 0,25, MgCl2 4, EGTA 5, HEPES 10, K2ATP 4, Na:GTP 0,5 y
fosfocreatina 10. El pH de 7,3 de la solucion intracelular se ajusté con KOH y la

osmolaridad se midi6 con un osmémetro de presion de vapor (VAPRO 5520,
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Wesco, Logan, UT); la osmolaridad de la solucion intracelular y la extracelular de
registro (ACSF) fue de 295-300 y 305-310 mOsm, respectivamente. A la solucién
de la pipeta se agregaron distintos colorantes fluorescentes o moléculas
permeables por las gap junctions en ensayos de la evaluacion del acople por
colorante, segun esta detallado en cada experimento: 0,1% de Lucifer Yellow
(LY, sal de litio, PM: 443 g/mol, Invitrogen/Molecular Probes) con emision en 540
nm, Sulforodamina-B (SR - Sigma 230162 - 0,1% con emisién en 605 nm - PM:
606 g/mol) o Neurobiotina (Vector SP-1120-50) 0.1% (PM: 287 g/mol), para
confirmar la identidad mediante la visualizacion de la morfologia de la glia
envolvente registrada en el momento por la visualizacion de estructuras
envolventes de paquetes axonales llamadas lacunae ° y para el estudio del

tamafio de la red glial.

Los registros se realizaron usando un amplificador Multiclamp 700B
(Molecular Devices). La sefal de corriente fue filtrada con un filtro pasa-bajo de
1 kHz y digitalizada a una frecuencia de muestreo de 10 kHz usando una
interfase Digidata 1322A (Molecular Devices); la adquisicion se realizé con una
computadora equipada con el software pClamp 10 (Molecular Devices). Se
compensé la capacitancia y la resistencia en serie (al menos 60%) para
minimizar los errores de voltaje. Estos parametros se determinaron mediante la
compensacion de un pulso hiperpolarizante de 10 mV y 50 ms. No se substrajo
la conductancia de fuga (leak conductance). El potencial de reposo (Vr) se
registré luego de pasar al modo de corriente nula (lo) y también se determiné a
partir de una rampa de voltaje (-160 a -120 mV, en 80 ms), como el voltaje
correspondiente al cero de corriente. El potencial de mantenimiento (holding
potential) se definié en -80 mV, cercano al reposo de células gliales. Para evaluar
el perfil electrofisiolégico, se aplicod una serie de pulsos de voltaje de 400 ms de

duracién, desde -160 mV hasta +120 mV, con incrementos de 20 mV.

Para cada célula se realiz6 una grabacién de video de la fluorescencia
emitida por el colorante usado luego de 15 minutos de registro estable, con el
programa Windows Movie Maker, para estimar el tamano de la red glial asociada

a la célula de registro.

El acido meclofenamico (MFA, Sigma-Aldrich M4531), un bloqueante no

selectivo de gap junctions se diluyé en ACSF a una concentracion 100 yM a partir
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de una solucidon stock 25 mM en agua y se aplico mediante el sistema de
perfusidon. Se registréd cada 5 minutos y se considerd para el analisis el punto de

20-25 minutos después del inicio de la perfusién con MFA.

Las rodajas usadas en experimentos de acople por colorante fueron
fijadas overnight en PFA 4% en PBS y luego lavadas con PBS antes del proceso

de revelado.

2.5.3. Andlisis de registros electrofisiologicos:
Todos los registros se analizaron utilizando el software ClampFit

(Molecular Devices).

e Determinacién de la resistencia de acceso (Ra): La Ra es una medida de
la calidad de los registros y representa la resistencia al paso de corriente
desde la pipeta hacia el interior celular. Se calculé a partir del pico
transitorio capacitivo en la corriente evocada por un pulso de voltaje
hiperpolarizante de 10 mV y 50 ms, promediando 5 repeticiones y en
ausencia de compensacion, segun la ley de Ohm V/I=Ra. Cuanto mayor
es la Ra mas deficiente es el acceso a la célula.

e Determinacion de la resistencia de entrada, Input resistance (Ri): Se midi6
la amplitud de la corriente evocada por un pulso hiperpolarizante (-20 mV
y 400 ms) en el estado estacionario y se calcul6 a partir de la ley de Ohm
(V/I= Ri), para un registro con compensacion de la resistencia en serie.

e Construccion de la curva Corriente/Voltaje (I/V): Las amplitudes de
corriente evocadas por la serie de pulsos de voltaje se midieron en el
estado estacionario (400 ms) y se graficaron en funcion del voltaje del
pulso.

e Conductancia total (G): Para la curva I/V de cada célula se ajusté una
funcion lineal y se calculd su pendiente. El dato de la pendiente se tomo
como conductancia total expresada en nanosiemens (nS).

e Corriente sensible al tratamiento con MFA: Se calculé como la resta trazo
por trazo de la corriente registrada en condicion control (ACSF), menos la
corriente registrada en presencia de MFA.

Criterios de exclusién de registros: se excluyeron del analisis los registros

y los experimentos de dye-coupling con una Ra mayor a 30 MQ, aquellos en los
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que el valor de la Ra varié mas del 20% durante el registro (para garantizar que
la potencial reduccién de corriente observada durante la incubacion con MFA no
se debiera a variaciones en el acceso a la célula) y los registros de células con
Vr>-556 mV.

2.6. Inmunofluorescencia

Para realizar ensayos de inmunohistoquimica se cortaron secciones
coronales de 30 uym de espesor para el bulbo olfatorio (Thermo Scientific)
a -20°C. Las secciones de bulbo olfatorio se montaron en portaobjetos
gelatinizados con una solucién de gelatina (Sigma-Aldrich G2625) 1% y 0,05%
de sulfato de cromo y potasio KCr(SO4)2 en agua. En el caso de los tejidos
colectados de animales de edad neonatal, se realizaron cortes coronales de la
cabeza, de 30 um, conteniendo bulbo y nariz en un mismo corte. Las secciones

montadas se conservaron a -20°C.

El protocolo estandar utilizado para inmunofluorescencia comenzé con un
secado de los cortes en una placa térmica a 60°C por 15 minutos y se definié
con silicona un pocillo de incubacién alrededor de cada seccion, con capacidad
para 45 ul de solucién. Los cortes se lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos, y
se bloquearon los sitios de pegado inespecifico incubando por 30 minutos a
temperatura ambiente con una solucién de bloqueo conteniendo seroalbumina
bovina (Sigma-Aldrich A3059, A8022 6 A9647) al 2% en buffer PBS con triton-
X100 (PBST - Anedra) 0.3 %vV/v. Luego los cortes se incubaron overnight a 4°C
con los anticuerpos primarios en solucion de bloqueo, a excepcion de los
anticuerpos de Cx43 y Cx30 (2 dias de incubacion). Se lavo 3 veces por 5
minutos con PBST 0,3% y luego se incubd por 2 horas a temperatura ambiente
con anticuerpos secundarios y DAPI (Sigma-Aldrich D9564) 1 ug/ml para
marcacion de nucleos, en solucion de bloqueo. Se lavd 3 veces por 5 minutos
con PBST 0,3% y 10 minutos con PBS y se cubrié con cubreobjetos y medio de
montaje Fluoro-Gel (Electron Microscopy Sciences). En todos los casos se
agregd un control omitiendo los anticuerpos primarios, para validar la
observacion de la marca de interés, especifica del anticuerpo primario, como

aquella ausente en dicho control.
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Para la inmunodeteccion de Cx47 se aplico un tratamiento de
permeabilizacion previo al bloqueo e incubacién con el anticuerpo primario

mediante la incubacion con PBST 1% durante 1 hora.

Para el revelado del contenido de neurobiotina en células registradas de
rodajas agudas de bulbo olfatorio, en primer lugar, se lavaron las rodajas durante
10 minutos con PBS para remover el PFA. Luego fueron incubadas por 2hs con
una solucion de estreptoavidina-CY3 1:1000 y DAPI 1 ug/ml para marcacion de
nucleos en PBS, lavadas 3 veces por 5 minutos con PBS y finalmente montadas

con Fluoro-Gel entre dos cubreobijetos.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados, estreptoavidina, y sus

especificaciones se detallan en la Tabla M.1:

Conexina 43 Mouse anti-Cx43 IgG1 Goat anti-mouse IgG1 Alexa
(Cx43) (Millipore MAB3068), 1:500  Fluor 555 (ThermoFisher
Scientific A-21127), 1:1000

Rabbit anti-Cx43 (Zymed Goat anti-rabbit IgG CY3

71-0700), (Jackson Immunoresearch 111-
1:500 165-144), 1:1000
Conexina 30 Rabbit anti-Cx30 (Invitrogen Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor
(Cx30) 71-2200), 1:1000 555 (ThermoFisher Scientific A-

27039), 1:1000

Conexina 47 Rabbit anti-Cx47 (Zymed Goat anti-rabbit IgG CY3
(Cx47) 36-4700), 1:125 (Jackson Immunoresearch 111-
165-144), 1:1000

Conexina 29 Rabbit anti-Cx29 (Zymed Goat anti-rabbit IgG CY3
(Cx29) 34-4200), 1:200 (Jackson Immunoresearch 111-
165-144), 1:1000

Tirosina Rabbit anti-TH (Millipore Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor
hidroxilasa (TH) AB152),1:1000 488 (ThermoFisher Scientific A-
11034), 1:1000
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Brain lipid Rabbit anti-BLBP (Millipore  Goat anti-rabbit 1IgG Alexa Fluor
binding protein ABN14), 1:2000 488 (ThermoFisher Scientific A-
(BLBP) 11034), 1:1000

Glial fibrillary Mouse anti-GFAP (Sigma- Goat anti-mouse 19G1 Alexa

acidic protein Aldrich G3893), 1:1000 Fluor 488 (ThermoFisher
(GFAP) Scientific A-21121), 1:1000
Transportador Rabbit anti-VGIuT2 Goat anti-mouse 19G1 Alexa
vesicular de (Synaptic Systems 135404), Fluor 555 (ThermoFisher
glutamato 2 1:200 Scientific A-21127), 1:1000
(VGIuT2)
Proteina Chicken anti-GFP (Aves Goat anti-chicken IgY Alexa Fluor
fluorescente Labs GFP-1010), 1:2000 488 (ThermoFisher Scientific
verde (GFP) A-11039), 1:1000
S100B Mouse anti-S100B (Sigma-  Goat anti-mouse IgG1 Alexa
Aldrich S2532), 1:2000 Fluor 488 (ThermoFisher

Scientific A-21121), 1:1000

Neurobiotina Estreptoavidina-CY3 -
(Jackson Immunoresearch
016-160-084), 1:1000

(NB)

Tabla M.1. Anticuerpos primarios y secundarios, y estreptoavidina, utilizados para
microscopia de fluorescencia.

Las imagenes de fluorescencia se adquirieron con un microscopio
confocal Olympus FV1000/IX81, utilizando un objetivo de inmersion en aceite
(40x y apertura numérica 1,3), como secciones Opticas unicas para todas las
inmunofluorescencias a aproximadamente 10 um desde la superficie del tejido,
y en stack para el revelado de neurobiotina en las redes gliales de rodajas fijadas
(secciones de 2 ym cada una hasta cubrir todo el volumen ocupado por la red).
Las fotos que se incluyeron en un mismo analisis se tomaron con los mismos
parametros de deteccién. Todas las imagenes se adquirieron a ciegas del
tratamiento. Adicionalmente se utilizd el microscopio de platina automatica

especial para analisis estereoldgico de tejido, Neurolucida (MBF Bioscience), y



Materiales y metodologia 56

se utilizé un objetivo de aire (20x) para tomar fotos del bulbo completo con una

resolucion de 2048 x 2048 pixels.

2.7. Andlisis de imdagenes

El analisis de las imagenes se realizé con el software ImageJ 3°2. En todos

los casos la cuantificacion de las imagenes se realiz6 a ciegas del tratamiento.

2.7.1. Andlisis de la inmunorreactividad contra VGIUT2:

Se analizo el perfil de expresion de VGIuT2 en el eje medio-lateral del
bulbo olfatorio, en las capas glomerular y de fibras olfatorias. Para ello se
generaron regiones de interés rectangulares con su eje mayor perpendicular a la
superficie del bulbo y su eje menor de 15 um de ancho. Utilizando esa regién de
interés y sobre el canal de VGIuT2 se utilizé la herramienta “Plot Profile” para
medir el perfil de intensidad de fluorescencia a lo largo del eje medio-lateral del
bulbo. Para cada foto analizada, se promediaron los perfiles de expresion de 3
regiones de interés determinadas al azar. Lo mismo se hizo entre fotos para cada

animal.

2.7.2. Andlisis de la inmunorreactividad contra conexinas con
método manual:

Capa de las fibras olfatorias: Por cada imagen se generaron al azar 3

regiones rectangulares de interés, de 15 ym de ancho (dimension menor y
paralela a las laminas del bulbo) y de largo suficiente para cubrir el espesor de
la capa desde el limite interno (adyacente a la capa glomerular) hacia el limite
externo (superficie del bulbo) de la capa de las fibras olfatorias, donde se localiza
la glia envolvente. Dado que la inmunomarca contra las Cx evaluadas es
puntiforme, se cuantificd la densidad de particulas (clusters) de Cx en cada
region. Para ello, se aplico el algoritmo triangle 3%, calculado automaticamente
por el software Imaged para convertir al canal correspondiente a la inmunomarca
de Cx en una imagen binaria. Sobre esta imagen y dentro de cada regién de
interés, se contabilizé el numero de clusters de Cx de forma manual, y se calculd

la densidad de clusters cada 100 pm?.

Capa glomerular: Se detectaron como regiones de interés todos los

neuropilos cuya seccidn transversal estuviera completa dentro de la imagen
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analizada sin considerar los nucleos de células periglomerulares. Se realizo la
cuantificacion manual de clusters de Cx de la misma manera que para la capa

de fibras olfatorias.

2.7.3. Andlisis de la inmunorreactividad contra conexinas con
método automatico:

En el caso de la cuantificacion de la expresion de Cx43 en contexto de
deprivacion sensorial se agregdé una analisis no sesgado y automatico sin la
aplicaciéon de umbrales de deteccién. Para la capa de las fibras olfatorias, por
cada imagen se determin6 una region de interés para toda la superficie de la
capa de fibras olfatorias. En el canal correspondiente a la Cx43, se calculé un
histograma de intensidades de fluorescencia por pixel (intensidad de
fluorescencia de 0 a 255 Unidades Arbitrarias, U.A.), dentro de la region
delimitada, utilizando la herramienta Histogram del software Imaged. Para el
analisis de la expresion de Cx43 en la capa glomerular, se designaron regiones
del mismo modo que para el método manual y se calcul6é el histograma de

intensidades de fluorescencia de pixels.

A partir del histograma de cada regién de interés, se calculé el histograma
normalizado al total de pixels y el histograma acumulado normalizado al total de

pixels, del cual se extrajo el parametro de Intensidad mediana (ls0).

2.7.4. Andlisis de marcadores de células de la glia envolvente

Para el analisis de imagenes de marcadores de glia envolvente (BLBP,
GFAP y S100B) en tejido de animales PLP-CreERT;tdTomato se seleccionaron
manualmente los ntcleos (marcados con DAPI) con un area de al menos 10 ym?
y sobre cada nucleo se crearon regiones de interés de 4 um? con la herramienta
“multipoint selection” y “generate selection”, en las distintas capas del bulbo. Se
midio la intensidad promedio de fluorescencia para tdTom en estas regiones de
interés y se genero un histograma de intensidad de todas ellas, que mostré una
distribucion bimodal que permitié establecer como criterio para distinguir las
células tdTom+ de las tdTom-, al valor de fluorescencia correspondiente al valle
de la distribucién (Figura M.4). Se consideraron los distintos marcadores gliales
de la siguiente forma: Para el marcador BLBP se consider6 positiva la marca
cuya intensidad media fue mayor que la intesidad promedio medida para al

menos 20 células sin marca de BLBP (tomadas del control negativo sin
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anticuerpo primario), sumada a 2 veces el desvio estandar (DE). Se considero
que una célula expresaba GFAP cuando presenté un claro anillo perinuclear y

procesos emergentes con marca.

20 7

tdTom - tdTom +

15 -

Frecuencia relativa %
o

0 40 80 120 160 200 240
Intensidad de fluorescencia (U.A)

Figura M.4. Histograma de frecuencia relativa de la intensidad de fluorescencia
reportada con la proteina tdTomato en células de la capa de fibras olfatorias de animales
PLP-CreERT;tdTomato. Se muestra la curva doble gaussiana ajustada para esta
distribucion, cuyo valle determina el umbral a partir del cual de define si las células son
tdTom — o tdTom +.

2.7.5. Andlisis de la co-localizacion de la inmunomarca de
conexinas con marcadores de la glia envolvente

Se obtuvieron imagenes de inmunofluorescencia para la Cx de interés a
partir de cortes de bulbo olfatorio de animales S100B-GFP que marcan la glia
envolvente olfatoria. Utilizando el programa ImageJ, sobre la imagen del canal
de GFP se utilizé la herramienta “Auto threshold” y se aplicé el umbral “Moments”
para obtener el valor de umbral para la marca en este canal. EIl mismo
procedimiento se realizé sobre el canal de Cx con el umbral “Huang”. Ambos
valores de umbral se utilizaron como informaciéon de entrada para el plug-in
“Colocalization” el cual toma las imagenes de cada canal, aplica los umbrales
asignados y entrega una imagen binaria indicando los pixels co-localizados entre
ambas imagenes. Sobre la imagen de co-localizacién se calculd un histograma
de intensidades, obteniendo el numero de pixels totales de co-localizacion. Con
este valor y los correspondientes a los de pixels asignados a GFP y Cx, se
calcularon los indices de area de co-localizacion sobre el area GFP+, y del area
de co-localizacion sobre el area de Cx.
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2.7.6. Cuantificacion del tamano glomerular

A partir de las imagenes obtenidas con marcacion nuclear (DAPI) de la
capa glomerular del bulbo olfatorio, se midi6 el area de regiones de interés para
glomérulos con seccion transversal completa dentro de la imagen. Se excluyeron
de la region delimitada los nucleos de células periglomerulares, considerando

unicamente el area correspondiente al neuropilo.

2.7.7. Andlisis de la inmunoreactividad contra TH en el bulbo
olfatorio

El andlisis de la expresion de TH en la capa glomerular del bulbo olfatorio
incluy6 3 parametros, la densidad de células TH+, la intensidad media de marca
de TH en el neuropilo, y el grado de cobertura de las proyecciones de TH sobre

el area de la seccion transversal del neuropilo.

Para ello se determinaron las regiones de interés correspondientes a los
glomeérulos, sin incluir los nucleos de células periglomerulares utilizando el canal
de marca nuclear. En el canal correspondiente a TH se midi6 la intensidad media
de fluorescencia para los neuropilos y se contabilizaron las células con expresion

de TH (identificadas como cuerpos celulares gracias a la marca nuclear).

Para la cuantificacion de la cobertura de la marca de TH sobre el area de
la seccion glomerular, se aplico sobre el canal correspondiente a TH, el algoritmo
Moments para definir un umbral de intensidad automatico calculado por el
software Imaged, para obtener una imagen binaria. En las regiones de interés de
los neuropilos y sobre esta imagen binarizada, se calculé el histograma de
intensidades, identificando los pixels con 0 U.A de intensidad (TH negativos) y
255 U.A. de intensidad (TH positivos). La cobertura de TH se calculé con el

cociente presentado a continuacién para cada neuropilo:

pixels TH positivos

(pixels TH positivos) + (pixels TH negativos)

2.7.8. Andlisis de plasticidad estructural de glia en animales
con deprivacion sensorial

Para el andlisis de la respuesta de la poblacién glial a la deprivacién
sensorial se utilizaron animales S100B-GFP y animales PLP-CreERT;tdTomato.
Se determind la densidad de células totales, GFP+ o tdTomato+. Para ello, se



Materiales y metodologia 60

cuantific6 de manera manual el total de nucleos y células positivas para cada
reportero en las capas glomerular y de fibras olfatorias y se relativizo la cantidad
de células al area correspondiente a estas capas. Las células se consideraron
positivas usando los criterios definidos en la seccion M.2.7.4. Se cuantifico la
intensidad media de fluorescencia de los marcadores GFP y tdTomato para la
capa de fibras olfatorias y para los neuropilos de la capa glomerular, delimitados
como en la seccion M.2.7.6. Se cuantificd el grado de cobertura de GFP y de
tdTomato en la capa de fibras olfatorias y glomerular. Para ello, se aplicé sobre
el canal correspondiente a GFP el algoritmo L/ y para tdTomato el algoritmo
Huang, ambos calculados automaticamente por el software ImagedJ para obtener
una imagen binaria. A partir de la imagen resultante se determiné el grado de
cobertura de las proyecciones de células GFP+ y tdTom+ como fue detallado en

la seccion M.2.7.7.

Para delimitar la capa de fibras olfatorias se utilizd como referencia la
fluorescencia endégena de cada linea y la marca nuclear. Con los limites de la
capa de fibras determinados se extrajeron los valores de grosor promedio de
esta capa en cada bulbo (control y deprivado), para cada animal. Adicionalmente,
utilizando la marcaciéon nuclear con DAPI, se cuantificaron las células de toda la
capa, para obtener el dato de densidad celular. Para el analisis del tamafio
glomerular, se utilizé la marcacion nuclear con DAPI para delimitar los neuropilos
glomerulares y se cuantificé el area de todos los glomérulos con seccién

transversal completa incluidos en la imagen.

