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Rol de la conexina 43 en las propiedades fisiologicas de la glia envolvente y en la
plasticidad de la via aferente olfatoria

Resumen

El epitelio olfatorio produce neuronas sensoriales durante toda la vida, que extienden
axones a lo largo del nervio olfatorio y establecen sinapsis integrandose al circuito del bulbo
olfatorio. Este nervio es plastico y regenera luego de dafo. Los axones sensoriales estan
asociados a la glia envolvente olfatoria, a la cual se atribuye la permisividad para el reemplazo de
neuronas sensoriales, ya que produce factores neurotréficos y promueve el crecimiento axonal,
tanto in vitro como en modelos de dafo. Sin embargo, practicamente se desconocen los
mecanismos subyacentes a este sostén del crecimiento axonal y a su potencial participacion en el
mantenimiento del circuito olfatorio.

La glia envolvente forma redes mediadas por uniones comunicantes (gap junctions),
formadas por conexinas, que en otros tipos de glia acompafan remodelaciones asociadas a dafio
y son esenciales para sostener funciones gliales. La glia envolvente expresa principalmente
conexina 43 (Cx43), que podria ser esencial para el mantenimiento del nervio, promoviendo la
liberacion concertada de neurotrofinas o participando como molécula de adhesion.

Evaluamos si la degeneraciéon/regeneracion posteriores al dano del nervio olfatorio
se asocian con plasticidad en las redes gliales asociadas. Durante la recuperacién del sistema
luego de un dafo, observamos inmunorreactividad reducida para Cx43 en la glia envolvente y
aumento de dicha inmunomarca en el bulbo olfatorio, sugiriendo el remodelado diferencial de
redes gliales durante la regeneracién del nervio.

Evaluamos también si la Cx43 media la conectividad de la glia envolvente y sostiene
la integracion de neuronas sensoriales nuevas, utilizando ratones genéticamente modificados
para reducir la expresién de Cx43 en la glia envolvente. La reduccion de la expresion fue eficiente
y selectiva. En estos animales, la glia envolvente mostré menor conductancia de membrana y
menor sensibilidad a un bloqueante de gap junctions, sugiriendo un acople reducido de la red.
Ademas, estos ratones mostraron reduccidon en el nimero de interneuronas positivas para la
hidroxilasa de tirosina en el bulbo, parametro informativo de una entrada sensorial deficiente. En
un ensayo olfativo de habituacion-deshabituacion, estos ratones mostraron reduccién en los
tiempos de exploracién a estimulos olfativos y reduccion del numero de células positivas para c-
fos reclutadas en el bulbo ante estimulos. Estos resultados indican que la Cx43 es necesaria para
una funcion normal del circuito olfatorio.

Esta tesis contribuye al conocimiento sobre propiedades fisiologicas de la glia envolvente y
aporta un modelo para identificar mecanismos subyacentes a sus propiedades neurotroficas in
vivo, de potencial aplicacion en terapias neuroregenerativas.

Palabras clave: glia envolvente olfatoria, conexina 43, gap junctions, neurogénesis adulta, circuito

olfatorio.



Role of connexin 43 in the physiological properties of olfactory ensheathing glia
and in the plasticity of the olfactory pathway

Abstract

The olfactory epithelium produces sensory neurons during lifespan, which extend axons
throughout the olfactory nerve and establish synapses integrating to the olfactory bulb circuit. This
nerve is plastic and regenerates after damage. The sensory axons are associated to olfactory
ensheathing glia, believed to underlie the permissiveness for the replacement of olfactory sensory
neurons. This is based on the fact that they produce neurotrophic factors and promote axonal
growth, in vitro and in models of injury. However, the mechanisms underlying the support of axonal
growth and the potential participation of ensheathing glia in the maintenance of the olfactory circuit
are poorly understood.

The ensheathing glia establish networks mediated by gap junctions, formed by connexins.
Gap junctions are essential to support glial functions in other glia types and are remodeled in
damage conditions. The ensheathing glia expresses mainly connexin 43 (Cx43), which could
participate in nerve maintenance, promoting a coordinated neurotrophin release or through
adhesion properties.

We evaluated whether the degeneration/regeneration after damage of the olfactory
nerve is associated with plasticity of the associated glial networks. During recovery of the
system after damage, we observed a reduced immunoreactivity for Cx43 in the ensheathing glia
and an increase in Cx43 immunostaining in the olfactory bulb. This suggests a differential
remodeling of the glial networks during nerve regeneration.

We also evaluated whether Cx43 mediates the connectivity of ensheathing glia and
supports the integration of new sensory neurons. For this, we used genetically modified mice
to reduce Cx43 expression in ensheathing glia. This reduction was efficient and selective. In these
animals, the ensheathing glia showed lower membrane conductance and lower sensitivity to a gap
junction blocker. This suggests a reduced coupling within the network. Moreover, these mice
exhibited a reduction in the number of tyrosine hydroxylase-positive neurons of the bulb, an
informative parameter of sensory input deficiency. In an olfactory habituation-dishabituation test,
these mice displayed a reduction in exploration time of olfactory stimuli and a reduction in the
number of c-fos-positive cells recruited in the bulb by stimuli. These results indicate that Cx43 is
necessary for normal recruitment of olfactory circuits.

This thesis contributes to the knowledge about physiological properties of ensheathing glia
and provides a model to identify mechanisms underlying their neurotrophic properties in vivo, for

potential application in neuroregenerative therapies.

Key words: olfactory ensheathing glia, connexin 43, gap junction, adult neurogenesis, olfactory

circuit.



Abreviaturas

ACSF: liquido cefalorraquideo artificial
AOB: bulbo olfatorio accesorio

BLBP: brain lipid-binding protein

BrdU: bromodeoxyuridina

cCx43KO: knockout condicional de Cx43
Cx30: conexina 30

Cx43: conexina 43

GAP-43: growth associated protein 43
GFAP: glial fibrillary acidic protein

GFP: proteina fluorescente verde

GG: ganglio de Grueneberg

Kpr: canales de potasio tipo delayed rectifier
Ki: canales de potasio tipo inward rectifier
MFA: acido meclofenamico

MMZ: metimazol

MOB: bulbo olfatorio principal

MOE: epitelio olfatorio principal

OMP: olfactory marker protein

PLP: proteo lipid protein

SO: 6rgano septal

TH: tirosina hidroxilasa

Tx: tamoxifeno

Vh: vehiculo

VNO: 6érgano vomeronasal
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Introduccion

1. El sistema olfatorio de los mamiferos como modelo para el estudio de la plasticidad de los

circuitos nerviosos

El sistema olfatorio presenta ventajas para el estudio de los mecanismos que subyacen al
desarrollo, la plasticidad y la reparacion de los circuitos neuronales, debido a la capacidad de
generar continuamente neuronas sensoriales nuevas y de regenerar luego del dafio. El reemplazo
permanente de las neuronas sensoriales ofrece la oportunidad de estudiar procesos involucrados
en su generacion, diferenciacién e integracion durante el mantenimiento del circuito. La capacidad
de regenerar luego de un dafio permite estudiar un contexto de incorporacion masiva y
sincronizada de neuronas al circuito, potencialmente diferente del que ocurre durante la

renovacion normal.

El conocimiento de los mecanismos subyacentes a la integraciéon funcional de neuronas
nuevas al circuito olfatorio (ya sea durante el mantenimiento normal o la regeneracién masiva
posterior al dafio), resulta relevante para identificar potenciales estrategias de intervencién para

conferir plasticidad y capacidad de reparacion a los circuitos nerviosos en general.

1.1 Estructura y organizacion anatomico-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) (Breer et al., 2006) (Figura I.1). Mientras el MOE responde a una gran
variedad de estimulos quimicos, el VNO esta mayormente especializado para la identificacion de
feromonas, moléculas producidas por individuos conespecificos, implicadas en la modulacion de
comportamientos como el apareamiento, la lactancia, las senales de peligro y el cortejo (Firestein,
2001). Sin embargo, se ha observado la existencia de cierto solapamiento entre el MOE vy el
VNO. Se encontraron feromonas que activan neuronas en el MOE, y algunos odorantes
generales (de los que se desconoce que actuen como feromonas) que activan el AOB y modulan

comportamientos en ausencia del MOE (Su et al., 2009).



Introduccion

Ademas de los sistemas sensoriales principales, el sistema olfatorio de mamiferos
presenta subsistemas que también contienen neuronas sensoriales: el 6rgano septal (SO) de
Masera y el ganglio de Grueneberg (GG) (Figura 1.1). El SO es un tejido sensorial aislado del
MOE, ubicado a cada lado del septum nasal, constituido por una a tres capas de neuronas
sensoriales que detectan un amplio rango de estimulos olfativos (Breer et al., 2006; Marshall and
Maruniak, 1986). ElI GG es un ganglio situado bilateralmente en el area rostro-dorsal de la
cavidad nasal, en la esquina formada por el septum y el techo nasal (Figura 1.1). Este ganglio esta
constituido por neuronas que detectan feromonas y se considera que actia como un sistema de
alarma, reconociendo moléculas que codifican una sefial de peligro (Brechbuihl et al., 2008). Las
neuronas del SO y del GG proyectan al MOB; las proyecciones del SO se dirigen a la region
ventro-medial del MOB, mientras que las proyecciones del GG lo hacen en direccion caudal, hacia

una regién del MOB conocida como “necklace glomeruli” (Breer et al., 2006).

Figura 1.1. Anatomia del sistema olfatorio de mamiferos. (A) Seccion sagital de la cabeza de un ratéon
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. Adaptado de Brechbihl et al.,, 2008 y
Firestein, 2001.

A los efectos de esta tesis, nos interesa describir el detalle estructural y funcional del MOE

y del MOB. En adelante, epitelio olfatorio se refiere al MOE y bulbo olfatorio al MOB.

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

El epitelio olfatorio y la lamina propia subyacente, constituyen la mucosa nasal que reviste
la cavidad nasal (Sullivan et al., 1995). El epitelio contiene neuronas sensoriales bipolares de
cuyos cuerpos celulares emerge una dendrita que presenta cilias con la maquinaria molecular

asociada a la transduccion de la sefial olfativa (Elsaesser and Paysan, 2007).

10
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La deteccidn de olores se inicia con la unién de las moléculas de odorante a los receptores
olfatorios en la membrana de las neuronas sensoriales (Buck and Axel, 1991). Cada neurona
sensorial expresa uno de alrededor de 1000 receptores olfatorios de membrana distintos, que les
confiere selectividad de respuesta (Buck and Axel, 1991). Los receptores olfatorios pertenecen a
la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPRCs) (Feinstein et al., 2004; O'Dowd et al.,
1989) que, luego de la unién del odorante al receptor, activan una cascada de sefalizacién que
culmina con la apertura de canales i6nicos gatillados por nucleétidos ciclicos (Frings et al., 1991;
Nakamura and Gold, 1987) y la despolarizacién de las neuronas sensoriales (Firestein and
Werblin, 1989).

Aunque existen mas de 1000 tipos diferentes de receptores olfatorios, se piensa que la
deteccion del enorme repertorio de olores requiere de una estrategia combinatorial (Firestein,
2001). 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. La evidencia que apoya esta idea surgi6 principalmente de estudios mutacionales en
Drosophila. La eliminacion de un receptor olfatorio en Drosophila no suprime la respuesta
comportamental producida por la deteccion del odorante (Elmore et al., 2003; Keller and Vosshall,
2007). Inclusive, en un estudio sobre la respuesta a acetato de etilo, se observd que la respuesta
a altas concentraciones del odorante dependia principalmente de un receptor olfatorio, y la
respuesta a bajas concentraciones dependia de otro (Kreher et al.,, 2008). Por lo tanto, la
representaciéon de un olor radica en la actividad diferencial de la poblacién de receptores olfatorios

activados por el olor (Su et al., 2009).

Como se mencioné anteriormente, el epitelio olfatorio tiene la capacidad de generar
neuronas nuevas durante toda la vida (Caggiano et al.,, 1994; Jia et al., 2009; Schwob et al.,
1994). Estas se generan a partir de células stem/progenitoras localizadas en la zona basal del
epitelio (Caggiano et al., 1994). Por su morfologia, las células de la capa basal del epitelio, se
distinguen en células horizontales y células globosas (Figura 1.2). Las células horizontales
permanecen quiescentes durante la adultez, pero luego de un dafio masivo al epitelio proliferan y
son el reservorio de las células globosas, dando lugar indirectamente a la recuperacion del epitelio
(Leung et al., 2007). Se considera que las células globosas son responsables de la generacion de

neuronas nuevas durante el recambio normal de las neuronas sensoriales (Caggiano et al., 1994).

La zona basal del epitelio se continia en sentido apical con una capa intermedia,
constituida por las neuronas sensoriales en distintos estadios de maduracion. Las neuronas
sensoriales inmaduras, comunmente identificadas por la expresion de growth-associated protein

43 (GAP43) y Tuj1, tienen una ubicacidon mas basal en la capa intermedia del epitelio (Beites et

11
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al., 2005; Leung et al., 2007). Hacia la regién apical, se encuentran las neuronas sensoriales
maduras, frecuentemente identificadas por la expresion de olfactory marker protein (OMP) (Jia et
al., 2009; Rodriguez-Gil et al., 2015). Finalmente, en la zona mas apical del epitelio se ubican las

células sustentaculares de soporte.

apical
célula sustentacular
neurona madura (OMP+) OMP+ ’
neurona inmadura (GAP43+ y Tuji+) t
GAP43+ O%
epitelio : Tujt+ ~
olfatorio celula globosa precursor V
neuronal (NGN1+)
7 NGN1+ G
celula globosa precursor
neuronal (MASH1+) vV
basall S e —eem—— Celula horizontal MASH1+ @
lamina Celile .
propia horizantal
glia envolvente axones de neuronas
olfatoria sensoriales

Figura 1.2. Esquema de la via de diferenciacién neuronal y de la disposicién 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 diferenciaciéon del
epitelio olfatorio. Durante el recambio normal del epitelio, las células globosas, positivas para los marcadores
MASH1 y 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 al nervio. Adaptado de Beites et al., 2005.

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, dénde
forma sinapsis en el bulbo olfatorio (Graziadei and Graziadei, 1979). Tanto a nivel de la lamina
propia adyacente al nicho neurogénico del epitelio, como en su recorrido hacia el bulbo olfatorio,
los axones de las neuronas sensoriales estan acompafados por un tipo de glia especializada, la
glia envolvente olfatoria (Au et al.,, 2002; Doucette, 1984) (Figura 1.2 e 1.3). A diferencia de lo
observado en otros nervios periféricos, la transicion 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) (Doucette, 1991; Fraher, 2000).
Esta caracteristica junto con propiedades neurotréficas de la glia envolvente olfatoria que seran
discutidas en detalle mas adelante, sugieren que esta glia sostiene la permisividad para el
crecimiento axonal y la eficiente invasion al sistema nervioso central de los axones sensoriales
durante el recambio de las neuronas sensoriales (Doucette, 1990; Ramén-Cueto and Valverde,
1995).
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1.1.3 Estructura y organizacién funcional del bulbo olfatorio

La informacién de las neuronas sensoriales activadas por un odorante es transmitida al

bulbo olfatorio, el primer relevo de la via. El bulbo olfatorio es una estructura laminar, con tipos

celulares especificos de cada capa, que se describen a continuacion (Price and Powell, 1970)

(Figura 1.3).
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Figura 1.3. 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 Nagayama et al., 2014 y Locatelli and Rela, 2014.

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 1.3). En estrecha relacion con estos axones, se ubican las células de la glia envolvente

olfatoria (Doucette, 1984). Esta glia especializada constituye la mayoria de los cuerpos celulares

presentes en esta capa (Au et al., 2002), mientras que en baja proporcién se observan astrocitos

13



Introduccion

(Au et al., 2002; Valverde and Lopez-Mascaraque, 1991) y microglia (Kosaka et al., 2009; Wu et
al., 1997).

La capa glomerular contiene los glomérulos, neuropilos aproximadamente esféricos de 50
pUm de diametro promedio, donde convergen los axones de las neuronas sensoriales olfatorias, las
dendritas de las neuronas proyeccion (células mitrales y tufted) y neuritas de interneuronas, y

proyecciones de células gliales, principalmente astrocitos (Pinching and Powell, 1971) (Figura 1.3).

Siguiendo el principio de proyeccion “zona a zona” (Mori et al., 1999), la topografia
espacial del epitelio nasal es preservada en la capa glomerular. Las paredes laterales de la
cavidad nasal tienen repliegues denominados turbinales tapizados por epitelio olfatorio (Barrios et
al., 2014; Liebich, 1975) (Figura 1.4 A y B). De acuerdo con la distribucién de la expresion de
receptores olfatorios en estas estructuras, se determinaron zonas que revelan una organizacion
topografica de neuronas en la cavidad nasal (Ressler et al.,, 1993; Vassar et al., 1993). Los
cuerpos celulares de las neuronas sensoriales que expresan un mismo receptor olfatorio no
guardan una relacién de proximidad estricta, sin embargo sus axones convergen en uno o dos
glomérulos por bulbo, de localizacién conservada, segun el receptor olfatorio expresado,
otorgando inervacion homogénea a cada glomérulo (Figura 1.3) (Ressler et al., 1994; Vassar et al.,
1994). Asi la sefal de los odorantes recibida en el epitelio olfatorio es convertida en un mapa
topografico de actividad glomerular en el bulbo (Feinstein and Mombaerts, 2004; Miyamichi, 2005;
Wang et al., 1998) (Figura 1.4.C).

Las neuronas sensoriales hacen sinapsis con interneuronas, y neuronas de proyeccién
cuyos cuerpos celulares no estan presentes en la capa glomerular (a excepciéon de algunas
neuronas tufted), sin embargo sus dendritas apicales se proyectan y asocian a un glomérulo
particular (Macrides and Schneider, 1982; Yan et al., 2008) (Figura 1.3). La convergencia de las
neuronas sensoriales y la asociacion de las neuronas de proyeccion con glomérulos unicos,

sugieren que cada glomérulo es una unidad anatémica y funcional.

Los mecanismos involucrados en la fasciculaciéon y la convergencia de los axones no se
encuentran completamente aclarados, aunque existen evidencias que involucran a moléculas guia
(guidance cues) (Alenius and Bohm, 2003; Col et al., 2007; Wang et al., 1998), moléculas de
adhesion (Alenius and Bohm, 2003), sefalizacién mediada por AMPc (Col et al., 2007; Imai et al.,
2006) y al receptor olfatorio mismo (Feinstein et al., 2004; Wang et al., 1998). Los receptores
olfatorios se localizan también en los procesos axonales de las neuronas sensoriales, lo cual es
consistente con su rol en la fasciculacion de los axones hacia el bulbo olfatorio (Schwarzenbacher
et al., 2005).
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Figura 1.4. Organizacién topografica del mapa sensorial olfatorio. (A) Izquierda: esquema de la cavidad
nasal y del sistema de turbinales de un raton adulto, en vista lateral. Se indican los endoturbinales (ll, II’, Il y
IV) y se representa el epitelio olfatorio sensorial 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 hibridacién 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) y los endoturbinales (II, II’, lll y IV) y el
tabique nasal (tn). RO: receptor olfatorio. (C) Correspondencia entre la localizaciéon de los somas de
neuronas sensoriales en el epitelio y sus proyecciones axonales en el bulbo. Se definen zonas en el epitelio
(recuadro) segun el repertorio de receptores olfatorios que expresan sus neuronas sensoriales. Adaptado de
Iwema et al., 2004; Miyamichi, 2005 y Vassar et al., 1993.

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 (Schoppa and Urban, 2003). Estas se clasifican segun los
neurotransmisores que liberan (GABA o dopamina) y la expresion de proteinas de unién a calcio,
particularmente calbindina, calretinina y parvalbumina (Whitman and Greer, 2007). Uno de los

subtipos que expresa marcadores GABAérgicos (isoformas de la enzima limitante de la sintesis de
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GABA, acido glutamico decarboxilasa, GAD65 y GAD67) 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 denervacion. Esto se pone de manifiesto mediante una reduccién de su
nimero y de la expresién de TH en condiciones de deprivaciéon sensorial (Figura 1.5) y
denervacion del bulbo olfatorio (Baker, 1990; Kawamoto et al., 2003; Sawada et al., 2011).

Las interneuronas periglomerulares cercanas a los glomérulos que responden a un
odorante se activan (Bautze et al., 2012, 2014). El analisis de la expresién del mensajero y la
proteina c-fos, cuyo aumento identifica la activacion neuronal reciente (Morgan et al., 1987),
permitio estudiar el mapa de activacion del circuito olfatorio en respuesta a un odorante (Guthrie
and Gall, 1995; Guthrie et al., 1993) (Figura 1.5).

Tanto la expresion de c-fos como de TH por subpoblaciones de neuronas
periglomerulares, son parametros sensibles del input sensorial que llega al bulbo y constituyen

herramientas utiles para evaluar funcionalmente al circuito olfatorio bulbar.
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Figura I.5. Parametros sensibles al input sensorial al bulbo olfatorio. (A) Seccién coronal y esquema del
bulbo indicando sus laminas. (B) La deprivacion sensorial por oclusién de una narina se asocia con una
reduccion en la expresion de TH (en rojo) por las neuronas periglomerulares del bulbo. (C) Expresién de c-
fos (en verde) por las neuronas periglomerulares del glomérulo inervado por neuronas sensoriales que
expresan el receptor 37A (en rojo). Luego de la exposicion al odorante, se observa la activacion de las
interneuronas periglomerulares (senaladas con la flecha). Adaptado de Bautze et al., 2012; y Sawada et al.,
2011.

La capa plexiforme externa estd ocupada por las sinapsis dendro-dendriticas de las

neuronas de proyeccion, y de las interneuronas granulares (Figura 1.3). En esta capa se ubican

ademas, algunas neuronas de proyeccion tufted e interneuronas Gabaérgicas, principalmente
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calreninina-positivas, TH-positivas 6 parvalbumina-positivas (Brifidn et al., 1999; Liberia et al.,
2012; Miyamichi et al., 2013).

La activacion de neuronas de proyeccion 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 inhibicion recurrente y lateral (Xiong and Chen, 2002). 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 (Nagayama et al., 2014).

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

proyeccién mitrales (Figura 1.3).

La capa plexiforme interna contiene los axones de las neuronas de proyeccién que forman
el tracto olfatorio lateral hacia estructuras de procesamiento superior en la corteza olfatoria

(Igarashi et al., 2012; Nagayama, 2010).

