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ADN: 4cido desoxirribonucléico
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ARNm: ARN mensajero

BO: bulbo olfatorio principal

BOA: bulbo olfatorio accesorio
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CG: capa glomerular

CGr: capa de los granos

CPE: capa plexiforme externa

CPI: capa plexiforme interna

CR: calretinina
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GAD: 4cido glutdmico descarboxilasa
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NAD: nicotinamida adenina dinucleo6tido
NMDA: N-metil-D-aspartato
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NOAe: pars externa del NOA

NOAGJ: pars dorsalis del NOA

NOAL: pars lateralis del NOA

NOAm: pars medialis del NOA

NOAVv: pars ventralis del NOA

NOS: 6xido nitrico sintasa

NOSe: NOS endotelial

NOSi: NOS inducible

NOSn: NOS neuronal

NRO: neurona receptora olfatoria

OMP: proteina marcadora olfatoria

ON: 6xido nitrico



PCD: del inglés, Purkinje Cell Degeneration

PG: periglomerular

PIXE: emision de rayos X inducidos por particulas
PKC: proteina kinasa C

QPRT: enzima acido quinolinico fosforribosil transferasa
QUIN: 4cido quinolinico

RPLPO: proteina ribosomal grande PO

SBPE: sustancia blanca periependimaria

SNC: sistema nervioso central
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TH: tirosina hidroxilasa
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TT: taenia tecta

ZEN: del inglés, zinc-enriched

ZIP: del inglés, Zrt, Irt-like Protein

ZnSe*™¢: método del selenio

ZnT: transportador de zinc
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Introduccion

1. El zinc en el sistema nervioso

El zinc como i6n bioldgico

El zinc es un elemento esencial, y como tal, se encuentra en todas las células,
y es necesario para la vida (Prasad y cols., 1963; Colvin y cols., 2003; Maret, 2009).
Es el segundo metal traza mas abundante en los primates después del hierro (Takeda,
2000). El zinc desempefia un papel crucial en la funcion de numerosas proteinas.
Entre el 4 y el 10% del genoma de todos los organismos codifica para proteinas que
contienen zinc (Alberts y cols., 1998; Auld, 2001; Andreini y cols., 2006a). De
hecho, existen més de 20.000 tipos de enzimas que contienen zinc, donde éste
funciona como cofactor necesario para su actividad catalitica (Frederickson, 1989).
En humanos, aproximadamente 3000 proteinas contienen zinc, siendo las mads
importantes la superdxido dismutasa y la anhidrasa carbonica (Andreini y cols.,
2006b). En algunas proteinas, como en ciertos factores de transcripcion, los iones
zinc desempefian una funcidn estructural en lugar de catalitica, estabilizando los
dominios proteicos denominados “dedos de zinc”.

Como componente de un gran numero de factores de transcripcion, el zinc
esta relacionado con procesos de replicacion y transcripcion del ADN y ejerce su
influencia sobre los procesos de division y diferenciacion celular (Coleman, 1992).
Por ello, el zinc resulta especialmente necesario en aquellas partes del cuerpo donde
existe un recambio celular rapido, como por ejemplo, en la médula dsea (Shankar y
Prasad, 1998; Nakashima y Dyck, 2009). Ademés de la funcion estructural y
catalitica en las proteinas, el zinc puede actuar como segundo mensajero,
modificando el estado de determinadas proteinas, como la proteina kinasa C (PKC;
Korichneva y cols., 2002). Hoy también sabemos que el i6n Zn®" participa en la
modulacién de la neurotransmision (Hosie y cols., 2003; Takeda y cols., 2003, 2004;
Ruiz y cols., 2004) regulando la actividad de gran variedad de areas cerebrales, como
las que gobiernan el gusto y el olfato (Emsley, 2001). Asimismo, recientemente se ha
conocido su accién como regulador de la neurogénesis adulta en el hipocampo de

ratas y ratones (Corniola y cols., 2008; Suh y cols., 2009).



El zinc se distribuye por todo el cuerpo, encontrandose las mayores

concentraciones de este i6n en el musculo y en el hueso (Nakashima y Dyck, 2009).