2.7.9. Cuantificacion del tamano de redes gliales:
a. Videos obtenidos en el puesto de registro:

A partir de videos obtenidos de las redes gliales en el puesto de registro,
se cuantificd su tamafo contando el numero de células totales con fluorescencia
de Sulforodamina-B o Lucifer Yellow. Para ello se convirtieron los videos a
imagenes utilizando el programa Virtual Dub (decimados cada 20 cuadros) y se
seleccionaron las imagenes con la célula registrada en el centro del campo visual
y dos imagenes con cambio de foco adyacentes. Se consideraron células con
fluorescencia aquellas estructuras compatibles con somas celulares de glia

envolvente (forma oval y tamafio cercano a 10 ym de diametro). Unicamente
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fueron consideradas células que cumplieron los criterios de calidad de registro

detallados en la seccion M.2.5.3.

b. Imdagenes obtenidas con microscopia confocal:

Se utilizé un protocolo de acople por colorante mediante la utilizacion de
la molécula neurobiotina en la pipeta de registro. Esta tiene un tamafno pequeiio,
permea por las gap junctions y es susceptible de ser fijada dentro de las células,
pero no posee fluorescencia intrinseca, por lo que debe ser revelada con
estreptoavidina unida a un fluoréforo (ver Tabla M.1). En cada registro en el cual
se incorpord neurobiotina en la pipeta también se utilizé Lucifer Yellow para la
visualizacion del acople por colorante durante el registro y para facilitar la
identificacion de la célula registrada en la rodaja fijada. Las imagenes obtenidas
con microscopia confocal fueron tomadas de manera de incluir la totalidad de la
red en el eje Z, y ubicando a la célula registrada en el centro del campo del
microscopio, con secciones Opticas tomadas cada 2 uym. A partir de estas
imagenes, se selecciond a cada nucleo en la seccion oOptica en la que se
encontraba mejor representado (por observacion de marcacién con DAPI) dentro
de un area de 150 um de diametro alrededor de la célula registrada, cubriendo
todas las secciones Opticas, y se midid la intensidad de fluorescencia roja
asociada a la marca de neurobiotina (Figura M.5 A). Para definir un umbral que
permitiera determinar si una célula era NB+ o NB-, se calcul6 el promedio de la
intensidad de fluorescencia de neurobiotina de 20 células adyacentes al area de
analisis de cada experimento de acople. A partir de las coordenadas en X, Y, Z
de cada célula, considerando el origen en la posicion de la célula registrada, se
obtuvo la distancia esta utilizando la siguiente ecuacién: Distancia a la célula =
\/W + Y2 + Z?); luego se construyeron graficos de intensidad de fluorescencia
de las células de la red en funcion de la distancia a la célula registrada, para
cada red (Figura M. 5 B). Un método adicional de analisis utilizo todas las células
identificadas en el radio de 150 um. Se construyeron histogramas de frecuencia
absoluta y de frecuencia acumulada para las intensidades de neurobiotina de
todas las células identificadas en la imagen correspondiente (Figuras M. 5 C y

D). Se utilizé la mediana de cada histograma de frecuencia acumulada para el

analisis estadistico.
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Figura M. 5. Procedimiento utilizado para el analisis del tamafio de una red glial a
partir de experimentos de acople por colorante con neurobiotina A. Imagen
representativa tomada con un microscopio confocal de una red glial de la capa de fibras
olfatorias de una rodaja de bulbo olfatorio (proyeccién maxima de 6 secciones épticas
tomadas cada 3 pm). Se observa la marcacion nuclear en azul (DAPI) y la marcacion de
neurobiotina en rojo (CY3). Ademas, se muestra el area analizada (circulo amarillo)
centrada en la célula inyectada con neurobiotina. Con puntos verdes se indican las
células analizadas. B. Se muestra la relacién entre la distancia de cada célula analizada
relativa a la célula registrada y la intensidad de marca de NB, reconstruido a partir de la
imagen representativa. Cada célula esta representada por un punto. Las células
consideradas NB+ se indican en rosa, mientras que las que tienen valores de intensidad
que corresponden al background se indican en gris (umbral: 22 U.A.). C. Histograma de
frecuencia absoluta de valores de intensidad de neurobiotina para la poblacion de
células identificada. D. Histograma de frecuencia acumulada normalizada para la misma
poblacion mostrada en C. Se muestra en rojo la mediana de la intensidad que
corresponde a esta red glial.

2.8. Ensayos conductuales

2.8.1. Registro de vocalizaciones ultrasonicas
Para evaluar la conducta olfativa de animales de edad neonatal (P4-12)

se optimizé un ensayo de deteccidon de las vocalizaciones ultrasénicas de
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ratones neonatos inducidas por alejamiento del nido (ratones parentales e
individuos de la misma camada). Este protocolo fue descripto previamente 304y
permite estudiar la capacidad olfativa de ratones frente a olores aversivos (lecho
usado por machos extrafios o citral) que silencian las vocalizaciones

ultrasonicas.

A partir de este trabajo desarrollamos en nuestro laboratorio una
adaptacién del set-up para realizar el ensayo. Para ello se colocaron ratones
neonatos en una camara insonorizada con ventilacion forzada y con un
micréfono para el rango de ultrasonido de 40 a 120 kHz (BatBox) conectado a
una computadora con el programa de registro BatScan (Baton) y una plataforma
para la presentacion de distintos olores (Figura M.6A). El protocolo consté de la
presentacion de un olor neutro durante 90 segundos, seguido de un cambio de
estimulo con la presentacion de un segundo olor “prueba” durante 150 segundos,
que podia ser nuevamente el olor neutro o un olor experimental (Figura M.6B).
Cada raton paso por 4 ensayos en total, dos con estimulo neutro espaciados
entre si por 5 minutos y dos con olor de prueba experimental también espaciados
por 5 minutos (Figura M.6B). El orden en que sucedieron estos pares de ensayos
fue aleatorio y el intervalo fue de 1 hora. La sustancia neutra fue agua, el olor
experimental fue citral de alta pureza (Sigma-Aldrich W230316-SAMPLE-K) al

10% en aceite mineral (ThermoFisher, E10159) como solvente.

En detalle, se procedidé de la siguiente manera: La camara insonorizada
se ubicé en una habitacion con puerta. Cada jaula contenia una camada de
ratones neonatos (entre 4 y 10 ratones) y 3 ratones parentales (dos hembras y
un macho). Se comenzo limpiando la camara insonorizada y la plataforma con
etanol 10% en agua. Se ubico un hisopo con 20 pl de agua en la plataforma
dentro de la camara. Se extrajo a un ratén neonato de su jaula, se lo ubicé en
una grilla transportable y se dio inicio al programa de registro de las
vocalizaciones. Rapidamente se trasladdé al ratébn dentro de la camara
insonorizada, se colocé la grilla a 10 cm de distancia del micréfono y sobre la
plataforma para la presentacién de olores, y se cerrd la puerta de la camara
dando por iniciado el tiempo de evaluacion de las vocalizaciones (este tiempo se
encuentra senalizado en el registro por un artefacto sonoro caracteristico del

cierre de la puerta). Una vez cumplido el tiempo de exposicion del olor control se
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abrio la puerta de la camara, se extrajo el hisopo con agua y se colocé un nuevo
hisopo embebido con 20 pl del olor “prueba” (o control de agua) y se cerro la
puerta de la camara. Una vez cumplidos 4 minutos del ensayo se detuvo el
registro de vocalizaciones, se identificé al raton con un numero en el abdomen
escrito con un marcador para piel (Securline) y se repuso al ratén en su jaula de
origen. Antes de comenzar un nuevo ensayo se limpiaron con etanol 10% la
camara, la grilla transportable y la plataforma. En caso de utilizar como olor de
prueba citral se desecharon el hisopo y papel para limpiar en un lugar fuera del
cuarto de conducta y de la sala de espera de las jaulas experimentales, debido
a que los olores son intensos. Luego de la limpieza, se dejo ventilar 5 minutos

antes de comenzar un nuevo ensayo.

A B

Micréfono Protocolo de vocalizaciones Olor control
40-120 kHz Olor de prueba

0s 90s 2408 0s 90s 240s

Grilla | | fp coee] i |
" transportable .

Hisopo con olor | | | | | |
\% | 1 "5 minl | |
[~——

" Plataforma
~

Figura M. 6. Prueba conductual para evaluar capacidad olfativa. A. llustracion de la
camara de prueba disefiada para el registro de vocalizaciones en ultrasonido de ratones
neonatos. B. Protocolo utilizado para el registro de vocalizaciones frente a la
presentacion de olores. Consté de 4 ensayos en total, dos con presentacion de olor
control por 90s seguido de olor control por 150s, y dos con olor control por 90s seguido
de olor experimental por 150s. Las presentaciones del mismo tipo estan separadas por
una estadia de 5 minutos en la jaula de procedencia, y las de distinto tipo estan
separadas por 1 hora en dicha jaula.

2.8.2. Andlisis de vocalizaciones ultrasonicas

Los registros de vocalizaciones (espectrogramas) generados por el
programa BatScan (Figura M.7A) se exportaron en formato de imagen
monocromatica (.jpg) cubriendo ventanas de 20s de duracidon que luego se
concatenaron cubriendo la duracion total del registro (0 a 260s). Cada una de las
imagenes fue invertida utilizando la herramienta “invert’ del programa Imaged y

sobre éstas se aplicdé un macro disefiado por Carlos Pretell-Annan (becario
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doctoral del laboratorio colaborador dirigido por J. Belforte) para la deteccién de
vocalizaciones en ultrasonido de animales adultos, adaptado para los registros
de neonatos (ver seccion VIl. Anexo). EI macro permite calcular la intensidad
promedio en escala de grises (0-255 U.A.) a lo largo de la imagen, en cinco
bandas frecuenciales registradas en funcion del tiempo: 95-105 kHz, 85-95 kHz,
75-85 kHz, 65-75 kHz y 55-65 kHz (Figura M.7B). A partir de las bandas de
analisis se extrajo el registro de intensidad en escala de grises en funcion del
tiempo. La banda de 80 kHz se utilizd6 para el analisis, de acuerdo a lo ya
reportado 304 (Figura M.7C). Los perfiles de intensidad fueron alineados al
momento de presentacidn del estimulo a los 90 segundos, y se utilizo la
herramienta “event detection” del programa Clampfit 10.5 (Axon Instruments)
para determinar los eventos considerados vocalizaciones, utilizando como
criterio un umbral de deteccion de intensidad en la escala de grises de 160 U.A

(equivalente a 25 dB). (Figura M.7C).
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Figura M.7. Registro de vocalizaciones ultrasdonicas de ratones neonatos. A.
Registro representativo de vocalizaciones en la escala de frecuencias del ultrasonido
(60-100 kHz) para un raton de 8 dias de edad (P8), obtenido mediante el programa
BatScan. La intensidad de volumen en decibeles (dB) de la vocalizacion se indica con
la escala de color indicada. En la parte inferior se muestra una ampliaciéon de 2 segundos
del registro superior, donde se ve el detalle de las vocalizaciones. B. A partir del registro
en A. se convirtio la imagen a una escala de grises, donde negro es el valor de menor
volumen, y blanco de mayor volumen (0-255 U.A.). Con un macro creado en el programa
ImagedJ, se extrajeron los valores de intensidad a partir de 5 bandas de analisis,
cubriendo el rango de 60 a 100 kHz. C. A partir de las bandas de analisis se extrajo el
registro de intensidad en escala de grises en funcidn del tiempo. Se sefialan en rojo los
eventos considerados para el analisis, utilizando un umbral de 160 U.A.
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Para cada animal, se cuantificd el numero de vocalizaciones en ventanas
de 30 segundos, desde el comienzo del registro. Se promedio6 para cada ventana
el numero de vocalizaciones emitidas en el primer y segundo registro del mismo
tipo (separados por 5 minutos). Para el analisis de la respuesta a los estimulos,
se utilizaron las ventanas de 30 segundos inmediatamente anterior y posterior al
cambio de estimulo. Estas mismas se utilizaron para el calculo del indice de

respuesta definido como:

N° vocalizaciones post cambio estimulo

Indice respuesta = — —— _ -
N° vocalizaciones pre cambio estimulo

2.9.  Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se detallan en los epigrafes de las figuras y se
realizaron con el programa Graphpad Prism 6. En los casos en que se usaron
analisis paramétricos primero se verificé que los datos cumplieran los criterios
de normalidad (Test de Shapiro-Wilk) y homocedacia (Test de Levene). Las
diferencias se consideraron significativas si p<0,05, y en todos los casos se
muestra media + error estandar (EE), salvo que se indique lo contrario. Los tests
paramétricos utilizados fueron: test de Student, ANOVA de dos vias y tests pos-
hoc de Tukey. Los tests no paramétricos fueron: test de Mann-Whitney y ANOVA

de una via no paramétrico (Kruskal-Wallis).

Para poder analizar los datos obtenidos en el modelo de deprivacién
sensorial, contamos con la colaboracion de Diego Topsakalian, miembro del
grupo y la Dra. Gilda Garibotti, de la Universidad Nacional del Comahue. Se
utilizé un modelo no-lineal de efectos mixtos 3%5, dado que nos permitia analizar
la interaccion entre el tratamiento (bulbo del lado control o deprivado) y la edad
del animal o tiempo de deprivacion sensorial (Semana), considerando que cada
animal aporta varios datos para el bulbo control y deprivado. El animal se
introdujo como un factor aleatorio, mientras que el lado (control o deprivado) y la

semana de edad fueron factores fijos. El cddigo del modelo mixto es el siguiente
306.

m1<-Ime(Intensidad ~Lado*Semana, random=list(~Lado|Animal), bd).
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En este caso se analizé la variable intensidad de inmunofluorescencia en
imagenes. Se utilizé un analisis de los residuales de la poblacion para confirmar
que se cumplia con los supuestos de normalidad y homocedacia, para luego
aplicar un analisis de ANOVA de dos vias. En caso de no poder demostrar
normalidad en los residuales de los datos, se opto6 por transformar la variable con

funciones logaritmo, y se realizaron los analisis sobre estas variables.



V. RESULTADOS
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3.1. Capitulo 1: Propiedades electrofisioldgicas y
expresion de conexinas en las células de glia
envolvente durante el desarrollo posnatal como
indicadores de conectividad glial

Como se detallé en la Introduccion de la presente tesis, las neuronas
sensoriales olfatorias proyectan sus axones desde el epitelio olfatorio hasta el
bulbo olfatorio en el sistema nervioso central con un orden topogréfico, lo que
establece un mapa sensorial, tal que las neuronas que comparten especificidad
sensorial convergen en uno o dos glomérulos del bulbo olfatorio. EI mapa
sensorial maduro se obtiene mediante un proceso de refinamiento posnatal del

circuito que es dependiente de la experiencia sensorial.

Las células de glia envolvente olfatoria que acompanan a los axones de
las neuronas sensoriales establecen redes conectadas por gap junctions,
utilizando a la Cx43 como molécula clave para la formacion de estos canales
desde la etapa juvenil (P21). Ademas, muestran perfiles electrofisiolégicos
diversos, tal que las células con mayor conectividad tienen perfiles de corriente
en funcion del voltaje lineales, mientras que las de conectividad acotada tienen
predominantemente perfiles no lineales. Para investigar si las redes de glia
envolvente maduran en paralelo con la maduracidon del mapa sensorial, en este
capitulo abordamos la pregunta de si la glia envolvente sufre un proceso de
refinamiento o maduracién del grado de conectividad, de su perfil

electrofisiologico y de la expresion de Cx durante el desarrollo posnatal.

3.1.1. STOOB como marcador para distinguir las capas
externas del bulbo olfatorio de ratones de edades
posnatales tempranas

En trabajos anteriores donde se estudio el perfil electrofisiolégico de la
glia envolvente y su conectividad en ratones juveniles 3 se empled a la linea
transgénica de ratones S100B-GFP para identificar a estas células,
aprovechando que las células de la glia envolvente expresan S100B, lo cual hace
que en esta linea expresen GFP, que se distribuye hacia sus cuerpos celulares

y proyecciones. En la capa de fibras olfatorias, la glia envolvente se encuentra
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especialmente enriquecida, frente a los astrocitos que también expresan S100B,
lo que determina que la amplia mayoria de las células identificadas mediante

esta estrategia sean efectivamente glia envolvente 2.

Dados estos antecedentes y que S100B es expresado por la glia
envolvente durante el desarrollo posnatal 307, quisimos verificar que el patron de
expresion de GFP en esta linea transgénica refleja un patrén similar al descripto
para S100B enddgena y al de otra linea transgénica con otro reportero
controlado por el promotor de S100B 3%. Para ello, se estudié el perfil de
expresion de GFP en las capas externas del bulbo olfatorio de ratones de
diferentes edades durante el desarrollo posnatal en ratones S100B-GFP. Para
identificar la capa de fibras olfatorias, especialmente en los animales menores a
7 dias, en los que la identificacion morfoldgica de las capas se dificulta por su
desarrollo incipiente, se utilizé la expresion del marcador VGIuT2 (transportador
vesicular de glutamato tipo 2) presente en la capa adyacente, en los terminales
axonicos de las neuronas sensoriales olfatorias ubicados en los neuropilos de

los glomérulos inmaduros.

En la Figura R.1.1 A se muestran imagenes representativas de la tincidon
de VGIuT2 realizada en cortes de bulbo olfatorio de animales S100B-GFP,
correspondientes a semanas 1, 2 y 3 de edad posnatal. En primer lugar, como
se encontraba reportado 3%, se observo que la marca de VGIUT2 se circunscribe
a los neuropilos en la capa glomerular para las 3 semanas analizadas, lo que
permitié utilizar dicha marca para definir el limite externo de la capa glomerular,
que se uso como referencia para alinear y comparar los perfiles de expresion de
S100B-GFP en la capa externa adyacente, la capa de fibras olfatorias. En la
Figura R.1.1 B se muestra el perfil de expresién de VGIuT2 y S100B-GFP en

funcién de la distancia a dicha referencia, abarcando las capas mas externas del

bulbo olfatorio.

Al analizar la expresion de S100B en las capas externas del bulbo olfatorio
se pudo observar que la marca esta presente en ambas capas, coincidente con
lo reportado para animales juveniles 3. Sin embargo, se ve principalmente
representada en la capa mas externa, correspondiente a la capa de fibras

olfatorias en desarrollo, para los tres rangos de edad analizados.



Resultados: Capitulo 1 71

A partir de los perfiles de expresion se procedio a analizar la fluorescencia
total (area bajo la curva del perfil de fluorescencia) de cada marcador y comparar
su nivel para cada capa. Al comparar los valores de intensidad de fluorescencia
de GFP y de la marca de VGIuT2 correspondientes a las capas glomerular y de
fibras olfatorias para las 3 edades analizadas (Figura R.1.1 C), se encontré que
la marca de GFP es mas intensa que la marca de VGIuT2 en la capa de fibras
olfatorias para los 3 rangos de edades analizados. Considerando que VGIuT2 es
un marcador de la capa glomerular, este resultado indica que la capa de fibras

olfatorias se encuentra enriquecida con la marca de GFP.

En linea con lo anterior, se observo que la densidad de células positivas
para GFP es significativamente mayor en la capa de fibras olfatorias que en la

capa glomerular, para todas las edades analizadas (Figura R.1.2).

Adicionalmente, hallamos una diferencia en la densidad de células GFP+ de la
capa de fibras olfatorias, siendo mayor para la semana 1 que para las semanas

posteriores.
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Figura R.1.1. Perfiles de expresion de GFP y VGIuT2 en las capas externas del
bulbo olfatorio durante el desarrollo posnatal de animales S100B-GFP. A.
Imagenes representativas de tinciones de inmunofluorescencia contra VGIuT2 (rojo) y
los marcadores: nuclear DAPI (azul), GFP (verde) en cortes de bulbo olfatorio de ratones
de la linea S100B-GFP de distintas edades neonatales Semana 1: PO, Semana 2: P14
y Semana 3: P21. Se muestran las imagenes RGB, y los canales verde y rojo por
separado en escala de grises. Las capas del bulbo olfatorio que se observan en las
imagenes son: Capa Plexiforme Externa (CPE), Capa Glomerular (CG) y Capa de Fibras
Olfatorias (CFO). B. Perfil de expresién de los marcadores GFP y VGIuT2 en las capas
glomerular y de fibras olfatorias del bulbo olfatorio para las distintas edades neonatales
estudiadas (n=4 para cada edad). C. Marca de fluorescencia total (area bajo la curva de
B) de GFP y VGIut2 para las capas glomerular (CG) y de fibras olfatorias (CFO), para
cada edad analizada. ANOVA de 2 vias con medidas repetidas en ambos factores
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(localizacién y marcador). Semana 1: interaccion significativa (p<0,001); semana 2:
interaccion significativa (p<0,01); semana 3: interaccion significativa (p<0,01); *p>0,05
y ** p<0,01 (comparaciones a posteriori utilizando el test de Sidak).
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Figura R.1.2. Densidad de células positivas para GFP en las capas externas del
bulbo olfatorio durante el desarrollo posnatal. Analisis de la densidad de células que
expresan GFP en la capa glomerular (CG) y de fibras olfatorias (CFO) durante el
desarrollo posnatal, en animales S100B-GFP. ANOVA de dos vias considerando los
factores de localizacion (con medidas repetidas) y edad. Interaccion significativa
(p<0,05). Comparaciones a posteriori utilizando el test de Sidak (CG vs CFO): * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001, ****p<0,0001.

En conjunto, estos resultados muestran la utilidad de la linea de ratones
S100B-GFP como herramienta para identificar la capa de fibras olfatorias y a las
células de la glia envolvente alli predominantes, de acuerdo a lo reportado con

otras lineas reporteras bajo control del promotor de S100B en neonatos 283,

3.1.2. La glia envolvente olfatoria forma redes desde
temprano en el desarrollo posnatal

Tal como fue detallado en la Introduccion, las células de glia envolvente
de ratones juveniles y adultos forman redes y el grado de conectividad determina
sus propiedades electrofisiologicas 3-°, tal que los perfiles electrofisioldgicos con
relacion lineal entre la corriente y el voltaje, en protocolos de voltaje-clamp,

corresponden a células mas conectadas 3.

Con el fin de evaluar si las células de glia envolvente olfatoria de ratones

neonatos se encuentran conectadas formando redes gliales, y si éstas maduran
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durante el desarrollo posnatal del bulbo olfatorio, utilizamos en primera instancia
la técnica de acople por colorante en células de glia envolvente registradas en
rodajas agudas de bulbo olfatorio identificadas por su fluorescencia en animales
S100B-GFP de edad correspondiente a Semanas 1 y 3. Existen multiples
colorantes posibles que por su tamafio pequeio y estructura pasan a través de
las gap junctions, revelando estructuras de redes. Colocamos el colorante
sulforodamina-B (de fluorescencia roja) dentro de la pipeta de registro, lo que
nos permitié monitorear su difusidén desde la célula que estaba siendo registrada,

hacia las células vecinas que formaban parte de su red (Figura R.1.3 A).

Todas las células registradas mostraron difusion de Sulforodamina-B a al
menos 1 célula vecina, evidencia de que forman redes inclusive desde PO. Las
células de glia envolvente de animales de la semana 1 de edad presentaron un
mayor numero de células acopladas que las de la semana 3, lo que indica que
forman redes de mayor tamafio temprano en el desarrollo posnatal (Figura R.1.3
B), al menos al evaluarse la conectividad con el colorante utilizado. Este
resultado sugiere que las redes de glia maduran durante las primeras semanas

posnatales, posiblemente haciéndose mas selectivas.
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Figura R. 1.3. La glia envolvente de animales neonatos forma redes. A. Se muestran
imagenes representativas de una célula de glia envolvente olfatoria (sefialada en rojo)
registrada a partir de una rodaja de BO, donde se observan células adyacentes que
forman parte de la red (en verde) en un experimento de acople por colorante con
sulforodamina-B. B. Andlisis del nimero de células acopladas para animales de una
semana de edad (n=7) y de 3 semanas de edad (n=7). Cada punto representa un
experimento de acople por colorante diferente. Test t de Student: *p<0,05, diferencias
significativas entre grupos.