La capa de las células granulares estd compuesta principalmente por las neuronas
granulares mencionadas anteriormente, GABAérgicas y carentes de axén (Nagayama et al., 2014)
(Figura 1.3). En contraste a las interneuronas periglomerulares, las células granulares son
molecularmente menos diversas. De los marcadores utilizados para clasificar a las interneuronas
periglomerulares Unicamente se identificd la expresion de calretinina por una parte de las células

granulares, de ubicacidon mas superficial en la capa (Batista-Brito et al., 2008).
En estudios con trazadores virales se observé que esta capa presenta una estructura

columnar y se propuso que estas columnas representan una extension de las unidades
glomerulares (Willhite et al., 2006).

1.2 Neurogénesis en el sistema olfatorio

La neurogénesis se define como la capacidad de generar neuronas nuevas funcionales, a
partir de precursores neurales (Ming et al., 2005). Se compone de diferentes etapas: la
proliferacion de los precursores, su diferenciacion hacia un linaje neuronal, la maduracién
morfologica y fisioldgica de las neuronas nuevas para convertirse en neuronas funcionales

integrales del circuito, y su supervivencia (Lledo et al., 2006).
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Como se menciond, el sistema olfatorio de los mamiferos conserva la capacidad de
producir neuronas nuevas durante toda la vida adulta. La neurogénesis en el sistema olfatorio

ocurre tanto a nivel del sistema nervioso central, como en la periferia.

La neurogénesis periférica ocurre en el epitelio olfatorio a partir de las células precursoras
que residen en la zona basal de este epitelio (Figura 1.6 A). El linaje de las células precursoras se
detallo al describir los componentes celulares del epitelio olfatorio en la seccién anterior. La vida
media de las neuronas sensoriales ronda las pocas semanas y sufren un reemplazo permanente
(Caggiano et al., 1994; Graziadei and Graziadei, 1979; Whitman and Greer, 2007). Su maduracién
involucra el crecimiento de un axon, desde el epitelio olfatorio hasta el bulbo olfatorio y la
formacién de sinapsis con neuronas de proyeccién e interneuronas (Pinching and Powell, 1971;
Shepherd, 1972). En numerosos estudios se identificaron las células en divisién y su progenie y
se analizaron los perfiles espacio-temporales de la expresion de marcadores del estadio de
maduracién neuronal de las neuronas sensoriales nuevas (Caggiano et al., 1994; Jia et al., 2009;
Leung et al., 2007; Schwob et al., 1994). En un estudio reciente se observé que en ratones de 7
dias, las neuronas nuevas expresan el marcador de neuronas maduras OMP, y sus axones,
alcanzan la capa glomerular del bulbo después de 6 y 8 dias desde el marcaje de sus
progenitores en division, respectivamente (Rodriguez-Gil et al., 2015) (Figura 1.6 B). Aunque no se
mapeo in vivo la extension de los axones de las neuronas sensoriales nuevas en ratones adultos,
en otros estudios se reporta que en éstos las neuronas nuevas contintan siendo fenotipicamente
inmaduras (OMP-) a los 9 dias desde su nacimiento, mientras que a los 16 dias presentan el
fenotipo maduro (OMP+) (Jia et al., 2009). Estos resultados, junto con otros (Brann et al., 2015;
Suzukawa et al., 2011), sugieren que la maduracién de las neuronas nuevas en ratones adultos,

podria demorar 10-30 dias desde su nacimiento.

Por otra parte, la neurogénesis central produce precursores neuronales en la zona
subventricular (adyacente a la pared de los ventriculos laterales), que migran a lo largo de la
corriente migratoria rostral (Figura 1.6 A) y se diferencian e incorporan como interneuronas
inhibitorias en los circuitos del bulbo olfatorio, principalmente interneuronas periglomerulares y
granulares (Carleton et al., 2003). Mientras las interneuronas granulares nuevas adquieren una
morfologia de célula madura a los 15 dias desde su nacimiento, (exhibiendo una compleja
arborizacion dendritica que se extiende en la capa plexiforme externa), las células
periglomerulares demoran alrededor de 28 dias en madurar (Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002)
(Figura 1.6 C).
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Figura 1.6. Maduracion post-mitética de las neuronas nuevas derivadas de los nichos neurogénicos
del sistema olfatorio. (A) Esquema de un corte sagital de la cabeza de un ratén, indicando los nichos
neurogénicos del sistema olfatorio. (B) Diferenciacién de las neuronas sensoriales olfatorias nuevas durante
el desarrollo postnatal. Se indican los perfiles temporales para la expresion de GAP-43 (marcador de
neuronas inmaduras), RO (receptores olfatorios), AC3 (enzima adenilato ciclasa lll, implicada en la
transduccion de las sefales olfatorias) y OMP (marcador de neuronas maduras). (C) Diferenciacion de las
interneuronas derivadas del nicho neurogénico adyacente a la pared de los ventriculos laterales en el
sistema nervioso central de ratones adultos. Se indica el progreso fenotipico desde el nacimiento hasta la
maduracion de las interneuronas granulares y periglomerulares. DCX, PSA-NCAM y Tuj1 (marcadores de
neuronas inmaduras); NeuN, GAD, Calbindina, Calretinina y TH (marcadores de neuronas maduras).
Adaptado de Lledo et al., 2006 y Rodriguez-Gil et al., 2015.

El sistema olfatorio brinda la oportunidad Unica de estudiar los mecanismos involucrados
en la formacion de un circuito, ya que su organizacion en unidades anatémico-funcionales facilita
el estudio de las conexiones sinapticas, y el reemplazo permanente de las neuronas sensoriales,

permite estudiar los mecanismos involucrados en el cableado especifico del circuito.

1.3 Potencial plastico y regeneracion del nervio olfatorio

Las neuronas sensoriales olfatorias son vulnerables al potencial toxico del ambiente debido

a que se encuentran expuestas a este. La permanencia de progenitores en el epitelio olfatorio
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capaces de reemplazar las neuronas sensoriales perdidas, permite preservar el sentido del olfato
(Farbman, 1990). Debido a que la muerte y el reemplazo de las neuronas sensoriales son eventos
acoplados (Costanzo and Graziadei, 1983; Schwob et al., 1992), durante la deprivacion sensorial
por la oclusion de las narinas, la vida media de las neuronas sensoriales se incrementa y se
observa la reduccion del recambio neuronal y de la division celular de los progenitores neurales
del epitelio (Farbman et al., 1988). Aunque la deprivacién sensorial se asocie con cambios en el
recambio del epitelio, la demostracion del potencial plastico del sistema proviene de modelos de
dafio al nervio olfatorio, seguidos por su posterior regeneracion. El curso temporal y el patrén de
reemplazo de las neuronas sensoriales difiere entre los modelos de dafo al nervio, dependiendo

del tipo de muerte celular y del grado de extension de la lesion inducida (Carter et al., 2004).

Entre los modelos de daio al nervio olfatorio, se utilizaron lesiones quirurgicas, tales como
la remocién quirurgica del bulbo (bulbectomia) o el seccionamiento del nervio olfatorio (axotomia)
(Costanzo, 1984; Graziadei and Graziadei, 1979; Harding et al., 1977), y lesiones quimicas, dénde
el epitelio olfatorio se dafia por el tratamiento con compuestos quimicos de efecto nocivo. Entre
las lesiones quimicas se utilizaron detergentes (Bronshtein and Minor, 1977), sulfato de zinc
(ZnS0O4) (Harding et al., 1978), gas bromuro de metilo (MeBr) (Schwob et al., 1995) y la
administracion intraperitoneal del herbicida diclobenil (Bergman et al., 2002) o de la droga anti-
tiroidea metimazol (Bergstrom et al.). En todos estos modelos se demostré la induccion de muerte

celular en el epitelio olfatorio y la posterior regeneracion, recuperando la via aferente olfatoria.

El modelo de dano inducido por metimazol presenta la ventaja de haber sido bien
caracterizado en cuanto a los procesos metabdlicos que determinan el efecto secundario
olfatotdoxico de esta droga y el curso temporal de la recuperacion del epitelio. La metabolizacién
del metimazol en el epitelio olfatorio es dependiente de la enzima microsomal CYP2A5, de la
superfamilia del citocromo P450, abundante en la mucosa nasal (Piras et al., 2003; Xie et al.,
2011). La degeneracion de las neuronas sensoriales olfatorias inducida por metimazol, ocurre
principalmente por apoptosis, mediada por la liberacién mitocondrial de citocromo c y la activacion

de caspasa-3 (Sakamoto et al., 2007).

Después de 5 dias de la administracion de metimazol, se observan cambios
histopatolégicos asociados al proceso de degeneracion del epitelio (Figura 1.7 A). Este presenta
un espesor delgado, una estructura desorganizada, y se distinguen escasas ceélulas positivas para
los marcadores de neuronas inmaduras GAP-43 y Tuj1 (Bergman et al., 2002) y la ausencia de
células positivas para el marcador de neuronas maduras OMP (Kikuta et al., 2015). Por el
contrario, a los 15 dias luego de la administracién de metimazol, el progreso fenotipico del epitelio
se asocia con el proceso de regeneracién (Figura 1.7 B). Se observa el aumento de la

organizaciéon y del espesor del epitelio, constituido principalmente por abundantes neuronas
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inmaduras y escasas neuronas maduras (Bergman et al., 2002; Suzukawa et al., 2011). Durante
este proceso de regeneracion, se observa una tasa exacerbada de proliferacion celular
(Suzukawa et al., 2011) (Figura 1.7 B).

A Morfologia del epitelio B Proliferacién y marcadores fenotipicos del epitelio

Control Ki67 MMZ 5 dpi

MMZ 15dpi  Tujl MMZ30dpi Tujl

Figura I.7. Modelo de daiio reversible al nervio olfatorio inducido por metimazol. (A) Tinciéon con
hematoxilina-eosina de la mucosa olfatoria de un ratén adulto tratado con salina (control) o metimazol (MMZ)
a los 5 dias post inyeccion (dpi). La flecha en el panel inferior sefiala el desprendimiento del neuroepitelio.
(B) Curso temporal de la expresion del marcador de proliferacion celular (Ki67), el marcador de neuronas
inmaduras (Tuj1) y el marcador de neuronas maduras (OMP) en el epitelio olfatorio adulto, luego de 5, 15y
30 dias después de la administracion de metimazol. Adaptado de Suzukawa et al., 2011.

Finalmente, la recuperacién estructural y fenotipica del epitelio se alcanza entre los 30 y
los 45 dias luego de la administracion de metimazol (Blanco-Hernandez et al., 2012; Kikuta et al.,
2015) (Figura 1.7 B).

La degeneracion de la mucosa olfatoria por el tratamiento con metimazol se asocia con
hiposmia transiente (Blanco-Hernandez et al., 2012; Genter et al., 1996; Xu and Slotnick, 1999),
recuperandose la funcién olfativa a los 30-45 dias de la lesién. La organizacién topografica de
neuronas sensoriales en el bulbo se recupera luego del dafio, lo cual le confiere al sistema

olfatorio adulto una caracteristica Unica entre los sistemas sensoriales (Cheung et al., 2013).

2. La glia envolvente olfatoria y su rol en la plasticidad de la via aferente olfatoria

La glia envolvente olfatoria se encuentra asociada a los axones de las neuronas
sensoriales olfatorias en toda su extension, desde la lamina basal del epitelio, hasta el bulbo
olfatorio y se la considera un tipo de glia especializado.

21



Introduccion

En estudios in vitro y en modelos de dafio a la médula espinal, se demostré que la glia
envolvente promueve el crecimiento axonal y expresa moléculas de adhesiéon y factores
neurotréficos de efecto conocido sobre la neurogénesis en otros nichos neurogénicos. Estas
propiedades, en conjunto con su organizacién anatdémica, en estrecha relacién con los axones de
las neuronas sensoriales, sugieren que esta glia especializada constituye el entorno permisivo

que subyace a la plasticidad del nervio olfatorio.

El trasplante de células de la glia envolvente en regiones lesionadas del sistema nervioso
constituye una terapia prometedora para promover la neuro-reparacion. Sin embargo, el desarrollo
de terapias efectivas depende de la determinacion de los mecanismos moleculares y celulares,
mediante los cuales la glia envolvente olfatoria potencialmente sostiene la plasticidad y reparacién

de la via aferente olfatoria.

2.1 Caracterizacién fenotipica y comparacién con otros tipos gliales

Las células de la glia envolvente derivan de la cresta neural, y por lo tanto comparten una
herencia comun en su desarrollo con las células de Schwann (Barraud et al., 2010).
Originalmente, se conocian como las células de Schwann del sistema olfatorio (Doucette, 1984),
pero debido a sus caracteristicas Unicas, se separaron del resto de las células gliales, al punto de

ser consideradas un tipo de glia especializada (Ramon-Cueto and Valverde, 1995).

Las células de la glia envolvente constituyen una poblacién heterogénea dependiendo de
su localizacién y expresan diferentes marcadores gliales encontrados en las células de Schwann y
los astrocitos. Las células de la glia envolvente ubicadas en la lamina propia del epitelio olfatorio,
expresan tipicamente el marcador del receptor de baja afinidad de neurotrofina p75, la proteina de
unién a calcio S100B, y la proteina de filamentos intermedios glial fibrillary acidic protein (GFAP)
(Au and Roskams, 2003). EI marcador S100B es expresado por todas las células de Schwann
(Zuo et al.,, 2004), pero unicamente las células de Schwann no-mielinizantes y las que se
desdiferencian luego de una injuria, expresan los marcadores p75 y GFAP (Jessen et al., 1990;
Taniuchi et al., 1988; Triolo et al., 2006). Por otra parte, los astrocitos expresan tipicamente el
marcador GFAP, aunque también pueden expresar S100B (Raponi et al., 2007). Al igual que en
las células de Schwann, la expresion de p75 en los astrocitos es inducida luego de un dafo y se
asocia con un incremento de la apoptosis astroglial, sugiriendo el rol de este receptor en la

regulacion de la astrogliosis tras la injuria (Cragnolini et al., 2009; Ibafez and Simi, 2012).

En la capa de las fibras olfatorias del bulbo, la glia envolvente presenta una organizacion

sublaminar. En la capa externa, mas superficial, esta glia expresa altos niveles del marcador p75
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y bajos niveles del marcador GFAP, mientras que en la capa interna presenta el patrén inverso

(Au et al., 2002). Por otra parte, S100B se expresa en niveles similares en ambas capas.

Otro marcador de las células de la glia envolvente, es la proteina brain lipid binding protein
(BLBP), expresada por la glia radial (Murdoch and Roskams, 2008). Esta proteina es regulada
negativamente en la mayoria de las células del sistema nervioso maduro, pero puede ser regulada

positivamente luego de un dano (Miller et al., 2003).

Si bien la glia envolvente no produce mieglina, expresa proteo lipid protein (PLP) (Dickinson
et al., 1997; Timsit et al., 1995), el componente mas abundante de la mielina del sistema nervioso
central (Michalski et al., 2011).

La expresion concomitante de este amplio grupo de marcadores gliales en la glia
envolvente olfatoria, sugiere que esta glia especializada retiene luego del desarrollo un fenotipo
plastico. Inclusive, se observé que las células de la glia envolvente comparten ciertas propiedades
con las células de la microglia del sistema inmune, que eliminan los restos celulares del sistema
nervioso. En el sistema olfatorio se observo in vivo (Su et al., 2013) e in vitro (Lankford et al.,
2008; Wewetzer et al., 2005) que las células de la glia envolvente fagocitan los restos de las

neuronas en degeneracion.

Las células de la glia envolvente olfatoria presentan una morfologia alargada y aplanada,
con proyecciones citoplasmaticas que forman una matriz con lagunas por donde discurren los
paquetes axonales de las neuronas sensoriales (Doucette, 1984; Rela et al., 2010; Valverde and
Lopez-Mascaraque, 1991). La estructura tridimensional de la glia envolvente se mantiene intacta
incluso luego de la degeneracién de las neuronas sensoriales inducida por una axotomia,

sugiriendo que la matriz glial sostiene la regeneracién del nervio olfatorio (Li et al., 2005).

2.2 Expresion de moléculas de adhesion, factores de crecimiento y neurotrofinas

Las células de la glia envolvente expresan una serie de moléculas de adhesion y
componentes de la matriz extracelular que favorecen la supervivencia neuronal, la iniciacion de
las neuritas, la extensién de los axones y participan en la guia axonal (axon guidance) (Yang et
al., 2015). Entre las proteinas de adhesion, se incluyen: galectina-1, laminina, L1, N-CAM,
fibronectina y colageno IV (Doucette, 1996; Franceschini and Barnett, 1996). De las moléculas de

la matriz extracelular, se distinguen la metaloproteinasa-2 (MMP-2), asociada con la regeneracién
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y la iniciacién de los axones (Pastrana et al., 2006), y el precursor de proteina amiloide (APP), que

favorece la extensién axonal (Moreno-Flores et al., 2003).

Ademas, la glia envolvente presenta la capacidad de producir factores de crecimiento,
tales como fibroblast growth factor (FGF), insulin-like growth factor (IGF), vascular endothelial
growth factor (VEGF), y neurotrofinas, tales como brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
neurotrofina 3 y 4/5 (NT-3 y NT-4/5), glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF) y nerve growth
factor (NGF) (Chuah and Teague, 1999; Doucette, 1990; Kafitz and Greer, 1999; Ramén-Cueto et
al., 1993; Tisay and Key, 1999; Woodhall et al., 2001; Xu et al., 1995). A pesar de que la mayor
parte de los estudios sobre la expresion de neurotrofinas y factores de crecimiento en la glia
envolvente se realizaron in vitro o en transplantes, se propone que durante el mantenimiento de la
via aferente olfatoria, esta glia promueve el crecimiento axonal a través de la liberacion
concertada de factores neurotroficos y la formacion de un sustrato celular con moléculas de
adhesion, que facilitan la migracion y la extension de los axones (Boruch et al., 2001; Chuah et al.,
2004; Chung et al., 2004; Tisay and Key, 1999).

2.3 Propiedades regenerativas

De acuerdo con su potencial neurotréfico, durante la ultima década las células de la glia
envolvente se han considerado como una fuente para el desarrollo de terapias regenerativas del
sistema nervioso, especialmente del dano a la médula espinal. Uno de los objetivos principales en
el tratamiento posterior al dafo a la médula espinal, es la recuperacion de un entorno permisivo
para el crecimiento axonal. En este sentido, el trasplante de células de la glia envolvente resulta
prometedor, ya que cuando éstas son trasplantadas al sitio de injuria en la médula espinal,
interactuan libremente con los procesos astrociticos que forman la cicatriz glial (Chuah et al.,
2011; Lakatos et al., 2000). Inclusive, se observé que las células de la glia envolvente migran
desde los sitios donde fueron inyectadas, acompafando a los axones en crecimiento (Ramer et
al., 2004).

En numerosos estudios in vitro se demostré que el co-cultivo de neuronas (principalmente
células ganglionares de la retina) y glia envolvente, favorece el crecimiento axonal (Chung et al.,
2004; Kafitz and Greer, 1999; Runyan and Phelps, 2009). Si bien se desconoce el mecanismo
molecular por el cual esta glia promueve el crecimiento axonal, se determin6 que es dependiente
del Ca* intracelular (Hayat et al., 2003) y de BDNF (Pastrana et al., 2007; Runyan and Phelps,
2009). Por otra parte, en la mayoria de los estudios realizados in vivo en roedores se observéd que
esta glia favorece el crecimiento axonal en los sitios de injuria (Bartolomei and Greer, 2000;

Gudino-Cabrera et al.,, 2000; Ramer et al., 2004) e inclusive, en estudios conductuales se
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demostré la recuperacion funcional (Li et al.,, 1997; Ramén-Cueto et al., 2000). Sin embargo,
algunos trabajos no pudieron reproducir estos resultados (Collazos-Castro et al., 2005; Lu et al.,
2006).

Los ensayos clinicos para evaluar la seguridad y efectividad de los trasplantes de glia
envolvente comenzaron en el aino 2003. A la fecha, se han reportado 32 casos de trasplantes
autélogos de células de la glia envolvente en pacientes con dafo a la médula espinal. Los
resultados sugieren que los trasplantes fueron bien tolerados, aunque el 15% de los pacientes
desarrollé6 complicaciones causadas por el procedimiento, como mielomalacia (ablandamiento de
la médula espinal producido por hemorragia) y siringomielia (desarrollo de una cavidad llena de
liquido) (Ekberg and St John, 2014). Si bien algunos estudios reportaron cierta mejoria tras el
tratamiento, otros sugirieron que el trasplante de esta glia no es una terapia eficiente para la
reparacion de las lesiones en la médula espinal (Feron et al., 2005; Lima et al., 2010; Mackay-Sim
and St John, 2011; Mackay-Sim et al., 2008).

Las discrepancias en cuanto a la capacidad de la glia envolvente de promover el
crecimiento de los axones dafiados, asi como la factibilidad de su aplicacion clinica, pueden ser
atribuidas principalmente a la variedad de protocolos utilizados para el aislamiento y el cultivo de
esta glia, y a la plasticidad fenotipica que la misma manifiesta in vitro e in vivo (Raisman and Li,
2007). El escaso conocimiento acerca de los mecanismos subyacentes a los efectos
regenerativos de la glia envolvente, dificulta el desarrollo de terapias regenerativas efectivas
basadas en esta glia. Por lo tanto, resulta fundamental desarrollar nuevos modelos animales que
permitan identificar mecanismos subyacentes a sus potenciales propiedades neurotréficas in vivo

y que orienten el disefo de terapias de trasplante aplicables en la clinica.

3. La conectividad entre las células gliales y la modulacién de la funcidon neuronal

La sefializaciéon bidireccional entre neuronas y glia es fundamental para las funciones

neuronales de conduccion axonal, transmision sinaptica, maduracion y plasticidad.

Una caracteristica fundamental de la glia es la capacidad de formar redes de células
conectadas por gap junctions (uniones comunicantes), que permiten el intercambio rapido de
iones, metabolitos y sustancias neuro-activas. Estas redes gliales son selectivas y plasticas y se

observé que pueden regular las sinapsis, los circuitos neuronales y el comportamiento.
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En estudios desarrollados por nuestro grupo, se identificé que las células de la glia
envolvente también pueden formar redes comunicadas por gap junctions, lo cual altera sus
propiedades biofisicas de una manera selectiva. Sin embargo, se desconoce si la conectividad de
esta glia afecta la funcionalidad de las neuronas sensoriales olfatorias y su capacidad de

generarse de novo y establecer sinapsis.