La absorcion de zinc ocurre en el sistema digestivo. El 98% del zinc que es

absorbido se transporta por el organismo unido a proteinas séricas (Harris y Keen,

1989), sobre todo a la albumina, que contiene dos sitios de union de alta afinidad

para este 10n (Simons, 1993). El resto se transporta bien unido a aminodacidos libres,

como la histidina y la cisteina (Harris y Keen, 1989), o bien como i6n libre. Tras su

absorcion, el zinc es transportado a diferentes 6rganos, incluso atraviesa la barrera

hematoencefalica para llegar al sistema nervioso (Pullen y cols., 1990; Franklin y

cols., 1992). Una vez en las células diana, el zinc puede localizarse en 4 reservorios

(fig. 1):

Puede unirse a proteinas citosolicas, como las metalotioneinas
(MTs, en torno al 80% del zinc total)

Una pequena proporcion queda libre, diluida en el citosol

Se puede almacenar en compartimentos citoplasmaticos, es decir,
puede pasar al interior de determinados organulos celulares
(lisosomas, endosomas, mitocondrias, etc.)

Por ultimo, y sélo en el caso de algunas neuronas, principalmente
glutamatérgicas, el zinc se puede incluir en vesiculas presinapticas
junto con el neurotransmisor. Este reservorio de iones zinc es
especialmente importante, puesto que es el responsable de la
modulacién de algunas sinapsis. Las neuronas que poseen Zn”"
dentro de sus vesiculas presindpticas, se denominan neuronas
zincérgicas (zincergic neurons) o neuronas ZEN, (zinc-enriched
neurons; Frederickson, 1989; Frederickson y Danscher, 1990) y son

el objeto de nuestro estudio.



Introduccion

Entrada
Entrada mediada mediada por Salida mediada
por proteinas canales por proteinas
transportadoras i6nicos transportadoras

Exocitosis

D> ) ovimiento de

<:> zinc

‘ zinc unido a MTs

e zinc vesicular

zinc incluido en
organulos

Zn2+ zinc como i6n
libre

o nucleo

)( )( proteinas transportadoras/canales i6nicos

Modificado de Colvin y cols., 2003

Figura 1. Representacion de los cuatro posibles reservorios generales de iones zinc en el interior celular:
los iones zinc libres, el zinc unido a metalotioneinas, el zinc incluido en vesiculas presinapticas y los
iones zinc que se encuentran almacenados dentro de ciertos organulos celulares.

Distribucion de zinc vesicular en el sistema nervioso

La existencia de neuronas con altas concentraciones de zinc en sus vesiculas
sinapticas en el encéfalo de mamiferos se conoce desde hace aproximadamente 50
afos (Maske, 1955). El ejemplo mas conocido de fibras nerviosas ricas en zinc son
los terminales de las fibras musgosas que proyectan desde el giro dentado hasta las
neuronas piramidales de la capa CA3 del hipocampo (Slomianka, 1992). Sin
embargo, la mayoria de los somas de las neuronas ZEN aparecen en la amigdala y el
cortex cerebral, incluyendo el alocortex (Pérez-Clausell y cols., 1989; Casanovas-
Aguilar y cols., 1998; Christensen y Frederickson, 1998; Slomianka y cols., 1990).
Las fibras eferentes de las neuronas ZEN de estas regiones proyectan al cortex

cerebral, el nicleo estriado y algunas dianas del sistema limbico como la amigdala, el

21



septo, los nucleos de la banda diagonal de Broca y el hipotdlamo medial (Pérez-
Clausell y cols., 1989; Christensen y Frederickson, 1998). Ademds de estas vias
descritas inicialmente, con el tiempo se han ido describiendo proyecciones ZEN
hacia otros lugares: el bulbo olfatorio principal (BO), donde ya se habia descrito la
abundancia de proyecciones positivas para marcaje de zinc (Friedman y Price, 1984),
confirmdndose posteriormente la existencia de un sistema zincérgico en esta
estructura (Pérez-Clausell y Danscher, 1985; Jo y cols., 2000; Airado y cols., 2008),
el nucleo coclear dorsal, el cerebelo, el tdlamo (Mengual y cols., 2001), el tronco del
encéfalo, la médula espinal y la retina (como revisiones, ver Frederickson y cols.,
2000; Brown y Dyck, 2004).