Como se mencioné anteriormente, los perfiles electrofisiolégicos de las

células de glia envolvente de animales juveniles y adultos correlacionan con el
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grado de conectividad, tal que las células acopladas mediante gap junctions
presentan mas frecuentemente perfiles lineales de corriente en funcion del
voltaje en comparacion con las células desacopladas. Para evaluar si en el caso
de las redes de neonatos el grado de conectividad se ve reflejado en los perfiles
de corriente de la glia envolvente, se realizaron registros electrofisiolégicos de
estas células en rodajas agudas de bulbo olfatorio (Figura R.1.4 A) procedentes
de animales de la linea S100B-GFP en 2 etapas del desarrollo posnatal, semana
1y 3.

Todas las células registradas, identificadas por la expresion de GFP
presentaron un potencial de membrana en ausencia de estimulos de valor
esperado para células gliales 3°, alrededor de -80 mV, siendo el promedio para

Semana 1,-81 £ 2 mV y para Semana 3, -80 £ 1 mV.

Utilizando protocolos de registro en modo voltage-clamp y configuraciéon
whole-cell se midié la corriente macroscépica evocada por pulsos de voltaje
(Figura R. 1.4 A). En la Figura R.1.4 B se muestran registros representativos de
2 células de glia envolvente, correspondientes a los 2 grupos de edad analizados
durante el desarrollo posnatal y a su derecha las curvas I/V resultantes del

registro.

Se ajusto a la curva I/V de cada célula analizada un modelo de regresion
lineal para evaluar la linealidad de su perfil de corriente, y se utilizé el parametro
R? como indicativo de la bondad del ajuste lineal a los datos (Figura R.1.4 B). En
todas las edades evaluadas la corriente macroscopica presentd en promedio un
perfil lineal, compatible con la presencia de gap junctions de conductancia
ohmica (semana 1: R? 0,9736 + 0,0091; semana 3: R? 0,9792 + 0,0075), en linea
con los resultados de acople por colorante, que reflejaron la presencia de células

acopladas para ambas edades.

Se realizé un analisis comparativo de las curvas I/V para los 2 grupos de
edades posnatales (Figura R.1.4 C) que revel6 que existe una interaccion
significativa entre la edad del animal de donde proviene la célula registrada y la
amplitud de corriente evocada por el protocolo de voltage-clamp. La
conductancia macroscopica extraida a partir de la pendiente de las curvas I/V de
cada célula, revelo que no existe una correlacion significativa entre la edad y la

magnitud de este parametro (Figura R.1.4 D). Adicionalmente, al analizar la
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conductancia macroscépica agrupada por edades, se encontré que la
conductancia total no presenta diferencias significativas entre semanas (test de
Mann-Whitney: p>0,05). La diferencia entre los resultados encontrados para la
I/V y el analisis de la conductancia macroscopica sugiere que las diferencias
entre semanas encontradas en la curva I/V se limitan a conductancias activables
por los pulsos mas hiperpolarizantes y no en todo el rango de voltaje analizado,
como seria esperable para la conductancia 6hmica de las gap junctions. Estos
resultados sefalan que la corriente macroscépica de las células de glia
envolvente no refleja los cambios en el tamafio de las redes detectados mediante

acople por colorante durante el desarrollo posnatal.
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Figura R.1.4. Caracteristicas electrofisiolégicas de células de glia envolvente
olfatoria de ratones durante el desarrollo posnatal. A. Se realizaron registros
electrofisioldgicos de células de glia envolvente a partir de rodajas agudas de bulbo
olfatorio, en la capa de fibras olfatorias de animales S100B-GFP. Se utilizé un protocolo
de voltaje-clamp (-140 a 0 mV). B. Se muestran registros representativos de corriente
total en respuesta al protocolo utilizado para células registradas provenientes de
animales de 0 y 18 dias posnatales (PO y P18), correspondientes a semanas 1y 3 de
edad, respectivamente. A la derecha se muestran las curvas I/V construidas a partir de
la corriente total evocada en respuesta a distintos escalones de voltaje, para los
registros representativos. Se muestra el ajuste lineal para cada ejemplo. Las lineas
punteadas representan el intervalo de confianza del 95%. C. Curvas |/V promedio
construidas a partir de la corriente total en respuesta a distintos escalones de voltaje de
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-140 a 0 mV, para células de glia envolvente de animales de la semana 1 (n=8) y semana
3 (n=5). ANOVA de dos vias de medidas repetidas; Interaccion significativa entre
factores edad y voltaje; **p<0001. D. Correlacién entre la conductancia macroscopica
estimada a partir de la curva I/V y la edad del animal. Correlacion de Spearman no
significativa, p>0,05.

En animales de edad juvenil (semana 3 posnatal) y adulta (2 meses en
adelante) el acople de las células de glia envolvente es sensible al tratamiento
con acido meclafenamico (MFA), un bloqueante de gap junctions, que reduce la
amplitud de la corriente macroscopica, la linealidad de la curva I/V y el acople

por colorante 3-5.

Para evaluar si la glia envolvente olfatoria de neonatos presenta una
conductancia sensible a MFA, caracteristica de gap junctions, se registraron
células de glia envolvente del bulbo olfatorio de animales S100B-GFP de 1
semana, antes y después de la adicion de MFA al medio de registro. En la Figura
R.1.5 A se muestran dos registros obtenidos de una misma célula en solucién de
registro control (ACSF) y luego de 10 minutos de tratamiento con MFA, que
produjo una disminucion marcada de la amplitud de la corriente total y el
desenmascaramiento de corrientes activables por voltaje. En la muestra de
células registradas, el tratamiento con MFA redujo la conductancia macroscopica
(Figura R.1.5 B). Luego del bloqueo de las gap junctions mediante aplicacion de
MFA emergio un perfil no lineal de corriente solo en una de las tres células
registradas, siendo el R? promedio para regresiones lineales ajustadas a la curva
I/V para ACSF de 0,9854 + 0,0107 y para MFA de 0,9828 + 0,0084 (test con
medidas repetidas de Wilcoxon, p>0,05). Resta evaluar si este resultado se

mantiene en una muestra de mayor numero de células.

Estos resultados indican que parte de la conductancia macroscopica de
la glia envolvente de la primera semana de edad es compatible con la presencia
de gap junctions, similar a lo reportado en edad juvenil y adulta, en linea con la

observacion de las redes reportadas en la Figura R.1.3.
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Figura R. 1.5. El perfil de corriente de la glia envolvente olfatoria es sensible a un
bloqueante de gap junctions temprano en el desarrollo. A. Se realizaron registros
electrofisiologicos de células de glia envolvente de la capa de fibras olfatorias en rodajas
de bulbo olfatorio de animales S100B-GFP. Se utilizé un protocolo de voltaje-clamp
(-140 a 60 mV). Se muestran registros de corriente total en respuesta al protocolo de
pulsos de voltaje aplicado a una célula de un animal S100B-GFP de 4 dias (P4) en
presencia de la solucion de registro control (ACSF) y luego de su reemplazo por una
solucion con el bloqueante de gap junctions MFA (100 uM). B. Curvas I/V construidas a
partir de la corriente total en respuesta a distintos escalones de voltaje, para células de
glia envolvente de animales de la primera semana de edad antes (ACSF) y luego de
agregar MFA (n=3). ANOVA de dos vias de medidas repetidas: **p<0,01 para el factor
tratamiento (MFA).

El conjunto de los resultados presentados en esta seccion indica que las
células de glia envolvente olfatoria forman redes gliales mediadas por gap
junctions desde P0. Adicionalmente, sugieren que las redes maduran reduciendo
su tamafo durante el desarrollo posnatal del bulbo olfatorio, aunque esto no se

refleja en el perfil electrofisiologico de las células individuales que las componen.

3.1.3. Expresion de Cx43 y Cx47 en la capa de fibras olfatorias
durante el desarrollo posnatal

Las gap junctions se encuentran formadas por placas de multiples canales
formados por Cx que pueden ser de distinto tipo, dependiendo del tipo celular.
Se ha demostrado que la Cx43 es la principal Cx expresada y constituyente de
gap junctions de la glia envolvente olfatoria de animales juveniles y adultos °.
Dados estos antecedentes, nos propusimos evaluar si la Cx43 presentaba un
perfil de expresién compatible con su participacion en la formacién de redes de

glia envolvente desde temprano en el desarrollo posnatal.

Para ello, se realizé una tincién de inmunofluorescencia para detectar
Cx43 en cortes de bulbo olfatorio de animales S100B-GFP de distintas edades
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posnatales, de PO a P14 (Figura R.1.6 A). La marca de Cx43 es caracteristica
por su apariencia puntiforme, formando clusters o placas constituidas por
multiples canales 3%°. Los resultados mostraron que a partir de P2 se puede
apreciar marca en la capa de fibras olfatorias. A su vez la densidad de clusters
aumenta conforme avanza la edad posnatal y se observa una marca
significativamente mayor a P7 y P14, comparando con PO (Figura R.1.6 B). Para
la mayor parte de las edades se observa adyacente y externa a la capa de fibras
olfatorias una intensa marca de Cx43, correspondiente a expresion en
leptomeninges, la cual funciona como control interno de la técnica,
especialmente en P0O. La escasa marcacion de Cx43 en la capa de las fibras
olfatorias a esta edad fue confirmada utilizando anticuerpos de distintas especies
(conejo y raton), con especificidad diferencial de epitopes, lo cual indica que los

resultados no se deben a una baja sensibilidad de la técnica.

La Cx43 es utilizada tanto por astrocitos como por glia envolvente olfatoria
como molécula mediadora de gap junctions, pero considerando la presencia
mayoritaria de la glia envolvente, se infiere que la mayor parte de esta marca
corresponde a la expresion de este tipo celular, dentro de la capa de fibras

olfatorias.

La minima densidad de clusters de Cx43 a PO sugiere que la Cx43 no es
utilizada principalmente para formar gap junctions a esta edad, y por lo tanto que
podria haber un cambio en el sustrato molecular mediador de estas uniones
durante el desarrollo posnatal temprano del bulbo olfatorio, es decir, que una Cx
diferente de Cx43 medie estas uniones durante las primeras semanas y

gradualmente ésta sea reemplazada o complementada en su funcién por Cx43.
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Figura R.1.6. Expresion de Cx43 en la capa de fibras olfatorias durante el
desarrollo posnatal. A. Imagenes representativas de inmunofluorescencia contra Cx43
en el bulbo olfatorio de animales de la linea S100-GFP de diferentes edades posnatales
(PO, P2, P4, P7, P14). La marca nuclear se encuentra en color azul (DAPI), S100B-GFP
en verde y Cx43 en rojo. El recuadro ampliado muestra la marca de Cx43. Las capas
del bulbo olfatorio que se observan en las imagenes son: capa plexiforme externa (CPE),
capa glomerular (CG) y capa de fibras olfatorias (CFO) dentro de la linea punteada y
leptomeninges (LM). B. Analisis de la densidad de clusters de Cx43 (clusters cada 100
um?), en la CFO del bulbo olfatorio a lo largo del desarrollo posnatal. Se aplicé un
ANOVA de una via no paramétrico (Kruskal-Wallis), **p=0,0028. Se utiliz6 el test pos-
hoc no paramétrico de Dunn para comparaciones multiples; *p<0,05 y **p<0,01. NUumero
de animales: PO, n=5; P2, n=3 P4, n=6; P7, n=5; P14, n=3.

Con el objetivo de identificar Cx candidatas a formar parte predominante
de las gap junctions a PO, realizamos tinciones de inmunofluorescencia para
otras Cx comunmente utilizadas por células gliales: Cx30, que tipicamente
complementa a la Cx43 en astrocitos y Cx47, tipicamente oligodendroglial

(Figura R.1.7) enfocandonos en la semana 1 del desarrollo posnatal.
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Los resultados mostraron que en la capa de fibras olfatorias no se observa
marca puntiforme de Cx30 en ninguna de las edades analizadas, siendo la
densidad de clusters de Cx30 practicamente nula (Figura R.1.7 B). Esto es
coincidente con lo que sucede a edad juvenil y adulta en la misma zona del bulbo
olfatorio ®. En la Figura R.1.7 A se observa que adyacente a la capa de fibras
olfatorias (sefialada dentro de la linea punteada) se observa una intensa marca
de Cx30, correspondiente a expresién en leptomeninges. Esta marca sirve de
control positivo de la técnica de inmunofluorescencia, validando la ausencia de
marca de Cx30 en la capa de fibras olfatorias, descartandola como candidata
probable a mediar las gap junctions de la glia envolvente olfatoria temprano en

el desarrollo posnatal.

Al analizar la marca de Cx47 en cortes comparables de tejido, se pudo
observar un gran numero de clusters en las dos edades correspondientes a la
Semana 1 de edad (Figura R.1.7 D) y que la densidad de clusters de Cx47
aumento significativamente su abundancia con el avance del desarrollo posnatal,

comparando la densidad de marca a P0-2 y P7.
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Figura R.1.7. Expresion de Cx30 y Cx47 en la capa de fibras olfatorias en la primera
semana del desarrollo posnatal. A. Imagenes representativas de inmunofluorescencia
contra Cx30 en el bulbo olfatorio de animales de la linea S100B-GFP de edad PO y P7.
La marca nuclear se encuentra en color azul (DAPI), la marca de GFP en verde y Cx30
en rojo. El recuadro ampliado muestra la marca de Cx30. Se indican las capas:
plexiforme externa (CPE), glomerular (CG), de fibras olfatorias (CPE) y leptomeninges
(LM). B. Andlisis de la densidad de clusters de Cx30 (clusters cada 100 um?), en la capa
de fibras olfatorias del bulbo olfatorio de edades P0-2 y P7. Se aplico test estadistico no
paramétrico de Mann-Whitney, p>0,05. Numero de animales: P0-2, n=8; P7, n=5. C.
Imagenes representativas de inmunofluorescencia contra Cx47 en el bulbo olfatorio de
animales de la linea S100B-GFP de edad PO y P7. La marca nuclear se encuentra en
color azul (DAPI), la marca de GFP en verde y Cx47 en rojo. El recuadro ampliado
muestra la marca de Cx47. Se indican las capas: plexiforme externa (CPE), glomerular
(CG), de fibras olfatorias (CFO) y leptomeninges (LM). D. Analisis de la densidad de
clusters de Cx47 (clusters cada 100 um?) en la capa de fibras olfatorias del bulbo
olfatorio de edad P0-2 y P7. Numero de animales: P0-2, n=5, P7, n=3. Se aplico test
estadistico no paramétrico de Mann-Whitney, *p=0,0357.
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Adicionalmente, analizamos la co-localizacion de la marca de Cx47 y las
estructuras marcadas con GFP, correspondientes predominantemente a los
cuerpos celulares y procesos de las células de glia envolvente olfatoria, en la
capa de fibras olfatorias (Figura R.1.8). Se observé tanto para P0O-2 como para
P7, que hay clusters de Cx47 que co-localizan con procesos GFP. El analisis
arrojo que la marca de Cx47 co-localiza con cerca del 20% del area cubierta por
GFP, y cerca del 60% del total de los clusters de Cx47 se encuentran co-
localizados con la marca de GFP (Figura R.1.8 B). Ademas, la co-localizacién
sobre GFP fue despreciable en imagenes obtenidas de controles negativos de la
inmunofluorescencia de Cx47 (representada por la linea punteada en B, Test t
de Student: ***p<0,001).

Se puede observar en la Figura R.1.8 C la tipica estructura de lagunas
revelada por la marca de GFP, que identifica a la glia envolvente, con gran

densidad de clusters de Cx47 co-localizados con sus procesos.
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Figura R.1.8. Co-localizacion de la marca de Cx47 con células GFP+ en la capa de
fibras olfatorias de animales S$100B-GFP. A. Imagen representativa de
inmunofluorescencia contra Cx47 en la capa de fibras olfatorias del bulbo olfatorio de
animales de la linea S100B-GFP a P2. La marca nuclear se encuentra en color azul
(DAPI), la marca de GFP en verde y Cx47 en rojo. A la derecha se muestran en blanco
los clusters de Cx47 que co-localizan con GFP. B. Analisis de la fraccion co-localizada
de la marca de Cx47 en células GFP+, en cortes de bulbo olfatorio de animales de PO-
7. A la izquierda se muestra la fraccion colocalizada sobre pixels positivos para GFP
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(Sobre GFP). La linea punteada a la izquierda indica la fraccion co-localizada en un
control negativo de la inmunofluorescencia de Cx47 (Media + EE: 0,022 + 0,001). A la
derecha se muestra la fraccidén de pixels co-localizados sobre pixels positivos para Cx47
(Sobre Cx47). N=5 animales. C. Ampliacion del recuadro en A. donde se sefialan con
flechas los clusters de Cx47 co-localizados en procesos celulares con marca de GFP y
con asteriscos las lagunas formadas por la glia envolvente.

Estos resultados nominan a la Cx47 como un posible candidato a
conformar las gap junctions responsables de la conectividad de la glia envolvente

desde temprano en el desarrollo posnatal.

3.1.4. Conclusiones del Capitulo 1

Los resultados de este capitulo sefialan que las células de glia envolvente
olfatoria forman redes mediadas por gap junctions desde PO, que reducen su
tamafo durante el desarrollo posnatal. No detectamos un proceso de

maduracion en paralelo del perfil electrofisiolégico.

Asi como se encuentra descrito para estas células a edad juvenil y adulta,
los resultados sugieren que la Cx43 es una molécula clave en la formacion de
gap junctions, durante las primeras 3 semanas del desarrollo posnatal. El perfil
de expresion de Cx43 mostré un aumento gradual en la densidad de clusters en
relacion a la edad. Finalmente, los resultados indican que la glia envolvente
olfatoria expresa Cx47, una Cx tipica de oligodendrocitos, que podria ser
candidata a formar parte de las gap junctions desde mas temprano que la Cx43

durante el desarrollo posnatal.
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3.2. Capitulo 2: Rol de la Cx43 en la formacion de redes
de glia envolvente olfatoria a edades tempranas del
desarrollo posnatal

Las Cx son proteinas transmembrana que pueden tener funciones de
canales (gap junctions, hemicanales) y funciones no asociadas a canales
(sefializacion intracelular y adhesion) 71310 |a deteccion de las Cx por

inmunofluorescencia no permite distinguir entre estos roles.

A edad juvenil y adulta se ha demostrado que la glia envolvente olfatoria
expresa Cx43 y que es utilizada como componente de las gap junctions, como
mediadora de la conectividad de estas células 5. Con el objetivo de determinar si
la Cx43 media las redes de glia envolvente también durante el desarrollo
posnatal, se eligié una estrategia de manipulacion genética de la glia envolvente
utilizando la linea transgénica de ratones PLP-CreERT, que expresa la
recombinasa Cre inducible por Tamoxifeno (Tx) bajo secuencias regulatorias del
gen de PLP1, expresado por la glia envolvente y oligodendrocitos (seccion
M.2.1.3).

En este capitulo, se detallan los resultados encontrados para la
caracterizacion de la linea PLP-CreERT como herramienta de manipulacion de
la glia envolvente olfatoria, su utilizacién para reducir la abundancia de la Cx43
en esta glia, y sus efectos en la conectividad de la glia envolvente olfatoria de
animales neonatos. Por ultimo, se presenta la caracterizacion de un test
conductual que podria utilizarse para evaluar el impacto de esta manipulacion

genética u otras que podrian afectar la funcion olfativa de animales neonatos.

3.2.1. La linea de ratones PLP-CreERT permite manipular a la
glia envolvente olfatoria

La glia envolvente olfatoria expresa una diversidad de marcadores por los
cuales se la puede distinguir de otros tipos celulares en la capa de fibras
olfatorias. Sin embargo, en cuanto a los marcadores gliales mejor descriptos,
(S100B, BLBP) no expresa de manera exclusiva ninguno. En el capitulo anterior
se han presentado resultados a partir de ensayos realizados con animales de la

linea S100B-GFP, en los que la glia envolvente puede ser identificada por la
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expresion del marcador S100B, debido a que es el tipo celular mayoritario de
esta capa. A pesar de ello, este marcador es compartido con los astrocitos de la
capa de fibras olfatorias por lo que no permite distinguir estos tipos gliales. La
glia envolvente expresa la proteina DM-20, una variante de expresion del gen
PLP1, compartiendo este marcador con oligodendrocitos 92, células que no se

encuentran presentes en la capa de fibras olfatorias.

Dados estos antecedentes, nos propusimos evaluar si podiamos utilizar
la linea PLP-CreERT para la manipulacion de la expresién de genes en la glia
envolvente olfatoria. Primero, se evalué el patrén de expresién de la recombinasa
Cre en la linea PLP-CreERT. Para ello se cruzaron animales de esta linea con
ratones de la linea reportera de la actividad de Cre, LSL-tdTomato, y se analizd
la localizacién de las células positivas para tdTomato y su identidad en base a la
expresion de marcadores gliales en tejido de animales de la descendencia (PLP-
CreERT;LSL-tdTomato, que para simplicidad llamaremos PLP-Cre;Tom)

tratados con Tx.

En primer lugar, se analiz6 en cortes de bulbo olfatorio de animales de
semana 1 y 4 del desarrollo posnatal la ubicacion y morfologia de las células
reportadas con tdTomato y se observo la presencia de lagunas formadas por los

procesos de las células tdTom+ (Figura R. 2.1 A). Estas se encontraron

principalmente alojadas en la capa de fibras olfatorias, lo que permitid
identificarlas con facilidad, y lo cual sugiere que para ambas edades las células
reportadas son glia envolvente olfatoria. Se cuantificé el numero de células
reportadas con tdTomato en las primeras 70 um y 150 ym desde la superficie
del bulbo para los cortes de semana 1 y 4, respectivamente considerando el
ancho promedio de la capa de fibras olfatorias para estas edades. A partir de
este dato se calculd la densidad de células tdTom+ en la capa de fibras olfatorias
para ambas edades, sin encontrar diferencias durante el desarrollo (Figura R.
2.1 B).
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Figura R. 2.1. Analisis de la localizacion de células tdTomato en la capa de fibras
olfatorias de animales de edad neonatal. A. Imagenes representativas de un corte
coronal de bulbo olfatorio de la linea PLP-CreERT;tdTomato de un animal P3 y uno P30
(semana 1y 4 del desarrollo posnatal, respectivamente), inyectados con Tx. Se muestra
la expresion de tdTomato. Se observan la capa de fibras olfatorias (CFO), la capa
glomerular (CG) y la capa plexiforme externa (CPE). Se indica en linea punteada gris el
limite externo del bulbo olfatorio. A la derecha se muestra la ampliacién de los recuadros,
donde se sefialan cuerpos celulares tdTom+ (flechas) y las estructuras de lagunas
(asteriscos) de la glia envolvente en la capa de fibras olfatorias (CFO). B. Cuantificacion
de la densidad de células reportadas con tdTomato en la capa de fibras olfatorias en
Semana 1 y 4 del desarrollo posnatal, expresada en nimero de células x100/mm?;
semana 1, n=4 animales; semana 4, n=4 animales. Test no paramétrico de Mann-
Whitney, p>0,05, diferencias no significativas.