3.1 Redes gliales y funcion neuronal

Tradicionalmente se consideraba que el procesamiento de la informacién en el cerebro era
una funcion confinada a las neuronas. Sin embargo, los avances en la caracterizacion fisiolégica y
molecular de las células gliales, principalmente de los astrocitos, permitieron identificar la
participacién activa de estas células en la neurotransmision. Los astrocitos pueden detectar
sefiales neuronales mediante canales idnicos, receptores para neurotransmisores o
transportadores, y responder via sefializacién por Ca®*, mediante plasticidad morfolégica, y
mediante la captacion y liberacién de factores neuro-activos que modulan la pre- y la post-
sinapsis (Pannasch and Rouach, 2013). Por ejemplo, pueden modular la eficacia sinaptica
controlando la homeostasis de factores esenciales del metabolismo energético (Allaman et al.,
2011), del K" extracelular (Wallraff et al., 2006) y del glutamato (Oliet et al., 2001).

Los astrocitos forman una extensa red de células conectadas por gap junctions,
constituidas por el acoplamiento de hexameros de proteinas integrales de membrana,
denominadas conexinas (Cx) (Goodenough et al., 1996). Existen 20 genes para conexinas en el
raton y tipicamente un tipo celular expresa mas de un tipo de conexina (Theis et al., 2005). Las
conexinas también pueden funcionar como hemicanales, permitiendo el intercambio de moléculas
entre el citoplasma y el medio extracelular (Bennett et al., 2003; Orellana et al., 2009). Ademas
estas proteinas se asociaron con otras funciones como la de moléculas de adhesién (Elias et al.,
2007) y la interaccion con otras proteinas, tales como receptores, proteinas del citoesqueleto,

kinasas y fosfatasas, via su dominio carboxi-terminal (Kardami et al., 2007).

Las principales conexinas que median las redes de astocitos son la Cx30 y la Cx43
(Wallraff et al.,, 2006). Al igual que los circuitos neuronales, las redes astrogliales estan
organizadas en compartimentos anatémicos y funcionales, como se puede observar en
estructuras altamente compartimentalizadas como la corteza somatosensorial y el bulbo olfatorio
(Houades et al., 2008; Roux et al., 2011).

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
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durante la actividad neuronal (Chuquet et al., 2010). El lactato producido por los astrocitos en la
metabolizacion de la glucosa, se propone que es la fuente de energia principal usada por las
neuronas (Allaman et al., 2011; Suzuki et al., 2011). Se demostrdé que la deprivacion de glucosa
extracelular, induce la depresién de la transmision sinaptica en el hipocampo, pero ésta se
recupera por el suministro de glucosa o lactato via las redes astrociticas, a condicién de que la

conectividad glial mediante gap junctions se encuentre funcional (Rouach et al., 2008).

Como se menciond, una de las funciones de los astrocitos es el clearance del K*
extracelular producido por la actividad neuronal. En ratones con astrocitos knockout para Cx30 y
Cx43, se observd que aumenta la probabilidad de descargas epileptiformes (Wallraff et al., 2006)
y se incrementa la fuerza sinaptica excitatoria sobre las neuronas piramidales de la regién CA1 del
hipocampo (Pannasch et al., 2011). Estos efectos se atribuyen a la remocion insuficiente de K* y

de glutamato por los astrocitos desconectados (Pannasch et al., 2011).

La evidencia de la modulacion de la funcion neuronal por las redes gliales trasciende a los
atrocitos, ya que se observd que la deficiencia de Cx32 en las células de Schwann y los
oligodendrocitos produce neuropatias asociadas a la pérdida de mielina (Sargiannidou et al.,
2009).

3.2 Redes de glia envolvente

Las células de la glia envolvente olfatoria pueden formar redes de células conectadas por
gap junctions. El acople por gap junctions en las células de la glia envolvente fue caracterizado

por medio de experimentos de dye-coupling y registros electrofisiolégicos (Rela et al., 2010).

En cuanto a la expresion de conexinas por la glia envolvente, se observé la colocalizacion

de la inmunomarcacion contra Cx43 y marcadores de esta glia (Figura I. 8).

A FP ] S Figura 1.8. Expresion de Cx43 en la
F Y4 W : glia envolvente. (A) Inmunomarcacién
contra Cx43 (rojo) en una seccion de
bulbo olfatorio de ratones genéticamente
: modificados que expresan GFP en la
[:;uoﬁf§}'3|.as _ _ — 2 3 glia envolvente (S100-GFP en verde).
s : (B) Aumento del cuadrante en (A). Los
clusters de Cx43 colocalizan con las
; proyecciones de la glia envolvente
100 pm i (flechas). Adaptado de Rela et al., 2010.

Fibras
c.:fatoriasl
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Por el contrario, no se observé inmunorreactividad contra otras conexinas tipicamente
gliales (Cx26 y Cx32 y Cx30) (Rela et al., 2010; Roux et al., 2011), sugiriendo que la Cx43 es el

candidato mediador del acople por gap junctions en la glia envolvente olfatoria.

Se reportd que la actividad de las neuronas sensoriales genera sefiales de Ca®* en las
células de la glia envolvente (Rieger et al.,, 2007). Dado que la capacidad promotora del
crecimiento axonal de esta glia especializada es dependiente de Ca** intracelular in vitro (Hayat et
al., 2003) y que el Ca** es un modulador de la conectividad mediada por gap junctions, resulta
posible que las propiedades neurotréficas de la glia envolvente dependan de conexinas

funcionales.

3.3 Regqulacion de las redes gliales en contextos de dano e inflamacidn

La extension de la red astrogial es determinada por la permeabilidad y la selectividad de
los canales de gap junctions, los cuales estan regulados por una variedad de factores endégenos,
tales como endotelinas, canabinoides y neurotransmisores (Giaume et al., 2010). Particularmente
interesante es la regulacion de las redes astrogliales en contextos de dano e inflamacion. Los
astrocitos en cultivo presentan una reduccion en la expresion de Cx43 y en el acople mediado por
gap junctions en respuesta a citoquinas proinflamatorias como interleukina 18 y el factor de
necrosis tumoral alfa, TNF-a (Hinkerohe et al., 2005). Inclusive, en un modelo de inflamacion
cerebral in vivo, se reportd que los astrocitos exhiben un gradiente en el grado de acople por gap
junctions en funcién de la distancia al foco inflamatorio; el acople es reducido en la cercania del
foco inflamatorio y aumenta con la distancia a este, pero en contraste la funcionalidad de los
hemicanales de conexina es mayor en la cercania del foco inflamatorio (Karpuk et al., 2011). Si la
reduccion de la expresion de Cx43 en condiciones de inflamacidn resulta neurotéxica o si
representa un efecto compensatorio neuroprotector, es motivo de debate (Chanson et al., 2005;
Giaume et al., 2010). Recientemente se ha mostrado que la reduccion de la expresion de Cx43
en astrocitos se asocia con una menor respuesta inflamatoria en un modelo de sepsis neonatal
(Zhou et al., 2015) sugiriendo un rol compensatorio beneficioso de la reduccién de Cx43

astrocitica en contextos de inflamacion.

Por otra parte, se observé que en respuesta a una isquemia cerebral la expresién de Cx43
en los astrocitos aumenta (Nakase et al., 2006) y que la deficiencia de Cx43 en astrocitos reduce
el volumen de la injuria y la apoptosis neuronal (Li et al., 2015). Por lo tanto, la respuesta glial en
cuanto a la expresion de conexinas y su contribucion a la recuperacion luego de dano dependen

del tipo de dafio.
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En esta tesis validamos un modelo para eliminar la expresion de Cx43 en la glia envolvente,
para evaluar su impacto en la formacion de redes y en las propiedades neurotroficas de la via

aferente olfatoria.
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Hipotesis y Objetivos

La glia envolvente retine condiciones anatémicas y funcionales que permiten postular que
contribuye con la capacidad neurotréfica y regenerativa del nervio olfatorio, que sostiene la
incorporacion de neuronas sensoriales nuevas al circuito olfatorio. Estas incluyen su estrecha
relacion con los axones de las neuronas sensoriales, su capacidad de producir neurotrofinas y su
capacidad de promover el crecimiento axonal in vitro y en modelos de dafio a la médula espinal.
Dado que la caracterizacion de las propiedades neurotréficas de la glia envolvente se realizd
principalmente en cultivo, los mecanismos propuestos deben ser validados in vivo. El objetivo
general de esta tesis es identificar mecanismos subyacentes a las propiedades neurotréficas de

la glia envolvente en modelos murinos.

La expresion de conexinas y la conectividad mediada por gap junctions es necesaria para
funciones de otros tipos gliales, tales como la modulacion de la transmision sinaptica y el soporte
a la migracion neuronal. La glia envolvente expresa principalmente conexina 43 (Cx43) y forma
redes mediadas por gap junctions. Dado que la capacidad de esta glia de promover el crecimiento
axonal in vitro es dependiente de Ca®*, y a su vez este modula la permeabilidad de conexinas, es
posible que la Cx43 de la glia envolvente participe en la permisividad del nervio olfatorio para el
crecimiento axonal y la integracion de las neuronas nuevas. Nuestra hipoétesis sostiene que la
expresion de Cx43 por la glia envolvente media la conectividad por gap junctions de la glia
envolvente y participa en el establecimiento de un entorno permisivo para la incorporacion de

neuronas nuevas al circuito olfatorio.
Objetivo 1: Evaluar si la expresion de Cx43 y marcadores biofisicos de la formacion de redes se
modulan en la glia envolvente durante la degeneracién/regeneracién luego de dano al nervio

olfatorio.

Objetivo 2: Evaluar si la delecion de Cx43 en la glia envolvente se asocia con parametros

electrofisioldgicos indicativos de la desconexion glial.

Objetivo 3: Evaluar la necesidad de Cx43 para el mantenimiento y la funcionalidad del circuito

olfatorio.
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1. Animales

Para identificar a las células de la glia envolvente olfatoria, se utilizaron ratones
genéticamente modificados que expresan la proteina fluorescente verde (GFP) bajo la secuencia
regulatoria de la proteina S100B, marcador de subpoblaciones de glia que incluyen a la glia
envolvente. Estos animales tienen un transgen que consta de 9.4 kb de la secuencia regulatoria
del gen humano de S100B rio arriba de la region codificante de GFP mejorada (enhanced GFP,
EGFP) (Jackson B6.D2-Tg(S100B-EGFP)1Wijt/J; donado por Wesley Thompson) (Zuo et al.,
2004). El contexto genético es C57BL/6 X DBA. Para identificar la presencia del transgen, los
ratones se fenotipificaron mediante la observacion de sus ojos bajo luz azul. Los ratones S100B—
GFP+ presentan ojos fluorescentes a la luz azul debido a la expresién de la proteina S100B por

células epiteliales del cristalino (Zhang et al., 2016) (Figura M.1).

S100B-GFP- = Figura M.1. Fenotipificacion de la linea $100B-

= - . , GFP. Observacion bajo lupa del ojo de ratones de la
linea S100B-GFP expuestos a luz azul. La flecha
indica la fluorescencia evocada en un ratén GFP+.
El panel de la izquierda corresponde a un raton

GFP-.

Las jaulas de cruza se armaron con ratones heterocigotas para el transgen S100B-GFP
de un sexo y ratones sin el transgen del otro sexo. Esta estrategia permité mantener la linea en

heterocigosis, identificando a los animales por su fluorescencia.

Por otra parte, para inducir la delecion selectiva de Cx43 en la glia envolvente olfatoria se
usaron ratones genéticamente modificados que denominamos knockout condicional de Cx43
(cCx43KO). Estos animales se obtuvieron de la descendencia de dos lineas parentales obtenidas
de Jackson Laboratories: a) La linea Cx43"" (Jackson B6.129S7-Gja1tm1Dlg/J) que posee el
exoén 2 del gen que codifica la Cx43 flanqueado por secuencias loxP (Liao et al., 2001) y b) La
linea PLP-CreER" (Jackson B6.Cg-Tg(Plp1-cre/ESR1)3Pop/J) que expresa una proteina de fusion
entre la enzima recombinasa Cre y el dominio de uniéon a ligando del receptor de estrogeno
humano, mutado, tal que puede unirse al ligando sintético tamoxifeno, pero no al ligando
enddgeno estradiol (Doerflinger et al., 2003). La expresion de la recombinasa Cre esta dirigida por
la secuencia regulatoria del gen de PLP que se expresa en la glia envolvente. La proteina CreER'
es citoplasmatica, donde es funcionalmente inactiva, pero transloca al nucleo en presencia de
tamoxifeno (Figura M.2), donde cataliza la recombinacion de los sitios loxP y produce la delecidon
del exdn 2 de la Cx43. Por lo tanto, se espera que en los ratones portadores de la doble
modificacion genética ocurra la delecion de la Cx43 en la glia envolvente ante la administracién de

tamoxifeno. Los animales experimentales se obtuvieron en la segunda generacion (F2) de la cruza
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entre las lineas parentales citadas anteriormente y se generaron a partir del cruzamiento de
ratones de la primera generacion (F1 x F1), de genotipos Cx43"* X Cx43"*:PLP-CreER'
(Figura M.3).

Tamoxifeno - Tamoxifeno +

Figura M.2. Translocacién al nicleo de la recombinasa
Fibras Cre por la administracién de tamoxifeno.
4 olfatorias

4

Inmunohistoquimica dirigida a la recombinasa Cre en
secciones de bulbo olfatorio de ratones Cx43""*:pLp-
CreER tratados con tamoxifeno. El tamoxifeno induce la
translocacion de la recombinasa Cre del citoplasma al
nucleo (indicado con flechas) en la glia envolvente.

Capa
glomerular

Las jaulas de cruza se armaron con un macho y dos hembras mayores a 80 dias de edad
postnatal. Para los experimentos se utilizaron tanto machos como hembras adultos, de 60 dias de
edad. Una semana antes de todos los tratamientos, los animales experimentales se separaron en

jaulas con un maximo de 4 animales por jaula de acuerdo al tratamiento asignado.

Los animales se mantuvieron en un ambiente de humedad y temperatura controladas, con
ciclos de 12:12 horas de ciclo luz: oscuridad (la luz fue encendida a las 7 am) y se alimentaron ad
libitum. Su manejo se realizd bajo 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. Genotipificacion

La identificacion de los genotipos de la linea generada cCx43KO se realizé mediante el
ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). EI ADN se obtuvo por hidrdlisis alcalina de
una biopsia de la cola de cada animal. Para identificar la presencia del transgen de Cx43 se
utilizaron los primers 5-CTTTGACTCTGATTACAGAGCTTAA-3’ y 5-
GTCTCACTGTTACTTAACAGCTTGA-3, recomendados por Jackson Laboratories, en una
concentracién 0.83 uM en la mezcla de reaccion. Por otra parte, la presencia del transgen PLP-
CreER" se detectd utilizando los primers 5-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC-3' y 5-
GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT-3’, que amplifican la secuencia de Cre, y un par de primers
control que amplifican la secuencia de interleukina 2 (5-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-3’
y 5-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3’) también recomendados por Jackson Laboratories,
en una concentracién de 1 mM y 0.5 mM, respectivamente. La amplificacion de IL-2 se espera en

todos los casos y permite evaluar la calidad de la muestra, reduciendo la probabilidad de falsos
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negativos en la amplificacién de Cre. Los ensayos de PCR se realizaron con agua de calidad
molecular (Sigma), y Buffer, DNTPs y GoTaq Polimerasa (Promega). Se utilizé una termocicladora
PTC-100 (MJ Research). La amplificacion de ADN para identificar los transgenes se realizd
mediante PCR convencional de 35 ciclos. Cada ciclo incluyé un paso de desnaturalizacion por 30
segundos a 94°C, un paso de hibridacién (annealing) por 30 segundos a 55°C para el transgen de
Cx43 y por 1 minuto a 58.7°C para el transgen PLP-CreER’, y un paso de extensién a 72°C por
30 segundos 6 1 minuto, respectivamente. Con los productos de la PCR se realizé electroforesis
en gel de agarosa 2% con 0,5 mg/ml de Bromuro de Etidio (BrEt, Sigma-Aldrich) y se visualizé el
producto bajo luz ultravioleta. Junto con las muestras incognita se corrieron muestras controles de

genotipo conocido.

3. Tratamientos administrados a los animales

3.1 Modelo de daio reversible al epitelio olfatorio: tratamiento con metimazol

El modelo de dafo reversible al epitelio olfatorio inducido por metimazol ha sido
extensamente usado en la literatura (ver introduccion, seccion 1.3). Se utilizaron ratones de
fenotipo GFP+ de la linea S100B-GFP. Una semana antes de iniciar el tratamiento, las hembras
fueron alojadas a razén de 4 animales por jaula como maximo. En el caso de los machos, debido
a que el tratamiento con metimazol produjo una tasa elevada de agresion, que especulamos se
asocia a la disminucion de la capacidad olfativa (Blanco-Hernandez et al., 2012; Genter et al.,
1995; Xu and Slotnick, 1999), fue necesario idear jaulas con un separador de acrilico para alojar
animales individualmente. Este diseno permitié que los animales, uno de cada lado del acrilico,
compartan viruta y similares estimulos olfativos, pero queden aislados fisicamente, evitando que

los machos se agredan.

Los ratones experimentales se inyectaron por via intraperitoneal con 50 mg/kg de
metimazol (Sigma-Aldrich) en solucion salina estéril, en el dia 1 y el dia 4 del experimento y los
animales de los grupos control recibieron vehiculo (Bergman et al., 2002; Booker-Dwyer et al.,
2008). Estos dos grupos, se separaron a su vez en dos grupos, que se evaluaron a los 5y 15

dias posteriores a la primera dosis con metimazol/salina, respectivamente.

3.2 Knockout condicional de Cx43 en la glia envolvente: tratamiento con tamoxifeno

Los animales experimentales se generaron como se indicd en la seccién 1. Se utilizaron

los siguientes genotipos: 1) animales con la doble modificacion genética Cx43"*":PLP-CreER"
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tratados con tamoxifeno (cCx43KQO) (se espera la induccion del knockout de Cx43 en la glia
envolvente) 2) los genotipos controles portadores de una Unica modificaciéon genética a) Cx43"°/
y b) PLP-CreER" (en ambos se espera que el tamoxifeno no induzca la delecién de Cx43), y 3) un

control adicional que corresponde al doble transgénico Cx43""*PLP-CreER" que en lugar de

tamoxifeno se traté con vehiculo (Figura M.3).
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Figura M.3. Knockout condicional de Cx43 en la glia envolvente. Esquema de cruzamientos y
tratamiento; soélo se incluyen los genotipos de interés de cada generacion filial. (A) Lineas parentales de
Jackson Laboratories. (B) Cruzamiento de ratones de la F1 de A. (C) Referencias. (D) Ratén portador de la
doble modificacién genética que pertenece a la F2 de B. Arriba, tras el tratamiento con tamoxifeno, se
espera que la enzima recombinasa Cre unida a su ligando tamoxifeno, se transloque al ndcleo y se
delecione el exdén 2 del gen de Cx43 que esta flanqueado por sitios loxP y que la glia envolvente no exprese
Cx43. Abajo, tras la administracion de vehiculo, se espera que la enzima recombinasa Cre no se pueda
translocar al nucleo y la glia envolvente continle expresando Cx43. (E) Arriba, ratén portador del transgen
PLP-CreER’" que pertenece a la F2 de B. Tras el tratamiento con tamoxifeno, se espera que la enzima
recombinasa Cre transloque al nucleo pero, al no estar presentes los sitios loxP en el exén 2 de la Cx43, no
haya recombinacién y la glia envolvente continie expresando Cx43. Abajo, ratéon portador del transgen
Cx43"oxflox que petenece a la F2 de B. Tras el tratamiento con tamoxifeno, se espera que, si bien el exén 2
del gen de Cx43 esta flanqueado por sitios loxP, al no haber enzima recombinasa Cre, no haya
recombinacién y la glia envolvente continie expresando Cx43.

La delecion de Cx43 se realizé mediante la administracion intraperitoneal por 5 dias
consecutivos de una dosis diaria de 100 mg/kg de tamoxifeno (Sigma-Aldrich) disuelto en
vehiculo: una mezcla 1:10 de etanol y aceite de girasol (Sigma-Aldrich). La dosis de tamoxifeno se

eligio por adaptacion del protocolo de Doerflinger et al., 2003.
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3.3 Ensayo de pulso y caza de cohortes de células nuevas: tratamiento con BrdU

Se utilizaron ratones genéticamente modificados de la linea generada de knockout
condicional de Cx43, que se trataron como se indico en la seccion 3.2. Luego de 45 dias desde la
primera dosis de tamoxifeno, los animales recibieron 3 dosis de 5 - Bromo - 2’deoxiUridina (BrdU)
(Sigma-Aldrich) de 50 mg/kg en salina estéril por via intraperitoneal, espaciadas cada 5 horas. El
BrdU marca las células que se encuentran en divisién al momento de la administracion del
compuesto y a su progenie. Para estudiar la tasa de maduracion de las neuronas nuevas del
epitelio olfatorio, se evalué mediante inmunofluorescencia la colocalizacion de BrdU con
marcadores de maduracion de neuronas sensoriales a dos tiempos luego del pulso: un grupo de
animales se proces6 a los 7 dias post-administracién de BrdU y otro grupo se procesé a los 11
dias después del tratamiento. El protocolo experimental se disefié a partir de la adaptacién de los
protocolos de Hinds et al., 1984; Jia et al., 2009; y Matarazzo et al., 2004.

4. Ensayos conductuales

Los experimentos conductuales de esta tesis se realizaron con la guia del Dr. Juan
Belforte.