A pesar de la gran diversidad en la distribucion de terminales zincérgicos, un
rasgo caracteristico comun, que se deduce del trazado de proyecciones de las
neuronas ZEN, es que se trata de sistemas de neuronas de asociacion mas que de
neuronas de proyeccion (Frederickson y cols., 2000). Estas neuronas, con axones
mas cortos y somas mas pequefios, son generalmente mas tardias en el desarrollo y
mas plasticas en las conexiones con sus dianas. Por ello, se ha propuesto que el zinc
de las vesiculas esté implicado, al menos en parte, en la plasticidad de las conexiones
sindpticas que poseen estas neuronas de asociacion (Jacobson, 1990; Frederickson y

cols., 2000; Nakashima y Dyck, 2009).

Homeostasis del zinc en el sistema nervioso

Todas las células, incluyendo las neuronas, disponen de mecanismos de
transporte y almacenamiento de zinc que les permiten mantener la concentracion
intracelular de este ion fuertemente regulada, puesto que alteraciones tanto por
encima como por debajo de los requerimientos fisioldgicos resultan fatales para la
supervivencia celular (Colvin, 2002).

Los dispositivos que permiten a las neuronas el mantenimiento de la
homeostasis de zinc pasan por controlar como llega el i6n a las neuronas, donde se
almacena en el citosol y las funciones que lleva a cabo dentro de las neuronas. La
cantidad de zinc libre intracelular en el citoplasma neuronal se estima en ordenes
inferiores a InM, mientras que en las vesiculas de los terminales de las fibras
musgosas del hipocampo se han medido concentraciones superiores a 1mM
(Frederickson y cols., 1983; Canzoniero y cols., 1997; Thompson y cols., 2002). Por

tanto, las células necesitan regular los niveles de zinc libre mediante el control del



flujo de entrada y salida del i16n al exterior o a los compartimentos intracelulares, asi

como a través de la neutralizacion del mismo uniéndolo a proteinas.

Disminucion de zinc citosolico

Las estrategias con las que cuentan las células para disminuir la concentracién
de zinc libre intracelular son dos: unir el zinc a proteinas o transportarlo bien fuera de
la célula, bien a compartimentos intracelulares, accion que realizan los
transportadores de zinc (ZnT).

Una vez dentro de las neuronas, aproximadamente el 80% del zinc total se
une a proteinas. De entre ellas, la proteina S-100 o la tubulina pueden
ocasionalmente unir iones zinc; sin embargo, son las metalotioneinas (MTs) las
proteinas encargadas especificamente de llevar a cabo esta funcion. Las MTs se unen
con gran afinidad al zinc, pudiendo incorporar hasta 7 4&tomos de este i6n por cada
unidad proteica, y funcionan secuestrando zinc inmediatamente después de que éste
haya sido introducido en el citoplasma celular, para prevenir la toxicidad (Palmiter,
1998). En mamiferos se han identificado 4 isoformas diferentes de MTs (MT-I-MT-
IV, Hidalgo y cols., 2001). Las MTs por un lado disminuyen la concentracién
intracelular de zinc libre, que queda en torno a 0,05-0,5 nM (Cheng y Reynolds,
1998) y por otro, facilitan la translocacion del i6n a las vesiculas sinapticas, donde es
secuestrado por los transportadores ZnT (Palmiter y cols., 1996a,b).

Los transportadores ZnT pertenecen a la familia CDF, acronimo de cation
diffusion facilitator (Palmiter y Findley, 1995) e incluyen una subfamilia que
contiene desde el ZnT1 al ZnT10 (fig. 2). Estas proteinas (ZnT1-10), se encargan del
transporte de zinc al exterior celular asi como de la inclusion del i6n en diferentes
organulos celulares. De todos los transportadores de zinc, el mas relevante para
nosotros, debido a su funcidn en el sistema nervioso central (SNC), es el ZnT3. Este
transportador es el encargado de incluir los iones zinc en las vesiculas presinapticas
neuronales (Palmiter y cols., 1996a). Asi, se ha observado que el contenido en zinc
vesicular de ratones knock-out para el transportador ZnT3 es muy inferior al de los
animales silvestres para el alelo ZnT3 (Cole y cols., 1999). Ademas, los marcajes
obtenidos por hibridacion in situ e inmunohistoquimica para el transportador ZnT3
en hipocampo son coincidentes con el marcaje para zinc vesicular observado con el
método de Timm y con el marcador fluorescente TSQ (Palmiter y cols., 1996a). Este