A continuacién, analizamos en mas detalle la distribucion de las células

positivas para tdTomato en el bulbo olfatorio de animales PLP-Cre;Tom juveniles

(Figura R. 2.2). Se encontr6 que la gran mayoria de las células reportadas con
tdTomato (87.1 £ 0.4%) se ubica en la capa de fibras olfatorias del bulbo olfatorio

(Figura R. 2.2 B), encontrando pocos casos de células positivas para tdTomato

en las capas internas del bulbo (Figura R. 2.2 C y D). Adicionalmente, la mayor
parte de las células presentes en la capa de fibras olfatorias fueron reportadas
con tdTomato (Figura R. 2.2 D). Ambos resultados apuntan a que las células de
la capa de fibras olfatorias, principalmente células de glia envolvente olfatoria 42,

pueden ser marcadas mediante esta estrategia.
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Figura R. 2.2. La linea PLP-CreERT dirige la expresion de Cre en el bulbo olfatorio
principalmente a células de la capa de fibras olfatorias en ratones juveniles. A. Se
muestra una representacion esquematica de un corte coronal de bulbo olfatorio, donde
se sefaliza la ubicacién de dos regiones de interés: i) capas externas y ii) capas internas
del bulbo olfatorio, ejemplificadas en B. B. Imagenes representativas de un corte coronal
de bulbo olfatorio de un animal P30 de la linea PLP-Cre;Tom, tratado con tamoxifeno de
P14 a P19. Se muestra la marca nuclear con DAPI (azul) y la expresion de tdTomato
(Tom) (rojo). En i) se observan la capa de fibras olfatorias (CFO) y la capa glomerular
(CG). En ii) se muestran la capa plexiforme externa (CPE), capa de células mitrales
(CCM), la capa plexiforme interna (CPI) y la capa de células granulares (CCG). La escala
corresponde a 50 um. Los recuadros se muestran amplificados en C. C. Detalle de las
células reportadas con tdTomato en las capas CFO, CG, CPE y una regién que incluye
parte de las CCM, CPl y CCG. Se muestra en azul la marca nuclear de DAPI y en rojo,
y en escala de grises, tdTomato. La escala corresponde a 10 um. D. Cuantificacién de
la abundancia de células reportadas con tdTomato en cada capa del bulbo olfatorio,
expresada en porcentaje respecto del numero de células identificadas con DAPI, N=4
animales.

Para evaluar si las células reportadas a edad juvenil correspondian a glia
envolvente olfatoria, se analizd su identidad mediante marcaje por
inmunofluorescencia para BLBP, un marcador expresado por esta glia (Figura
R.23A,ByD).

Se encontré que mas del 80% de las células positivas para tdTomato en

la capa de fibras olfatorias y mas del 50% de ellas en la capa glomerular
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expresan el marcador BLBP, y que casi la totalidad de las células que expresan
BLBP fue reportada con tdTomato (Figura R. 2.3 B). Las células encontradas en
la capa glomerular probablemente sean células de glia envolvente olfatoria
ubicada entre las células periglomerulares 384, Estos resultados indican que las
células reportadas con tdTomato en la capa de fibras olfatorias expresan un
marcador caracteristico de glia envolvente. No se encontraron células
reportadas con tdTomato que expresaran el marcador astroglial GFAP, y
ninguna de las células identificadas como GFAP* expresaron tdTomato (Figura
R. 2.3 C). Adicionalmente, de las pocas células tdTomato encontradas en las
capas internas del bulbo olfatorio (capa plexiforme externa, capa de células
mitrales y capa de células granulares), ninguna presentd expresioén para el
marcador BLBP (Figura R. 2.3 D), lo que sugiere que son oligodendrocitos. Resta
repetir esta caracterizacion en tejido de animales de edad neonatal.
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Figura R. 2.3. La linea PLP-CreERT permite manipular selectivamente a la glia
envolvente olfatoria. A. Imagenes representativas de inmunofluorescencia para el
marcador BLBP en un corte coronal de bulbo olfatorio de un animal P30 de la linea PLP-
Cre;Tom, inyectado con tamoxifeno de P14 a P19. El recuadro de la figura de la
izquierda se amplifica en las siguientes 3 imagenes hacia la derecha. Se muestra la
marca nuclear con DAPI en azul, BLBP en verde y escala de grises, y la expresion de
tdTomato (Tom) en rojo y escala de grises. Se indica la capa de fibras olfatorias (CFO),
la capa glomerular (CG) y la capa plexiforme externa (CPE). La escala corresponde a
50 um (izquierda) y 10 ym (derecha). Se sefalan con flechas las células de interés,
marcadas con BLBP y reportadas con Tom. B. A la izquierda se muestra el porcentaje
de células BLBP" del total de reportadas con tdTomato para las capas CFO y CG. A la
derecha se muestra el porcentaje de células tdTomato* del total de células que expresan
BLBP para las capas de interés. N= 3 animales. C. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia para el marcador GFAP en un corte coronal de bulbo olfatorio de
un animal P30 de la linea PLP-Cre;Tom, inyectado con tamoxifeno de P14 a P19. El
recuadro en la figura de la izquierda se amplifica en las siguientes 3 imagenes hacia la
derecha. Se muestra la marca nuclear con DAPI en azul, GFAP en verde y escala de
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grises, y la expresion de tdTomato en rojo y escala de grises. Se indican la CFO, CG y
CPE. La escala corresponde a 50 pym (izquierda) y 10 ym (derecha). Se sefalan con
flechas llenas las ceélulas de interés reportadas con Tom y con flechas vacias las
consideradas GFAP™. D. Detalle de células positivas para Tom y negativas para BLBP
en las capas profundas del bulbo olfatorio. Arriba: Se muestra la imagen compuesta y el
canal de BLBP en escala de grises. Abajo: Se indica con una flecha llena una célula
reportada con tdTomato de la capa de células mitrales y con una flecha vacia una célula
en la capa de células granulares. La escala corresponde a 10 ym. N= 3 animales.

La caracterizacion del patron de expresion de la linea PLP-Cre mostrada
en esta tesis forma parte de la caracterizacién general de la linea transgénica
para su uso en varias lineas de investigacion del laboratorio y un trabajo en
colaboracién con otros miembros del grupo, que mostré que la Cx43 media las
redes de glia envolvente en animales juveniles y adultos 5. En resumen, el
conjunto de resultados obtenidos permite concluir que la linea PLP-CreERT es
de utilidad para dirigir de manera selectiva y eficiente manipulaciones genéticas

mediante tecnologia Cre-lox a la glia envolvente olfatoria.

3.2.2. Delecion condicional de Cx43 en la glia envolvente
olfatoria de neonatos

Con el objetivo de analizar si la Cx43 media las redes de glia envolvente
olfatoria en animales de edad neonatal, se realizaron cruzas entre la linea PLP-
CreERT vy la linea de ratones Cx43f%* y se caracterizaron las redes de glia
envolvente en la descendencia. En la linea Cx43%° los animales portan una
insercion de secuencias loxP flanqueando el exén 2 del gen que codifica la Cx43,
y mediante la cruza con la linea PLP-CreERT se obtiene una proporcion de la
descendencia en la que la administracion de Tx permite la delecion permanente
de esta porcion del gen, impidiendo la expresion de Cx43. Nuestro grupo ha
descripto que estos animales presentan una disminucion de entre el 70 y el 90%
en la expresion de Cx43 en la capa de las fibras olfatorias de ratones de edad

juvenil y adulta °.

Para evaluar si esta manipulacién genética es efectiva para eliminar la
expresion de Cx43 de la glia envolvente en animales neonatos, se cruzaron las
lineas PLP-CreERT y Cx43fX se inyectd a toda descendencia con Tx a P5 y 6,
protocolo adaptado a partir de uno validado para neonatos 2°!, y se analizé la

expresion de Cx43 mediante inmunohistoquimica a P7 en cortes de bulbo
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olfatorio. Los animales fueron genotipificados luego del sacrificio y clasificados
en dos grupos: 1) Cx43 cKO (knock-out condicional de la Cx43) con un genotipo
PLP-Cre*-;Cx43floxflox: 2) grupo Cx43 Control: de genotipos PLP-Cre*-;Cx43** o
PLP-Cre-;Cx43flox/flox,

La Figura R. 2.4 A muestra la densidad de clusters de Cx43 en la capa de
fibras olfatorias. Se observo que para el grupo Cx43 Control la densidad de
clusters fue similar a la encontrada para esta edad en los animales S100B-GFP,

mostrada en el Capitulo 1 de esta tesis (Figura R. 2.4 B). En cuanto a la

expresion de Cx43 en el grupo Cx43 cKO, se observo que en la capa de las
fibras olfatorias de estos animales la densidad de clusters de Cx43 disminuyo
drasticamente, respecto al grupo Cx43 Control y del grupo S100B-GFP (Figura
R. 2.4 B). Esta manipulacion fue selectiva de la capa de fibras olfatorias, dado
que se mantuvo la expresion de Cx43 en la capa de leptomeninges descripta en
el capitulo 1 de esta tesis (R.1.3). Al analizar la densidad de células en la capa
de fibras olfatorias para animales Cx43 cKO y Control, no se observaron
diferencias entre grupos, lo que sugiere que la reduccion de Cx43 no se debe a

la muerte de células de la capa de fibras olfatorias (Figura R. 2.4 C).
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Figura R. 2.4. Disminucion en la expresion de Cx43 en la capa de fibras olfatorias
en animales Cx43 cKO de edad neonatal. A. Imagenes representativas de una
inmunofluorescencia contra Cx43 en el bulbo olfatorio de animales de genotipo Cx43
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Control y Cx43 cKO de edad P7, inyectados con una dosis diaria de Tx 50 mg/kg a P5
y P6. La marca nuclear se encuentra en color azul (DAPI) y la marca de Cx43 en verde
y en escala de grises. En el recuadro ampliado se indican con flechas rojas clusters de
Cx43. B. Densidad de clusters de Cx43 (clusters cada 100 ym?) en la capa de fibras
olfatorias del bulbo olfatorio en animales P7 de la linea S100B-GFP y de los grupos
Cx43 Control y Cx43 cKO. Se utilizo el analisis de ANOVA de una via, **p<0,01. Se
utilizo el test pos-hoc de Holm-Sidak para comparaciones multiples; **p<0,01. Numero
de animales: S100B-GFP, n=5; Cx43 Control, n=4; Cx43 cKO, n=3. C. Densidad de
células totales en la capa de fibras olfatorias de animales Cx43 Control y Cx43 cKO,
expresada en nimero de células cada x100/mm?2. Se utilizo el analisis de Mann-Whitney,
p>0,05. Niumero de animales: Cx43 Control, n=4; Cx43 cKO, n=3.

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que el modelo de
delecion condicional inducible de Cx43 en células que expresan PLP1 permite
disminuir su expresion de manera significativa en la capa de fibras olfatorias de
animales neonatos. Adicionalmente, permite inferir que dos dias consecutivos de
inyeccion de Tx previos al sacrificio son suficientes para observar una reduccion
en la expresién de Cx43, por lo que avala este protocolo de induccion en
animales de edad posnatal mas temprana. Es pertinente mencionar que la
delecion de Cx43 en animales juveniles y adultos es dependiente del tratamiento

con Tx 5, hecho que resta confirmar en animales de edad neonatal.

3.2.3. La Cx43 es una molécula central en la formacion de
redes de glia envolvente olfatoria a edades tempranas
del desarrollo posnatal

Los resultados mostrados en la seccion 1.2 indican que a edades
neonatales las células de glia envolvente olfatoria forman redes gliales
acopladas y que la Cx43 podria estar involucrada en estos mecanismos al menos
desde P2. Para evaluar si en el caso de animales de edad neonatal la Cx43 tiene
un rol en la formacion de gap junctions en la glia envolvente realizamos
experimentos acople de colorante en animales de los grupos Cx43 Control y
Cx43 cKO a edades tempranas del desarrollo posnatal (P2 a P11). La induccién
con Tx se hizo mediante inyecciones diarias desde PO a P2 en toda la
descendencia y los resultados fueron asociados a los grupos correspondientes

a partir de la genotipificacion previa al sacrificio.

Se procedié a determinar el tamafio de las redes de glia envolvente

mediante la técnica de acople por colorante, colocando en la pipeta de registro
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una combinacion de Lucifer Yellow (LY) y Neurobiotina (NB). La introduccion de
ambos trazadores permite monitorear la difusion de colorante durante el registro
y la morfologia tipica de la glia envolvente. Estos animales no expresan proteinas
fluorescentes como guia para identificar a estas células que fueron identificadas
en estos experimentos mediante la observacion directa de LY. La caracterizacion
de la red se realizé mediante el revelado de NB a posteriori, que es de menor
peso molecular y difunde mas facilmente. No se detectaron diferencias entre el
tamafio de las redes reveladas mediante la difusion de LY y la de Sulforodamina-
B utilizada en la seccion 1.2, para animales de semana 1 del desarrollo posnatal
(LY: 5 £ 1 células, n=4 ensayos; SR: 12 + 2 células, n=7; test no paramétrico de
Mann-Whitney, p>0,05). En este caso, fue preferible utilizar LY en lugar de
Sulforodamina-B, porque presenta una estructura quimica que permite su mejor
fijacion luego del registro. Se realizdé un experimento de acople por colorante en
cada rodaja de bulbo utilizada, por lo que se asume que todas las células con
marca corresponden a la misma red. Analizamos, en primer lugar, la difusion de
LY a partir de videos obtenidos en el setup de registro. Luego realizamos un
analisis de la distribucién de NB en mayor detalle por microscopia confocal. Se
utilizaron animales de los grupos Cx43 Control y Cx43 cKO, inyectados con Tx
durante P0O-2.

Para el analisis del tamafo de las redes mediante la difusion de LY, luego
de 10 minutos de difusion del colorante se grabaron videos con el microscopio
de registro, a partir de los cuales se cuantifico el tamano de las redes gliales para

animales de 1 semana y 2 semanas de edad (Figura R. 2.5).

Se observé que para los animales del grupo Cx43 Control, la mayoria de
las células registradas presentaron células cargadas con LY en su vecindad

(Figura R. 2.5 A), mientras que en el caso de células procedentes de animales

Cx43 cKO, en ningun caso a excepcion de uno, se encontraron células
acopladas. Las redes del grupo Cx43 Control de la semana 1 no mostraron
diferencias de tamano con las de animales de la semana 2 (Figura R. 2.5 B). En
los animales Cx43 cKO se redujo dramaticamente la probabilidad de encontrar

redes en comparacion con los animales Cx43 Control (Figura R. 2.5 B). Este

resultado es independiente de la edad posnatal, sugiriendo que desde la semana

1 de edad, la Cx43 participa de la conectividad glial mediada por gap junctions.
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Figura R. 2.5. Los animales Cx43 cKO de edad neonatal no revelan redes gliales
mediante la difusion del colorante Lucifer Yellow. A. Se muestran imagenes
representativas del canal de fluorescencia verde (Lucifer Yellow - LY) durante el registro
de células de glia envolvente olfatoria obtenidas a partir de rodajas de BO procedentes
de un animal Cx43 Control y de un animal Cx43 cKO. Arriba: Para el caso del animal
Cx43 Control se observan células marcadas con LY (puntos verdes en el panel de la
derecha) adyacentes a la célula registrada (punto rojo). Abajo: Para el animal Cx43 cKO
se observa que la unica célula marcada con LY es la célula registrada. B. Numero de
células acopladas para animales de semana 1 (P2-6) y semana 2 (P7-11) de los grupos
Cx43 Control y Cx43 cKO. Numero de células, animales: semana 1 - control: n= 4, 4;
semana 1 - cKO: n=5, 4; semana 2 - control: n=13, 7; semana 2 - cKO: n= 8, 3. Cada
punto representa un experimento de acople diferente. La linea punteada corresponde al
valor 1 en el eje de ordenadas. ANOVA de 2 vias: factor Grupo ****p<0,0001. Se utilizé
el test pos-hoc de Sidak para comparaciones multiples; *p<0,05, ****p<0,0001.

Para evaluar si la ausencia de acople en la glia envolvente de animales
Cx43 cKO se mantenia analizando la difusiéon del trazador de menor peso
molecular, evaluamos el tamafo de las redes de glia envolvente a partir de la
difusion de neurobiotina a partir de imagenes obtenidas por microscopia confocal
luego del revelado. Los resultados corresponden a animales de edades P7 a P11

(Figura R. 2.6). Se pudo comprobar que la NB es permeable por las gap junctions

utilizadas por la glia envolvente, lo cual no habia sido evaluado previamente.
Esto se evidencio al encontrar multiples células (reconocidas por el marcador
nuclear DAPI) con carga de neurobiotina, ubicadas en la cercania de la célula
registrada. La célula registrada fue identificada en cada red por ser la célula con

mayor intensidad de fluorescencia dentro de la red.

Se grafico para cada red la intensidad de fluorescencia medida en cada
soma de las células (identificado por la marca nuclear) en funcién de la distancia

a la célula inyectada (Figura R. 2.6 A, derecha). En los ejemplos representativos
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se puede observar que la red de células correspondiente a un animal Cx43
Control tiene un mayor numero de células marcadas en comparacion con la red
procedente de un animal Cx43 cKO. También, puede observarse que en la red
representativa de animales Cx43 cKO se observan células marcadas con
intensidad de fluorescencia alta (180 a 255 U.A.), en contraste con la red

representativa de animales Cx43 Control.

Para una descripcidn poblacional, se muestra la intensidad de marca del
trazador de cada célula en funcion de la distancia a la célula registrada, para

todas las redes superpuestas de ambos grupos (Figura R. 2.6 B), donde se

muestran las células con marca de NB en rosa y las células sin difusion de
colorante (intensidad subumbral) en gris. Se puede observar que para el grupo
Cx43 Control hay una mayor proporcion de células marcadas con neurobiotina
que para el grupo Cx43 cKO. En su mayoria las células con intensidad de
fluorescencia baja a media se ubican mas alejadas de la célula registrada que
las células mas brillantes para ambos grupos (correlacion de Spearman
significativa: Cx43 Control ****p<0,0001; Cx43 cKO ***p<0,001). En el caso de
las redes de animales Cx43 cKO, se ve un desbalance pronunciado entre el gran
numero de células con intensidad de neurobiotina subumbral y las pocas células
con fluorescencia supraumbral, siendo significativamente diferente a la
proporcion encontrada para el grupo Cx43 Control (Figura R. 2.6 C). Para cada
caso, se calculo el porcentaje de células positivas para neurobiotina, respecto
del total de células en la vecindad de la célula registrada y se realizd una
comparacion entre grupos. En los animales Cx43 cKO este porcentaje fue menor
que en el grupo Cx43 Control y por lo tanto, la probabilidad de conexion es

significativamente menor (Figura R. 2.6 D).
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Figura R. 2.6. La Cx43 media la formacion de redes de glia envolvente olfatoria de
animales neonatos. A. Se realizaron experimentos de acople con neurobiotina en
células de glia envolvente en rodajas de bulbo olfatorio de ratones Cx43 Control y Cx43
cKO de edad P7-11 tratados con tamoxifeno 50 mg/kg a P0-1. Se muestran imagenes
representativas de redes de glia envolvente de animales de cada grupo, obtenidas por
microscopia confocal, correspondientes a un plano en el eje Z donde se ve la marca
nuclear con DAPI (azul) y Neurobiotina (NB, en rojo y escala de grises). A la derecha se
muestra la intensidad de marca de NB para cada célula identificada por la marca nuclear
en funcién de la distancia la célula registrada, determinadas a partir de las imagenes
representativas. Cada célula esta representada por un punto. Las células consideradas
NB+ se indican en rosa, mientras que las que tienen valores de intensidad que
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corresponden al background se indican en gris (umbral: 22 U.A.). B. Se muestran
graficos poblacionales de intensidad de marca en funcion de la distancia a la célula
registrada para todas las redes analizadas superpuestas, para ambos grupos. Cx43
Control n=4 redes, 3 animales; Cx43 cKO n=7 redes, 3 animales. C. Se muestra la
proporcion de células, expresada en % de células, con intensidad subumbral (NB-) y
supraumbral (NB+) para los grupos Cx43 Control (n=4 experimentos, 3 animales) y Cx43
cKO (n=7 experimentos, 3 animales). Test exacto de Fisher: ****p<0,0001. D. Porcentaje
de células en el area de interés con una intensidad de neurobiotina mayor al background
para los grupos Cx43 Control (n=4 experimentos, 3 animales) y Cx43 cKO (n=7
experimentos, 3 animales). Test de Mann-Whitney: **p<0,01.

Para descartar que las diferencias en la probabilidad de acople se
debieran a diferencias en el numero potencial de células disponibles para
conectarse en la vecindad de las células registradas, se cuantificd el numero de
células promedio consideradas para cada experimento, identificadas por su
marca nuclear, que fue de 181 x 45 células para las redes provenientes de
animales Cx43 Control y de 174 + 29 células para las redes de animales Cx43

cKO. Estas diferencias no resultaron significativas (Mann-Whitney p>0,05).

Adicionalmente, para obtener una descripcidon de las redes que no
estuviera sesgada por la definicion de un umbral arbitrario para la marca del
trazador, analizamos el tamafio de las redes utilizando los valores de intensidad
de todas las células dentro del radio delimitado, sin aplicar un valor umbral. Para
ello, para cada red tefiida se construyd un histograma de frecuencia acumulada
normalizado para los valores de intensidad de marca de neurobiotina medidos

en cada célula, y se obtuvo un histograma promedio para cada grupo de

animales (Figura R. 2.7 A).

Se observd un corrimiento marcado del histograma correspondiente al
grupo Cx43 cKO hacia la izquierda, con respecto al correspondiente al grupo
control, lo cual indica que la mayoria de las células de animales Cx43 cKO

presentan baja marca de neurobiotina.