4 1 Ensayo olfativo de habituacion-deshabituacion

Se evalud la actividad exploratoria olfativa de los animales ante olores artificiales y olores
sociales mediante una tarea olfativa de habituacion-deshabituacién. Los animales se sometieron a
la tarea conductual a los 15, 30, 45 y 60 dias después del tratamiento con tamoxifeno. El
dispositivo experimental consisti6 en una jaula idéntica a las de alojamiento regular de los
animales (30 x 20 x 14 cm) con una tapa de acrilico de (40 x 30 cm) con un orificio central, por
donde se presentd una serie de estimulos olfativos. Cada estimulo consistid en un hisopo de
algodon embebido en una solucidon acuosa de odorante para los olores artificiales o del raspado
de una jaula para los olores sociales (Figura M.4). La base de la jaula se cubrié con una capa
delgada de viruta para poder observar con facilidad el movimiento del animal. Los ratones se
habituaron al cuarto conductual por al menos 1 hora y a la jaula de testeo por 10 minutos. Se
presentaron 5 estimulos diferentes y cada uno se presentd 3 veces consecutivas durante 2
minutos, con un intervalo entre estimulos minimo asociado al reemplazo de un hisopo por el
siguiente. Entre presentaciones, la tapa de la jaula se removi6é permitiendo que se renueve su
atmésfera. La posicion del hisopo dentro de la jaula fue equivalente en todas las presentaciones.
La secuencia de presentacion de estimulos olfativos fue la siguiente: agua; olor artificial I: esencia

artificial comestible de vainilla (Fleibor) 1:50 en agua milli-Q; olor artificial 1l: esencia artificial
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comestible de coco (Fleibor) 1:200 en agua milli-Q; olor social |: hisopado de una jaula
demostradora del mismo sexo (machos); olor social Il: hisopado de una jaula demostradora del
sexo opuesto (hembras). Para presentar los estimulos olfativos de los olores artificiales, los
hisopos se sumergieron por 1 minuto en la solucién con el estimulo y luego se presionaron sobre
un filtro para evitar derrames en la jaula de testeo. Para presentar los estimulos de los olores
sociales, las jaulas de ratones demostradores se hisoparon raspando los hisopos contra las 4
esquinas de la jaula. Se utilizaron 2 jaulas de animales demostradores, una de ratones macho y
otra de ratones hembra, con 4 animales por jaula y 6 dias sin higienizar. El protocolo experimental
se adapté de Belforte et al., 2010; Luo et al., 2002; y Pan et al., 2012.

Figura M.4. Ensayo conductual olfativo de
habituacion/deshabituacion. Jaula de testeo.

Al finalizar el testeo de cada ratén, la jaula se limpié con etanol 70% (v/v) y la viruta se
reemplazé por nueva. La actividad de los ratones se registr6 con una camara montada
lateralmente frente a la dimensidon mayor de la jaula de testeo. Los videos se analizaron a
posteriori y con un crondmetro se cuantific6 manualmente el tiempo que cada ratén olfated
voluntariamente el hisopo (tiempo de sniffing). Se consideré que el raton estaba realizando la
conducta de sniffing, siempre que efectué movimientos de inhalacion voluntarios con las narinas

en direccién al hisopo. La cuantificacion de los videos se realizé de manera ciega al tratamiento.

Para validar el ensayo de habituacion/deshabituacion bajo nuestras condiciones
experimentales, un grupo de animales de los genotipos portadores de una uUnica modificaciéon
genética, recibié vehiculo en lugar de tamoxifeno y 30 dias después se sometieron al ensayo de
habituacién/deshabituacion para evaluar el nivel basal de actividad olfativa. Posteriormente, la
mitad de estos animales recibi6 el tratamiento con metimazol y la otra mitad recibié salina (ver
detalle en la seccion 3.1). A los 5 dias de la primera dosis de metimazol/salina, los animales se
testearon en el ensayo de habituacion/deshabituacion (tiempo en el que se espera observar una
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reduccion de la capacidad olfativa debida al metimazol). El ensayo se repitio a los 30 dias de la
primera dosis de metimazol/salina (tiempo en el que se espera observar la recuperacion de la

capacidad olfativa debido a la recuperacion del epitelio olfatorio).

4.2 Estimulacion olfativa para inducir la activacion de c-fos en el bulbo olfatorio

15 dias después del ultimo testeo conductual en el ensayo de habituacién/deshabituacion
los ratones se sometieron a una estimulacion olfativa reportada como efectiva para inducir la

activacion de c-fos en las interneuronas periglomerulares del bulbo olfatorio.

Se presento el estimulo coco durante 2 minutos y se retiré por un intervalo de 3 minutos, a
fin de minimizar la adaptacién (periodo de aire sin estimulo); esta secuencia se repitiéo 6 veces,
hasta cumplir un total de 30 minutos. A continuacion los ratones se colocaron en una jaula sin
presentacion de estimulos por 1 hora hasta su sacrificio. El protocolo de induccion de c-fos fue
adaptado de Bautze et al, 2012. Los niveles de proteina c-fos se midieron por

inmunofluorescencia.

4.3 Ensayo de exploracion de una arena abierta (open field)

Se estudid la actividad locomotora horizontal durante 15 minutos en una arena abierta,
constituida por un campo de 40 x 40 cm, colocada en el centro de una habitacién (2 x 1.8 m) con
iluminancia homogénea de 100 lux, una semana después del test de habituacién/deshabituacion,

a fin de minimizar la interferencia entre los ensayos conductuales.

La actividad de los ratones fue registrada por una camara cenital, y su posicién en funcién
del tiempo fue determinada por el programa de rastreo automatico ANY-maze (Stoelting Co.), que
permite definir areas virtuales: un area periférica adyacente a las paredes que delimitan la arena y
un area central. El programa arroja mediciones de distancia total recorrida, maxima velocidad,

distancia recorrida en el centro, y tiempo en el centro.

38



Materiales y Métodos

5. Electrofisiologia

5.1 Obtencidon de rodajas aqudas de bulbo olfatorio para registros electrofisiolégicos

Se prepararon rodajas agudas de bulbo olfatorio segun lo reportado en Rela et al., 2010.
Los ratones se anestesiaron con hidrato de cloral (400 mg/kg) por via intraperitoneal y luego se
decapitaron. Rapidamente se retird el cerebro y se lo colocé en solucién de corte fria (0-4°C) y
carbogenada (95% O, / 5% CO.) de contenido (en mM): sacarosa 220, KCI 2.5, CaCl, 1, MgCl. 6,
NaH,PO, 1.25, NaHCO; 26 y glucosa 10. El cerebro se adhirid6 con pegamento de cianocrilato a
la platina de un vibratomo (Pelco T series 1000, Ted Pella) conteniendo la misma solucién. Se
cortaron rodajas de 300 um de espesor y se mantuvieron por al menos 1 hora en una camara
conteniendo solucion de registro (liquido cefalorraquideo artificial carbogenado, ACSF) y a
temperatura ambiente, de contenido (en mM): NaCl 125, KCI 2.5, CaCl, 2, MgCl, 1.1, NaH,PO,
1.25, NaHCO; 26 y glucosa 10; pH 7.4.

5.2 Registros electrofisiolégicos

Las rodajas se transfirieron a una camara de registro (Warner Instruments) perfundida con
ACSF con un flujo de 3 mil/min mediante una bomba peristaltica (Ismatec, Alemania). La
identificacion de las células registradas se realizé con un microscopio (Nikon Eclipse) equipado
con un objetivo de inmersidon 60x, 6ptica 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, dénde constituye la
mayoria de las células (Au et al., 2002; Valverde and Lopez-Mascaraque, 1991). En los registros
de los animales de la linea S100B-GFP, las células se identificaron por su fluorescencia verde. Se

evitaron las células anexas a los vasos.

Los registros se realizaron en configuracion whole cell en el modo voltage-clamp. Se
utilizaron pipetas de borosilicato (1.50/1.10 mm de diametro externo/interno, respectivamente;
BF150-110-10; Sutter Instrument, Novato, CA) fabricadas con un puller (P-97, Sutter Instruments).
La resistencia de las pipetas fue de 5-10 MQ cuando se cargaron con solucion intracelular de
contenido (en mM): KCI 130, CaCl, 0.25, MgCl, 4, EGTA 5, HEPES 10, K, ATP 4, Na,GTP 0.5y
fosfocreatina 10. El pH de 7.3 de la solucién intracelular se ajusté con KOH y la osmolaridad se
midié con un osmometro de presion de vapor (VAPRO 5520, 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 agregé 0.1% de Lucifer Yellow (LY, sal de litio,

Invitrogen/Molecular Probes) para confirmar la identidad mediante la visualizacién de la morfologia
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de la glia envolvente registrada. Los registros se realizaron usando un amplificador Axoparch-1D
(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 adquisicidon se realizé con una computadora equipada con el software
pClamp 9.2 (Molecular Devices). Se compensaron la capacitancia y la resistencia en serie (al
menos 60%) para minimizar los errores de voltaje. Estos pardmetros 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 determiné a partir de una rampa de pulsos
de voltaje (-160 a -120 mV, en 80 ms) como el voltaje correspondiente al valor cero de corriente.
El potencial de mantenimiento (holding potential) se definié6 en -80 mV, cercano al reposo. Para
evaluar el perfil electrofisiologico, se aplico una serie de pulsos de voltaje de 400 ms de duracion,

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

El acido meclofenamico (MFA), un bloqueante no selectivo de uniones comunicantes
(gap junctions) se diluyé en ACSF a una concentracion 100 uM a partir de una solucién stock 25
mM en agua y se aplicé mediante el sistema de perfusion. Se registrd6 cada 5 minutos y se

considero para el analisis el punto de 20-25 minutos después del inicio de la perfusién con MFA.

5.3 Analisis de reqgistros electrofisioldégicos

Todos los registros se analizaron utilizando el software ClampFit (Molecular Devices).

Determinacion 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 (Figura M.5). Cuanto mayor es la Ra, mas deficiente

es el acceso a la célula.

Figura M.5. Amplitud de la corriente

2 capacitiva de una célula de la glia

SL Acorfients resistive envolvente. Registro de la amplitud de

10 ms corriente evocada por un pulso de

< corriente capacitiva voltaje hiperpolarizante de 10 mV. Se

-80 mV distingue entre la corriente capacitiva
90 mv transitoria y la corriente resistiva.

Determinacion de la resistencia de entrada, input resistance (Ri): se midi6é 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).
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Construccion de la curva I/V: las amplitudes de corriente evocadas por una serie de
pulsos de voltaje (-160 a +120 mV cada 20 mV, de 400 ms de duracién) se midieron en el estado
estacionario y se graficaron en funcion del voltaje.

Corriente sensible al MFA: se calculd6 como la resta trazo por trazo de la corriente
registrada en condicion control, menos la corriente registrada en presencia de MFA, usando el
software Clampfit (Molecular Devices).

Criterios de exclusion de registros: se excluyeron del analisis los registros con una Ra >
25 MQ, aquellos en los que el valor de la Ra vari6 mas del 20% durante el registro (para
garantizar que la potencial reduccion de corriente observada durante la incubacién con MFA no se

deba a variaciones en el acceso a la célula) y los registros de células con Vr >-55 mV.

6. Ensayo de captura de bromuro de etidio

El ensayo de captura de BrEt se adapt6é de Roux et al., 2015. Se utilizaron rodajas agudas
de bulbo olfatorio de 300 um de espesor que fueron preparadas como se describié para la
realizacion de los registros electrofisiologicos (seccion 5.1). Luego de su recuperacion, se
incubaron durante 25 minutos con ACSF o ACSF+ MFA (100uM); todas las soluciones se
carbogenaron. A continuacién se incubaron en la misma solucion con agregado de BrEt 4 uM.
Luego se lavaron dos veces por 5 minutos con ACSF 6 ACSF+MFA, segun correspondiera, y se
fijaron por incubacién en paraformaldehido (PFA) 4% en buffer fosfato salino 0.1 M de pH 7.4
(PBS) por 3 horas, a 4 °C con agitacién. Después se montaron y micrografiaron mediante

microscopia confocal.

7. Fijacion por perfusion intracardiaca

Los animales se anestesiaron por administracion intraperitoneal de hidrato de cloral (400
mg/kg) y se perfundieron por canulaciéon aértica con 10 ml de PBS frio con heparina sédica 10
Ul/ml (Laboratorios Duncan). Luego se perfundieron con 80 ml de solucion fijadora fria
conteniendo PFA al 4% en PBS. Los cerebros y las narices se disecaron y post-fijaron en la
misma solucién durante 2 horas a 4°C, y posteriormente se transfirieron a PBS por 8 horas a 4°C.
Para su criopreservacion los cerebros se incubaron en PBS con sacarosa 30% a 4°C por 24
horas, luego se incluyeron en medio Cryoplast (Biopack, Argentina), se congelaron y se
conservaron a -20°C. Por otro lado, las narices luego de fijadas y transferidas a PBS se
descalcificaron mediante transferencia a una solucion saturada con el quelante de calcio EDTA
12% en agua por 7 dias a 4°C. Posteriormente se pasaron a PBS a 4°C por 8 horas y se

criopreservaron del mismo modo que los cerebros.
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8. Inmunofluorescencia

En criéstato se cortaron secciones coronales de 30 um de espesor para el bulbo olfatorio y
de 40 uym de espesor para las narices. Las secciones de bulbo olfatorio se montaron en
portaobjetos gelatinizados con una solucion de gelatina para histologia (Sigma-Aldrich) 1% y
0.05% de sulfato de cromo y potasio [KCr(SO4),] en agua. Se seleccionaron para
inmunofluorescencia las secciones correspondientes a los 2 mm intermedios del bulbo olfatorio en
el eje anteroposterior. Por otra parte, las secciones de epitelio olfatorio se montaron en
portaobjetos positivados (GENEX, Argentina). Se colectaron secciones coronales de anterior a
posterior, desde la aparicion del ectoturbinal 2 (Levai et al., 2003) hasta finalizar el epitelio. Las

secciones montadas se conservaron a -20°C.

Los cortes se secaron en una plancha térmica a 60°C por 15 minutos. Luego se definio con
silicona un pocillo (well) de incubacion alrededor de cada seccién, con capacidad para 45 ul de
solucion. 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 solucion de
bloqueo conteniendo: seroalbumina bovina 2% y triton-X100 0.3% (v/v) en PBS. Luego los cortes
se incubaron por 8 horas a 4°C con los anticuerpos primarios en solucion de bloqueo. Se lavé 3
veces por 5 minutos con PBS conteniendo 0.3% de triton-X100 y luego se incubd por 2 horas a
temperatura ambiente con anticuerpos secundarios y DAPI (Sigma-Aldrich) 1 upg/ml para
marcacion de nucleos, en solucion de bloqueo. Se lavd 3 veces por 5 minutos con PBS
conteniendo 0.3% de triton-X100 y se cubrieron con cubreobjetos y medio de montaje Fluoro-Gel
(Electron Microscopy Sciences). Para las secciones de bulbo olfatorio, se agregd un paso de
incubacién con sudan-black 1% en metanol por 5 minutos a temperatura ambiente (Schnell et al.,
1999), para reducir la autofluorescencia de granulos de lipofuscina presentes en la capa de fibras
olfatorias y en la capa glomerular del bulbo olfatorio (Kosaka et al., 2009; Oliveira et al., 2010). Se
lavé con etanol 70% y luego con PBS 3 veces por 5 minutos. En todos los casos se verificd que la
fluorescencia dependiera de la inmunomarcacion especifica mediante la inclusién en paralelo de

un control omitiendo los anticuerpos primarios.

Para la detecciéon de BrdU, se aplicé un tratamiento de exposicién de epitopes (retrieval).
Los cortes, luego de secados y lavados con PBS, se incubaron en buffer citrato (acido citrico 0.1M
y citrato de sodio 0.1M), pH 6 a 75°C por 5 minutos y luego a 1°C durante 5 minutos; este
procedimiento se repiti6 3 veces. Luego se lavé con PBS 3 veces por 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se incubd con HCI 0.025 N durante 30 minutos a 65 °C, se neutralizé
con buffer borato 0.1 M pH 8.6 por 5 minutos a temperatura ambiente y se lavo 3 veces con PBS
durante 5 minutos. Finalmente, se prosiguié con la inmunohistoquimica de acuerdo a lo descripto

previamente.
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Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados y sus especificaciones se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla de anticuerpos usados en los ensayos de inmunofluorescencia

Marcacion Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Mouse anti-Cx43 IgG4 (Millipore Goat anti-mouse 1gG,
Conexina 43 MAB3068), Alexa Fluor 555 (Invitrogen 21127),
(Cx43) 1:500 1:1000
Goat anti-rabbit 1IgG
Alexa Fluor 488 (Invitrogen
Conexina 30 Rabbit anti-Cx30 A11034), 1:1000
(Cx30) (Inwtrogiragg 2200), Goat anti-rabbit 1IgG
’ Alexa Fluor 555 (Invitrogen
A21428), 1:1000
c-fos Rabbit anti-c-fos (4) Goat anti-rabbit 1IgG

(Santa Cruz Sc-52),
1:800

Alexa Fluor 488 (Invitrogen
A11034), 1:1000

Tirosina hidroxilasa

Rabbit anti-TH

Goat anti-rabbit 1IgG
Alexa Fluor 488 (Invitrogen

(TH) (Millipore AB152), (
1:1000 A11034), 1:1000
Lucifer Yellow (LY) Rabbit anti-lucifer yellow Goat anti-rabbit 1gG

(Invitrogen A-5750),
1:1000

Alexa Fluor 555 (Invitrogen
A21428), 1:1000

Growth associated
protein 43
(GAP-43)

Rabbit anti-GAP-43

(Novus Biologicals NB300-143),

1:1000

Goat anti-rabbit 1IgG
Alexa Fluor 488 (Invitrogen
A11034), 1:1000

Donkey anti-rabbit IgG
Alexa Fluor 555 (Invitrogen
A31572), 1:1000

Olfactory marker

Goat anti-OMP

Donkey anti-goat IgG

protein (OMP) (Wako Chemicals,544-10001) Alexa Fluor 488 (Invitrogen A11055),
1:200 1:1000
Bromodeoxyuridine Rat anti-BrdU Goat anti-Rat IgG
(BrdU) (Abcam, ab6326), Alexa Fluor 488 (Invitrogen A-1006)
1:600 1:1000
Brain lipid binding Rabbit anti-BLBP Goat anti-rabbit 1IgG

protein (BLBP)

(Millipore ABN14),
1:700

Alexa Fluor 488 (Invitrogen
A11034), 1:1000
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Las imagenes de inmunofluorescencia se adquirieron con un microscopio confocal
Olympus FV1000/IX81, utilizando un objetivo de inmersion en aceite (40X, apertura numérica 1,3),
como secciones opticas Unicas (con excepcion de la inmunofluorescencia contra TH, que se
adquirid un stack de 3 secciones de 2 uym cada una) a aproximadamente 10 uym desde la
superficie del tejido y en la zona medial del bulbo olfatorio. Las fotos que se incluyeron en un
mismo analisis se tomaron con los mismos parametros de deteccion. Todas las imagenes se

adquirieron a ciegas del tratamiento.

9. Analisis de imagenes

El analisis de las imagenes se realiz6 con el software ImagedJ (Schneider et al., 2012). En

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

9.1 Analisis de la inmunoreactividad contra conexinas

Capa glomerular. Para cuantificar la inmunomarcacion contra conexinas en la capa
glomerular, se seleccionaron 3 glomérulos al azar por foto y se analiz6 la intensidad promedio de

la marca de conexina por unidad de area (Figura M.6)
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Figura M.6. Analisis de conexinas en la /’

capa glomerular. (A) Seccion coronal de
bulbo olfatorio. (B) Inmunofluorescencia ; 5 ;
contra Cx43 en el bulbo olfatorio (rojo) =7 & TR

y marcacion nuclear (azul, DAPI). La linea punteada separa la capa glomerular de la capa de fibras
olfatorias. En verde se marcan 3 regiones (glomérulos) representativas. (C) Canal rojo (Cx43).

Capa de las fibras olfatorias. Se evaluaron los perfiles de inmunoreactividad desde el
borde interno hacia el borde externo de la capa de las fibras olfatorias, donde se localiza la glia
envolvente. Por cada foto se generaron al azar 3 regiones rectangulares de interés, de 15 uym de
ancho (dimensién menor y paralela a las laminas del bulbo) y de largo suficiente para cubrir el
espesor de la capa (Figura M.7). Dado que la inmunomarca contra las conexinas evaluadas es
puntiforme, se cuantificd la densidad de particulas (clusters) de conexina en cada region. Para

ello, se aplico el algoritmo triangle, calculado automaticamente por el software imaged (Figura
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M.7) para convertir al canal correspondiente a la inmunomarca de conexina en una imagen binaria
(Zack and Rogers, 1977). Sobre esta imagen se realizd la deteccidon de particulas en cada region
de interés, registrando su area y coordenada a partir del limite interno de la capa de las fibras
olfatorias. Para realizar los perfiles de expresion de clusters, se agruparon las particulas en
funcién de su coordenada, cada 10 ym desde el limite mencionado, sin considerar los tamafios de
particula que se detectaron también en los controles sin anticuerpo. Se excluyeron las particulas
de tamafio < 0.096 um? para las inmunofluorescencias realizadas en animales de la linea S100-

GFP, y <0.192 um? para los animales de la linea cCx43KO.
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Figura M.7. Cuantificacion de clusters de conexina en la capa de fibras olfatorias. (A)
Inmunofluorescencia contra Cx43 en bulbo olfatorio (rojo) y marcacién nuclear (azul, DAPI). La linea
punteada separa la capa glomerular de la capa de fibras olfatorias. (B) Canal rojo (Cx43) con regiones de
interés representativas. (C) Imagen binaria de B luego de aplicar el algoritmo triangle del software ImageJ. El
recuadro en verde muestra en aumento una region de interés; la flecha roja sefiala un cluster de Cx43.

9.2 Analisis de marcadores de células de la glia envolvente

Este analisis se utilizd para cuantificar los marcadores S100B, BLBP y también para
cuantificar la captura de BrEt por parte de las células de la glia envolvente. Primero se detectaron
las particulas correspondientes a cada nlcleo de la capa de fibras olfatorias (hasta 80 um?),
utilizando el canal correspondiente a DAPI, al cual se aplicé el algoritmo Otsu (Otsu, 1979) para
obtener una imagen binaria. Luego se analizdé la intensidad de la marca en el canal
correspondiente al marcador de interés para cada particula (nucleo) detectada y se construyd un
histograma de intensidades para las particulas de cada foto (Figura M.8). Se ajustd cada
distribucion a una doble gaussiana y se consideraron positivas para el marcador las células con
mayor intensidad que el valle de la doble gaussiana. Cuando se obtuvo un histograma de
intensidades con un unico maximo, se descartaron las particulas con marca menos intensa que el

control negativo. El ajuste de las distribuciones se realizé con el soffware Originlab.
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Figura M.8. Cuantificacion de marcadores de la glia envolvente. (A) Expresion de GFP en la capa de
fibras olfatorias de ratones S100B-GFP (verde) y marcacion nuclear (azul, DAPI). La linea amarilla indica el
area correspondiente a la capa de fibras olfatorias. (B) Aplicacion del umbral otsu del software ImageJ al
canal de DAPI y generacion de las regiones de interés mediante el analizador de particulas. En celeste se
observan las particulas (nucleos) detectadas por el software. (C) Transferencia de las particulas detectadas
en B al canal verde S100B-GFP para el andlisis de la intensidad de marca de cada particula. En el recuadro
se observan 3 particulas con alta intensidad de marca y la flecha indica una particula de baja intensidad de
marca.