transportador, ZnT3, se expresa casi exclusivamente en el sistema nervioso y en los



testiculos, donde el zinc juega un papel importante en el desarrollo y la funcion del
esperma (Delgado y cols., 1984; Andrews y cols., 1994; Palmiter y cols., 1996a). En
cuanto a la regulacion de su expresion génica, aunque en el caso de ZnT1, ZnT2,
ZnT4, ZnTS y ZnT7 si se ha comprobado que el zinc ejerce un efecto modulador
sobre la expresion de dichos transportadores (McMahon y Cousins, 1998; Kelleher y
Lonnerdal, 2002; Pfaffl y Windisch, 2003; Devergnas y cols., 2004), no se ha
demostrado una relacion directa entre la regulacion de la expresion génica del
transportador ZnT3 y la concentracion de zinc. No obstante, es posible que aun nos
queden aspectos por descubrir sobre el funcionamiento y regulacion del
transportador ZnT3 puesto que las novedades sobre esta proteina estan a la orden del
dia. Por ejemplo, las ultimas investigaciones en cultivos celulares indican que tanto
su capacidad para transportar iones dentro de las vesiculas, como su propia
localizacién vesicular, dependen de la dimerizacion de unidades ZnT3 mediante
puentes de tirosina, siendo menos eficaz en su funcion cuando se encuentra como

monomero (Salazar y cols., 2009).

Aumento de zinc citosolico

El incremento de zinc en el citoplasma celular puede ocurrir por diferentes
causas. Cuando la célula se encuentra en una situacion de déficit de zinc, moviliza
sus reservorios intracelulares de zinc, bien liberando los iones unidos a las MTs, bien
transportando zinc desde los compartimentos citoplasmaticos al citoplasma.

Aunque no se conocen con exactitud las vias de sefializacion, el 6xido nitrico
(ON) es un potente liberador de zinc cuando contacta con las MTs (Zangger y cols.,
2001). Los primeros trabajos que relacionaron el zinc con el ON demostraron que
tras realizar infusiones de ON en el cerebro, se producia un cambio significativo en
la localizacion del zinc vesicular en el hipocampo (Cuajungco y Lees, 1998). Asi, el
marcaje zincérgico (obtenido por el método de Timm), se encontraba no sélo en los
terminales axonicos sino también en los somas de las neuronas. Estudios posteriores
demostraron que bajo condiciones de estrés nitrosilativo, se producia una disrupcion
de los enlaces zinc-sulfuro en las metaloproteinas, dando lugar a la liberacion de zinc
al citoplasma celular (Aravindakumar y cols., 1999). Ademas de estos efectos,
también se ha descrito la liberacion de zinc desde los terminales presindpticos como
consecuencia de la accion del ON (Frederickson y cols., 2002). El cruce de vias entre

la sefializacion por ON y la homeostasis del zinc quedd confirmado en 2003 por



Spahl y cols., cuando observaron que células endoteliales a las que se habia inducido
la produccion de ON liberaban zinc desde las MTs. Este zinc se translocaba al niicleo
celular, donde posteriormente provocaba el aumento en la expresion génica de los
ARNm para las mismas MTs. Recientemente, hemos conocido una aproximacion a
lo que podria ser la funcion del zinc liberado tras los episodios de estrés oxidativo
que producen un incremento de ON en células endoteliales. El zinc libre ejerceria un
papel protector frente al estrés oxidativo, pues es imprescindible para mantener los
niveles de glutation, la molécula implicada en la eliminacién de H,O; en la célula
(Cortese-Krott y cols., 2009).

A pesar del creciente interés en la materia, la liberacion de zinc como
consecuencia del aumento en ON es alin un campo abierto al estudio, pues debido a
la gran cantidad de condiciones diferentes en las que se produce esta molécula y a su
dificil seguimiento, el estudio de los efectos conjuntos de ambos neuromoduladores
resulta complejo.