Para comparar estadisticamente los grupos, se extrajo de los histogramas
de frecuencia acumulada el valor de mediana de la distribucion de intensidades
para cada red. El analisis comparativo de las medianas de cada grupo arrojo
como resultado que el valor de intensidad mediana es significativamente mayor

para el grupo Cx43 Control que para el grupo Cx43 cKO (Figura R. 2.7 B).
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Figura R. 2.7. Andlisis no sesgado de la difusion de neurobiotina en la glia
envolvente de animales Cx43 cKO. A. Histogramas de frecuencia acumulada relativa
promedio en funcion de la intensidad de neurobiotina para las células procedentes de
redes de animales Cx43 Control (n=4 redes, 3 animales) y Cx43 cKO (n=7 redes, 3
animales). B. Valor mediana de la intensidad de neurobiotina para las células de redes
de animales Cx43 Control y Cx43 cKO, obtenido a partir de los histogramas de
frecuencia acumulada relativa. Test de Mann-Whitney: *p=0,0121.

En resumen, los resultados nos permiten afirmar que las redes de glia de
animales Cx43 cKO son de menor tamafo que las del grupo Cx43 Control. Las
caracterizaciones de las redes de glia envolvente utilizando LY y NB son
complementarias y consistentes con la diferencia de peso molecular de dichos
trazadores. En conjunto, los resultados presentados aportan evidencia de que la
Cx43 es una molécula necesaria para la conformacion de gap junctions en las
células de glia envolvente, que median la formacion de redes permeables a

moléculas pequenas desde la primera semana del desarrollo posnatal.

3.2.4. La delecion de la Cx43 de la glia envolvente de
animales neonatos se asocia con pardmetros
electrofisioldgicos de desconexion de gap junctions

Animales de edad juvenil y adulta con el mismo tipo de manipulacion que
la utilizada en esta tesis manifiestan indicadores electrofisioldgicos de disfuncion
de gap junctions, tales como una disminucion de la corriente total de membrana

y menor sensibilidad al bloqueante de gap junctions MFA 5.

En esta seccidn buscamos evaluar si en animales de edad neonatal se

encuentra evidencia de la presencia de Cx43 en membrana a partir del analisis
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de indicadores electrofisiolégicos en la glia envolvente. Se realizaron registros
electrofisioldgicos en rodajas agudas de bulbo olfatorio de los grupos Cx43 cKO

y Cx43 control, agregando el colorante LY a la pipeta de registro.

En primer lugar, analizamos posibles diferencias en la respuesta a pulsos
de voltaje de las células de animales Cx43 Control (con trasfondo genético de la
linea PLP-CreERT) con la linea S100B-GFP, descripta en la seccion R.1.2. Las

células de animales Cx43 Control presentaron perfiles de corriente similares a

las células registradas de animales S100B-GFP del mismo rango de edades

(Figura R. 2.8), lo que indica un comportamiento electrofisiolégico similar de la

glia envolvente en las dos lineas transgeénicas.
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Figura R. 2.8. Comparacion del perfil electrofisiolégico de la glia envolvente
olfatoria en animales S100B-GFP y Cx43 Control. A. Se realizaron registros
electrofisiolégicos de células de GEO a partir de rodajas de bulbo olfatorio en la capa de
fibras olfatorias de animales Cx43 Control y S100B-GFP de edad P5-11. Se muestran
registros representativos de corriente total en respuesta a un protocolo de voltaje-clamp
(-140 a 0 mV) de una célula de un animal Cx43 Control y uno S100B-GFP, junto con su
curva I/V. B. Curvas I/V construidas a partir de la corriente total en respuesta a distintos
escalones de voltaje (-160 a 0 mV) de células de GEO de animales Cx43 Control (n=6)
y S100B-GFP (n=5) de edad P5 a P11. ANOVA de dos vias de medidas repetidas:
p>0.05 para la interaccién y el factor grupo.

En la Figura R. 2.9 A se muestran registros representativos de 2 células
de glia envolvente, correspondientes a los grupos Cx43 Control y Cx43 cKO,
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respectivamente, donde se ve que la amplitud de las corrientes macroscoépicas
de la célula proveniente de un animal del grupo Cx43 cKO es marcadamente
menor que para el grupo Cx43 Control. Este efecto se confirmé a nivel
poblacional al analizar las curvas I/V promedio de cada grupo (Figura R. 2.9 B).
La conductancia macroscopica de las células Cx43 cKO fue en promedio un 85%

menor que la del grupo Control (Figura R. 2.9 C).

Dado que en animales juveniles la linealidad de la curva IV se reduce al
desacoplar las gap junctions con MFA 3, se ajusto una regresion lineal a la curva
I/V de cada célula registrada con el objetivo de describir la linealidad de las
mismas. Se observo que la bondad del ajuste (R? promedio) para las células del
grupo Cx43 Control fue R?= 0.9634 + 0.0139, y para el grupo Cx43 cKO fue R?=
0.8970 + 0.0455. Esta diferencia no fue significativa (Mann-Whitney, p>0.05, N=

6 para ambos grupos).

El analisis del potencial de reposo (Vr) arroj6 que ambos grupos
presentaron un rango de Vr caracteristico de células gliales, sin diferencias
significativas entre las células de animales Cx43 cKO y Cx43 Control (Figura R.
2.9 D). Sin embargo, es notable que existe una mayor variabilidad en los datos
del Vr del grupo Cx43 cKO (Coeficiente de variacion - CV: 14,17%) en
comparacion con el grupo Cx43 Control (CV: 3.35%). Este fendmeno podria
estar asociado al desacople eléctrico de la red, donde la glia envolvente de
animales Cx43 cKO pueden expresar variaciones en su Vr no amortiguadas por

la red 4.
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Figura R. 2.9. Impacto de la Cx43 en el perfil electrofisiolégico de la glia envolvente
olfatoria. A. Se realizaron registros electrofisiolégicos de células de GEO a partir de
rodajas de bulbo olfatorio en la capa de fibras olfatorias de animales Cx43 Control y
Cx43 cKO de edad P5-11. Se muestran registros representativos de corriente total en
respuesta a un protocolo de voltaje-clamp (-140 a 0 mV) de una célula de un animal
Cx43 Control y uno Cx43 cKO. B. Curvas I/V construidas a partir de la corriente total en
respuesta a distintos escalones de voltaje, de células de GEO de animales Cx43 Control
(n=5) y Cx43 cKO (n=5). ANOVA de dos vias de medidas repetidas: p<0,0001 para la
interaccion entre los factores grupo y voltaje. C. Conductancia macroscopica calculada
a partir de la curva I/V de registros de glia envolvente de animales Cx43 Control (n=6) y
Cx43 cKO (n=5). Test de Mann-Whitney: **p<0,01, diferencias significativas entre los
grupos. D. Valor de potencial de reposo de las células para los grupos Cx43 Control
(n=6) y Cx43 cKO (n=6). Test de Mann-Whitney: p>0,05, diferencias no significativas
entre los grupos.

Consistente con lo anterior, la resistencia de entrada (Ri) de las células
procedentes de animales Cx43 cKO fue significativamente mayor (Mann-
Whitney, **p<0,01) que la de las células Cx43 Control (mediana 86,3 MQy 16,55
MQ, respectivamente).
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En conjunto, estos resultados muestran que las células de glia envolvente
de los animales Cx43 cKO tienen propiedades electrofisioldgicas comparables a
las descriptas en animales juveniles y adultos ® como caracteristicas de células
de glia envolvente con acople reducido via gap junctions, tales como corriente
total de menor amplitud, mayor Ri y menor conductancia total. Esto sugiere que
la Cx43 no solo media las redes de glia envolvente en ratones juveniles y adultos,

sino también en neonatos.

3.2.5. Evaluacion de la capacidad olfativa de ratones de
edad neonatal

La expresion de Cx por parte de la glia es esencial para sus efectos
modulatorios sobre la funcién neuronal. Es posible que la Cx43 de la glia
envolvente soporte funciones tales como el mantenimiento de la homeostasis
extracelular, la provisibn de metabolitos energéticos y la liberacién concertada
de neurotrofinas. Nuestro grupo ha encontrado evidencias de que la falta de
expresion de la Cx43 en la glia envolvente olfatoria de animales adultos genera
signos de hiposmia en un test de conducta olfativa '8. En el contexto de esta
tesis, nos propusimos establecer condiciones para evaluar si la expresion de
Cx43 en la glia envolvente olfatoria durante el desarrollo posnatal del bulbo es

necesaria para la funcion olfativa también.

En la literatura se han descripto algunos tests que permiten evaluar la
capacidad olfativa de los animales neonatos utilizando conductas presentes en
dichos animales 3''-3'4, En nuestro caso, requeriamos un test que nos permitiera
evaluar un rango de edades desde la primera hasta la segunda semana de edad
posnatal, para evaluar posibles diferencias de desempefo en animales
experimentales del grupo Cx43 cKO en comparacion con animales control.
Desde el nacimiento, las crias de roedores que son separadas del nido emiten
vocalizaciones ultrasénicas que modulan el comportamiento materno 31536 y que
actlian como guia para la localizacion de la cria y la devolucion al nido 3'7. Las
vocalizaciones ultrasénicas son inhibidas por estimulos olfativos como el citral
304 'son producidas en animales desde P1, pueden registrarse con equipamiento

no sofisticado y no requieren de una capacidad locomotora desarrollada304318,
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Procedimos a replicar un test de olfacion para ratones de edad neonatal basado

en la inhibicion de vocalizaciones 3% (seccién M.2.8).

En una primera cohorte de animales, se realiz6 el test en ratones de la
linea transgénica S100B-GFP, de edad P8. Para ello se dispuso de una camara
insonorizada con un microéfono para el rango de ultrasonido (de 40 a 120 kHz)
conectado a una computadora de registro, y un dispositivo con una zona para
alojar al ratén a evaluar y una plataforma para la presentacién de distintos olores

(ver seccion M.2.8.1). El protocolo constd de la presentacion de un olor neutral

(ON) durante 90 segundos y la presentacion de un segundo olor “prueba” durante

150 segundos (Figura R 2.10). El olor neutral utilizado fue agua y el estimulo

inhibitorio de las vocalizaciones, citral (C), se presenté como una dilucion 1:10
en aceite mineral. Cada animal fue expuesto primero al protocolo donde el olor
“‘prueba” fue una repeticion de la presentacion de agua (ON:ON) y luego al
protocolo donde el olor “prueba” fue citral (ON:C). En la figura R.2.10A se pueden
observar dos registros representativos de las vocalizaciones ultrasonicas
emitidas por un mismo raton ante el protocolo ON:ON (izquierda) y el protocolo
ON:C (derecha). Se indica con una flecha naranja el momento de cambio del
estimulo olfativo. Se puede ver que en el registro que corresponde al protocolo
ON:ON los eventos de vocalizaciones emitidos durante los primeros 90
segundos de registro se mantienen luego del cambio al olor “prueba”, mientras
que ese mismo animal ante el protocolo ON:C silencia las vocalizaciones
ultrasénicas frente a la presentacion de citral. Este fendmeno ya descripto para
animales de esta misma edad de la cepa salvaje C57/BL6 3%4, puede verse

reproducido en la poblacion de animales analizados (Figura R.2.10B), en la que

el numero de vocalizaciones se reduce después de la presentacion de citral
(Figura R.2.10B, derecha).

Para el anadlisis estadistico comparamos las ventanas de 30 segundos
inmediatamente previa y posterior a la presentacion del estimulo “prueba”

(Figura R.2.10C). Observamos que el protocolo ON:ON no altera el nimero de

vocalizaciones emitida por los ratones. Por el contrario, con el protocolo ON:C
ocurre un descenso significativo del numero de vocalizaciones luego del cambio
de olor neutral a estimulo citral. Para caracterizar la respuesta al estimulo de

prueba, definimos un indice de respuesta ante el cambio de estimulo odorante
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(Figura R.2.10D). Ante un descenso del numero de vocalizaciones luego de la

presentacion del citral, el indice de respuesta tom

significativamente menores al indice de respuesta

a valores menores a 1,

que obtuvimos para los

mismos animales en el protocolo ON:ON. Estos resultados indican que la

sensibilidad de las vocalizaciones ultrasénicas al cit

neonatal se reproducen en la linea S100B-GFP.

ral en animales de edad
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Figura R.2.10. Efecto de la presentacion del estimulo olfativo citral en el nimero
de vocalizaciones ultrasénicas en animales de edad neonatal de la linea S100-
GFP. A. Registros representativos de vocalizaciones ultrasonicas obtenidos a partir de
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un animal S100B-GFP de edad posnatal P8 en un protocolo de presentacién de un
estimulo neutral (agua, izquierda), y un protocolo de presentacion de citral (derecha), a
los 90s del test. La presentacion del estimulo esta indicada por una flecha naranja. B.
Analisis del numero de vocalizaciones cuantificadas en ventanas de 30 segundos,
durante todo el registro para el protocolo de presentacion de olor neutral a olor neutral
(ON:ON) a la izquierda, y para el protocolo de presentacion de olor neutral a citral
(ON:Citral) a la derecha. ElI cambio de estimulo a los 90 seg. se indica con la flecha
naranja. N =10 animales. Se muestran los registros de cada animal en gris y el promedio
en color. C. Comparacion del numero de vocalizaciones ultrasénicas para ambos
protocolos, cuantificadas en las ventanas previa y posterior al cambio de estimulo
(indicadas en rojo). Se identifica a cada animal con un color diferente. Se analizaron los
resultados mediante una ANOVA de dos vias con medidas repetidas, con interaccion
significativa ****p<0,0001; analisis pos-hoc de Sidak, ***p <0,001. D. Se calculé para
cada animal un indice de respuesta que relaciona el nUmero de vocalizaciones posterior
y previo al cambio de estimulo. Mediante un test t de Student de medidas repetidas se
encontraron diferencias significativas entre los indices de respuesta para ambos
protocolos, ***p<0,001.

Para evaluar si este test detecta la incapacidad para distinguir olores, lo
aplicamos a animales neonatos tratados con metimazol (MMZ), una droga anti-
tiroidea con un efecto secundario olfatotoxico 3'° que elimina gran parte de las
células del epitelio olfatorio, incluidas las neuronas sensoriales maduras e
inmaduras, a excepcion de las células madre del epitelio. El curso temporal e
histologico de la degeneracién y posterior regeneracion del epitelio olfatorio se
encuentra ampliamente estudiado en ratones adultos 320-322 y de edad neonatal
300,320 Adicionalmente, los animales tratados con MMZ muestran, producto de la
degeneracion del epitelio olfatorio, hiposmia transciente que se traduce en una

disminucion marcada de la capacidad olfativa 292:294.2%

Realizamos una nueva serie de experimentos con animales de la linea
S100B-GFP tratados con MMZ o solucion salina a P5 y sometidos a la prueba

conductual a P10 (Figura R. 2.11A), cuando se espera que el epitelio olfatorio

continlie degenerado y con déficit de neuronas sensoriales maduras 3%°. En la

Figura R. 2.11B se muestra la cuantificacion de la emisién de vocalizaciones

para los animales tratados con solucién salina y MMZ durante los protocolos
ON:ON (izquierda) y ON:C (derecha). Al comparar el numero de vocalizaciones

antes y después del cambio de estimulo (Figura R. 2.11C), observamos que la

capacidad de emitir vocalizaciones ultrasénicas de los animales tratados con
MMZ frente al protocolo control ON:ON se mantuvo intacta e indistinguible de la
del grupo tratado con salina. Como era de esperar, ante la presentacion del

protocolo ON:C el grupo tratado con solucién salina manifesté un silenciamiento



Resultados: Capitulo 2 106

de las vocalizaciones emitidas luego de la presentacion de citral como olor
“prueba”. Sorprendentemente, el grupo de animales tratados con MMZ respondio
de manera indistinguible de la del grupo tratado con solucion salina ante la

presentacion de citral (Figura R. 2.11C, derecha). Este comportamiento también

se vio reflejado en el analisis del indice de respuesta para los protocolos ON:ON

y ON:C (Figura R. 2.11D), en el que se observan diferencias significativas entre

los indices respuesta de los protocolos, pero no asi entre los grupos de animales
tratados con solucion salina y MMZ. Ambos tratamientos muestran un indice de
respuesta al protocolo ON:C significativamente diferente y menor al indice
respuesta del protocolo ON:ON. Esto indica que ambos grupos silencian la

emision de vocalizaciones ultrasénicas frente a la presentacién de citral.

A Salina Test Metimazol Test
1 | ! ]
| | ]
s e e e s s e ey
0 (3] 10 0 (5] 10
Edad (dias) Edad (dias)
B O]or neutral
Olor neutral _ Citral
100 1 100
Salina
4 80
" 80 2
[ c
& S 50
- - - Q
§ 60 T T . g
ﬁ b . ks - T ;:
g 47 - ¥ g 4 W
= 20 z 201 ~
0 T T T T T L T T O g L U 8 L e L) L
30 60 90 110 140 170 210 240 30 60 90 110 140 170 210 240
Tiempo de registro (seg) Tiempo de registro (seg)
Olor neutral Olor neutral
C Olor neutral Citral D Citral
Tiempo de registro (seg) Tiempo de registro (seg) Tiempo de registro (seg)
30 90f110 170 240 30 90£110 170 240 30 904110 170 240
N O B I I (A T T e I || [ I B Y Jos
Pre cambio de estimulo Pre cambio de estimulo ],,,, | | | | | | u
100 + 100 9 2,01
» 801 » 807 & 1,54
0] o 8
c c
(=] <] 3
‘2 60 - g 60 o
N N L 1,04
3 3 | E~ 3
Q 40 1 g 40 =
o o =05
“ 20 4 Z 20 4 \
| L 0
0 T T 0 T T T T
Salina Metimazol Salina Metimazol Salina Metimazol

Figura R. 2.11. Andlisis del efecto de la presentacion del estimulo olfativo citral en
el numero de vocalizaciones ultrasénicas en animales tratados con metimazol. A.
Se muestra el protocolo utilizado para la generaciéon de un modelo de anosmia



Resultados: Capitulo 2 107

transciente, mediante la inyeccion de metimazol o solucion salina a animales de edad
P5. Se testearon a los animales a edad P10. B. Cuantificacion del numero de
vocalizaciones en ventanas de 30 segundos, durante todo el registro para el protocolo
de presentacion de Olor Neutral a Olor Neutral (ON:ON) a la izquierda, y para el
protocolo de presentacion de Citral (ON:Citral) a la derecha, para los grupos Salina
(negro, N=4) y Metimazol (naranja, N=5). El cambio de hisopo a los 90 seg. se indica
con la flecha naranja. C. Comparacion del numero de vocalizaciones ultrasonicas para
ambos protocolos (ON:ON y ON:C), cuantificadas en las ventanas previa y posterior al
cambio de estimulo (indicadas en rojo) para los grupos Salina y Metimazol. Se
analizaron los resultados mediante ANOVA de dos vias con medidas repetidas. A la
izquierda (ON:ON): factores Presentacion del estimulo, Tratamiento e Interaccion:
p>0,05. A la derecha (ON:C): factores Tratamiento e Interaccion: p>0,05, factor
Presentacion del estimulo: **p <0,01. D. Se calculdé para cada animal un indice de
respuesta que relaciona el niumero de vocalizaciones posterior y previo al cambio de
estimulo para los grupos Salina y Metimazol, tanto para el protocolo ON:ON (indicado
en circulos), como el protocolo ON:C (indicado en cuadrados). Se analizaron los
resultados mediante ANOVA de dos vias con medidas repetidas, factores Tratamiento
e Interaccion: p>0,05, factor Protocolo: **p <0,01.

Estos resultados no concuerdan con lo que esperabamos del
comportamiento conductual del grupo tratado con MMZ, con una conducta
olfativa deficiente en este test, reflejado en una inhibicion de la respuesta de
silenciamiento de las vocalizaciones frente a la presentacién de citral. Ante estos
resultados inesperados nos preguntamos si es posible que el test de
silenciamiento de las vocalizaciones frente a la presentacion de citral no fuese
sensible ante un déficit de la capacidad de deteccion de olores y presentamos
una discusion de posibles hipétesis a evaluar en la Discusién de esta tesis. Dado
que la evaluacion conductual de la conducta olfativa en neonatos mediante este
ensayo necesita de confirmacién de su sensibilidad a la anosmia experimental,
queda para trabajo futuro determinar las condiciones necesarias para su
aplicaciéon. Si sera suficiente con utilizar otros estimulos de prueba o si debe
migrarse a otro ensayo, queda sin determinar esta tesis y, por lo tanto, no se

realiz6 la evaluaciéon conductual en los animales Cx43 cKO.

3.2.6. Conclusiones del Capitulo 2

Los resultados presentados sefalan, en primer lugar, que la linea PLP-
CreERT permite manipular la expresion de genes en la glia envolvente olfatoria
desde edad neonatal. Tanto la caracterizacion a edad juvenil como a edad
posnatal, sefialan que esta linea dirige la expresion de genes principalmente a

células localizadas en la capa de fibras olfatorias, y que esas células expresan
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principalmente marcadores de glia envolvente, al menos en edad juvenil.
Adicionalmente, mediante esta linea se pudo dirigir una manipulacion para lograr
una reduccién de la expresion de Cx43 en la capa de fibras olfatorias de animales
neonatos, al cruzarla con la linea Cx43M°*, Se encontré que la delecién del gen
de Cx43 en células que expresan PLP generd en la glia envolvente una
reduccion dramatica de la conductancia total en registros electrofisiolégicos,
compatible con la disminucidon del tamafio de las redes gliales. Todos estos
resultados indican que la Cx43 es una molécula central en la formacién de gap

junctions entre células de glia envolvente olfatoria durante el desarrollo posnatal.



Resultados: Capitulo 3 109

3.3. Capitulo 3: La Cx43 es un marcador temprano de
la deprivacion sensorial durante el desarrollo posnatal

El tratamiento de deprivacion sensorial por oclusion unilateral de narina
es un modelo utilizado para estudiar como el desarrollo posnatal del bulbo
olfatorio depende de la actividad sensorial. En el contexto de esta tesis nos
propusimos evaluar si las células gliales del bulbo son sensibles a la deprivacion
sensorial durante el desarrollo posnatal temprano del mapa sensorial, en

especial, si la expresion de Cx es modulable por la actividad del circuito.

3.3.1. La expresion de tirosina hidroxilasa en la capa
glomerular se reduce a partir de la tercera semana de
deprivacion sensorial

Una de las alteraciones mas documentadas en la literatura producto de la
deprivacion sensorial olfativa es una marcada reduccién en el numero de
interneuronas periglomerulares, en mayoria dopaminérgicas, que expresan la
enzima tirosina hidroxilasa (TH). Sin embargo, aun no se encuentra reportado si
la marca histolégica de TH es un indicador sensible para evaluar la eficacia de

la deprivacion sensorial temprano en el desarrollo posnatal.