9.3 Analisis de la inmunoreactividad contra c-fos y TH en el bulbo olfatorio

Se selecciond el canal correspondiente a c-fos y se aplico el algoritmo RenyiEntropy
calculado automaticamente por el software ImagedJ, para obtener una imagen binaria (Kapur et al.,
1985). La imagen resultante extrajo como objetos a las células con marca mas intensa, sin
considerar la expresion basal (Figura M.9). Se cuantific6 manualmente el nimero de células
totales (nucleos marcados con DAPI) y el nUmero de células positivas para c-fos, que se expreso

como porcentaje. La cuantificacién se realizé en la region ventro-medial del bulbo olfatorio.
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Figura M.9. Cuantificacion de las interneuronas c-fos-positivas. (A) Inmunofluorescencia contra c-fos en
bulbo olfatorio (verde) y marcacion nuclear (azul, DAPI). La linea punteada separa la capa glomerular de la
capa de fibras olfatorias. (B) Canal verde (c-fos). (C) Imagen binaria de B luego de aplicar el algoritmo
RenyiEntropy del software ImageJ.

El nimero de células positivas para TH en la capa glomerular del bulbo se cuantifico

manualmente y se expresé como porcentaje de nucleos totales, también contados manualmente.
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9.4 Analisis de la inmunoreactividad contra GAP-43 y OMP en epitelio olfatorio

El nimero total de células (marcadas con DAPI) y el de células positivas para cada
marcador neuronal se cuantific6 manualmente. Los valores se expresaron como numero de

células en 100 pm? de epitelio olfatorio.

10. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se detallan en los epigrafes de las figuras y se realizaron con los
softwares Graphpad Prism 6 y STATISTICA 8.0. En los casos en que se usaron fests
paramétricos primero se verific6 que los datos cumplieran los criterios de normalidad y
homocedacea. Las diferencias se consideraron significativas si p<0,05, y en todos los casos se
muestra MediazEE, salvo que se indique lo contrario Todos los experimentos se realizaron en al

menos dos experimentos independientes, a menos que se indique lo contrario.
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Modulacion de conexinas y marcadores biofisicos de conectividad en la glia envolvente

durante la degeneraciéon/regeneracion inducida al epitelio olfatorio

La regeneracién y recuperacién funcional del epitelio olfatorio luego del dafio depende del
grado de extension de la lesion y de la presencia de células con la capacidad de proliferar (Jang et
al., 2003; Leung et al., 2007). Las células de la glia envolvente forman parte del entorno celular
cercano al nicho neurogénico del epitelio olfatorio, y estan asociadas a los axones de las
neuronas sensoriales en toda su extensién. En estudios realizados después de una axotomia al
nervio olfatorio, se observé que estructuralmente la glia envolvente continua formando los
canaliculos por donde discurren normalmente los axones de las neuronas sensoriales, tanto
durante la degeneracién como en la regeneracion del nervio olfatorio (Li et al., 2005; Williams et
al.,, 2004). Este resultado sugiere que la glia envolvente no presenta cambios ante el dafo, sin
embargo, se desconoce si esta glia acompana la remodelacién del nervio ante el dafio mediante

alteraciones funcionales.

En una variedad de condiciones patoldgicas e injurias, la comunicacion por gap junctions
de las redes gliales es modulada positiva 0 negativamente dependiendo del tipo de lesién y
correlaciona con alteraciones en la expresién de conexinas (Chanson et al., 2005; Karpuk et al.,
2011). En esta seccion estudiamos si durante la degeneracién/regeneracion inducida al epitelio
olfatorio se modifican la expresién de conexinas y propiedades electrofisioldgicas relacionadas

con la conectividad.

1.1 Reproducciéon del modelo de dano reversible al epitelio olfatorio inducido por el

tratamiento con metimazol

Para inducir el dano al epitelio olfatorio utilizamos el modelo de lesion por tratamiento con
la droga anti-tiroidea metimazol (MMZ), de efecto secundario olfatotéxico (Hallman and Hurst,
1953).

El curso temporal de cambios histopatoldgicos del epitelio olfatorio por el tratamiento con
MMZ fue bien caracterizado (Bergman et al., 2002; Booker-Dwyer et al., 2008; Suzukawa et al.,
2011). Para evaluar su reproducibilidad bajo nuestras condiciones experimentales, los ratones se
trataron con MMZ o su vehiculo salina (control), y a los 5, 15 y 30 dias después del tratamiento se
evalu6é la morfologia y composicion celular del epitelio olfatorio (Figura R1.1.A y B). Para los
animales tratados con salina, el espesor del epitelio se mantuvo invariable, y la inmunoreactividad

contra los marcadores de estadio de maduracion del linaje neuronal GAP-43 (neuronas
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inmaduras) y OMP (neuronas maduras), fue semejante en todos los tiempos evaluados (Figura
R1.1.C-E).

Para los animales tratados con MMZ, a los 5 y 15 dias después del tratamiento, se observé
la reduccién en el espesor del epitelio, con respecto al grupo control, y Unicamente se
distinguieron neuronas inmaduras (Figura R1.1.F y G). En contraste, 30 dias después del
tratamiento con MMZ, el espesor y la composicion del epitelio se encontré semejante a la

condicion control, consistente con la recuperacion histolégica del mismo (Figura R1.1.H).
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Figura R1.1. Dafio reversible al epitelio olfatorio inducido por el tratamiento con metimazol. (A)
Disefio experimental (ver detalle en materiales y métodos). Los animales fueron tratados con MMZ o su
vehiculo (salina) y evaluados a los tiempos indicados. (B) Esquema de corte coronal de nariz; el recuadro
indica la regién del septum donde se capturaron las imagenes. Se muestran Imagenes representativas de la
inmunofluorescencia contra el marcador de neuronas sensoriales inmaduras, GAP-43 (rojo) y el marcador
de neuronas sensoriales maduras, OMP (verde) en secciones de epitelio olfatorio de ratones control
tratados con salina (C-E) o tratados con MMZ (F-H). dpi: dias post-inyeccién de salina o MMZ.

Estos resultados sugieren la reproducibilidad, bajo nuestras condiciones experimentales,

de los datos publicados y amplian la caracterizacion del curso temporal de recuperacion
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histolégica del modelo de dafo reversible al nervio inducido por dos dosis de MMZ. Para este
protocolo la recuperacion no habia sido caracterizada entre los 2 y los 12 dias del tratamiento y si
bien se disponia de datos sobre la expresion de GAP-43, la expresién de OMP no estaba

reportada (Bergman et al., 2002; Booker-Dwyer et al., 2008).

La degeneracion inducida por el tratamiento con MMZ se asocié con una funcién olfativa
deficiente en numerosos ensayos conductuales, recuperandose a los 30-45 dias después del
tratamiento, consistente con el curso temporal de la regeneracion del epitelio (Blanco-Hernandez
et al.,, 2012; Genter et al., 1996; Xu and Slotnick, 1999). Para confirmar la recuperacion de la
funcion olfativa inducida por el tratamiento con MMZ a la dosis usada, evaluamos el desempefio
conductual de los ratones en un ensayo de habituacién-deshabituacién a estimulos olfativos,

antes y después del tratamiento con MMZ (Figura R.1.2).
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Figura R1.2. Disefio para la caracterizacion conductual del modelo de dafio reversible al epitelio
olfatorio. Los ratones adultos se evaluaron en un ensayo olfativo de habituacion-deshabituaciéon una
semana antes del tratamiento con salina o0 MMZ, y a los 5 y 30 dias post-inyeccion (dpi). Se estudio la
actividad locomotora en una arena abierta a los 7 dpi.

En el ensayo olfativo de habituacién-deshabituacion se estudio el tiempo que los ratones
olfatearon voluntariamente un hisopo impregnado en soluciéon con odorante (tiempo de sniffing)
para 5 estimulos olfativos presentados consecutivamente, 3 veces cada uno (Figura R1.3 Ay B).
Como se esperaba, previo a su tratamiento con salina o0 MMZ, no se observaron diferencias entre
los grupos experimentales en el desempefio olfativo para ninguno de los estimulos presentados
(Figura R1.3.C). En este ensayo, se observa el comportamiento esperado, ya que los animales
olfatean cada estimulo durante un cierto tiempo ante la primera presentacién y luego reducen el
tiempo de olfateo (habituacién). Al presentarse un estimulo distinto, el tiempo de exploracion
olfativa aumenta (deshabituacién). Consistente con la degeneracién del epitelio a los 5 dias del
tratamiento con MMZ (Figura R1.1.F), los animales mostraron una reduccion respecto del grupo
control tratado con salina, en el tiempo de sniffing para la primera presentacion del olor artificial
coco Y el olor social correspondiente al sexo opuesto (Figura R1.1.3.D). Estos resultados sugieren

la deteccion deficiente de estos estimulos olfativos en los animales tratados con MMZ.
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Figura R1.3. Efecto del dafo al epitelio olfatorio sobre el desempefio en un ensayo olfativo de
habituacion-deshabituacion. (A) Protocolo experimental. (B) Imagenes secuenciales representativas de la
conducta de exploracién olfativa (sniffing) ante la presentacién de un hisopo impregnado con el estimulo.
(C-E) Tiempo total de sniffing para cada presentacion del estimulo antes (C), y a los 5 (D) y 30 dias (E) del
tratamiento con salina/MMZ. Los datos se muestran como la media + EE. Los recuadros muestran los
valores individuales. ANOVA de dos vias (factores: estimulo y tratamiento) con medida repetida para el
estimulo, con prueba posterior de la diferencia significativa minima (LSD) de Fisher ; (C y E) interaccion:
p>0.05, efecto del estimulo: p<0.0001, efecto del tratamiento: p>0.05; (D) interaccion: p<0.01, efecto del
estimulo: p<0.0001, efecto del tratamiento: p>0.05, comparacién post-hoc: *p<0.05 y **p<0.01.

Los grupos no mostraron diferencias en el tiempo de sniffing del primer estimulo

presentado, agua, que representa un estimulo novedoso, debido a que es la primera vez que
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durante el ensayo se presenta el hisopo, pero que es esencialmente neutro en cuanto a su
componente olfativo. De los cuatro olores seleccionados para el ensayo, el olor artificial coco y el
olor social correspondiente al sexo opuesto fueron suficientemente sensibles para detectar
deficiencias olfativas, mientras que vainilla y el olor social correspondiente al mismo sexo no
fueron explorados de manera diferente por los animales control y los tratados con MMZ. Aun asi,
el ensayo en su conjunto fue informativo para evaluar el impacto del dafno inducido por el

tratamiento con MMZ sobre la funcién olfativa y sobre la dinamica de la recuperacion.

Luego de 30 dias del tratamiento con salina 6 MMZ, no se observaron diferencias entre los
tratamientos en el tiempo de siniffing para ninguno de los estimulos olfativos presentados (Figura
R1.3.E). Este resultado es consistente con la recuperacion histolégica observada a este tiempo
(Figura R1.1.H) y con la recuperacién funcional reportada (Blanco-Hernandez et al., 2012; Genter
et al., 1996).

Para descartar que las diferencias observadas en el ensayo de habituacion-deshabituacién
se deban a una actividad locomotora y/o a una componente de ansiedad diferencial por el
tratamiento con MMZ, se realizé el ensayo conductual de exploracién de una arena abierta dos
dias después del tiempo al que se observo el déficit en la funcién olfativa de los animales tratados
con MMZ. La distancia total recorrida y la velocidad maxima no mostraron diferencias entre los
grupos (Figura R1.4. A-C). Ademas, evaluamos la exploracion del area de la arena alejada de las
paredes, definida como centro, poco explorada en animales con niveles de ansiedad elevados.
Tanto el tiempo de permanencia en el centro, como el porcentaje de la distancia total recorrida en
esta area, fueron indistinguibles entre los animales control y los tratados con MMZ (Figura R1.4D-
E). Ademas la reduccion de la distancia recorrida en funcion del tiempo del ensayo, que se
interpreta como habituacion a la arena, tampoco difirid entre los grupos (Figura R1.4.F). Estos
resultados indican que el pobre desemperfio en el ensayo olfativo de los animales luego de 5 dias
de su tratamiento con MMZ, no se encuentra asociado a un déficit locomotor o una componente

de ansiedad exacerbada.

En consistencia con lo reportado, bajo nuestras condiciones experimentales, el tratamiento
con MMZ indujo la degeneracion reversible del epitelio olfatorio y una hiposmia transiente. Este
resultado representa un requisito para poder utilizar el tratamiento con MMZ como modelo para
estudiar si la degeneracién/regeneracién del epitelio olfatorio se acompana de |la remodelacion de

las redes de glia asociadas al nervio.
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Figura R1.4. Efecto del dafio al epitelio olfatorio sobre la conducta locomotora en el ensayo de arena
abierta (open field). (A) Trayectoria representativa en la arena abierta de un ratén control (salina) y uno con
dafio al epitelio olfatorio (MMZ). Los puntos, verde y rojo, indican la ubicacion del ratén al inicio y al final del
ensayo, respectivamente. (B) Cuantificacion de la distancia total recorrida, (C) la velocidad maxima
adquirida, (D) el tiempo recorrido en la regién central de la arena, (E) el porcentaje de la distancia recorrida
en el centro y (F) la curva de distancia recorrida versus tiempo. Los datos se muestran como la media + EE.
(B-E) Prueba no paramétrica (Mann-Whitney): p>0.05. (F) ANOVA de dos vias (factores: tratamiento y
tiempo) con medida repetida para el tiempo, interaccion: p>0.05, efecto del tiempo: p<0.0001, efecto del
tratamiento: p>0.05.

1.2 La degeneracidn/regeneracién inducida por el tratamiento con MMZ se asocia_con una

reduccién en la expresiéon de Cx43 en la glia envolvente

La remodelacion de redes astrociticas involucra alteraciones en la expresion de conexinas
que dependen del tipo de dafio en cuestion (Haupt et al., 2007; Karpuk et al., 2011). Para evaluar
si la degeneracion/regeneracion del epitelio olfatorio se asocia con una modulacion en la
expresion de conexinas en la glia envolvente, estudiamos la inmunomarcacion contra Cx43, la
principal conexina expresada por esta glia (Rela et al., 2010), en la capa mas externa del bulbo
olfatorio (la capa de las fibras olfatorias), donde la glia envolvente representa la mayoria de las
células gliales (Au et al., 2002).
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Debido a que a los 30 dias después del tratamiento con MMZ observamos la recuperacion
histolégica y funcional del sistema, nos enfocamos en estudiar los tiempos previos a dicha
recuperacion. Utilizamos tejido obtenido a los 5 y 15 dias después del tratamiento con salina o
MMZ (Figura R1.5.A-F).

La capa de fibras olfatorias presenta una organizacién sub-laminar: la capa interna o
profunda, cercana a la capa glomerular y la capa externa o superficial. En animales juveniles, la
Cx43 presenta un gradiente de expresidon que decae desde la capa interna a la externa (Rela et
al., 2015). Debido a que ademas la marca para Cx43 es puntiforme, se evalué la densidad de
clusters de Cx43 desde el borde interno hacia el borde externo de la capa de las fibras olfatorias
(ver detalle del analisis en materiales y métodos, seccién 9.1). En los animales adultos usados en
estos experimentos no observamos un gradiente marcado en la expresion de Cx43 desde la zona
interna hacia la externa de la capa de las fibras olfatorias (Figura R1.5.G y H), por lo tanto se
redujo un factor en el analisis promediando los datos a lo largo de la distancia. En los animales
tratados con MMZ se observo una reduccion en la densidad de clusters de Cx43 en la capa de las
fibras olfatorias con respecto al grupo control (Figura R1.5.1). De manera inesperada, observamos
que, en contraste a lo observado para la capa de fibras olfatorias, en la capa glomerular el
tratamiento con MMZ se asocié con un aumento de la inmunoreactividad contra Cx43 respecto del

grupo control (Figura R1.5.J).

Estos resultados indican que durante la degeneracién/regeneracion del epitelio olfatorio
inducida por MMZ, la expresion de Cx43 es modulada diferencialmente en las capas del bulbo
olfatorio. Esta modulacién diferencial se pone de manifiesto por una reduccién de la expresion de
Cx43 en la capa de las fibras olfatorias, predominantemente expresada por la glia envolvente, y

su aumento en la capa glomerular (probablemente en astrocitos).
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Figura R1.5. Expresion de Cx43 en el bulbo olfatorio de ratones con dafo al epitelio olfatorio. (A)
Disefio experimental. Los animales fueron tratados con MMZ o su vehiculo (salina) y evaluados a los
tiempos indicados. (B) Corte coronal de bulbo olfatorio mostrando la capa de las fibras olfatorias
(esquematizada en amarillo). El recuadro indica la zona donde se capturaron las imagenes. (C-F)
Inmunofluorescencia contra Cx43 (rojo) en el bulbo olfatorio a los 5 y 15 dias después del tratamiento con
salina/MMZ. La marca nuclear se muestra en azul y la linea punteada indica la interfase entre la capa
glomerular y la capa de las fibras olfatorias. (G y H) Densidad de clusters de Cx43 en la capa de las fibras
olfatorias en funcion de la distancia desde el limite externo de la capa glomerular, a los 5 (G) y 15 dias (H)
después del tratamiento con salina/MMZ. (I) Densidad de clusters de Cx43 en la capa de fibras olfatorias a
los 5 y 15 dias después del tratamiento con salina/MMZ. (J) Intensidad promedio de la imunomarcacion
contra Cx43 en la capa glomerular a los 5 y 15 dias después del tratamiento con salina/MMZ. Se muestra la
media + EE. (I y J) ANOVA de dos vias (factores: tratamiento y tiempo); interaccion: p>0.05; efecto del
tratamiento: *p<0.05; efecto del tiempo: p>0.05.

1.3 La_ Cx30 no compensa la reduccién en la expresion de Cx43 observada en la capa de

las fibras olfatorias por el tratamiento con MMZ

La reduccion de Cx43 en la glia envolvente podria estar compensada por otras conexinas.
Se estudi6 la inmunoreactividad contra Cx30, que tipicamente compensa la ausencia de Cx43 en
los astrocitos (Rouach et al., 2008). La cuantificacion de clusters de Cx30 en la capa de las fibras
olfatorias, no reveld diferencias entre los grupos experimentales, para ninguno de los tiempos
estudiados después del tratamiento (Figura R1.6.A-G). Sin embargo, en la capa glomerular se
observé el aumento, respecto del grupo control, de la intensidad promedio de inmunomarcacién
contra la Cx30 a los 5 dias después del tratamiento con MMZ (Figura R1.6.H). En contraste, a los
15 dias, los niveles de marcacion contra Cx30 en la capa glomerular no difirieron entre los grupos

experimentales.

Estos resultados indican que la reduccién en la expresién de Cx43 en la capa de las fibras
olfatorias, no es compensada por la expresién de Cx30, y en contraste a la Cx43, la Cx30 no es
modulada por el tratamiento con MMZ en esta capa. Por otra parte, la expresion de Cx30 en la
capa glomerular es sensible a eventos tempranos después del tratamiento con MMZ,

posiblemente asociados con la muerte de las neuronas sensoriales.
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Figura R1.6. Expresiéon de Cx30 en el bulbo olfatorio de ratones con dafo al epitelio olfatorio. (A-D)
Inmunofluorescencia contra Cx30 (rojo) en el bulbo olfatorio a los 5 y 15 después del tratamiento con
salina/MMZ. La marca nuclear se muestra en azul y la linea punteada indica la interfase entre la capa
glomerular y la capa de las fibras olfatorias. (E y F) Densidad de clusters de Cx30 en la capa de las fibras
olfatorias en funcién de la distancia desde el limite externo de la capa glomerular, a los 5 (E) y 15 dias (F)
después del tratamiento con salina/MMZ. (G) Densidad de clusters de Cx30 en la capa de fibras olfatorias a
los 5 y 15 dias después del tratamiento con salina/MMZ. (H) Intensidad promedio de la imunomarcacion
contra Cx30 en la capa glomerular a los 5 y 15 dias después del tratamiento con salina/MMZ. Se muestra la
media + EE. (G) ANOVA de dos vias (factores: tratamiento y tiempo); interaccion: p>0.05; efecto del
tratamiento: p>0.05; efecto del tiempo: p>0.05. (H) ANOVA de dos vias (factores: tratamiento y tiempo), con
prueba a posteriori de Bonferroni; interaccion: p<0.0001; efecto del tratamiento: p<0.0001; efecto del tiempo:
p<0.001; prueba a posteriori de Bonferroni: ****p<0.0001.
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1.4 La degeneracién/regeneracidon inducida por el tratamiento con MMZ se asocia con el

aumento de las células S100B+ en la capa de las fibras olfatorias

La reduccion en la expresion de Cx43 en la capa de las fibras olfatorias observada a los 5
y 15 dias después del tratamiento con MMZ, podria deberse a la disminucion en el nimero de
células de la glia envolvente, en lugar de la modulacién de la expresion de esta conexina. Para
descartar esta posibilidad, evaluamos la densidad de células que expresan S100B (expresado por
la glia envolvente) en la capa de las fibras olfatorias, a los 5 y 15 dias después del tratamiento con
salina o MMZ (Figura R1.7. A-D).

Los animales usados (S100B-GFP) reportan la glia envolvente mediante expresion de
GFP. En estos animales, tratados con MMZ, se observé el aumento, respecto del grupo control,
de la densidad de células que expresan S100B en la capa de las fibras olfatorias (Figura R1.7.E).
Inclusive, el analisis de la densidad de nucleos presentes en esta capa, reveldé que dicho aumento
se encuentra asociado al incremento de la densidad nuclear de la capa (Figura R1.7.F). Por lo
tanto, la degeneracién/regeneracion inducida por el tratamiento con MMZ se acomparfia por la
presencia de nuevas células que expresan S100B en la capa de las fibras olfatorias, posiblemente
glia envolvente o astrocitos. Este resultado es consistente con un estudio previo que muestra la
proliferacion de la glia envolvente después de una bulbectomia (Chehrehasa et al., 2012). Sin
embargo, el aumento en la densidad de células S100B debido al tratamiento con MMZ (34% en
promedio) no explica el incremento total de la densidad nuclear (42% en promedio). Resultados
correspondientes a la tesis doctoral de un integrante del laboratorio, indican que el tratamiento con
MMZ induce la proliferacion de la microglia en la capa de las fibras olfatorias en ratones juveniles,
lo cual es consistente con el aumento de la densidad de células negativas para S100B que indican

los resultados aqui mostrados.