Ademas de la liberacion de zinc desde las MTs mediada por el ON, existen
otros mecanismos de incremento de zinc citosolico. Si en el exterior celular la
concentracion de zinc es elevada, los iones pueden pasar al interior celular mediante
dos posibles vias de entrada: mediante proteinas transportadoras o mediante canales
i6nicos (Colvin y cols., 2003).

Los transportadores son proteinas saturables y de aparente baja afinidad por el
ion (Howell y cols., 1984; Wensink y cols., 1988; Colvin y cols., 2000). La
naturaleza molecular del proceso de transporte al citosol no se conoce con detalle. Se
sabe que el transporte es inhibido por protones (H') en la cara extracelular y
facilitado por H' en la cara intracelular (Smart y cols., 2004), lo que hace pensar en
un mecanismo de transporte antiporte zinc-H'™ (Colvin, 2002). Los candidatos para
realizar esta funcion son los miembros de la familia de proteinas ZIP (Gaither y Eide,
2001). Estas proteinas se encuentran, bien en la membrana plasméatica o bien en la
membrana de algunos organulos intracelulares. Hasta la fecha, se han identificado 14
proteinas ZIP en mamiferos (fig. 2, Huang y cols., 2005; Lichten y Cousins, 2009).

En el transporte del zinc al citosol neuronal mediado por canales i6nicos
pueden participar los receptores NMDA y AMPA de glutamato, canales de calcio o
los intercambiadores de Na'/Ca*" (Weiss y cols, 1993; Koh y Choi, 1994; Weiss y

Sensi, 2000; Jia y cols., 2002). En algunas circunstancias, el acceso del zinc al



interior celular, a través de estos canales i0nicos, puede estar asociado a fendmenos

de neurotoxicidad (Weiss y cols., 2000).
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Figura 2. Localizacion celular de algunas de las proteinas ZIP y ZnT implicadas en la homeostasis de
zinc. Mientras las primeras actiian incrementando la concentracion intracelular de zinc, de la actividad de
las segundas resulta el efecto opuesto. ZnT3 esta resaltado en la membrana de vesiculas sinapticas. Gran
parte de los transportadores ZIP se encuentran en la membrana plasmatica, aunque en ocasiones, su
localizacion puede variar entre la membrana de organulos celulares y la membrana plasmatica, en funcién
de los requerimientos zincérgicos de la célula en cada instante (Lichten y Cousins, 2009).

Toxicidad celular por zinc y enfermedades relacionadas

El mantenimiento de la homeostasis del zinc es una cuestion vital para las
células, de forma que incrementos excesivos en la concentracion de zinc pueden
tener consecuencias fatales. Cuando las concentraciones intracelulares suben por
encima de 400-600 nM, el zinc ejerce un potente efecto neurotdxico que conlleva la
inhibicion de la respiracion celular, la pérdida del potencial de membrana en la
mitocondria, la produccion de superoxidos mitocondriales (Sensi y cols., 1999;
Weiss y cols., 2000; Bossy-Wetzel y cols., 2004), la generacion de especies reactivas
de oxigeno extra-mitocondriales y la disrupcion de la actividad de enzimas
metabolicas, dando lugar en Gltimo término a la activacién de procesos apoptoticos

y/o necroticos (Sensi y Jeng, 2004).



Por otro lado, un déficit en la concentracion de zinc también puede tener
graves consecuencias. La carencia de zinc en la dieta influye en el desarrollo fisico y
neurolégico (Kasarskis, 1984; Hambidge, 2000). De hecho, conlleva disfunciones
cerebrales en aspectos tales como alteraciones del comportamiento, en el
aprendizaje, en la expresion de las emociones, en las operaciones cognitivas y en el
aumento de la susceptibilidad a convulsiones epilépticas (Hesse, 1979; Frederickson
y Danscher, 1990; Frederickson y cols., 2000; Sandstead, 2000; Sandstead y cols.,
2000).