Estudiamos la expresion de TH en animales de la linea PLP-
CreERT;tdTomato con deprivacion sensorial olfativa unilateral desde PO0-1
durante las primeras 3 semanas posnatales (P5-7, P10-14 y P17-21,
respectivamente). En este modelo el bulbo olfatorio ipsilateral a la oclusién
resulta mayormente deprivado y el bulbo contralateral representa un control
intraindividual. Analizamos distintos parametros de la marca de TH a partir de
imagenes obtenidas de tejido revelado contra TH mediante inmunofluorescencia
hecha en cortes coronales que contenian el bulbo deprivado y el bulbo control
de cada animal. En la Figura R. 3.1 A se muestra que las células dopaminérgicas
glomerulares expresan la marca de TH en el cuerpo celular y en sus
proyecciones hacia el neuropilo glomerular. Se compararon los lados deprivado
y control en cuanto a la densidad de células positivas para TH (Figura R. 3.1 B),
la intensidad de fluorescencia en el neuropilo glomerular (Figura R. 3.1 C) y el

porcentaje del area de la seccion glomerular ocupado por la marca de TH (Figura



Resultados: Capitulo 3 110

R. 3.1 D). La densidad de células TH* mostré una reduccion en la semana 3 en
el bulbo deprivado, con respecto al control (Figura R. 3.1 B). El mismo efecto se
observo para los parametros de intensidad media y cobertura de la marca de TH
en el neuropilo glomerular, con diferencias significativas entre bulbo control y

deprivado a las 3 semanas de deprivacion sensorial (Figura R. 3.1 C-D). Cabe

mencionar que para el bulbo control la marca de TH glomerular presenté un
aumento significativo en funciéon de la edad, ya descripto en la literatura,
asociado a la maduracién del circuito glomerular con la llegada de las
interneuronas alrededor de P19-21 '3, Este aumento de la marca de TH
asociado al desarrollo posnatal del bulbo, se encuentra impedido en el bulbo

deprivado.
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Figura R.3.1. Analisis de la expresion de TH luego de la deprivaciéon sensorial
durante el desarrollo posnatal. A. Imagenes representativas de inmunofluorescencia
contra TH en el bulbo olfatorio de animales de la linea PLP-CreERT;tdTomato, con
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oclusion unilateral de narina, de diferentes edades posnatales (P5-7, P10-14, P17-21;
semanas 1, 2 y 3 respectivamente). Se muestran el lado control y el lado deprivado de
un mismo animal. La marca nuclear se encuentra en color azul (DAPI), y la marca de
TH en verde y en escala de grises. Se indican con flechas verdes algunos cuerpos
celulares con marca de TH y en magenta los glomérulos analizados. B. Andlisis de la
densidad de células TH+ en la capa glomerular (izquierda). En este caso, la variable no
mostré una distribucion normal de los datos, por lo que sufrieron una transformacion
para poder realizar el analisis correspondiente. Se muestra a la derecha la
transformacion de la densidad al logaritmo en base 10 de la densidad de células TH*,
para el bulbo control y deprivado en funcion del desarrollo posnatal. C. Andlisis de la
intensidad de fluorescencia de TH en el neuropilo, para el bulbo control y deprivado en
las 3 semanas. D. Andlisis del area de cobertura de la marca de TH respecto al area
glomerular, para el bulbo control y deprivado en funcioén del desarrollo posnatal. B, C y
D. Se utilizé un modelo lineal mixto, con varios datos para un mismo animal (N =3-4
animales por grupo). Se realizé un ANOVA de dos vias, considerando factores fijos a
“semana” y “tratamiento”, con "animal" como factor aleatorio. En caso de interaccion
significativa entre factores (p<0,05) se realizo un andlisis pos-hoc paramétrico para
comparaciones multiples; las diferencias significativas se indican en la figura, *p<0,05,
****p<0,0001.

En conjunto, los resultados indican que la deprivacion sensorial genera un
impedimento para el aumento de la intensidad de marca de TH, del numero de
células TH+ y de su cobertura en el glomérulo, comenzando a partir de la tercera
semana de oclusion y descartan la posibilidad de utilizar a la marca de TH como

indicador temprano de la deprivacién sensorial en este modelo.

3.3.2. Impacto de la deprivacion sensorial en la glia
envolvente olfatoria durante el desarrollo posnatal

La glia envolvente es capaz de responder a la estimulacion de los axones
de neuronas sensoriales con sefiales de Ca?* 222261 mediadas por glutamato y
ATP 283 Esta respuesta es mas prominente durante la primera semana posnatal,
y decrece hacia la tercera semana posnatal 283, A partir de esta evidencia, nos
propusimos evaluar si la glia envolvente olfatoria manifiesta respuestas a la
deprivacion sensorial mediante marcadores fisiolégicos, con foco en la
abundancia y morfologia celular, y en la expresion de Cx43. Nos enfocamos en
las primeras dos semanas del desarrollo posnatal, periodo durante el cual la
expresion de Cx43 transiciona de niveles minimos a niveles comparables a los

del sistema maduro.

Para evaluar si la poblacion de glia envolvente sufre remodelaciones

tempranas debido a la deprivacion sensorial, analizamos parametros
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descriptivos de la marca fluorescente reportada por la proteina tdTomato en
cortes de bulbo olfatorio de animales de la linea PLP-CreERT;tdTomato con
oclusion unilateral de narina entre PO y P1, tratados con Tx de P1 a P3. Se
analizaron el numero de células positivas para tdTomato, la intensidad de
expresion de tdTomato y el grado de cobertura de las proyecciones tdTomato en

la capa de fibras olfatorias del bulbo control y deprivado de cada animal (Figura
R. 3.2).

Los resultados muestran que la deprivacion sensorial desde PO no altera
la densidad de células de la glia envolvente (Figura R. 3.2B), ni la intensidad de
marca de tdTomato (Figura R. 3.2C), ni la cobertura de sus proyecciones (Figura
R. 3.2D). Estos resultados indican que los parametros medidos no son sensibles

a la deprivacion sensorial.
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Figura R.3.2. Andlisis de la expresion de tdTomato en animales PLP-
CreERT;tdTomato con deprivacion sensorial durante el desarrollo posnatal. A.
Imagenes representativas de la expresion de tdTomato en el bulbo olfatorio de animales
de la linea PLP-CreERT;tdTomato, con oclusion unilateral de narina, de diferentes
edades posnatales (P5, P10; semanas 1 y 2, respectivamente). Se muestra el lado
control y deprivado de un mismo animal. La marca nuclear se encuentra en color azul
(DAPI), y la marca de tdTomato en rojo y en escala de grises. Se muestran las capas:
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externa plexiforme (CPE), glomerular (CG) y la de fibras olfatorias (CFO). B. Analisis de
la densidad de células tdTomato en la capa de fibras olfatorias, para el bulbo control y
deprivado para las 2 primeras semanas del desarrollo posnatal. C. Analisis de la
intensidad de fluorescencia de tdTomato en la CFO, para el bulbo control y deprivado
en las primeras 2 semanas del desarrollo posnatal. D. Analisis del area de cobertura de
la marca de tdTomato con respecto al area de la CFO, para el bulbo control y deprivado
para los mismos tiempos. B, C y D. Se utilizé un modelo lineal mixto, con varios datos
para un mismo animal (N =3-4 animales por grupo). Se realizé un ANOVA de dos vias,
considerando factores fijos a “semana” y “tratamiento”, y factor aleatorio al “animal”. No
se encontraron diferencias significativas para ninguno de los analisis (p>0,05 para todos
los factores).

Aplicamos de igual manera el modelo de oclusion unilateral de narina a
las lineas transgénicas PLP-CreERT;tdTomato y S100B-GFP. La linea S100B-
GFP nos permite analizar adicionalmente la respuesta de los astrocitos a la
deprivacion sensorial. Realizamos un analisis comparativo de parametros
estructurales de ambas lineas transgénicas, que podrian derivar en diferencias
entre lineas en la respuesta a la oclusién unilateral. Comparamos el grosor y la
densidad de células totales de la capa de fibras olfatorias y el tamafno glomerular
de cada linea transgénica en respuesta a la deprivacion sensorial, y analizamos
por separado estos parametros para la semana 1 y semana 2 de edad posnatal
(Figura R. 3.3).
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Figura R. 3.3. Comparaciéon de las lineas trangénicas reporteras PLP-
CreERT;tdTomato y S100B-GFP en animales con deprivacion sensorial durante el
desarrollo posnatal. A. Cuantificacion del grosor de la capa de fibras olfatorias a partir
de cortes coronales de bulbo olfatorio de animales de las lineas PLP-CreERT;tdTomato
y S100B-GFP, con oclusion unilateral de narina, de diferentes edades posnatales (P5,
P10; semanas 1 y 2, arriba y abajo respectivamente). B. Analisis de la densidad de
células en la capa de fibras olfatorias de animales de la linea PLP-CreERT;tdTomato y
S100B-GFP, con oclusion unilateral de narina, de diferentes edades posnatales (P5,
P10; semanas 1 y 2, arriba y abajo respectivamente). C. Analisis del tamafio de
glomérulos, expresado en area glomerular, determinado a partir de imagenes de
microscopia confocal de cortes coronales de bulbo olfatorio de animales de la linea PLP-
CreERT;tdTomato y S100B-GFP, con oclusion unilateral de narina, de diferentes
edades posnatales (P5, P10; semanas 1y 2, arriba y abajo respectivamente). A, By
C. Se utilizé6 un modelo lineal mixto, con varios datos para un mismo animal (N =4-5
animales por grupo). Se realizé un ANOVA de dos vias, considerando factores fijos a
"genotipo" y "deprivacion", con "animal" como factor aleatorio. No se encontraron
diferencias significativas para ninguno de los factores, en ninguno de los parametros
analizados (p>0,05). Este analisis se realiz6é para cada semana por separado.

El analisis de estos parametros se realiz6 a partir de imagenes obtenidas
de cortes coronales de bulbo olfatorio de ratones de ambas lineas transgénicas,
con oclusién unilateral de narina. Los resultados muestran que los parametros
de grosor de la capa de fibras olfatorias, densidad de células totales y tamario
glomerular no difirieron entre el bulbo control y el deprivado para ninguna de las
dos lineas, independientemente del momento del desarrollo posnatal. Estos
resultados indican que ambas lineas son comparables en estos parametros
morfolégicos y que estos no son sensibles a la deprivacion sensorial durante las

dos primeras semanas del desarrollo posnatal.

Analizamos en tejido de ratones de la linea S100B-GFP la morfologia y
densidad de células reportadas por GFP en la capa de fibras olfatorias (Figura
R. 3.4), para evaluar su posible modulaciéon por la actividad sensorial. Sin
embargo, al igual que lo observado utilizando la linea PLP-CreERT;tdTomato, no
se observaron alteraciones en ninguno de los parametros analizados basados
en la fluorescencia de la proteina GFP expresada bajo control del promotor de

S100B (Figura R. 3.4B, C y D).
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Figura R. 3.4. Analisis de la poblaciéon de células S100B-GFP de la capa de fibras
olfatorias en animales con deprivacion sensorial durante el desarrollo posnatal.
A. Imagenes representativas de cortes coronales de bulbo olfatorio de animales de la
linea S100B-GFP con oclusién unilateral de narina, de diferentes edades posnatales
(P5, P10, Semanas 1y 2 respectivamente). Se muestra el lado control y deprivado de
un mismo animal. La marca nuclear se encuentra en color azul (DAPI), y la marca de
S100B-GFP en verde y en escala de grises. Se senala el area de la capa de fibras
olfatorias analizada con linea magenta. B, C y D. Se utilizé un modelo lineal mixto, con
varios datos para un mismo animal (N =3-4 animales por grupo). Se realizé un ANOVA
de dos vias, considerando factores fijos a “semana” y “tratamiento”, con factor aleatorio
“animal”’. B. Cuantificaciéon de la densidad de células GFP+ en la capa de fibras
olfatorias, para el bulbo control y deprivado; p>0,05 para todos los factores. C. Analisis
de la intensidad de fluorescencia de GFP en el neuropilo glomerular, para el bulbo
control y deprivado para las 2 primeras semanas del desarrollo posnatal; p>0,05 para
todos los factores. D. Analisis del area de cobertura de la marca de GFP con respecto
al area glomerular, para el bulbo control y deprivado en los mismos tiempos; p>0,05
para todos los factores.
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Las observaciones realizadas en ambas lineas transgénicas, utilizando
proteinas fluorescentes bajo dos promotores diferentes activados en la glia
envolvente, sugieren que la deprivacion sensorial no altera la densidad de
células de glia envolvente en la capa de fibras olfatorias, ni los niveles de

expresion de estos promotores, o la estructura de las proyecciones gliales.

A continuacion, nos planteamos estudiar el impacto de la falta de actividad
sensorial en la expresion temprana de Cx43 en la capa de fibras olfatorias,
enfocandonos en las primeras dos semanas luego de la oclusion de una narina.
Para ello, realizamos tincion mediante inmunofluorescencia contra Cx43 en
cortes de bulbo olfatorio de animales de la linea S100B-GFP, conteniendo los
bulbos control y deprivado (Figura R. 3.5 A). En las imagenes se puede observar
expresion de Cx43 en el bulbo control y deprivado, para las dos edades
analizadas. Se cuantifico la densidad de clusters de Cx43 cada 100 um? en la
capa de fibras olfatorias para las dos edades, en 3 regiones de interés por bulbo.
La comparacion de la densidad de clusters de Cx43 no arrojé diferencias
significativas entre el bulbo control y deprivado, en ninguna de las edades (Figura
R.3.5B).

Como fue detallado en la seccién de Métodos 2.7.2, la cuantificacion de

clusters de Cx43 se realizd6 de manera manual, identificando la tipica marca
puntiforme. Si bien la metodologia fue lo suficientemente sensible como para
encontrar diferencias entre las distintas edades analizadas en el Capitulo 1 de
esta tesis, este analisis no detecta efectos de la deprivacion sensorial. Para
confirmar este resultado mediante una metodologia alternativa, sin aplicar el
sesgo de seleccion manual de clusters de Cx43, se cuantificd la intensidad de
marca de Cx43 para cada pixel en toda la capa de fibras olfatorias y se la
representd en histogramas de frecuencia (relativa al total de pixels) para el bulbo
control y deprivado de cada animal, para cada edad por separado (Figura R. 3.5
C). Observamos que para la Semana 1 se produjo un corrimiento a la izquierda
del histograma de intensidades de marca de Cx43 para los bulbos deprivados,
respecto del histograma de los bulbos control. Esto implica que la marca de Cx43
se encuentra reducida por la deprivacion. Este fendmeno no fue observado en

los histogramas promedio de la semana 2.
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Para parametrizar los histogramas y poder compararlos estadisticamente
se calculd la Intensidad mediana (lso) para el histograma de cada region
analizada y se comparo este parametro entre los bulbos deprivado y control de
cada animal, para cada edad (Figura R. 3.5 D). Se observé que para la semana
1 de deprivacion, la Iso de fluorescencia fue significativamente menor para el

bulbo deprivado que para el bulbo control. Esta diferencia desaparecié en la

semana 2.
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Figura R. 3.5. Efecto de la deprivacion sensorial durante el desarrollo posnatal
sobre la abundancia de Cx43 en la capa de las fibras olfatorias del bulbo. A.
Imagenes representativas de inmunofluorescencia contra Cx43 en el bulbo olfatorio de
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animales de la linea S100B-GFP con oclusiéon de narina a P0-1 y observando a
diferentes tiempos de la oclusion (semanas 1 y 2). Se muestra el bulbo control y
deprivado de un mismo animal. La marca nuclear se encuentra en color azul (DAPI), y
la marca de Cx43 en rojo y en escala de grises. Se muestra en el recuadro una
ampliacion de la marca de Cx43 y en linea punteada esta delimitada la capa de fibras
olfatorias. Se observan las capas: externa plexiforme (CPE), glomerular (CG) y de fibras
olfatorias (CFO). B. Analisis de la densidad de clusters de Cx43 (clusters cada 100 um?)
en la CFO del bulbo olfatorio en el bulbo control y deprivado. Se utilizé6 un modelo lineal
mixto, considerando factores fijos a “semana” y “tratamiento”, factor aleatorio “animal’,
con varios datos para un mismo animal (N =3-5 animales por grupo). Se realizé un
ANOVA de dos vias; p>0,05 para todos los factores. C. Se muestra el histograma
promedio para los pixels de las imagenes en la CFO, para cada semana analizada. N =
4-5 animales por grupo. En linea punteada se muestra indica la intensidad de
fluorescencia de Cx43 correspondiente al pico del histograma para el control negativo
de la inmunofluorescencia. D. Anadlisis del valor mediana de la intensidad de
fluorescencia de Cx43 (I°°) para el bulbo control y deprivado para las 2 primeras
semanas del desarrollo posnatal. Se utiliz6 un modelo lineal mixto, considerando
factores fijos a “semana” y “tratamiento”, con factor aleatorio “animal”, con varios datos
para un mismo animal (N =3-5 animales por grupo). Se realizé un ANOVA de dos vias;
Interaccién significativa: ****p<0,0001. Se realizé un analisis pos-hoc paramétrico para
comparaciones multiples, que detecté diferencias significativas entre el bulbo control y
el deprivado para la semana 1 (**p<0,01).

Los resultados presentados indican que la deprivacion sensorial del bulbo
reduce la expresion de Cx43 en la capa de fibras olfatorias durante la primera
semana de desarrollo posnatal y que la diferencia se compensa al alcanzar la
semana 2 de deprivacion. La reduccién en la expresion de Cx43 no parece estar
asociada a un numero menor de células de glia envolvente olfatoria, o una
retraccion de las proyecciones gliales. Estos resultados sugieren una demora en
la maduracion de la expresion de Cx43 por la glia envolvente como resultado de

la deprivacion.

3.3.3. La poblacion de astrocitos periglomerulares se ve
afectada por la deprivacion sensorial en las primeras dos
semanas del desarrollo posnatal

En el contexto de los resultados de la seccidon anterior, en relaciéon al
retraso en la maduracién del perfil de Cx43 en la glia envolvente, planteamos la
pregunta de si temprano en el desarrollo la expresion de Cx43 dada por
astrocitos periglomerulares es susceptible a la actividad sensorial también. Para
contestar esta pregunta, estudiamos su expresion en la capa glomerular durante
las primeras dos semanas del desarrollo, en el modelo de deprivacion sensorial
en animales S100B-GFP.
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Mediante inmunofluorescencia en cortes coronales de bulbo olfatorio de
animales con deprivacion unilateral, se comparé la expresion de Cx43 en bulbos

control y deprivados (Figura R. 3.6 A). Se analizaron todos los glomérulos con

seccion transversal completa presentes en cada imagen para cada bulbo y se
realizd una cuantificacion manual de la densidad de clusters de Cx43 (Figura R.
3.6 B). Asi como para la capa de fibras olfatorias, esta metodologia de

cuantificacion de la expresion de Cx43 no arroj6 diferencias entre grupos.

Nuevamente, se optd por utilizar el analisis no sesgado basado en los
histogramas de intensidades de fluorescencia de cada imagen (Figura R. 3.6 C),
con el que observamos para la semana 1 un claro corrimiento a la izquierda del
histograma para los bulbos deprivados, con respecto a los bulbos controles. Esto
revela una reduccidén de la marca de Cx43 producto de la deprivacion. Este
fendmeno no fue observado en los histogramas promedio de la semana 2. Tal
como se realizé para el analisis de marca en la capa de fibras olfatorias, las
comparaciones estadisticas se hicieron sobre la Intensidad mediana (lso) de

fluorescencia (Figura R. 3.6 D). Para la semana 1 de deprivacion, la Iso de

fluorescencia fue significativamente menor para el grupo deprivado que para el
control y las diferencias entre el lado control y deprivado desaparecieron al

avanzar el desarrollo posnatal.
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Figura R. 3.6. Andlisis de la expresion de Cx43 en la capa glomerular en animales
con deprivacion sensorial durante el desarrollo posnatal. A. Imagenes
representativas de inmunofluorescencia contra Cx43 en el bulbo olfatorio de animales
de la linea S100B-GFP, con oclusion unilateral de narina, de diferentes edades
posnatales (P5, P10; semanas 1 y 2 respectivamente). Se muestra el lado Control y
Deprivado de un mismo animal. La marca nuclear se encuentra en color azul (DAPI), y
la marca de Cx43 en rojo y en escala de grises. Se muestra en el recuadro una
ampliacion de la marca glomerular de Cx43 y en linea punteada se sefalan los
glomérulos. B. Analisis de la densidad de clusters de Cx43 (clusters cada 100 um?), en
la CG del bulbo olfatorio en el lado control y deprivado. Se utilizé un modelo lineal mixto,
considerando factores fijos a “semana” y “tratamiento”, y un factor aleatorio “animal”,
con varios datos para un mismo animal (N =3-5 animales por grupo). Se realizé un
ANOVA de dos vias; p>0,05 para todos los factores. C. Se muestra el histograma
promedio del porcentaje de pixels en funcidon de la intensidad de fluorescencia de Cx43
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en la capa glomerular, para cada semana analizada; N = 4-5 animales por grupo. En
linea punteada se muestra indica la intensidad de fluorescencia de Cx43
correspondiente al pico del histograma para el control negativo de Ia
inmunofluorescencia. D. Andlisis del valor mediana de la intensidad de fluorescencia de
Cx43 (1%°) para el lado control y deprivado durante las 2 primeras semanas del desarrollo
posnatal. Se utiliz6 un modelo lineal mixto, considerando factores fijos a “semana” y
“tratamiento”, y un factor aleatorio “animal”, con varios datos para un mismo animal (N
=3-5 animales por grupo). Se realiz6 un ANOVA de dos vias; Interaccién significativa,
****n<0,0001. Se realiz6 un analisis pos-hoc paramétrico para comparaciones multiples,
que arrojé diferencias significativas entre el hemisferio control y deprivado para la
Semana 1 (*p<0.05).

Los resultados observados para el analisis de Cx43 en |la capa glomerular
podrian reflejar una disminucién del numero de astrocitos en esta capa. Para
evaluar esta posibilidad, realizamos un analisis del parametro de densidad de
células GFP+ en la capa glomerular (predominantemente astrocitos), junto con
los parametros de expresion de GFP y grado de cobertura de las proyecciones

gliales hacia los glomérulos (Figura R. 3.7). El analisis de la densidad de células

GFP+ en la capa glomerular no arrojé diferencias significativas entre los grupos
control y deprivado para ninguna de las dos semanas analizadas (Figura R. 3.7
B). Sin embargo, se observo una reduccion significativa de la intensidad de GFP
y cobertura de las proyecciones en el neuropilo glomerular para la primera

semana, para el lado deprivado (Figura R. 3.7 C y D). Ademas, en la segunda

semana de deprivacion se observo un aumento en el grado de cobertura de las
proyecciones de GFP hacia los glomérulos para el lado deprivado (Figura R. 3.7
D). Estos resultados sugieren que la reduccion de Cx43 en la primera semana
en el grupo deprivado, puede estar asociada a una menor densidad de
proyecciones astrociticas. Alternativamente, y no de manera excluyente, los
resultados sugieren que el promotor de S100B en los astrocitos periglomerulares

es modulable por la actividad sensorial durante el desarrollo posnatal.