En resumen, nuestros resultados indican que la degeneracién/regeneracion del epitelio
olfatorio inducida por el tratamiento con MMZ se asocia con un la modulacidon negativa de la
expresion de Cx43, que no se explica por una pérdida de células de la glia envolvente que la

expresan.

60



Resultados: Parte 1

salina 15 dpi

capa
glomerular

E F
E 50 ~ -Sahna:l* 50 ~ -sahna:l* W
= I Mz = I Mz
S 40 E 40 .
LW o
>
[mn]

h 30 " o ~ 30
e o
o
hoo] ee . £ 20-
w b=
i) =
=
‘C 10 - % 107
% =
T 0- 0-

5 dpi 15 dpi 5 dpi 15 dpi

Figura R1.7. Densidad de células que expresan S100B en la capa de las fibras olfatorias del bulbo de
ratones con daiio al epitelio olfatorio. (A-D) Expresion de S100B (verde) en el bulbo olfatorio de ratones
S100B-GFP a los 5 y 15 dias después del tratamiento con salina/MMZ. La linea punteada separa la capa
glomerular de la capa de las fibras olfatorias. (E) Densidad de células positivas para S100B (S100B+) en la
capa de las fibras olfatorias. (F) Densidad de nucleos en la capa de las fibras olfatorias. Se muestra la media
+ EE. (E y F) ANOVA de dos vias (factores: tratamiento y tiempo); interaccion: p>0.05; efecto del tiempo:
p>0.05; efecto del tratamiento: *p<0.05.

1.5 Requlacidén positiva de una corriente de membrana activable por despolarizacién en la

glia envolvente durante la degeneracién/regeneracion inducida por el tratamiento con
MMZ

Las propiedades biofisicas de membrana de los astrocitos son moduladas luego de una
injuria en el sistema nervioso central (Anderova et al., 2004; Bordey et al., 2001; Schroder et al.,
1999). Se desconoce si, durante el proceso de degeneracidn/regeneracion inducido por el
tratamiento con MMZ, las propiedades electrofisiologicas de membrana de la glia envolvente son
moduladas acompafando al nervio sometido a plasticidad. Para estudiar las propiedades

biofisicas de membrana de las células de la glia envolvente en este contexto, se realizaron
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registros electrofisioldgicos de estas células, en configuracién whole cell y modo voltage clamp, en
rodajas agudas de bulbo olfatorio de ratones a los 5 y 15 dias del tratamiento con salina o MMZ, y

se evaluaron las corrientes de membrana evocadas a distintos pulsos de voltaje (Figura R1.8.A).

Estudios previos mostraron que a la corriente total de membrana de la glia envolvente
contribuyen diferentes conductancias dependiendo del rango de voltaje analizado (Rela et al.,
2015). La conductancia de canales de potasio del tipo inward rectifier (Kir) es maxima a -140 mV,
mientras que a valores despolarizados no se encuentran activos. La conductancia de canales de
potasio del tipo delayed rectifier (Kpr) es maxima a 80 mV, mientras que a valores
hiperpolarizados no se encuentran activos. La conductancia dependiente de conexinas se
encuentra activa en un rango amplio de voltaje, pero puede medirse sin contaminacién detectable
de canales de potasio dependientes de voltaje a -20 mV. Se estudiaron estos tres valores de
voltaje que permiten analizar los efectos del tratamiento con MMZ sobre las corrientes de

membrana descriptas en células de la glia envolvente.

Mientras que a -140 mV no se observaron diferencias en la amplitud de corriente entre los
grupos experimentales, a -20 y 80 mV, las células de la glia envolvente de ratones tratados con
MMZ mostraron un aumento en la corriente de membrana evocada, respecto del grupo control
(Figura R1.8.B). La mayor dispersién de los datos observada en la poblacién de células
provenientes de animales tratados con MMZ sugiere que el efecto global se debe al aumento de la

corriente de membrana de una subpoblacién de células que responde a la lesién.
La corriente de membrana emergente observada a -20 y 80 mV en los animales tratados

con MMZ, es principalmente compatible con la modulacion positiva de canales Kpr y/o canales de

conexina (ya sea como hemicanales o formando gap junctions).
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Figura R1.8. Perfiles de corriente de membrana de la glia envolvente de ratones con daiio al epitelio
olfatorio. (A) Registros representativos de la corriente total de membrana evocada en células de la glia
envolvente, por los pulsos de voltaje indicados en el recuadro (fijacion de voltaje en configuracion whole cell)
a los 5 y 15 dias después del tratamiento con salina/MMZ. A la derecha de los registros se observan las
curvas de corriente versus voltaje (I/V) correspondientes. (B) Amplitud de la corriente evocada a los pulsos
de voltaje de interés: -140, -20, y 80 mV, de izquierda a derecha respectivamente. Se muestra la media +
EE. (B) ANOVA de dos vias (factores: tiempo y tratamiento); interaccién: p>0.05; efecto del tiempo: p>0.05;
efecto del tratamiento: *p<0.05.

Para evaluar el efecto del tratamiento con MMZ sobre la corriente mediada por conexinas,
la aislamos mediante la aplicacion del bloqueante farmacolégico acido meclofenamico (MFA),
aplicado con el sistema de perfusion durante el registro. Se evalué la amplitud de la corriente
evocada por los pulsos de voltaje antes y después del agregado de este bloqueante en células de
la glia envolvente de ratones tratados con salina 0 MMZ (Figura R1.9.A). Debido a que el factor
tiempo post-tratamiento no present6 diferencias en los analisis previos, no se tuvo en cuenta para
estos analisis. Evaluamos la amplitud de la corriente sensible a MFA evocada por los pulsos de
voltaje de -20 mV y 80 mV, en los que previamente observamos aumento de la corriente total. Ni
la amplitud de la corriente sensible a MFA, ni el porcentaje de inhibicién de la corriente total,
difirieron entre los grupos (Figura R1.9.B y C). Este resultado muestra que, a pesar de que la

corriente de membrana total aumenta en las células de la glia envolvente de los animales
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lesionados, la sensibilidad al MFA no presenta cambios que alcancen la significancia estadistica,
sugiriendo que la corriente adicional no corresponde a canales de conexina. Esto es consistente
con la reduccién en la expresion de Cx43 sin compensacion por Cx30 observada en los animales

con dano al epitelio olfatorio.
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Figura R1.9. Sensibilidad de la corriente de membrana al acido meclofenamico en la glia envolvente
de ratones con daino al epitelio olfatorio. (A) Registros representativos de la corriente de membrana
evocada por los pulsos de voltaje indicados en el recuadro (fijacion de voltaje en configuracién whole cell),
de células de la glia envolvente de ratones tratados con salina/MMZ, antes y después del agregado de 100
MM de MFA (bloqueante de conexinas). (B) Amplitud de la corriente sensible a MFA evocada a los voltajes
de interés: -20 y 80 mV, de izquierda a derecha respectivamente. (C) Porcentaje de inhibiciéon de corriente
debido a la perfusién con MFA a los voltajes de interés: -20 y 80, de izquierda a derecha respectivamente.
Se muestra la media + EE. Prueba no paramétrica (Mann- Whitney): p>0.05.
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1.6 La_captura de bromuro de etidio por la glia envolvente durante la

degeneracidn/regeneracion inducida por MMZ no difiere de la condicién control

La contribuciéon de las conexinas a la corriente total de membrana se da tanto via la
formacion de gap junctions con células vecinas, como por la formacién de hemicanales que
comunican con el medio externo. Nos preguntamos si la funcionalidad de hemicanales en la glia
envolvente se ve disminuida por la lesion. Numerosos trabajos sostienen que la captura celular de
bromuro de etidio (BrEt) presente en el medio extracelular es una medida de la funcién de
hemicanales de conexinas o panexinas (Giaume et al., 2012; Roux et al., 2015). De forma
exploratoria, evaluamos la captura de BrEt por las células de la glia envolvente en rodajas agudas
de bulbo olfatorio de ratones a los 5 y 15 dias después del tratamiento con salina o MMZ. EI
analisis de la intensidad promedio de BrEt capturado por la glia envolvente, no mostré diferencias
entre los grupos experimentales (Figura R1.10), sugiriendo que la funcionalidad de los
hemicanales no es modulada durante la degeneracién/regeneracion inducida por el tratamiento
con MMZ. De acuerdo con la reduccién en la expresion de Cx43 y la ausencia de compensacion
por Cx30, seria esperable una disminucion en la captura de BrEt por la glia envolvente de los

animales tratados con MMZ, sin embargo, los experimentos no apoyaron esta prediccion.

Para evaluar si la captura de BrEt estaba efectivamente ocurriendo via canales de
conexina, exploramos si la incubacion con MFA, previamente a la incubacién con BrEt, se asocia
con una reduccion en la captura de BrEt por la glia envolvente. Los resultados preliminares
muestran que el MFA no afecté la captura de BrEt. Si bien estos resultados necesitan reforzarse,
sugieren que la captura de BrEt por parte de la glia envolvente no es un buen indicador de la
funcionalidad de hemicanales de conexina y que el colorante probablemente ingresa por otras

vias (Figura R1.10, recuadro).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la reduccion de la expresion de Cx43 no
impacta significativamente en un indicador de la funcién de conexinas, tal como la sensibilidad al
MFA de la corriente macroscopica de membrana. Resta evaluar si esto se debe a mecanismos
compensatorios a nivel de la conductancia de canal unico, a la redistribucion de las conexinas
remanentes entre compartimentos funcionales (en membrana plasmatica versus en membrana de

organelas celulares) o a la falta de sensibilidad de nuestros métodos.
Nuestros resultados también sugieren que la corriente de membrana emergente observada

en las células de la glia envolvente durante la degeneracion/regeneracion inducida por el

tratamiento con MMZ puede estar asociada a la modulacion positiva de canales Kpr.
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(D) Rodaja de bulbo olfatorio de un ratén tratado con MMZ, incubada en ACSF con 4 uM de BrEt y 100 uM
de MFA. (E) Captura promedio de BrEt por células S100B+ de la capa de las fibras olfatorias de ratones
tratados con salina/MMZ (cada punto corresponde al promedio en un animal distinto). La linea gris indica la
autofluorescencia promedio en células S100B+ de rodajas de bulbo olfatorio incubadas sin BrEt. El recuadro
muestra la captura promedio de BrEt por células S100B+ en ausencia o presencia de MFA 100 yM en dos
animales tratados con MMZ. Se muestra la media + EE. Prueba no paramétrica de Mann- Whitney: p>0.05.

En resumen, la degeneracion/regeneracion del epitelio olfatorio inducida por el
tratamiento con MMZ se acompana por la reduccion en la expresion de Cx43 y la
modulacion positiva de una corriente de membrana activable por despolarizacién en la glia
envolvente compatible con canales Kpr. En la glia glomerular, el tratamiento con MMZ se
asocia con la regulaciéon positiva de Cx43 y Cx30, esta ultima posiblemente acoplada a
eventos tempranos de degeneraciéon de las neuronas sensoriales, ya que su modulacién no

se sostiene en el tiempo.
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La ablacion selectiva de conexina 43 en la glia envolvente se asocia con parametros

electrofisioldgicos de desconexion

La glia envolvente puede formar redes de células conectadas por gap junctions y se
caracterizaron indicadores biofisicos directos e indirectos de su grado de acople (Rela et al., 2010,
2015). Sin embargo, se desconoce el sustrato molecular que sostiene la conectividad mediada por
gap junctions en la glia envolvente. Dado que la Cx43 es expresada por la glia envolvente y es la
principal conexina expresada en la capa de las fibras olfatorias (Rela et al., 2010), es posible que

la Cx43 medie la conectividad de esta glia.

En esta seccion estudiamos el impacto de la delecion selectiva de la Cx43 en la glia
envolvente sobre las propiedades biofisicas de membrana de esta glia e indicadores biofisicos
indirectos del acople de la red. Para abordar este objetivo, se utilizaron ratones genéticamente
modificados que permiten la delecidén selectiva del gen que codifica para Cx43 en la glia

envolvente, mediante la tecnologia Cre-lox inducible por tamoxifeno.

2.1 El modelo de delecion de Cx43 es efectivo y selectivo de la glia envolvente

Los animales experimentales se generaron como se indicd en detalle en materiales y
meétodos. Los ratones knockout condicionales para Cx43 (cCx43KO) se obtuvieron por el
tratamiento de ratones adultos portadores de la doble modificacion genética Cx43""*PLP-
CreER' con tamoxifeno. Por otra parte, los ratones portadores de una Gnica modificacién genética
tratados con tamoxifeno, y los portadores de ambos transgenes tratados con vehiculo
constituyeron el grupo de controles. Los animales se sacrificaron para su evaluacién 35 dias
después de la primera dosis de tamoxifeno o vehiculo (Figura R2.1.A). Este tiempo se eligié
porque supera ampliamente la vida media de las conexinas, estimada en una semana como
maximo (Saez et al., 2003) y porque es ademas adecuado para evaluar posibles efectos de la
delecion de Cx43 sobre la incorporacion de las neuronas nuevas al circuito olfatorio, cuya
maduracién podria demorar de 10-30 dias desde su nacimiento (Jia et al., 2009). Este segundo

aspecto se aborda en Resultados: Parte 3.

Para evaluar la efectividad del modelo para inducir la delecion de Cx43 en la glia
envolvente, se estudid la inmunomarcacion contra Cx43 en el bulbo olfatorio de ratones de los
grupos experimentales mencionados (Figura R2.1.B, C-F, C-F’). Para estudiar una posible
susceptibilidad diferencial a la delecion de Cx43 de las sublaminas de la capa de las fibras

olfatorias, se evalud la densidad de clusters de Cx43 desde el borde interno hacia el borde
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externo de dicha capa (ver detalle del analisis en materiales y métodos, seccion 9.1). Dado que no

fue evidente un gradiente de expresidén dependiendo de esta distancia (Figura R2.1.G), se

promediaron los datos para reducir un factor en el analisis.
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Figura R2.1. Expresiéon de Cx43 en el bulbo olfatorio de ratones cCx43KO. (A) Diseio experimental (ver
detalle en materiales y métodos). Los animales fueron tratados con 1 dosis diaria de tamoxifeno o su
vehiculo durante 5 dias, a partir del dia postnatal 60 (p60) y evaluados en p95. (B) Corte coronal de bulbo
olfatorio mostrando la capa de las fibras olfatorias (esquematizada en amarillo). El recuadro indica la zona
donde se capturaron las imagenes. (C-F) Inmunofluorescencia contra Cx43 (rojo) en el bulbo olfatorio de los
ratones portadores de los transgenes de interés, tratados con tamoxifeno o vehiculo, segun se indica. La
marca nuclear se muestra en azul y la linea punteada indica la interfase entre la capa glomerular y la capa
de las fibras olfatorias. (C’-F’) Aumento de las imagenes recuadradas en C-F; se muestra la marcacion
contra Cx43. (G) Densidad de clusters de Cx43 en la capa de las fibras olfatorias en funcién de la distancia
desde el limite externo de la capa glomerular. (H) Densidad promedio de clusters de Cx43 en la capa de
fibras olfatorias. (l) Intensidad promedio de la imunomarcacién contra Cx43 en la capa glomerular. Se
muestra la media + EE. (H) ANOVA de una via: p<0.0001, con prueba posterior de Bonferroni: ****p<0.0001.
(I) ANOVA de una via: p>0.05.

En consistencia con lo esperado, los animales tratados con tamoxifeno que portan la doble
modificacion genética (cCx43KO) mostraron una reduccion del 60% en la densidad de clusters
inmunoreactivos para Cx43 en la capa de las fibras olfatorias, respecto del grupo de controles
(Figura R2.1.H). La densidad de clusters de Cx43 no difiri6 entre los grupos controles,
confirmando que la reduccion de Cx43 observada se debe a las modificaciones genéticas y que
es inducible por tamoxifeno. Por otro lado, la intensidad de la expresion de Cx43 en la capa
glomerular no difirid entre los grupos experimentales (Figura R2.1.1). Este resultado muestra que
el sistema es selectivo para el blanco glial esperado, ya que el tipo principal de glia presente en la
capa glomerular lo constituyen los astrocitos, que no se espera que expresen la recombinasa Cre

en este sistema, ya que no expresan PLP.

2.2 La Cx30 no compensa la reduccion en la expresion de Cx43 observada en la capa de

las fibras olfatorias de los ratones cCx43KO

Como mencionamos en el capitulo anterior, la reduccion de Cx43 en la glia envolvente
olfatoria podria llevar al aumento compensatorio de Cx30. Por lo tanto, evaluamos la
inmunoreactividad para Cx30 en el bulbo olfatorio de animales de los cuatro grupos
experimentales (Figura R2.2. A-D, A-D’). La densidad de clusters en la capa de las fibras
olfatorias y la intensidad de inmunomarcacion de Cx30 en la capa glomerular no fueron diferentes
entre los distintos grupos experimentales (Figura R2.2. E-G). Por lo tanto, la reduccién de Cx43 en

los animales cCx43KO, no es compensada por la expresion de Cx30.
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Figura R2.2. Expresion de Cx30 en el bulbo olfatorio de ratones cCx43KO. (A-D) Inmunofluorescencia
contra Cx30 (rojo) en el bulbo olfatorio de los ratones portadores de los transgenes de interés, 35 dias
después del tratamiento con tamoxifeno o vehiculo, segun se indica. La marca nuclear se muestra en azul y
la linea punteada indica la interfase entre la capa glomerular y la capa de las fibras olfatorias. (A’-D’)
Aumento de las imagenes recuadradas en A-D; se muestra la inmunomarca contra Cx30. (E) Densidad de
clusters de Cx30 en la capa de las fibras olfatorias en funcién de la distancia desde el limite externo de la
capa glomerular. (F) Densidad de clusters de Cx30 en la capa de fibras olfatorias. (G) Intensidad promedio
de la imunomarcacion contra Cx30 en la capa glomerular. Se muestra la media + EE. (F y G) ANOVA de una
via: p>0.05.

Dado que en los experimentos mostrados no observamos diferencias entre los diferentes
grupos control, para los analisis siguientes se utilizé como grupo control a los animales portadores

de una unica modificacion genética, tratados con tamoxifeno.
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2.3 Ladelecién de Cx43 no se asocia con una pérdida de las células de la glia envolvente

Las conexinas participan en la homeostasis celular, permitiendo el intercambio de iones,
de pequenas moléculas y de segundos mensajeros, por lo cual la delecién de Cx43 en la glia
envolvente de los ratones cCx43KO podria afectar la supervivencia de esta glia. Para descartar
esta posibilidad, se cuantificd la densidad de células de la glia envolvente en la capa de las fibras
olfatorias de ratones cCx43KO vy ratones control. Para lograr la identificacion celular usamos la

inmunoreactividad contra BLBP (marcador de la glia envolvente) (Figura R2.3.A y B).
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Figura R2.3. Densidad de células inmunoreactivas para BLBP en la capa de las fibras olfatorias del
bulbo de ratones cCx43KO. Inmunofluorescencia contra BLBP (verde), en ratones cCx43KO (A) y control
(B). La marca nuclear se muestra en azul y la linea punteada separa la capa glomerular de la capa de las
fibras olfatorias. (C) Densidad de células positivas para BLBP en la capa de las fibras olfatorias. (D)
Densidad de nucleos en la capa de las fibras olfatorias. Se muestra la media + EE. (C y D) Prueba no
paramétrica (Mann-Whitney): p>0.05.

El analisis de la densidad de células positivas para BLBP en la capa de las fibras olfatorias
no mostré diferencias entre los grupos experimentales (Figura R2.3.C). Tampoco la densidad total
de nucleos de esta capa difirid entre los ratones cCx43KO y los controles (Figura R2.3.D),
sugiriendo que la homeostasis de la poblacion de glia envolvente no es afectada por la delecién
de Cx43.
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2.4 La delecion de Cx43 en la glia envolvente se asocia con una reduccion en la corriente

de membrana

Previamente se reportd que las células de la glia envolvente en las que se evidencia el
acople a otras en experimentos de dye-coupling, manifiestan un perfil biofisico con grandes
amplitudes de corriente de membrana, y alta sensibilidad al MFA, inhibidor farmacoldgico de
conexinas. EI MFA reduce la amplitud de la corriente de membrana, resultando en un perfil
electrofisiolégico caracteristico de células espontdneamente desacopladas en experimentos de
dye-coupling. (Rela et al., 2010, 2015).

Para estudiar si la delecion de Cx43 en la glia envolvente de los ratones cCx43KO
reproduce el fenotipo biofisico de la glia envolvente desacoplada, se caracterizé sus perfiles de
corriente en ratones cCx43KO y control mediante registros electrofisioldgicos en configuracion

whole cell y modo voltage clamp (Figura R2.4.A).

La amplitud de la corriente de membrana evocada por pulsos de voltaje en un rango
amplio del potencial de membrana (-160 a +120 mV) se redujo en las células de la glia envolvente
de los ratones cCx43KO, respecto del grupo control (Figura R2.4.B). Consistentemente, se
observd un aumento de la resistencia de entrada en las células de la glia envolvente de los
ratones cCx43KO, respecto del grupo control (Figura R2.4.C). Por otra parte, el potencial de
membrana de reposo de las células de la glia envolvente no mostré diferencias entre los grupos
experimentales (Figura R2.4.D), como es de esperar para la desaparicion de canales

intercelulares o hemicanales no selectivos.