Concentraciones intracelulares de zinc anormales se han relacionado con el
desarrollo de ciertas enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson y el
Alzheimer (Bush y cols., 1994; Bush, 2003a y b; Lee y cols., 2002; Friedlich y cols.,
2004). En los enfermos de Parkinson ocurre una pérdida de la homeostasis de zinc en
la sustancia negra, donde los niveles de zinc se encuentran aumentados (Squitti y
cols., 2007; Barnham y Bush; 2008). Las placas del péptido P-amiloide,
caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer, también contienen altas
concentraciones de zinc (Stoltenberg y cols., 2005; Miller y cols., 2006). Los iones
zinc liberados durante la neurotransmision glutamatérgica parecen jugar un papel
critico en la formacion de estas placas. En ratones transgénicos APP2596, que
expresan la patologia cerebral asociada a la deposicion de placas de B-amiloide, la
falta de expresion del gen ZnT3 (proteina implicada en la inclusién de zinc en las
vesiculas sinapticas), inhibe marcadamente la formacién de estas placas (Lee y cols.,
2002; Friedlich y cols., 2004). No en vano, se estan desarrollando ensayos con
agentes quelantes de zinc, para inhibir la formacion de las placas de f-amiloide, con
resultados cada vez mas prometedores (Bush, 2002; Cherny y cols., 2001; Ritchie y
cols., 2003; Lee y cols., 2004; Lannfelt y cols., 2008; Adlard y cols., 2008).

Funcion del zinc en la sinapsis

El zinc acumulado en las vesiculas presindpticas de las neuronas ZEN se
libera al espacio extracelular durante el proceso normal de neurotransmision (Assaf'y
Chung, 1984; Qian y Noebels, 2005). Una vez alli, bien ejerce efectos de
inhibicidén/potenciaciéon en los receptores o canales idnicos de la membrana
postsinaptica, o bien puede ser captado por la propia neurona postsinaptica (fig. 3,
Takeda y cols., 2004; Suh, 2009). Aunque los efectos del zinc se estudiaron

inicialmente en la sinapsis glutamatérgica, sobre los receptores de tipo NMDA,



AMPA y de kainato, hoy sabemos que el incremento de zinc en el fluido extracelular
altera también la actividad de gran variedad de receptores y canales: receptores
nicotinicos, serotonérgicos, catecolaminérgicos, glicinérgicos y GABAérgicos (Xie y
Smart, 1991; Schetz y cols., 1999; Hubbard y Lummis, 2000; Hsiao y cols., 2001;
Miller y cols., 2005).

El efecto mas conocido del zinc es el observado sobre los receptores NMDA
(N-metil-D-aspartato). En neuronas hipocampales y neocorticales, el zinc ejerce un
potente bloqueo sobre la activacion de los receptores NMDA por glutamato (Peters y
cols., 1987; Westbrook y Mayer, 1987). Los receptores NMDA poseen un sitio de
unién especifico para el 16n zinc (Subunidad NR2; Reynolds y Miller, 1988). La
incorporacion del zinc a este lugar de unién bloquea la activacion del receptor
(Williams, 1996; Chen y cols., 1997; Paoletti y cols., 1997; Rachline y cols., 2005).

La localizacion de zinc vesicular en neuronas GABAérgicas en la médula
espinal y el cerebelo ha generado mucho interés (Danscher y cols., 2001; Wang y
cols., 2002a). El zinc atenta la activacion tanto de los canales i6nicos dependientes
de ligando GABA, y GABA(¢ (Qian y cols., 1996; Ruiz y cols., 2004), como de los
receptores metabotropicos GABAg (Xie y Smart, 1991).

Existencia de receptores de zinc

Ademas de los efectos moduladores del zinc sobre los receptores de los
neurotransmisores, existen evidencias que sugieren que existe un receptor cuyo
ligando es el propio i6n zinc. Se trata de la proteina GPR39, un receptor acoplado a
proteina G perteneciente a la familia de los receptores de grelina (péptido secretado
en el estdmago), relacionados con la regulacion del apetito (McKee y cols., 1997). El
analisis por hibridacion in situ ha demostrado que se localiza principalmente en la
amigdala, el hipocampo y la corteza auditiva (Jackson y cols., 2006). Mientras que la
obestatina, el ligando comun para los receptores de esta familia, es inocua para
GPR39, el zinc parece ser un potente ligando para este receptor (Holst y cols., 2007,
Yasuda y cols., 2007). Aun se desconoce si el zinc es su unico ligando, pero si se
sabe que la activacion de GPR39 depende de la concentracion de zinc y que el
receptor actGia como un sensor para la sefalizacion extracelular de las
concentraciones de este i6n (Holst y cols., 2007). La unién de iones zinc a un
receptor metabotropico, (probablemente el GPR39) en el hipocampo, provoca la

activacion de la via de sefializacion del inositol trifosfato (IP3) con el consiguiente



incremento de calcio intracelular (Besser y cols., 2009). Si este dato se confirma, el
papel que el zinc juega en el SNC seria mas importante que el de un modulador de la
neurotransmision ya que, ademas, se encargaria de enviar informacion per se a las

células que presentasen receptores GPR39 en su membrana.