Resultados: Capitulo 3 123

A Bulbo control

S100B-GFP DAPlI  S100B-GFP S100B-GFP DAPI  S100B-GFP

—
m
| =
]
=
Q
[7p]
(Y]
©
=
)
=
Q
w
B Densidad de células GFP e Nivel de expresion de D Cobertura de GFP
GFP en el neuropilo en el neuropilo
Bulbo control Bulbo control Bulbo control
0,3 1 80 - -
b ] -
= 3 * g0 =
8 360 o* 204 1
© 021 1 2 T -
! 5 e, © .
k] . B . a = @ 0,3 " ot
- ) {_ . B sl 2 = & {8 ..
5 |FT 2 zClLT ¢ To2 | o - £
w011 *® A @ oo T T " X liﬁ
® . c L =01 (0 P
E) L 20+ @ 1 °*
@ E i £ [
Q =g (Y )
> 0
0 T T O T T T T
Semana 1 Semana 2 Semana 1 Semana 2 Semana 1 Semana 2

Figura R.3.7. Analisis de la poblacién de células S100B-GFP de la capa glomerular
en animales con deprivacion sensorial durante el desarrollo posnatal. A. Imagenes
representativas de cortes coronales de bulbo olfatorio de animales de la linea S100B-
GFP con oclusién unilateral de narina, de diferentes edades posnatales (P5, P10,
Semanas 1y 2 respectivamente). Se muestra el lado control y deprivado de un mismo
animal. La marca nuclear se encuentra en color azul (DAPI), y la marca de S100B-GFP
en verde y en escala de grises. Se sefalan en rosa los glomérulos analizados y con
flechas verdes algunas células GFP*. B, C y D. Se utiliz6 un modelo lineal mixto,
considerando factores fijos a “semana” y “tratamiento”, un factor aleatorio “animal”, con
varios datos para un mismo animal (N =3-4 animales por grupo). Se realizé un ANOVA
de dos vias. B. Cuantificacién de la densidad de células GFP+ en la capa glomerular
expresado en el nimero de células GFP* cada 100 um?, para el hemisferio control y
deprivado; p>0,05 para todos los factores. C. Analisis de la intensidad de fluorescencia
de GFP en el neuropilo glomerular, para el hemisferio control y deprivado en las
primeras 2 semanas del desarrollo posnatal; interaccién significativa, ****p<0,0001. Se
realizé un analisis pos-hoc paramétrico para comparaciones multiples; las diferencias
significativas se indican en la figura; *p<0,05. D. Analisis del area de cobertura de la
marca de GFP con respecto al area glomerular, para el hemisferio control y deprivado
en las 2 semanas; interaccion significativa, ****p<0,0001. Se realizé un analisis pos-hoc
paramétrico para comparaciones multiples; las diferencias significativas se indican en la
figura; *p<0,05, **p<0,01.
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3.3.4. Conclusiones del Capitulo 3

En resumen, los resultados presentados en este capitulo indican que el
impacto de la oclusion unilateral en la expresion de TH comienza a manifestarse
recién a partir de la tercera semana posnatal, por lo que no constituye un buen
marcador de deprivacion temprana. Por otra parte, los resultados sugieren que
la glia envolvente olfatoria es sensible a la deprivacion sensorial, manifestandose
en los niveles de expresion de la Cx43 durante la primera semana posnatal.
Adicionalmente, se observd que en la capa glomerular los astrocitos
periglomerulares responden a la deprivacién sensorial con alteraciones en la
morfologia de sus proyecciones e intensidad de marca de S100B, y
disminuyendo la expresion de Cx43 durante la primera semana posnatal. Estos
hallazgos revelan que ambos marcadores gliales podrian servir como
indicadores tempranos de la eficacia de la deprivacion sensorial olfatoria
experimental y posiblemente como indicadores de la reduccién de actividad

sensorial olfatoria durante el desarrollo posnatal.



V. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES




Discusién y conclusiones 126

El bulbo olfatorio sufre una remodelacion del cableado neuronal durante
la edad posnatal temprana como parte del establecimiento del mapa sensorial
olfativo 32%. Uno de los procesos de remodelado mejor descriptos durante el
desarrollo del sistema olfatorio es el refinamiento, dependiente de la experiencia
sensorial, de la inervacion del bulbo por los axones sensoriales provenientes del
epitelio olfatorio nasal !, que se encuentran asociados a glia especializada, la
glia envolvente olfatoria. Esta glia es de particular interés dado que se le
atribuyen propiedades que podrian explicar la plasticidad de la inervacién del
bulbo olfatorio, como la expresién de moléculas guia y factores neurotroficos 283~
85,87,88,324 | g glia envolvente forma redes mediadas por Cx en animales juveniles
y adultos 3-°, y el desarrollo de estas redes podria ser relevante como modulador
del proceso de refinamiento de la inervacién del bulbo por los axones a los que
esta glia se asocia. Sin embargo, se desconoce la temporalidad de la aparicién
de estas redes durante el desarrollo posnatal, asi como las caracteristicas de
dichas redes. Ademas, las Cx que median las redes gliales tienen funciones
clave en procesos de adhesion celular durante el desarrollo que exceden su
funcion en la formacion de redes "', El aporte de esta tesis consiste en haber
hecho una caracterizacion detallada de la aparicion y refinamiento de las redes
de glia envolvente, y de la expresion y modulacion de las Cx asociadas a dicha

glia, durante el desarrollo posnatal.

El capitulo 1 analizo si la glia envolvente sufre un proceso de refinamiento
o maduracion del grado de conectividad mediado por gap junctions y de la
expresion de Cx, utilizando un abordaje histoquimico y electrofisiolégico. Para
ello, en primer lugar, caracterizamos la linea transgénica S100B-GFP
previamente utilizada para la identificacion de la capa de fibras olfatorias y de las
células de glia envolvente en edad juvenil 34 y verificamos que es apta para la
identificacion de las capas ricas en glia envolvente en diferentes edades del
desarrollo posnatal. Si bien S100B es expresado tanto por astrocitos como por
glia envolvente olfatoria 882 y en la capa de fibras olfatorias se espera que se
encuentren reportados ambos tipos celulares, la alta densidad celular de glia

envolvente frente a la de astrocitos, hace que probabilisticamente las células



Discusién y conclusiones 127

reportadas sean glia envolvente. Esto resulta de utilidad para identificar a este

tipo glial para el registro electrofisiologico.

En cuanto a si la glia envolvente olfatoria de neonatos se encuentra
conectada formando redes gliales, como se observa desde edad juvenil 34, los
datos muestran que forma redes desde PO en adelante y constituyen el primer
reporte sobre el tamafo y selectividad de redes de glia envolvente olfatoria en
animales neonatos. Los resultados mostraron también que las redes de animales
de 3 semanas de vida son de menor tamano que las de la semana 1,
evidenciando un proceso de refinamiento de estas redes. La glia envolvente de
neonatos exhibe una respuesta de aumento de la concentracion intracelular de
Ca?* frente a la estimulacion de los axones sensoriales, mediada por activacion
de los receptores mGIuR1 y P2Y1, que es mas prominente en las primeras dos
semanas del desarrollo posnatal que en edad mas tardia 283, Ademas, esta seial
puede propagarse en olas de Ca?* de una célula a otra a través de gap junctions
221 Nuestros resultados son consistentes con estas observaciones, dado que
una mayor respuesta de Ca?* durante las primeras semanas posnatales podrian

estar sustentadas, en parte, por un grado de conectividad mayor.

En animales juveniles, la presencia de Cx funcionales y el grado de
conectividad glial se ven reflejados en los perfiles de corriente macroscopica de
la glia envolvente en experimentos de voltage clamp. Las células que forman
redes de mayor tamafio tienen conductancias mayores, y a su vez, perfiles de
corriente lineales, mientras que las células desconectadas manifiestan perfiles
de corriente no lineales 3#. Evaluamos si la maduracion del tamafio de las redes
observado en las primeras 3 semanas del desarrollo posnatal, correlacionaba
con una maduracion de los perfiles electrofisiolégicos de estas células de
acuerdo con lo esperado en base a lo descripto en animales juveniles.
Esperabamos encontrar una reduccién de la conductancia total en las células de
la semana 3 en relacion a la semana 1, y la posible emergencia de perfiles de
corriente no lineales, asociados a una conectividad glial reducida. Sin embargo,
no observamos cambios en la corriente macroscépica de las células de glia
envolvente durante el desarrollo posnatal. Esto puede deberse a que la corriente
macroscopica de las células refleja conductancias adicionales, ademas de la de

las gap junctions, que pueden enmascararla. Por otro lado, este fendmeno se
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asemeja a lo observado en astrocitos del hipocampo, donde los perfiles de
corriente y la Ri no se relacionan con el grado de conectividad de estas células.
Los astrocitos con un mayor grado de conectividad (evaluado por acople por
colorante) manifiestan el mismo perfil de corriente y Ri que los astrocitos
espontaneamente aislados, y que los astrocitos que forman redes en presencia
de MFA '9°_Dado que los perfiles electrofisioldgicos no lineales descriptos para
la glia envolvente de animales juveniles se asociaban predominantemente a
células espontaneamente asiladas de una red y que el perfil lineal se observé en
redes que en promedio tenian 5 células 3, la predominancia de perfiles lineales
en neonatos podria explicarse porque las redes son de mayor tamafno que el
minimo necesario para manifestar dicho perfil. Por ultimo, corroboramos que la
corriente macroscépica de la glia envolvente neonatal es sensible a MFA,

consistente con la presencia de Cx funcionales y gap junctions asociadas 3.

En animales de edad P14 a P21 se ha reportado que la glia envolvente
expresa conductancias asociadas a canales de tipo Kor (delayed-rectifier),
sensibles al bloqueante TEA, y canales tipo Kir (inward-rectifier) sensibles al
bloqueo con bario 4. La observacion de un comportamiento invariable de la
conductancia total de la glia envolvente durante las primeras semanas, a pesar
de una variacion en el grado de conectividad glial, podria explicarse por la
aparicion con el desarrollo de conductancias asociadas a canales de potasio,
que compensen una posible menor conductancia de gap junctions en la semana
3. Para evaluar esta hipoétesis, resta determinar si la glia envolvente de neonatos
expresa conductancias de potasio y si se modifican con el desarrollo posnatal,

ademas de si la conductancia sensible a MFA madura con la edad.

Existen multiples mecanismos que determinan la conductancia y
selectividad de las gap junctions, entre ellas el tipo de Cx 173.178,182,263,325.326 y,
modificaciones post-transduccionales 327-32° La disociacion entre los resultados
de acople por colorante, que muestran una reduccion del tamafo de las redes
con el desarrollo posnatal, y la constancia del perfil electrofisiolégico con el
desarrollo podria explicarse, entonces también, por una modificacion en la
permeabilidad y/o conductancia de gap junctions a lo largo del desarrollo. De
todas maneras, los resultados indican un cambio cuantitativo y/o cualitativo en la

composicion de las gap junctions en la glia envolvente durante las primeras 3
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semanas del desarrollo posnatal, que podria determinar una permeabilidad

diferencial para distintas moléculas.

La glia envolvente olfatoria de animales juveniles y adultos expresa Cx43
3.4y la utiliza como molécula principal para la formacion de gap junctions °. A su
vez, determina el perfil electrofisioldgico caracteristico de estas células cuando
estan interconectadas 35. Dado el rol central que la Cx43 cumple en la formacion
de redes gliales desde P30 en adelante, evaluamos si la Cx43 presentaba un
perfil de expresidn compatible con su participacion en la formacion de redes de
glia envolvente desde temprano en el desarrollo posnatal. Observamos
expresion de Cx43 desde la semana 1, hacia el fin de la cual adquirié niveles de

expresion que luego se mantuvieron hasta finales de la semana 2 (P14).

Confirmamos que la Cx43 es expresada por la glia envolvente olfatoria de
animales de edad neonatal mediante la utilizacion de la linea de ratones PLP-
CreERT como herramienta para la manipulacién condicional de la glia
envolvente. Mostramos que en animales juveniles esta linea dirige
modificaciones genéticas en este tipo celular, ya que las células modificadas con
esta linea en la capa de fibras olfatorias expresan marcadores de glia envolvente
y no expresan marcadores de astrocitos. Mostramos también que, en animales
neonatos, las células modificadas por esta linea tienen morfologia y localizacion
compatible con células de la glia envolvente olfatoria, aunque resta realizar una
caracterizacion mas detallada, para descartar la posibilidad de una menor
selectividad de esta linea por la glia envolvente durante el desarrollo posnatal

temprano.

Mediante tecnologia Cre-lox dirigida a la glia envolvente logramos
producir un descenso en la expresion de Cx43 en la capa de fibras olfatorias,
rica en esta glia sin afectar la densidad celular, consistente con resultados
previos aplicando esta manipulacién en animales adultos. Luego de la delecion
de Cx43, se observaron algunos clusters remanentes de Cx43, posiblemente
expresada por células de la glia envolvente que no sufrieron recombinacion, o
por astrocitos de la capa de fibras olfatorias. Resta realizar un analisis de co-
localizacion de la Cx43 remanente en la capa de fibras olfatorias con marcadores
astrociticos, para distinguir entre estas posibilidades. El protocolo de

administracién de Tx usado para inducir la delecion de Cx43 fue adaptado de un



Discusién y conclusiones 130

protocolo publicado que utilizaba una dosis diaria de Tx (50 mg/kg) durante 3
dias ?°' y para esta tesis fue reducido a dos dias de tratamiento con Tx, que
fueron suficientes para reducir dramaticamente la expresiéon de Cx43. Este
protocolo reducido fue necesario para poder realizar los experimentos de acople
de colorante en animales Cx43 cKO y Cx43 Control de edad P2, a los que se

administré Tx el dia del nacimiento.

Resulta llamativo que a PO observamos las redes gliales de mayor
tamafo, cuando los niveles de expresion de Cx43 resultaron minimos o
indetectables. Una explicacién posible es que a esta edad la Cx43 se exprese
con una estructura conformacional o modificaciones post-transduccionales
diferentes a las presentes en edades posteriores, y no pueda ser detectada por
el anticuerpo usado para su deteccion. Este fendbmeno ha sido descripto en
detalle en la deteccidon de Cx43 de astrocitos en el contexto de dafo cerebral, en
el que el dafo induce enmascaramiento de epitopos de la Cx43, que impide su
reconocimiento por algunos anticuerpos 33331, Descartamos un problema de
capacidad de deteccion del anticuerpo primario utilizado para los resultados

presentados en la Seccién R.3.1.3 (policlonal hecho en conejo 332), realizando

un control de inmunofluorescencia con un anticuerpo alternativo (monoclonal
hecho en raton 333). Los anticuerpos utilizados reconocen porciones diferentes
de la proteina Cx43, por lo que es poco probable que la baja expresidn
observada a PO se deba a la expresion de una version de la proteina con algun
epitopo enmascarado. Ademas, el anticuerpo realizado en conejo reconoce a la
proteina en cualquiera de sus estados de fosforilacidén 332, por lo que su baja
deteccidén tampoco pareciera deberse a una variacién en modificaciones post-
transduccionales de este tipo entre las edades analizadas. De esta manera, los
resultados observados con ambos anticuerpos confirman que a PO la Cx43 es
practicamente indetectable y sugieren que la Cx43 no es utilizada principalmente
para gap junctions a esta edad, y por lo tanto, que podria haber un cambio en el
sustrato molecular mediador de las gap junctions durante el desarrollo posnatal
temprano del bulbo olfatorio. Es decir, que una Cx diferente a Cx43 medie estas
uniones durante los primeros dias y gradualmente sea reemplazada o

complementada en su funcién por Cx43.
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Al explorar qué otras Cx podrian formar parte de las gap junctions a edad
neonatal, descartamos a la Cx30 debido a la baja inmunorreactividad observada
en la primera semana posnatal, coincidente con lo reportado en edad juvenil y
adulta . Sin embargo, encontramos un alto nivel de expresion de la Cx47 en la
capa de fibras olfatorias de tejido de animales S100B-GFP, lo que nos permitié
realizar un analisis de colocalizacién, que revelé que esta Cx se encuentra
localizada en las proyecciones de células positivas para GFP con caracteristicas
morfolégicas de glia envolvente olfatoria, dada por las tipicas estructuras
lacunares de sus proyecciones 3. Este es el primer reporte de expresion de la
Cx47 en la glia envolvente olfatoria, aunque existe un reporte previo de expresion
de esta Cx en células que expresan S100B en tejido de materia blanca del
sistema nervioso central '%. Estos resultados indican que la Cx47 constituye un
posible candidato a conformar gap junctions responsables de la conectividad
desde temprano en el desarrollo posnatal. Resta evaluar sila Cx47 es el sustrato
molecular responsable de la conectividad a PO y si participa de gap junctions
heteroméricas o heterotipicas junto con la Cx43 mas adelante en el desarrollo
posnatal. Estos resultados son un ejemplo mas que muestra la heterogeneidad
en el perfil de la glia envolvente, expresando marcadores de diferentes tipos
gliales, incluyendo astrocitos y oligodendrocitos, y conforman el primer reporte

de la co-expresion de ambas Cx en un mismo tipo celular.

Por otra parte, los astrocitos y los oligodendrocitos forman redes gliales
en diferentes estructuras, utilizando gap junctions heterotipicas funcionales,
donde la Cx43 y Cx47 son aportadas por los astrocitos y oligodendrocitos,
respectivamente 194205207 | 3 glia envolvente olfatoria al expresar ambas Cx,
podria formar gap junctions heterotipicas con hemicanales homoméricos de
Cx43 y Cx47 aportados por diferentes células, o alternativamente, formar gap
juntions homotipicas con hemicanales heteroméricos, para formar redes gliales.
La composicién de las gap junctions determina la conductancia y permeabilidad
a colorantes '717%, Se ha reportado en ensayos in vitro en oocitos, que las
conexiones heterotipicas entre Cx43 y Cx47 manifiestan una permeabilidad a
colorantes diferente a las homotipicas de Cx47, y que éstas presentan una
permeabilidad diferencial frente a diferentes sustancias, diferenciandose de las
conexiones homotipicas Cx43-Cx43 201, La selectividad a colorantes propia de
los diferentes tipos de canales podria ser de utilidad para analizar la presencia
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de canales heterotipicos y homotipicos en la glia envolvente olfatoria. La
reduccion del tamafo de las redes de glia envolvente que observamos en el
transcurso de la semana 1 a 3 de edad posnatal podria explicarse por un cambio
en la composicién de Cx de las gap junctions, con progresiva predominancia de
Cx43. Esta explicacién necesita sustentarse en una permeabilidad diferencial de
estas Cx al trazador usado, sulforodamina B, que no resulta predecible a partir
de datos de la literatura. Al igual que en el caso de esta tesis, se observa
disociacion entre los valores de conductancia de Cx43 y Cx47 y permeabilidad a
trazadores, ya que Cx43 presenta mayor permeabilidad al cAMP que Cx47,

aunque su conductancia es menor 334,

Se ha reportado que los astrocitos juxtaglomerulares del bulbo olfatorio y
la glia envolvente forman redes heterocelulares comunicadas por canales
sensibles a carbenoxolona, a través de los cuales propagan ondas de Ca?*
desde la segunda semana posnatal (P10 a P20) 2%0. Estas redes podrian estar
mediadas por canales homotipicos Cx43-Cx43 caracteristicos de las redes
atrociticas, aunque también es posible que la expresion de Cx47 por parte de la
glia envolvente aporte a la formacién de gap junctions heterotipicas Cx47-Cx43,

como las que median el acople entre oligodendrocitos y astrocitos.

La expresion de Cx43 detectada por inmunofluorescencia no permite
distinguir entre los posibles roles de esta proteina (canal, sefializacién o
adhesidn). Para evaluar si la Cx43 conforma gap junctions en la glia envolvente
olfatoria de animales de edad neonatal realizamos ensayos de acople por
colorante y registros electrofisiolégicos en rodajas de bulbo olfatorio de animales
Cx43 cKO vy controles. Las células de glia envolvente del grupo Cx43 cKO
mostraron una reduccion de la conectividad glial evaluada mediante
experimentos de acople por colorante. En este caso se cubrié un rango de
edades que abarcdé la primera y segunda semana de edad posnatal, lo que nos
permite concluir que la Cx43 es una molécula clave para formar las gap junctions
de la glia envolvente desde P2 (minima edad registrada en estos ensayos). Al
evaluar una posible diferencia en el rol de la Cx43 en la formacion de redes en
diferentes edades, no observamos un efecto diferencial de la delecion de Cx43
en la glia envolvente entre semanas 1y 2, ya que en ambos casos el grado de

desacople fue comparable. Estos resultados adicionalmente confirman que la



Discusién y conclusiones 133

linea PLP;CreERT dirige la manipulacién genética a glia envolvente olfatoria en

neonatos.

El empleo de dos moléculas diferentes para los experimentos de acople
por colorante (LY y neurobiotina) revelé que, si bien la conectividad de la glia
envolvente se vio drasticamente reducida en animales con delecién de Cx43, no
fue nula. En los experimentos de acople con LY, todas las células de glia
envolvente de animales Cx43 cKO estuvieron desacopladas (solo se marcé una
célula), mientras que en los experimentos con neurobiotina, observamos redes
de, en promedio, 12 células en este grupo. Esto indica que las dos moléculas
difunden de manera diferencial por las gap junctions de la glia envolvente a edad
neonatal, lo cual puede deberse a que la neurobiotina es una molécula de peso
molecular menor al LY y a que se encuentran diferencialmente cargadas 179244,
Adicionalmente, la observacion de cierto grado de conectividad glial en los
animales Cx43 cKO observada en los ensayos con neurobiotina puede
explicarse por un efecto incompleto del tratamiento con Tx, o del alcance de la
estrategia genética. Por ultimo, al haber encontrado expresion de Cx47 en la glia
envolvente olfatoria, es posible que parte de la conectividad sea sostenida por

esta molécula.