Estos resultados muestran que las células de la glia envolvente de los ratones cCx43KO
manifiestan un perfil biofisico de propiedades de membrana que reproduce lo observado en los
registros de glia envolvente desacoplada (ya sea de forma espontanea o luego del desacople
inducido por la incubacién con MFA) (Rela et al., 2010, 2015).
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Figura R2.4. Propiedades biofisicas de membrana de la glia envolvente de ratones cCx43KO. (A)
Izquierda: rodaja aguda de bulbo olfatorio de un ratdn fijada y tefiida con DAPI para marcacion nuclear,
ilustrando la localizacion de registro. Derecha: Ejemplo de una imagen capturada en DIC de una célula de la
glia envolvente registrada, cargada con Lucifer-Yellow, colorante presente en la pipeta de registro. (B)
Registros representativos de la corriente total de membrana evocada en células de la glia envolvente,
evocada por los pulsos de voltaje indicados en el recuadro (fijacion de voltaje en configuracion whole cell)
para los ratones control y cCx43KO. A la derecha de los registros se observan las curvas promedio de
corriente versus voltaje (I/V). (C) Resistencia de entrada de las células de la glia envolvente de ratones
control y cCx43KO, calculada a partir de la corriente evocada por el pulso hiperpolarizante de -20 mV. (D)
Potencial de membrana de reposo de las células de la glia envolvente de ratones control y cCx43KO,
calculado a partir de una rampa de pulsos de voltaje. Se muestra la media + EE. (B) ANOVA de dos vias
(factores: delecion y voltaje) con medida repetida para el voltaje: interaccion ***p<0.001, efecto de la
delecion: p<0.001, efecto del voltaje: p<0.001. (C) Prueba paramétrica para muestras no pareadas (t-test):
***p<0.001. (D) Prueba paramétrica para muestras no pareadas (t-test): p>0.05.
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2.5 Reduccion de la sensibilidad al MFA en las células de la glia envolvente de ratones
cCx43KO

Si la corriente de membrana sensible a MFA en la glia envolvente esta dada por Cx43,
esperamos que dicha sensibilidad se reduzca en la glia de animales cCx43KO. Para evaluar esto,
medimos la amplitud de la corriente evocada en las células de la glia envolvente antes y después
del agregado de este bloqueante, en rodajas agudas de bulbo olfatorio de ratones control y
cCx43KO (Figura R2.5.Ay B).
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Figura R2.5. Sensibilidad de la corriente de membrana al acido meclofenamico en la glia envolvente
de ratones cCx43KO. Registros representativos de la corriente de membrana evocada por los pulsos de
voltaje indicados en el recuadro (fijacion de voltaje en configuracion whole cell), antes y después del
agregado de 100 uM de MFA, en células de la glia envolvente de ratones control (A) y cCx43KO (B). A la
derecha de los registros se observan las curvas de corriente versus voltaje (I/V) correspondientes. (C)
Curvas promedio de corriente versus voltaje, para los registros de células de la glia envolvente antes y
después de la perfusion con MFA para ambos grupos experimentales. (D) Curvas promedio de corriente
versus voltaje para la corriente de membrana sensible a MFA de las células de la glia envolvente de ambos
grupos experimentales. Se muestra la media + EE. (C) ANOVA de dos vias de medidas repetidas:
interacciéon ****p<0.0001, efecto de la delecion: p<0.01, efecto del voltaje: p<0.0001. (D) ANOVA de dos vias
de medidas repetidas: interaccion ***p<0.001, efecto de la delecion: p<0.05, efecto del voltaje: p<0.001.

La incubacion con MFA redujo efectivamente la corriente de membrana evocada, en el
rango amplio de pulsos voltaje estudiado, en las células de la glia envolvente de animales control,
consistente con lo reportado (Rela et al., 2010, 2015). En contraste, el efecto del MFA sobre la
amplitud de la corriente de membrana es minimo en las células de la glia envolvente de ratones
cCx43KO (Figura R2.5.C). De acuerdo con estos resultados, los ratones cCx43KO presentan una
corriente sensible al MFA de amplitud muy reducida, en comparacion con la observada en las
células de los ratones control (Figura R2.5.D). Estos resultados indican que los ratones cCx43KO

carecen del blanco de accion del MFA en la glia envolvente.

Los resultados presentados en esta seccion validan la efectividad y selectividad del
modelo Cx43" °x,pLP-CreER" para inducir la delecion de Cx43 en la glia envolvente con
control temporal, y demuestran que la Cx43 es el mediador principal de la corriente
sensible a MFA en las células de la glia envolvente, sugiriendo que la Cx43 media el acople

por gap junctions en esta glia.
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La delecion de conexina 43 en la glia envolvente se asocia con la reduccidn del input

sensorial al bulbo y déficits en la percepcion de olores

La expresion de conexinas es esencial para funciones modulatorias sobre la funcion
neuronal, ya sea por su papel en el establecimiento de redes mediadas por gap junctions, como
por sus funciones como molécula de adhesién y su participacion en cascadas de sefializacion
intracelular (Dai et al., 2007). Es posible que la Cx43 de la glia envolvente, soporte funciones tales
como el mantenimiento de la homeostasis extracelular, la provisién de metabolitos energéticos y
la liberacion concertada de neurotrofinas, con potencial impacto en la permisividad del nervio
olfatorio para el crecimiento axonal y, por ende, la incorporacion funcional de las neuronas
sensoriales nuevas al circuito olfatorio. Para evaluar si la Cx43, expresada por la glia envolvente,
condiciona el mantenimiento funcional de la via aferente olfatoria, utilizamos el modelo de
delecion selectiva de Cx43 en la glia envolvente, presentado en la seccion anterior, y analizamos

indicadores de la incorporacién de neuronas sensoriales nuevas y de la funcionalidad del circuito.

3.1 Reduccidn del input sensorial al bulbo en los ratones cCx43KO

Un parametro informativo del mantenimiento funcional de la via aferente olfatoria es la
expresion de tirosina hidroxilasa (TH) en interneuronas periglomerulares del bulbo olfatorio. El
nivel de TH es sensible al input sensorial, el cual se encuentra reducido en condiciones de
deprivacién sensorial olfativa y ante la degeneracion de las neuronas sensoriales (ver introduccion
Figura 1.5.B). Se evaluo el porcentaje de células inmunoreactivas para TH en la capa glomerular
del bulbo olfatorio de ratones cCx43KO y control (Figura R3.1.A 'y B).
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Figura R3.1. Expresion de TH en el bulbo olfatorio de ratones cCx43KO. Inmunofluorescencia contra TH
(verde) en el bulbo olfatorio de ratones control (A) y cCx43KO (B). La marca nuclear se muestra en azul, las
flechas indican las células TH+ y el recuadro muestra en detalle una célula TH+ (C) Porcentaje de células
TH+ en el bulbo olfatorio de ratones control y cCx43KO. Se muestra la mediana + el rango intercuartil.
Prueba no paramétrica (Mann-Whitney): **p<0.01.
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Los animales cCx43KO, mostraron una reduccion en el porcentaje de células TH+ respecto

al grupo control (Figura R3.1.C), sugiriendo un input sensorial deficiente al bulbo.

3.2 Ladelecion de Cx43 en la glia envolvente interfiere con la deteccion de los olores

Para estudiar si la reduccion de las interneuronas TH+ observada en los ratones cCx43KO,
se encuentra asociada a deficiencias en la funcion olfativa, evaluamos el desempeno conductual
de los ratones cCx43KO y control en un ensayo olfativo de habituacién-deshabituacion a
estimulos olfativos. Con el objetivo de observar el curso temporal de la aparicion de un posible
fenotipo conductal, repetimos el ensayo a distintos tiempos (15, 30, 45 y 60 dias) después del
comienzo de la induccion de la delecién por tratamiento de tamoxifeno. Para evidenciar el grado
de activacion de elementos del circuito olfatorio en respuesta a estimulos olfativos, pasados 15
dias de la ultima evaluacion conductual en el ensayo de habituacién-deshabituacion, los animales
experimentaron una sesion de exposicion a estimulacién olfativa y una hora después fueron
sacrificados para evaluar la expresion de c-fos, que se asocia con aumento de la actividad

neuronal (ver introduccién, Figura 1.5.C), en las interneuronas del bulbo (Figura R3.2).
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Figura R3.2. Disefio para la evaluaciéon de la funcién olfativa. Los ratones macho adultos cCx43KO y
control se evaluaron en un ensayo olfativo de habituacién-deshabituacién, a los 15, 30, 45 y 60 dias
posteriores a la primera inyeccion de tamoxifeno (dpi). Una semana después de cada ensayo de
habituacién-deshabituacion, con excepcién del ultimo, se estudié la conducta locomotora de los ratones en
un ensayo de arena abierta (open field). Para evaluar la activacion de c-fos en las interneuronas
periglomerulares y granulares del bulbo, 15 dias después de la ultima evaluacion en el ensayo de
habituacién-deshabituacién, los ratones se sometieron a un protocolo de estimulacion olfativa para induccion
de c-fos y se sacrificaron para su evaluacién por inmunohistoquimica.

El ensayo olfativo de habituacion-deshabituacion presentado en esta seccion se realizé

como fue descripto en la seccidon Resultados: Parte 1 de esta tesis.
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A los 45 dias luego del tratamiento con tamoxifeno los ratones cCx43KO mostraron una
reduccion, respecto del grupo control, en el tiempo de sniffing para la primera presentaciéon del
olor artificial coco y de ambos olores sociales, mismo sexo y sexo opuesto, mientras que a los
demas tiempos analizados los ratones cCx43KO fueron indistinguibles de los controles (Figura
R3.3.A-D). Estos resultados sugieren un déficit transitorio en la funcion olfativa del grupo
cCx43KO. A la luz de los resultados presentados en Resultados: Parte 1, el comportamiento de
los animales cCx43KO se asemeja al de animales con hiposmia inducida por metimazol. Los
resultados presentados aqui vuelven a poner en evidencia que los estimulos olfativos de olor a
coco Yy olor social correspondiente al sexo opuesto, emergen como los mas sensibles para

detectar diferencias conductuales entre animales normésmicos e hipdsmicos.
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Figura R3.3. Desempeio en el ensayo olfativo de habituacidn-deshabituacion de ratones cCx43KO.
Se muestra la cuantificacidon del tiempo total de sniffing para cada presentacion de los estimulos a los 15 (A),
30 (B), 45 (C) y 60 (D) dias después de la primera dosis de tamoxifeno (dpi).
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Los datos se muestran como la media + EE. Los recuadros muestran los valores individuales; se asign6 un
codigo de color a cada raton. ANOVA de dos vias (factores: delecién y estimulo) con medida repetida para
el estimulo, con prueba posterior de la diferencia significativa minima (LSD) de Fisher. (A, B y D) interaccion:
p>0.05, efecto del estimulo: p<0.0001, efecto de la delecién: p>0.05; (C) interaccion: p<0.001, efecto del
estimulo: p<0.0001, efecto de la delecion: p>0.05, comparacién post-hoc: *p<0.05 y ****p<0.0001.

Para reducir factores en el analisis y poder comparar los datos conductuales a diferentes
tiempos post-delecion de Cx43, estimamos la capacidad de distinguir entre la ultima presentacion
de un estimulo y la primera presentacion del estimulo siguiente en el ensayo de habituacion-
deshabituacion, mediante un indice reportado en Rodrigues et al., 2014 (Figura R3.4.A). El indice
fue calculado para los olores artificiales y sociales combinados respectivamente, a todos los

tiempos posteriores a la primera dosis de tamoxifeno evaluados (Figura R3.4.A).
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Figura R3.4. indice de deshabituacién para los olores artificiales y sociales presentados en el ensayo
olfativo de habituacion-deshabituaciéon. (A) Calculo del indice de deshabituacion: se calculé la diferencia
en el tiempo de sniffing entre la primera presentacion de un estimulo y la ultima presentacién del estimulo
anterior a este, y se relativizd a la suma de ambos tiempos. Para todos los tiempos evaluados, se
promediaron los indices de deshabituacion de los ratones control y cCx43KO, agrupando los olores
artificiales (B) y los olores sociales (C). Los datos se muestran como la media + EE. ANOVA de dos vias
(factores: tiempo y delecion). (B) interaccion: p>0.05, efecto del tiempo: p>0.05, efecto de la delecion:
p>0.05. (C) Interaccién: p>0.05, efecto del tiempo: p<0.01, efecto de la delecién: *p<0.05.
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La comparacién de los indices de deshabituacién de los olores artificiales no detecté
diferencias entre grupos ni a lo largo del tiempo, si bien se observa una tendencia a la reduccion
en los ratones cCx43KO a los 30 y 45 dias posteriores al tratamiento con tamoxifeno para inducir
la delecion de Cx43 (Figura R3.4.B). Por otra parte, el analisis de los indices de deshabituacion
para los olores sociales detectd diferencias entre los grupos experimentales y a lo largo del
tiempo, pero la interaccion no fue significativa. Sin embargo, las diferencias tienden a
manifestarse principalmente a los 30 dias post-tratamiento con tamoxifeno, reforzando la idea de
que la delecion de Cx43 produce déficits de la funcién olfativa que emergen a los 30 dias y

revierten, al menos parcialmente, a los 60 dias.

Para descartar que las diferencias observadas en el ensayo de habituacion-deshabituacién
se deban a una deficiencia en la actividad locomotora y/o a una componente de ansiedad
diferencial, se realiz6 un ensayo conductual de exploraciéon de una arena abierta. Para minimizar
la interferencia entre ensayos, este se efectué una semana después de cada ensayo de

habituacion-deshabituacion, con excepcion del ultimo.

La distancia total recorrida y la velocidad maxima alcanzada en el ensayo de arena abierta
no mostraron diferencias entre los grupos ni a lo largo del tiempo, indicando la ausencia de un
déficit motor robusto en los ratones cCx43KO (Figura R3.5.A-C). Por otra parte, el tiempo de
permanencia y el porcentaje de la distancia total recorrida en el area del centro de la arena fue
mayor en los ratones cCx43KO que en el grupo control (Figura R3.5D y E, respectivamente),
sugiriendo que los ratones cCx43KO experimentan un estado de tipo levemente ansiolitico.
Aunque los resultados indican que los animales cCx43KO presentan una leve disminucién en
conductas relacionadas con ansiedad, que se manifiesta como incremento de exploracion de la
zona central desprotegida del campo abierto, interpretamos que su respuesta deficiente frente a
diferentes odorantes refleja una alteracién sensorial que no estaria relacionada con los niveles de
exploracion o ansiedad. Una tendencia mayor a explorar estimulos nuevos potencialmente
ansiogénicos va en contra del comportamiento observado en la prueba de habituacion-

deshabituacion.
En resumen, si bien el nUmero de animales debe incrementarse, los datos presentados,

correspondientes a dos experimentos independientes, sugieren que la delecion de Cx43 en la glia

envolvente se asocia de forma transiente con una pérdida en la funcion olfativa.
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Figura R3.5. Evaluacién de la conducta locomotora de ratones cCx43KO en el ensayo de arena
abierta (open field). (A) Trayectoria representativa en la arena abierta de un ratén control y uno cCx43KO.
Los puntos, verde y rojo, indican la ubicacion del ratdn al inicio y al final del ensayo, respectivamente. (B)
Cuantificacion de la distancia total recorrida, (C) la velocidad maxima adquirida, (D) el tiempo recorrido en la
region central de la arena y (E) el porcentaje de la distancia recorrida en el centro. Los datos se muestran
como la media £+ EE. ANOVA de dos vias (factores: tiempo y delecién). (B y C) interaccion: p>0.05, efecto
del tiempo: p>0.05, efecto de la delecion: p>0.05. (D) interaccion: p>0.05, efecto del tiempo: p>0.05, efecto
de la delecion: *p<0.05. (E) Interaccion: p>0.05, efecto del tiempo: p>0.05, efecto de la delecion: **p<0.01.
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3.3 Reduccion de la induccién de c-fos en interneuronas periglomerulares del bulbo de

los ratones cCx43KO

Para evaluar si los déficits en la funcidén olfativa en ratones cCx43KO se asocian con
activacion anormal de neuronas del circuito olfatorio en respuesta a un estimulo olfativo, se
estudio la inmunomarcacién contra c-fos en el bulbo olfatorio de ratones control y cCx43KO luego
de ser expuestos a estimulacion olfativa. Para realizar este experimento se utilizaron los ratones
que previamente evaluamos conductualmente. Dos semanas después del ensayo de habituacion-
deshabituacion correspondiente a los 60 dias post-tratamiento con tamoxifeno, los animales se
sometieron a un protocolo de estimulacion olfativa con el olor artificial coco (Figura R3.6.A). Se
eligio este olor, por presentar sensibilidad a los déficits de la funcién olfativa observados en los

ratones cCx43KO y previamente en los animales tratados con MMZ.

El porcentaje de células positivas para c-fos se cuantificé en la region ventro-medial de la
capa glomerular y granular de secciones de bulbo olfatorio (Figura R3.6.B) marcadas mediante
inmunohistoquimica. En la capa glomerular del bulbo de los ratones cCx43KO se observé una
reduccion en el porcentaje de interneuronas periglomerulares c-fos+, respecto del grupo control,
mientras que en la capa granular no se observaron diferencias entre los grupos (Figura R3.6.C y
D). Este resultado indica que en los ratones cCx43KO el reclutamiento de las interneuronas
periglomerulares del circuito en respuesta al estimulo fue deficiente. Es esperable que un pobre
reclutamiento glomerular se refleje en una actividad reducida de elementos de las capas mas
profundas del circuito, sin embargo esto no fue observado. Dado que los animales fueron
evaluados para c-fos en un momento en el cual el fenotipo conductual parece haber revertido, la
actividad del circuito podria involucrar fendmenos compensatorios. Resta evaluar la expresion de

c-fos en tiempos previos para definir este aspecto.

En ausencia de exposicion a la estimulacion olfativa, el porcentaje de células c-fos+
observado fue bajo tanto para los ratones control como para los cCx43KO, indicando que la
expresion de c-fos es inducida por la estimulacién con coco (Firgura R3.6.C, ver linea punteada
sobre las barras). El porcentaje basal de células c-fos+ obtenido se encuentra dentro del rango de

valores basales de expresion de c-fos reportado en la bibliografia.
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Figura R3.6. Expresion de c-fos en interneuronas periglomerulares y granulares del bulbo olfatorio
de ratones cCx43KO en respuesta a la estimulacion olfativa. (A) Protocolo de induccién de c-fos. Los
animales se habituaron 1 hora en la jaula de testeo. Se presentd el estimulo 6 veces durante 2’ a intervalos
de 3 minutos para minimizar la adaptacion. Luego los animales permanecieron por 1 hora en la jaula de
testeo y se sacrificaron para su evaluacion. (B) Seccion coronal y esquema del bulbo indicando la capa de
fibras olfatorias, glomerular y granular. (C) Porcentaje de células inmunoreactivas para c-fos en la capa
glomerular y granular del bulbo olfatorio de ratones control y cCx43KO sometidos a estimulacion olfativa. La
linea punteada sobre las barras indica el valor de c-fos en un ratén control y uno cCx43KO sin exposicion al
protocolo de induccion. La sombra en gris, refiere el rango del nivel basal de c-fos reportado en la
bibliografia (Bautze et al., 2014; Kang et al., 2009; Keller et al., 2006). (D) Imagenes representativas de la
inmunofluorescencia contra c-fos (verde) en la capa glomerular (izquierda) y granular (derecha) de ratones
control y cCx43KO expuestos al protocolo de estimulacion olfativa. La marca nuclear se muestra en azul y la
linea punteada indica la interfase entre la capa glomerular y la capa de las fibras olfatorias. Se muestran
también individualmente la marca c-fos. Los datos se muestran como la media + EE. ANOVA de dos vias
(factores: zona y delecidn), con prueba posterior de Bonferroni. Interaccion: p<0.05, efecto de la zona:
p>0.05, efecto de la delecion: p>0.05, prueba post-hoc: *p<0.05.
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3.4 Reduccion de la migracion baso-apical de las neuronas sensoriales nuevas en el

epitelio olfatorio de ratones cCx43KO

La maduracion de las neuronas sensoriales olfatorias se encuentra asociada a su
migracion en direccién baso-apical en el epitelio olfatorio, permitiendo la determinacion del estadio
de maduracion por su posicion en el epitelio y por la expresién de marcadores estadio-especificos
(Caggiano et al., 1994). Para estudiar si la delecion de Cx43 en la glia envolvente interfiere con la
migracion baso-apical asociada a la maduracion de las neuronas sensoriales nuevas del epitelio
olfatorio, marcamos una cohorte de neuronas nuevas mediante el tratamiento con BrdU de
ratones control y cCx43KO (Figura R3.7.A). Revelamos la marcacion con BrdU por
inmunohistoquimica y evaluamos su ubicacién en el epitelio y la colocalizacién con el marcador de
neuronas sensoriales inmaduras GAP-43 a dos tiempos luego del marcaje de la cohorte. El
tratamiento con BrdU se realizé 40 dias después del tratamiento con tamoxifeno para inducir la
delecién de Cx43, tiempo al que observamos un déficit de la funcién olfativa en los ratones
cCx43KO.

Inicialmente evaluamos dos tiempos que se encontraban descriptos como adecuados para
estudiar la migracion de las neuronas nuevas en ratones juveniles: 4 y 8 dias post-marcaje con
BrdU (Matarazzo et al., 2004). Sin embargo, para ambos tiempos la marca de BrdU permanecio
localizada en la base del epitelio olfatorio y no resultaron informativos para evaluar la migracién de
las células BrdU+ en el epitelio de ratones en la edad adulta usada en esta tesis (Figura R3.7.B).
Por lo tanto, se eligieron tiempos mas tardios: 7 y 11 dias post-marcaje con BrdU, y se cuantifico
la ubicacion del nucleo de las células BrdU+, respecto a la lamina propia, en secciones de epitelio
olfatorio de ratones control y cCx43KO. Se informé para cada célula BrdU+, la existencia o no de
colocalizacién con el marcador GAP-43. Los resultados mostraron que a los 7 dias post-marcaje
con BrdU, la posicién baso-apical del soma de las células BrdU+ no difirid entre los grupos,
mientras que a 11 dias del marcaje, las células BrdU+ de los ratones control desplazaron su soma
en direccién apical una distancia significativamente mayor que las de los ratones cCx43KO
(Figura R3.7.C-E). Luego de 11 dias del tratamiento con BrdU, alrededor del 70% de las células
BrdU+ fueron negativas para GAP-43, tanto en los ratones control como cCx43KO. Aunque resta
evaluarlo, esperamos que esta poblacidn sea heterogénea, con las células basales en estadios
madurativos previos a la expresion de GAP-43 y las mas apicales con expresion de OMP. Esta
poblacién estaria enriquecida en las primeras en los ratones cCx43KO, y en las OMP+ en los

controles.
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Figura R3.7. Migracion de neuronas sensoriales nuevas en el epitelio olfatorio de ratones cCx43KO.
(A) Protocolo experimental para el marcaje de neuronas nuevas mediante tratamiento con BrdU. (B)
Imagenes representativas del epitelio olfatorio mostrando células marcadas por BrdU a los 4 (izquierda) y 8
(derecha) dias de su tratamiento, para ratones control. (C) Posicidon baso-apical de neuronas inmaduras
nuevas a los 7 y 11 dias luego del marcaje con BrdU, para animales controles y cCx43KO. Se indica para
cada célula la colocalizacibn o no con el marcador GAP-43 segun leyenda. (D y E) Imégenes
representativas del epitelio olfatorio inmunomarcado para BrdU y GAP43 a los 7 y 11 dias luego del marcaje
con BrdU, para animales control y cCX43KO. (C) Los datos se muestran como la media + EE. ANOVA de
dos vias (factores: tiempo post-BrdU y delecion), con prueba posterior de Bonferroni. Interaccion: p<0.05,
efecto del tiempo post-BrdU: p>0.05, efecto de la delecién: p<0.001, comparacién post-hoc: ***p<0.001. n=5,
para cada grupo.
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Estos resultados indican que la migracion de las neuronas sensoriales nuevas se
encuentra demorada en el entorno deficiente en Cx43 en la glia envolvente de ratones cCx43KO,

lo cual podria estar asociado al déficit funcional observado.