Funcion intracelular del zinc

Ademés de las funciones desempefiadas por los iones zinc sobre los
receptores de las neuronas postsindpticas, los iones zinc pueden entrar en la propia
neurona postsinaptica (fig. 3, Suh, 2009). Este hecho se relacioné en un principio con
estados patoldgicos que conllevaban la muerte celular; sin embargo, varios estudios
han mostrado que, bajo condiciones fisioldgicas normales, el zinc puede entrar en las
neuronas y ejercer distintos efectos, como por ejemplo, actuar como un segundo
mensajero (Li y cols., 2001a; Suh, 2009). La PKC contiene lugares especificos de
uniéon para el zinc y su translocacion desde la membrana al citosol se ve
incrementada por este i6n (Baba y cols., 1991; Korichneva y cols., 2002; Aras y
cols., 2009). Ademas, la autofosforilacion de la proteina kinasa dependiente de
calcio/calmodulina esta relacionada con la concentracion de zinc intracelular
(Lengyel y cols., 2000). El zinc ademas interviene en la regulacion de la reparacion
del ADN mediante la estabilizacion de las interacciones entre el ADN gendmico y la
proteina p53 (Mocchegiani y cols., 2005). La sefializacion mediada por zinc provoca
una serie de efectos en la célula que han relacionado al i6n zinc con procesos de
plasticidad y potenciacién a largo plazo en el hipocampo (Li y cols., 2001b,
Nakashima y Dyck, 2009), asi como durante la etapa de envejecimiento, cuando

comienza a fallar el proceso de reparacion del ADN (Mocchegiani y cols., 2005).
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Figura 3. Funciones del zinc en la sinapsis. Liberado al espacio extracelular, el zinc puede modular
diferentes receptores de membrana y canales i6nicos en la neurona postsinaptica, como los NMDA o los
receptores GABA¢érgicos. También puede entrar en la neurona postsinaptica a través de canales i6nicos o de
proteinas ZIP. El zinc restante de la hendidura sinaptica puede ser recaptado por la neurona presinéptica.
Dentro de la neurona postsinaptica, el zinc puede actuar como segundo mensajero, aunque si las
concentraciones de zinc son demasiado elevadas las consecuencias pueden ser fatales para la célula.
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Métodos de deteccion del zinc

La necesidad de caracterizacion de los circuitos neuronales implicados en la
liberacién sinaptica de zinc ha llevado al desarrollo de diferentes métodos de
deteccion de este i6n. Tradicionalmente los distintos métodos para detectar el zinc
vesicular se han clasificado en dos tipos: métodos directos y métodos indirectos. Los
primeros suelen ser utilizados in vVivo para propdsitos cuantitativos y microanaliticos,
ya que normalmente no permiten una buena preservacion histologica. En cambio, los
métodos indirectos, a diferencia de los anteriores, no resultan muy adecuados para
cuantificar, pero son mucho mas sensibles y perfectamente compatibles con estudios

microscopicos (Lopez-Garcia y cols., 2002).

Metodos directos

Implican el uso de sustancias que poseen un color brillante o emiten
fluorescencia cuando entran en contacto con los iones metalicos divalentes. Dentro
de los métodos directos se incluyen tanto aquellos que emplean colorantes como los

que utilizan sustancias fluorescentes.

Tinciones no fluorescentes

Ejemplos de estos marcajes son los que utilizan la ditizona o el zincon. La
ditizona (difeniltiocarbamato) fue el primer método desarrollado para la histoquimica
del zinc, es un agente quelante de metales pesados ampliamente empleado en
quimica analitica (Okamoto y Hashimoto, 1944). El zincon es otro compuesto
coloreado, mas estable que la ditizona, que se une especificamente al zinc en un

rango de pH 8.5-10 (Hasan, 1977).