Las células de la glia envolvente acopladas a otras células mediante gap
junctions manifiestan un perfil biofisico con grandes amplitudes de corriente de
membrana y alta sensibilidad al MFA, tanto en edad juvenil 3, como a edad
neonatal (resultados mostrados en la figura R. 1.5). El MFA reduce la amplitud
de la corriente de membrana, resultando en un perfil electrofisiolégico de baja
amplitud, caracteristico de células espontaneamente desacopladas 34. Al
evaluar el perfil de corriente de membrana de las células de la glia envolvente
olfatoria de los ratones Cx43 cKO a edad neonatal, observamos una importante
reduccion de la conductancia macroscopica (del 85% en promedio con respecto
al grupo Cx43 Control), y consistentemente, un aumento de la Ri. La glia
envolvente de los animales del grupo Cx43 cKO manifiesté un perfil de corrientes
de membrana que reprodujo el observado en animales de edad juvenil y adulta
con esta misma manipulacion genética °, que fue también comparable con los

registros de glia envolvente desacoplada (ya sea de forma espontanea o luego
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del desacople inducido por la incubacion con MFA) 34 A diferencia de lo
reportado en la glia envolvente de animales de edad juvenil 3, el desacople
eléctrico no parece verse reflejado en una pérdida de linealidad de la curva I/V.
En este sentido, es notorio que el perfil electrofisiolégico de la glia envolvente de
neonatos tratada con MFA tampoco manifiesta una pérdida de la linealidad de la
curva I/V en todos los casos. Es posible que las conductancias activables por
voltaje que emergen al eliminar la conductancia de gap junctions, sean

prevalentes mas tarde en el desarrollo posnatal.

A raiz de los resultados de esta tesis surgen nuevos interrogantes que
deberian ser abordados en el futuro con el objetivo de entender el papel de la
conectividad glial en el desarrollo posnatal. En animales de P10 a P20 fue
reportado que la glia envolvente olfatoria se encuentra conectada mediante gap
junctions a astrocitos 2%°. Queda pendiente evaluar si durante la primera semana
de edad posnatal también se encuentra presente este tipo de conectividad, y si
se restringe a la capa de fibras olfatorias, o incluye también la capa glomerular
del bulbo. En el segundo caso, la glia envolvente podria influir en el refinamiento
de la inervacion del bulbo no solo a nivel de la modulacion del crecimiento y
navegacion axonal, sino tambien en la modulacion del entorno sinaptogénico de
los glomérulos, al acoplarse a redes de astrocitos glomerulares. Por otra parte,
sera de interés evaluar el rol de la Cx47 en la formacion de redes de glia
envolvente olfatoria. Para evaluar su rol funcional, se podria utilizar una
estrategia similar a la que utilizamos en esta tesis mediante la utilizacion de una
linea Cx47f%x 335 Sin embargo, se deberia utilizar una linea con la recombinasa
Cre bajo control de otro marcador de la glia envolvente 33337 dado que la
utilizacién de la linea PLP-CreERT afectaria la expresion de Cx47 también en
oligodendrocitos, haciendo de la manipulacion genética poco selectiva y con
graves consecuencias motoras %, A pesar de ello, seria adecuada
probablemente para la evaluacién del papel de Cx47 durante la primera semana
posnatal, cuando la mielinizaciéon aun es incipiente. Otra estrategia posible es
utilizar un protocolo de adnisitracion de Tx intranasal 338, dirigiendo la
recombinacién al bulbo olfatorio de animales PLP-CreERT; Cx4771%*. Como

analisis preliminar, se podria estudiar la expresion de la Cx47 en tejido de
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animales Cx43 cKO, para evaluar posibles compensaciones, ademas de un
analisis de co-localizacion que aporte evidencias sobre sobre si el grado de
conectividad glial reducido pero existente, se asocia a su participacion. La
farmacologia selectiva dirigida a Cx es limitada: han sido reportados trabajos con
bloqueantes de gap junctions y hemicanales formados por Cx43, por ejemplo los
péptidos miméticos GAP26 y GAP19 33 y |a expectativa es que se sigan

desarrollando otros dirigidos a otras Cx, como la Cx47 de interés para esta tesis.

Por ultimo, queda pendiente estudiar el impacto de perturbar la expresion
de Cx43, y la conectividad de la glia envolvente olfatoria durante el desarrollo
posnatal, sobre la conducta olfativa. Nuestro objetivo fue utilizar un test de
olfaccion ya publicado 3%, para evaluar la conducta olfativa a diferentes tiempos
en los animales con delecién condicional de la Cx43 en la glia envolvente desde
PO. Sin embargo, nuestros resultados indicaron que el test de modulacion de la
emision de vocalizaciones ultrasdnicas en neonatos por la exposicion a citral, no
permitié distinguir el comportamiento de animales control del de animales con
hiposmia por tratamiento con metimazol (MMZ). El grupo que publicd esta
metodologia como una prueba que permite analizar la capacidad de deteccion
de olores, expuso al test a ratones de edad neonatal tratados con 3-metilindol
304 que genera dafio en el epitelio olfatorio y provoca déficits en la capacidad de
discriminar olores en ratones adultos 349341 Sus resultados muestran que
unicamente los ratones tratados con una dosis letal (ratones que murieron en el
lapso de 5 dias) manifestaron una incapacidad de responder a olores modulando
la emision de vocalizaciones. Animales tratados con una dosis no-letal, tuvieron
un comportamiento similar al de los controles, disminuyendo la emision de
vocalizaciones frente a la presentacion de citral u olores de ratones machos
extrafios 394, Sj bien la letalidad de la dosis fue asociada a la incapacidad de
alimentarse por haber perdido la capacidad olfativa y fue tomada como indicador
de la efectividad del tratamiento, impone al estado de salud de los animales como
factor de confusion al interpretar su falta de respuesta a los estimulos
moduladores de las vocalizaciones. Este antecedente sugiere, al igual que
nuestros resultados, que los olores podrian haber actuado en un tejido
quimiosensitivo independiente del epitelio olfatorio, como el sistema trigeminal.
Se ha mostrado que el tratamiento con MMZ en animales neonatos, utilizado en

esta tesis, elimina del epitelio olfatorio a las neuronas sensoriales olfativas



Discusién y conclusiones 136

maduras e inmaduras 1 dia luego del tratamiento, y comienzan a aparecer
nuevas neuronas maduras entre los 7 y 11 dias de recuperacion luego de la
inyeccion de MMZ 320, Es esperable que la realizacion de la prueba conductual
5 dias luego del tratamiento con MMZ ocurra durante un periodo en el que aun

no se encuentran presentes las nuevas neuronas olfatorias.

Para poder evaluar el efecto de la delecion de Cx43 de la glia envolvente
en la conducta olfativa podremos como trabajo futuro aplicar otros tests de
conducta olfativa. En este sentido, se podria aprovechar la posibilidad de generar
condicionamiento olfativo utilizando la temperatura como estimulo
incondicionado 3'* y estimulos olfativos que activen exclusivamente el epitelio

olfatorio y bulbo olfatorio principal.

Los resultados hasta el momento discutidos, confirman que la Cx43 tiene
un rol clave en la conectividad de la glia envolvente olfatoria durante el desarrollo
posnatal desde al menos P2, reflejado en los resultados de ensayos de acople
por colorante en animales con delecion selectiva de este gen. A su vez, tanto el
grado de conectividad glial como el perfil de expresion de la Cx43 durante esta
ventana temporal evidenciaron un proceso de maduracion de las redes de glia
envolvente. Como se detallé anteriormente, las remodelaciones del circuito
reportadas durante este periodo, como la eliminacion de axones de neuronas
sensoriales en glomérulos heterogéneos y la maduracién de las proyecciones de
salida del circuito glomerular en las neuronas mitrales, dependen de la actividad

sensorial olfativa 106.135.151,161

La deprivacion sensorial por oclusion unilateral de narina a edad neonatal
(P0-1) ha sido ampliamente utilizada para estudiar la influencia de la actividad
sensorial en el desarrollo posnatal del bulbo olfatorio 106.135.151.161 E| principal
parametro de robustez y éxito de la manipulacion es la disminucién de la
expresion de TH en la capa glomerular del bulbo %6, que se ha reportado desde
la tercera semana luego de la deprivacion, coincidente con la semana 3 del
desarrollo posnatal 68.147.148 En esta tesis extendimos el andlisis de la expresion
de TH en contexto de oclusion unilateral, para aportar informacion sobre si este
marcador histolégico es un indicador sensible para evaluar la eficacia de la

deprivacion sensorial temprano en el desarrollo posnatal y si se observa en una
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linea modificada genéticamente (PLP-CreERT;tdTomato). Los resultados
obtenidos confirman los datos publicados, dado que hallamos una reduccién del
numero de células TH+, del grado de cobertura glomerular por sus proyecciones
y del nivel de expresion en la tercera semana luego de la deprivacion. Sin
embargo, no hallamos alteraciones de la expresién de TH durante las primeras
dos semanas de deprivacion sensorial. En conjunto estos resultados indican que
la expresion de TH no es un marcador sensible a la deprivacion durante las

primeras semanas de luego de la manipulacion.

El hecho de que hayamos observado reduccion de los niveles de TH en
el bulbo en animales de la linea PLP-CreERT;tdTomato sugiere que es un
fendmeno general. Esta manipulacion ha sido utilizada de forma reproducible en
diferentes cepas salvajes de ratones, asi como también multiples lineas
transgénicas 148.149.161,305342343 "y gse espera que se sostenga en animales

S100B-GFP, que resta ser confirmado.

En animales con deprivacion olfativa unilateral observamos que, tanto en
la capa de fibras olfatorias como en la glomerular del bulbo, la Cx43 disminuyo
su expresion en el lado deprivado en la primera semana del desarrollo posnatal,
y que sus niveles se recuperaron hasta niveles comparables a los del lado control
en la segunda semana. Estas observaciones constituyen el primer reporte de
alteraciones en la expresion de Cx43 debido a la deprivacion sensorial olfativa,
y sugieren que la expresion de la Cx43 por parte de la glia envolvente olfatoria y
astrocitos del bulbo, es sensible a la actividad sensorial en la primera semana

del desarrollo posnatal.

La reduccion de la expresion de la Cx43 en la capa de fibras olfatorias no
se vio asociada a una reduccion en el numero de células totales, ni de glia
envolvente, ni a nivel estructural en el grado de cobertura de las proyecciones
gliales. Estas observaciones coincidieron en las dos lineas reporteras utilizadas,
una que marca glia envolvente y astrocitos (S100B-GFP) y otra que marca glia
envolvente en las regiones analizadas (PLP-CreERT;tdTomato). Resta evaluar
si la disminucion de la Cx43 durante la primera semana de deprivacion sensorial
repercute en el tamano y maduracién de las redes de glia envolvente. En
astrocitos se coexpresan las Cx43 y Cx30. Al deletar la Cx43, se produce un

aumento compensatorio de la expresion de Cx30 253 y, en este contexto, sera de
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interés evaluar si la reduccién en la expresion de Cx43 debido a la deprivacion
sensorial conlleva un aumento compensatorio en la expresion de Cx47 u otras
Cx.

Los resultados mostraron también que la deprivacion sensorial no
solamente provocé una disminucion en la expresion de Cx43, sino también una
reduccion de la expresion de S100B y del grado de cobertura de las proyecciones
de astrocitos (reportado por GFP) hacia el neuropilo de los glomérulos en la
primera semana del desarrollo posnatal, que desaparece a la segunda semana,
lo cual sugiere un retraso en el desarrollo de los astrocitos glomerulares. En los
animales S100B-GFP, GFP se expresa por activacion de las secuencias
reguladoras de S100B, por lo que podemos esperar que una mayor intensidad o
area GFP+ correlacione con una mayor activacion de las secuencias promotoras
del gen S100B y mayor sintesis de las proteinas bajo su regulacion. Por esto, el
cambio en la sefial de GFP no necesariamente refleja un cambio estructural en
las células reportadas, pero representa una medida independiente de la
sensibilidad temprana de la glia a la deprivacion sensorial. A futuro, se podra
evaluar si la deprivacion sensorial determina una demora en el desarrollo del
arbol de proyecciones astrociticas durante la primera semana de la deprivacion,
utilizando un reportero constitutivo dirigido a astrocitos. En la bibliografia se
reportd que las redes astrociticas glomerulares del bulbo reducen su tamafio con
3 semanas de deprivacion sensorial desde el nacimiento, pero no con 2 semanas
de deprivacién 8. Se argumento que la sensibilidad a la actividad sensorial esta
dada por Cx30, ya que se pierde en animales con deleciéon de esta Cx, que
ademas no se expresa en astrocitos de esta region hasta la tercera semana de
edad. Dados estos hallazgos, es importante que a futuro se estudie el grado de
conectividad de las redes de astrocitos en la primera semana del desarrollo en
contexto de deprivacion sensorial, para determinar si la reduccion que
observamos en la expresion de Cx43 tiene un impacto funcional. Podria
esperarse que el tamano de las redes no se vea afectado por la deprivacion esta
edad, o que tenga un efecto transitorio, ya que durante la segunda semana de
deprivacion no se observan diferencias en el tamafo de las redes de astrocitos
148 ni en la abundancia de Cx43 (esta tesis). No descartamos que la Cx43 pueda

cumplir un rol diferente del de formar canales y que este sea dependiente de la
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actividad neuronal, aunque esa posible funcibn no ha sido abordada

experimentalmente en esta tesis.

En este modelo de deprivacién sensorial se han reportado numerosos
procesos compensatorios a nivel del circuito bulbar, que podrian mantener la
funcion olfativa a pesar a la deprivacion sensorial 3*4. A nivel de la primera
sinapsis del bulbo se ha observado luego de dos semanas de deprivacién
posnatal temprana que aumenta la probabilidad de liberacion de
neurotransmisores por parte de las neuronas sensoriales 34°. También se han
reportado posibles compensaciones en componentes de la segunda sinapsis del
bulbo olfatorio, dado que las neuronas mitrales del lado deprivado responden
con mayor probabilidad frente a la exposicion del animal a odorantes 3. La
diminucion de la presencia de dopamina luego de la oclusién unilateral, es
seguida de un aumento de la densidad de receptores de tipo D2 para dopamina
347 También, la reduccion del numero de células granulares en el bulbo
deprivado se ve compensada por un aumento de la excitabilidad de las neuronas
granulares remanentes 3. En este contexto, el aumento de la marca de GFP en
la capa glomerular del lado deprivado en la semana 2 luego de la oclusion
unilateral podria deberse a una compensacion ante la reduccion observada en

la primera semana.

En resumen, esta tesis aporta informacion sobre la sensibilidad de
parametros gliales a la actividad sensorial olfatoria durante el desarrollo posnatal
del bulbo. En particular, la expresion de Cx43 por la glia envolvente y astrocitos
del bulbo es sensible al input sensorial y resulta el marcador tisular mas
temprano descripto para verificar la eficacia de la deprivacion sensorial en el
modelo de oclusion unilateral de una narina. Resta evaluar si el nivel de
expresion de Cx43 en la glia del bulbo es sensible a reducciones menos

drasticas de input sensorial olfatorio durante el desarrollo posnatal.

El objetivo general de esta tesis fue evaluar si las redes gliales del bulbo
olfatorio se refinan durante el desarrollo posnatal y si son sensibles a la
experiencia sensorial, con la hipétesis de trabajo de que las redes gliales se
harian mas selectivas durante el desarrollo posnatal, acompafando la

selectividad y modulacion por la experiencia que se han descripto para la
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inervacioén del bulbo por las neuronas sensoriales a las que la glia se asocia. En
esta linea de trabajo, aportamos resultados que sefialan que la conectividad de
la glia envolvente se refina durante el desarrollo posnatal, en conjunto con la
maduracion del perfil de expresién de Cx. Adicionalmente, los resultados revelan
el rol protagonico de la Cx43 en la formacién de redes de glia envolvente desde
edad neonatal, e indican que la expresion de esta proteina es sensible al input

sensorial.

Durante las ultimas décadas se ha acumulado evidencia de que las
células gliales son actores centrales en la regulacion de las funciones de los
circuitos neuronales, y que sus funciones requieren de la existencia de redes
gliales entre cuyas propiedades se encuentra la capacidad de dar respuestas
rapidas, de largo alcance, selectivas y plasticas, que impactan en la homeostasis
del medio externo celular y en la sefializacion neuronal %3, Los resultados de
esta tesis sientan las bases para el estudio del rol causal de las redes de glia
envolvente olfatoria y sus Cx mediadoras en el desarrollo posnatal del bulbo
olfatorio. El trabajo futuro permitira evaluar directamente si el establecimiento del
mapa olfatorio, ademas de mecanismos auténomos y no auténomos mediados
por las neuronas, que se encuentran investigados en gran profundidad 116.121.151

incluye mecanismos sensibles a la experiencia mediados por la glia.
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ACSF: liquido cefalorraquideo artificial
AOB: bulbo olfatorio accesorio

BLBP: Brain lipid binding protein

Cx: conexina

Cx43 cKO: ratén knock-out condicional
de la conexina 43

Cx43 Ctrl: ratén de fenotipo wild-type
para delecion condicional de la
conexina 43

Cx43"*: alelo mutante de Cx43 que
contiene el exén 2 flanqueado por
secuencias loxP

Da: Daltons, unidad de tamafio
molecular

DE: desvio estandar

DIC: contraste por interferencia
diferencial

dNTPs: desoxirribonucledtidos
EE: Error estandar

ERT: receptor de estrdgeno humano
mutado

E15: edad embrionaria 15

F1: generacion filial F1

F2: generacion filial F2

G: conductancia total

GFAP: Glial fibrillary acidic protein

GFP: green fluorescent protein,
proteina fluorescente verde

GPRCs: receptores acoplados a
proteinas G

I: corriente eléctrica

I/V: curva corriente versus voltaje
lo: corriente de membrana nula
kHz: kilohertz

LY: Lucifer Yellow

M: concentracién molar

MFA: acido meclofenamico

mg/kg: concentracion en miligramos
por kilogramo

mg/ml: concentracion en miligramos
por mililitro

mm: milimetros

mM: concentracién milimolar
MMZ: metimazol

MOB: bulbo olfatorio principal
MOE: epitelio olfatorio principal
mOsm: miliosmolar

ms: milisegundo

mV: milivolt

MQ: megaohm

nm: nanometro

nS: nanosiemens

P: linea parental de ratones
PO: edad posnatal 0

Pb: pares de bases

PBS: buffer fosfato salino
PBST: PBS con triton-X100

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

PFA: paraformaldehido
PLP: proteina proteolipidica
PM: peso molecular

p75NTR: receptor de baja afinidad por
neurotrofinas p75

Ra: resistencia de acceso
Ri: input resistance

Ta: temperatura de hibridacion -
annealing

tdTom: expresion de fluorescencia
guiada por la proteina tdTomato

TH: tirosina hidroxilasa
Tx: Tamoxifeno

U.A: unidades arbitrarias
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Ul/ml: concentracion en unidades
internacionales por mililitro

V: voltaje

VGIuT2: Transportador vesicular de
glutamato 2

VIM: vimentina
VNO: érgano vomeronasal
Vr: potencial de reposo de la célula

WT: wild-type, alelo o cepa de ratones
salvaje
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Mg/ml: concentracién en microgramo
por mililitro

I microlitro
Mm: micrometro
MM: concentracién en micromolar

%m/v: concentracion en porcentaje
gramos de soluto por cada 100 mililitros
de solucion

%yv/v: concentracién en porcentaje
mililitros de soluto por cada 100
mililitros de solucién
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VIIl. ANEXO

Macro creado para el analisis de los registros de vocalizaciones ultrasonicas de
ratones de edad neonatal para su uso en el programa de analisis de imagenes
Imaged.

Por Carlos Pretell-Annan.

MacroVU_neonatos.ijm

//[Este macro sirve para el analisis del perfil de intensidad en los registros de vocalizaciones
ultrasoénicas (VUS).

/[Crea ROls rectangulares sobre el registro -abarcando toda su duracién- a diferentes
frecuencias. Luego promedia los valores de intensidad para todos los valores de "y"
(frecuencia) contenidos dentro del ROI para cada valor de "x" (tiempo).

//Los resultados son guardados en la misma carpeta de origen de la imagen analizada, dentro
de una subcarpeta creada por el mismo macro y denominada "VUS_Perfiles_intensidad".

//Cada archivo se guarda en formato ".txt" con el mismo nombre de la imagen seguido por
" perfiles".

/lAclaracioén sobre los ROls:

I Los ROls creados por el macro son los siguientes:
" 100 kHz (95-105 kHz)

I 90 kHz (85-95 kHz)

Il 80 kHz (75-85 kHz)

Il 70 kHz (65-75 kHz)

Il 60 kHz (55-65 kHz)

Il 50 kHz (45-55 kHz)

macro "macroVUS" {

open();

inputFolder=getDirectory("Image");
images=getFileList(inputFolder);
NewDir=inputFolder+"VUS_Perfiles_intensidad";
File.makeDirectory(NewDir);

I setBatchMode(true);

for (i=0; i<images.length; i++){
inputPath=inputFolder+images]il;
open(inputPath);
titte=getTitle;
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makeRectangle(178, 274, 2809, 100);//ROI 100 kHz (95-105 kHz)

roiManager("Add");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Rename", "100 kHz");

makeRectangle(178, 374, 2809, 100);//ROI 90 kHz (85-95 kHz)
roiManager("Add");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Rename", "90 kHz");

makeRectangle(178, 474, 2809, 100);//ROI 80 kHz (75-85 kHz)
roiManager("Add");

roiManager("Select”, 2);

roiManager("Rename", "80 kHz");

makeRectangle(178, 574, 2809, 100);//ROI 70 kHz (65-75 kHz)
roiManager("Add");

roiManager("Select", 3);

roiManager("Rename", "70 kHz");

makeRectangle(178, 674, 2809, 100);//ROI 60 kHz (55-65 kHz)
roiManager("Add");

roiManager("Select", 4);

roiManager("Rename", "60 kHz");

makeRectangle(178, 774, 2809, 100);//ROI 50 kHz (45-55 kHz)
roiManager("Add");

roiManager("Select", 5);

roiManager("Rename", "50 kHz");

/lroiManager("Select", newArray(0,1,2,3,4,5,6));
counts=roiManager("count");
for (r=0; r<counts; r++){
roiManager("select",r);
ROI=getInfo("roi.name");
selectWindow(title);
run("Plot Profile");
Plot.getValues(x, y);
/run("Clear Results");
close();
for (j=0; j<x.length; j++){
setResult(ROl, j, y[i]);
/lupdateResults();
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updateResults();

/lwaitForUser;

}

roiManager("delete");
selectWindow("Results");

saveAs("text", NewDir+"/"+title+"_perfiles");
close();

list=getList("window.titles");

for (p=0; p<list.length; p++){
windname=list[p];
selectWindow(windname);

run("Close");

/lwaitForUser;

}