3.5 La delecion de Cx43 no afecta el numero total de neuronas inmaduras y maduras del

epitelio olfatorio

El déficit madurativo de las neuronas nuevas observado en los ratones cCx43KO, podria
originar una reduccién o desbalance en la composicion neuronal del epitelio olfatorio. Para
estudiar esta posibilidad, evaluamos el espesor del epitelio, su densidad de nudcleos y su
composicion en cuanto a la densidad de células inmaduras (GAP-43+) y maduras (OMP+). Para
realizar este experimento se utilizaron secciones de epitelio olfatorio de ratones control y
cCx43KO, 45 dias después del tratamiento con tamoxifeno, tiempo al que se observé un déficit de
la funcion olfativa. Segun la topografia espacial de las proyecciones de los axones de las
neuronas sensoriales del epitelio en el bulbo olfatorio (ver introduccién, Figura 1.4), se analizé el
turbinal 11l y la zona del septum enfrentada a este, ya que la zona del bulbo donde se evalué la
disminuciéon de c-fos en los ratones cCx43KO después de la estimulacion olfativa, refiere

aproximadamente a estas regiones del epitelio (Figura R3.8.A).

El espesor del epitelio olfatorio y la densidad de nucleos que lo componen no difirié entre
los grupos control y cCx43KO (Figura R3.8 B y C). Tampoco se observaron diferencias entre los
grupos respecto a la densidad de neuronas GAP-43+ y neuronas OMP+ tanto en la region del
septum (Figura R3.8.D y E), como en el turbinal Ill (Figura R3.8.F), indicando que el déficit en la
maduracién neuronal no se asocia con alteraciones robustas de la composicion neuronal del

epitelio en la ventana de tiempo evaluada.

Estos resultados muestran que la delecion de Cx43 en la glia envolvente se asocia
con una reduccién del input sensorial al bulbo, la disminucién de la activaciéon de las
interneuronas periglomerulares en respuesta a un estimulo olfativo y un déficit transiente
de la funcién olfativa, sugiriendo que la Cx43 expresada por la glia envolvente participa en
el mantenimiento funcional del circuito. Ademas, si bien la proporcién de neuronas
sensoriales maduras e inmaduras no difiri6 entre los grupos control y cCx43KO, la
reduccion en la migracién de las neuronas sensoriales nuevas observada en los ratones
cCx43KO, sugiere que el entorno deficiente en Cx43 en la glia envolvente, afecta la tasa de

maduracion de las neuronas sensoriales olfatorias.
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Figura R3.8. Composicion neuronal del epitelio olfatorio de ratones cCx43KO. (A) Esquema de seccion
coronal del epitelio olfatorio; se indican las regiones estudiadas del septum y el turbinal Ill. (B) Espesor del
epitelio en la regidén del septum de ratones control y cCx43KO. (C) Densidad de nucleos en la region del
septum de ratones control y cCx43KO. (D) Imagenes representativas de la inmunofluorescencia contra GAP-
43 (rojo) y OMP (verde) en la region del septum del epitelio olfatorio de ratones control y cCx43KO. La
marca nuclear se observa en azul (DAPI). Se muestran los canales individuales para cada marcador. (E)
Cuantificacion de las neuronas GAP-43+ y OMP+ en la regién del septum de ratones control y cCx43KO. (F)
Cuantificacion de las neuronas GAP-43+ y OMP+ en la region del turbinal 11l de ratones control y cCx43KO.
Los datos se muestran como la media + EE. Prueba no paramétrica (Mann-Whitney): p>0.05.
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Plasticidad de la glia envolvente durante la degeneracion/regeneracion del nervio
olfatorio

Aunque se propone que la glia envolvente sostiene el mantenimiento de la via aferente
olfatoria, la capacidad de regeneracién del nervio olfatorio, luego del dafo, fue principalmente
estudiada con atencion en la remodelaciéon neuronal. En esta tesis reprodujimos el modelo de
dafio reversible inducido por la olfatotoxina metimazol y en el contexto de dafio/regeneracién del
nervio, estudiamos la remodelacién de la glia envolvente asociada, incluyendo indicadores

biofisicos indirectos de las redes de glia envolvente.

En consistencia con lo reportado para los atrocitos en modelos de isquemia o de
inflamacién (Chanson et al., 2005; Karpuk et al., 2011), durante la degeneracién/regeneracion del
epitelio olfatorio inducida por metimazol, observamos alteraciones en la expresién de conexinas
gliales en el bulbo olfatorio, sugiriendo la sensibilidad de las redes gliales al dafo. La expresién de
Cx43 fue modulada diferencialmente en las capas del bulbo luego del dafio al epitelio olfatorio
inducido por metimazol: se observd una reduccidon de su expresion en la capa de las fibras
olfatorias y, en contraste, un aumento en la capa glomerular. Estos resultados sugieren que la glia
glomerular (probablemente astrocitos) responde al dafio de forma diferencial a la glia envolvente
de la capa de las fibras olfatorias, lo cual puede estar asociado a propiedades diferenciales de
cada tipo de glia o sefales diferenciales correspondientes a cada capa del bulbo (senales
provenientes de los terminales sinapticos en la capa glomerular, versus liberacién extra-sinaptica

de neurotransmisores en la capa de las fibras olfatorias (Lohr et al., 2011)).

Por otra parte se observd la regulacion positiva de la expresion de Cx30, tipicamente
expresada por los astrocitos, unicamente en la capa glomerular del bulbo y durante la fase
temprana del proceso de degeneracion/regeneracion inducido por metimazol (5 dias post-
tratamiento con metimazol). Este resultado es consistente con la reducida expresion de Cx30 en
condicion control reportada para la capa de las fibras olfatorias (Roux et al., 2011), dénde la
principal conexina expresada es la Cx43 (Rela et al., 2010), y sugiere que en contraste a lo
observado para la Cx43, la modulacién de la expresion de Cx30 esta asociada posiblemente a
eventos tempranos de la degeneracién de las neuronas sensoriales (como modificaciones en su

actividad (Koulakoff et al., 2008)), ya que no se sostiene en tiempos posteriores.

En astrocitos previamente se reportd la modulacion negativa de la expresion de conexinas
asociada a los contextos de inflamacion y su regulacion positiva en contextos de isquemia (Karpuk
et al., 2011; Nakase et al., 2006). En el modelo de dafio al nervio olfatorio inducido por metimazol,
se reportd que la degeneracion de las neuronas sensoriales se asocia con el incremento de la

citoquina pro-inflamatoria IL-6 (Xie et al., 2013) y estda mediada por apoptosis (Sakamoto et al.,
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2007). Entonces, los efectos en la modulacion de conexinas que describimos en esta tesis,
podrian estar asociados a procesos semejantes a los observados durante la isquemia o la
inflamacién, de manera diferencial segun el tipo de glia. Mientras la respuesta de la glia
envolvente asemeja un fenotipo inflamatorio, la respuesta astrocitica asemeja un fenotipo
isquémico (Nakase et al., 2006). Sin embargo, si la modulacién de las conexinas gliales tiene un
efecto beneficioso neuroprotector o si facilitan el dafo neuronal, es motivo de controversia
(Chanson et al., 2005).

En la seccion de Resultados: Parte 2 de esta tesis, mostramos que una reduccion de un
60% de la expresion de Cx43 debido a su delecion en la glia de la capa de las fibras olfatorias del
bulbo, elimina aproximadamente el 50% de la corriente de membrana de las células de la glia
envolvente. De acuerdo con esto, es esperable que la reduccién en la expresion de Cx43 en la
capa de las fibras olfatorias del bulbo, observada en los animales lesionados con metimazol (38%
en promedio), se asocie con una reduccion en la corriente de membrana de estas células. En
contraste, observamos que luego del tratamiento con metimazol las células de la glia envolvente
presentan una corriente de membrana emergente activable por despolarizacion. Una posible
explicacién para este resultado radica en que a diferencia de los animales lesionados con
metimazol, en los ratones cCx43KO se produjo la delecion de Cx43 de forma masiva en las
células de la glia envolvente que sufrieron recombinacion. Una explicacion alternativa y no
excluyente, puede basarse en una compensacion de la reduccién de Cx43 por la modulacién
positiva de la actividad de hemicanales o de la conductancia de las gap junctions constituidas por

la Cx43 remanente en las células de la glia envolvente, luego del tratamiento con metimazol.

La semejanza en el porcentaje de inhibicion de la corriente de membrana por el bloqueante
farmacoldgico de conexinas MFA en la glia envolvente de ratones control y tratados con
metimazol, sugiere que la corriente emergente observada en la glia envolvente durante la
degeneracion/regeneracion del epitelio olfatorio inducida por metimazol, no refiere a una corriente
mediada por conexinas. De las conductancias que contribuyen a la corriente total de membrana
de la glia envolvente reportadas (Rela et al., 2015), la corriente emergente es compatible con la
modulacion positiva de canales Kpr. La expresion de los canales Kpr es regulada positivamente
en astrocitos que incorporan marcadores de proliferacion (Bordey et al., 2001) y fue relacionada
con la progresion de la fase G1/S del ciclo celular de estos (MacFarlane and Sontheimer, 2000).
Aunque resta la identificacion farmacoldgica de los canales Kpr como sustrato molecular de la
corriente saliente aumentada, el aumento de Kpr es consistente con el aumento en la densidad de
células de la glia envolvente que observamos en la capa de las fibras olfatorias del bulbo de
ratones tratados con metimazol. Asimismo el aumento de la densidad de células de la glia

envolvente luego del tratamiento con metimazol es consistente con un estudio previo que muestra
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la proliferacién de la glia envolvente tras la inducciéon de la degeneracion de las neuronas

sensoriales por bulbectomia (Chehrehasa et al., 2012).

De forma adicional al incremento en la densidad de células de glia envolvente (positivas
para S100B) en la capa de las fibras olfatorias debido a la lesion, se observé un aumento de la
densidad de células negativas para S100B en esta capa. Como se menciond, este resultado es
compatible con datos aun no publicados de nuestro grupo que muestran la proliferacion de células
de la microglia en la capa de las fibras olfatorias durante la degeneracién/regeneracién inducida
por metimazol y con resultados reportados que indican que luego del tratamiento con el herbicida
diclobenil de efecto olfatotoxico, se observa el aumento de microglia en la capa de las fibras
olfatorias (Denizet et al., 2016). El incremento en la densidad de las células de la glia envolvente y
de la microglia luego del dafio al nervio olfatorio, se ha vinculado con la fagocitosis de los restos
celulares de las neuronas sensoriales en degeneracion (Denizet et al.,, 2016; Su et al., 2013),
sugiriendo la participacion de la glia envolvente, al igual que la microglia, en la reparacién del

nervio olfatorio.

Los resultados aqui presentados amplian la caracterizacion reportada del modelo de dafo
reversible inducido por metimazol y representan evidencia funcional de que la glia envolvente

acompana plasticamente la remodelacién del nervio olfatorio luego del dafio.

Rol de la Cx43 en la conectividad de la glia envolvente y en el mantenimiento funcional
de la via aferente olfatoria

Previamente reportamos que la Cx43 es la principal conexina presente en la capa de las
fibras olfatorias y que las células de la glia envolvente se encuentran acopladas por gap junctions
(Rela et al., 2010), sin embargo se desconoce si esta conexina media las redes de glia
envolvente. En esta tesis evaluamos si la delecion de Cx43 en la glia envolvente se asocia con
indicadores indirectos de la desconexion glial y si la Cx43 expresada en la glia envolvente
participa en el mantenimiento funcional del circuito olfatorio. Para abordar estos objetivos,
utilizamos una estrategia interseccional, que aprovecha la expresion de PLP, un marcador de
oligodendrocitos y de glia envolvente, para dirigir la recombinacion y delecion del gen de Cx43 en
la glia envolvente. Los oligodendrocitos, expresan tipicamente un grupo diferente de conexinas
(Cx29, Cx32 y Cx47) (Nagy and Rash, 2003) y por lo tanto, se espera que la delecion del gen
codificante para Cx43 no impacte sobre su fisiologia. Si bien se observé que los oligodendrocitos
exhiben gap junctions constituidas por el acople heterélogo de Cx47 expresada por éstos y Cx43
expresada por los astrocitos (Nagy et al., 2003), en la capa de las fibras olfatorias del bulbo, no se

reporto la presencia de oligondendrocitos (Valverde and Lopez-Mascaraque, 1991). Ademas, en la
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capa glomerular del bulbo olfatorio la expresién de Cx43 no difirid entre los animales control y
cCx43KO0, indicando que la deleciéon de Cx43 es selectiva de la glia envolvente y no ocurre en los
astrocitos de la capa glomerular, que no se espera que expresen la recombinasa Cre bajo

secuencias regulatorias de PLP.

En los astrocitos, la ausencia de Cx43 tipicamente es compensada por la Cx30 (Rouach et
al., 2008), sin embargo nuestros resultados indican que la delecién de Cx43 en la glia envolvente
de los ratones cCx43KO no es compensada por esta conexina, al menos al tiempo evaluado (35
dias después de la primera dosis de tamoxifeno). Resta evaluar si la delecion de Cx43 en la glia
envolvente desencadena mecanismos compensatorios en la expresion de Cx30 a tiempos
posteriores al estudiado o si es compensada por otras conexinas, aunque en condicion control no
fue reportada inmunoreactividad para otras conexinas gliales como la Cx32 y la Cx26 (Rela et al.,
2010).

El modelo cCx43KO nos permitid ablacionar selectivamente la expresion de Cx43 en la
glia envolvente con control temporal, tanto a nivel de la expresion de proteina, como a nivel
funcional en relacion con las propiedades biofisicas de membrana. En los ratones cCx43KO la glia
envolvente presenta un perfil biofisico semejante al observado en células desacopladas (Rela et

al., 2010) y sugiere que la Cx43 es el principal mediador del acople por gap junctions en esta glia.

La ausencia de diferencias entre ratones cCx43KO y control en la densidad de nucleos de
la capa de las fibras olfatorias y la densidad de células de glia envolvente, sugiere que la ablacion

selectiva de Cx43 no afecta la supervivencia del blanco glial y valida la utilidad del modelo.

Aunque es necesario validar con indicadores directos el acople por gap junctions, como
por ejemplo experimentos de dye-coupling, los resultados presentados constituyen la primera

evidencia de que la Cx43 es el principal mediador de la conectividad de la glia envolvente.

En consistencia con la modulacién negativa de la actividad sinaptica reportada para la
delecion de Cx30 en los astrocitos glomerulares del bulbo (Pannasch et al., 2014), la delecién de
Cx43 en la glia envolvente utilizando el modelo de ablacién selectiva presentado en esta tesis, se
asocia con una reduccidon del input sensorial al bulbo, revelada por una disminucién en la
inmunomarcacién para TH en el bulbo de los animales cCx43KO. La expresion de TH en el bulbo
olfatorio depende de la liberacion de glutamato por los terminales de las neuronas sensoriales
olfatorias (Puche and Shipley, 1999) y la reduccion de la actividad sinaptica después de la
deprivacién sensorial por oclusion de una narina, es responsable de la regulacion negativa de TH

en el bulbo ipsilateral a la narina ocluida (Sawada et al., 2011). Aqui la reduccién de la expresion
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de TH en el bulbo olfatorio de los ratones cCx43KO, se asocié con una baja de la funcion olfativa
medida en un ensayo de habituacion-deshabituacion a estimulos olfativos (Figura D.1). Nuestros
resultados sugieren que el déficit de la funcion olfativa aparece entre los 30 y los 45 dias
posteriores al tratamiento con tamoxifeno para inducir la de delecién de Cx43 en la glia
envolvente, y revierte, al menos conductualmente, mediante mecanismos posiblemente
compensatorios a los 60 dias posteriores a la delecion. Inclusive en el tiempo al que observamos
la reversion en el fenotipo conductual, el circuito del bulbo mostré una respuesta deficiente a la
estimulacién olfativa, manifestada por la expresion reducida de c-fos en las interneuronas

periglomerulares del bulbo de los ratones cCx43KO (Figura D.1).

Si bien los ratones cCx43KO exhiben una conducta que podria asociarse con un estado
ansiolitico en el ensayo de la arena abierta, la conducta observada en el ensayo de habituacion-
deshabituacion es opuesta a la esperada en un estado ansiolitico y por eso descartamos que el
déficit de la funcion olfativa, esté dirigido por un componente de ansiedad. Este resultado es
compatible con el estado ansiolitico observado en ratones con delecion de Cx43 en astrocitos
(Frisch et al., 2003).

De manera semejante a lo observado para los astrocitos deficientes en Cx30 en el bulbo
olfatorio (Pannasch et al., 2014), el déficit en la funcién olfativa de los ratones cCx43KO podria
estar asociado a la funcionalidad de los canales de conexina en el mantenimiento de la
transmision sinaptica, como el control de la homeostasis de factores esenciales del metabolismo
energético (Allaman et al., 2011), del K" extracelular (Wallraff et al., 2006) y del glutamato (Oliet et
al., 2001). Sin embargo, siendo que la glia envolvente se asocia con los tractos axonales, ademas
de con el neuropilo glomerular, consideramos que los canales de conexina puedan participar en la
homeostasis del nervio y funcionar como moléculas de adhesién, promoviendo el crecimiento

axonal y la maduracion de las neuronas sensoriales (Elias et al., 2007).

Dado que la hipotesis propuesta en esta tesis sostiene que la expresion de Cx43 por la glia
envolvente media la conectividad por gap junctions de la glia envolvente y participa en el
establecimiento de un entorno permisivo para la incorporacion de neuronas nuevas al circuito
olfatorio, evaluamos si la deficiencia de Cx43 en la glia envolvente de los ratones cCx43KO, se
asocia con una alteracion del proceso de maduracion de las neuronas sensoriales. En efecto,
observamos que la maduracion de neuronas nuevas se vio demorada en ratones con glia
envolvente deficiente en Cx43, lo cual se manifestd por una reduccion de la migracién baso-apical

de las neuronas nuevas en el epitelio olfatorio.
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Figura D.1. La Cx43 y el mantenimiento funcional del circuito olfatorio. En los ratones control (panel
superior, izquierda): la glia envolvente expresa Cx43; en el bulbo el input sensorial normal se indica con el
glomérulo relleno en verde; el estimulo olfativo, odorante, se asocia con la expresién de c-fos por las
interneuronas periglomerulares del bulbo y una respuesta conductual olfativa normal (recuadro); en el
epitelio olfatorio se observa la migraciéon normal de las nuevas neuronas. En los ratones ¢cCx43KO (panel
superior,derecha): la glia envolvente es deficiente en Cx43; en el bulbo el input sensorial deficiente se indica
con el glomérulo vacio; el estimulo olfativo, induce deficientemente la expresion de c-fos en las
interneuronas periglomerulares del bulbo, y la respuesta conductual olfativa es deficiente (recuadro); en el
epitelio olfatorio la migracién de las nuevas neuronas es demorada. Los signos de interrogacion indican que
en el epitelio olfatorio no se evalu6 la tasa de proliferacion celular, la tasa de generacidon de neuronas
maduras y la tasa de degeneracién neuronal. Ademas en el bulbo olfatorio desconocemos si la delecién de
Cx43 en la glia envolvente afecta el establecimiento de contactos sinapticos de las neuronas sensoriales con
los glomérulos. Referencias del esquema (panel inferior).

La demora en la maduracion podria traer aparejada la inervacion demorada del bulbo por
parte de las cohortes de neuronas generadas luego de la delecion de Cx43, lo cual explicaria el
input sensorial deficiente al bulbo. Llama la atencion la ausencia de diferencias en la composicién
neuronal del epitelio, pero existen antecedentes de retrasos en la maduracién que impactan en la

composicion del epitelio dependiendo del momento de observacion (Matarazzo et al.,, 2004).
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Resta evaluar tiempos posteriores a los 45 dias después de la delecion de Cx43 en la glia
envolvente, para estudiar el impacto de la demora de un mayor niumero de cohortes sobre la
composicién del epitelio. Por otra parte, la demora en la maduracién de las neuronas nuevas,
puede estar relacionada con la funcidon de las conexinas como molécula de adhesion para la
migracion neuronal (Elias et al., 2007). La anatomia del sistema nos lleva a pensar que la Cx43
podria servir de anclaje a los axones sensoriales en crecimiento mientras navegan el nervio
olfatorio hacia el bulbo, tal que una deficiencia en Cx43 demoraria el crecimiento axonal, que es

parte del proceso de maduracion.

Aunque resta evaluar los mecanismos subyacentes, los resultados presentados sugieren la
participacion de la Cx43 en el mantenimiento funcional de la via aferente olfatoria y la

incorporacion de las nuevas neuronas al circuito, apoyando nuestra hipétesis de trabajo.

Desde hace mas de una década se han llevado a cabo ensayos clinicos que buscan
trasplantar la glia envolvente a sitios de dano, especialmente a la médula espinal, para promover
la regeneracion axonal, bajo el supuesto de que promueven el crecimiento axonal en el nervio
olfatorio. Los ensayos en modelos animales y en pacientes han arrojado algunos resultados
prometedores, pero poco consistentes. Aproximaciones como las utilizadas en esta tesis
contribuyen con la identificacion de sustratos moleculares relevantes y esenciales para las
propiedades neurotréficas de la glia envolvente, que puedan considerarse a la hora de definir las
estrategias para garantizar que los mecanismos neurotréficos se mantengan en el sitio del

trasplante y permitan lograr terapias reproducibles y de resultados robustos.

Lic. Ana Paula Piantanida Dra. Lorena Rela
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