Tinciones fluorescentes

Existen compuestos que tras interactuar con algunos iones metalicos emiten
fluorescencia. Presentan la ventaja de ser en su mayoria liposolubles, pueden
atravesar las membranas e interactuar con los iones metalicos bajo condiciones
fisiologicas normales de pH y temperatura. De este modo pueden ser usados in Vvivo,
resultando ademds adecuados para estudios cuantitativos. Uno de los compuestos de
este tipo mas empleado en la deteccidon del zinc i6nico en el tejido nervioso ha sido la

N-(6-metoxi-8-quinolil)-p-toluenosulfonamida (TSQ; Frederickson y cols., 1987).



Métodos indirectos

Los métodos indirectos incluyen todos aquellos que implican la fijacion y
precipitacion de los iones metalicos como sales insolubles y su posterior
visualizacion mediante revelado por autometalografia (AMG). Estos métodos se
emplean tradicionalmente para marcar el zinc vesicular. En esta clase de métodos se
incluyen los métodos de Timm, Neo-Timm y el método del selenio (ZnSe*™'“).

Podria también considerarse un método indirecto la  técnica
inmunohistoquimica para marcar la proteina ZnT3, el transportador localizado en la
membrana de las vesiculas de zinc que se encarga de transportar los iones zinc desde
el citosol al interior de las mismas. Utilizando un anticuerpo especifico contra dicha
proteina podemos estudiar la distribucion de las vesiculas donde se encuentra el
transportador y que, por tanto, deben contener iones zinc en su interior (Palmiter y
cols., 1996b, Cole y cols., 1999). Se ha comprobado que el 80% del marcaje
histoquimico (con el método de Neo-Timm) del zinc vesicular desaparece en los
ratones Knock-out para la proteina ZnT3 (Cole y cols., 1999). Este hecho, unido a la
coincidencia de resultados con las otras técnicas empleadas para analizar la
distribucion del marcaje zincérgico, hace que la inmunohistoquimica para la proteina
ZnT3 también sea hoy en dia un método generalmente aceptado para el estudio de la
distribucion del zinc vesicular.

El revelado mediante AMG es un denominador comun para todos los
métodos indirectos de marcaje del zinc (salvo en el caso de la inmunohistoquimica
para ZnT3), por lo que detallaremos brevemente la base quimica de este proceso. Las
técnicas de AMG representan una transferencia de metodologia desde el mundo de la
fotografia a la histologia. La AMG con plata ofrece la oportunidad de revelar
particulas de sales metalicas muy pequeiias, de sulfuro de zinc o selenito de zinc, que
catalizan la reduccion de iones de plata a plata metalica en presencia de un agente
reductor (Liesegang, 1911). Los iones de plata (Ag") se adhieren a la superficie de
estas sales y algunos iones zinc (o probablemente todos), son reemplazados entonces
por iones plata, de modo que los cristales nanométricos de sulfuro/selenito de zinc se
transforman en cristales de sulfuro/selenito de plata (Dinsdale, 1984; Danscher,
1996). Posteriormente el proceso se amplifica hasta que los cristales se hacen visibles

tanto a microscopia Optica como electronica.



Timm y Neo-Timm

Ambos métodos se basan en el uso de iones sulfuro para formar cristales de
sulfuro de zinc que posibiliten la deteccion del i6n zinc. El uso de iones sulfuro con
fines histoquimicos data de 1850, cuando Mayer los utilizd para intentar poner de
manifiesto la presencia de hierro en los tejidos. Cien afios después, este método,
basado en la misma transformacion de metales a sulfuros metéalicos empleando
sulfuro de plata, fue desarrollado por Timm (1958) para la deteccion histoquimica de
zinc y otros metales pesados. Observd que al ponerse en contacto iones de plata con
la superficie de sulfuros metélicos, en presencia de un revelador adecuado, ocurria la
reduccion de los iones de plata a plata metalica; hecho que podia ser empleado para
visualizar algunos metales que se encuentran en los tejidos.

El exceso de fijacion con vapores SH; inducia un exceso de grupos SH en las
proteinas que unian iones de plata del revelador y actuaban como centros cataliticos
para la AMG, condiciones bajo las que solian ocurrir falsos positivos. En 1981
Danscher revisé y mejoro6 el protocolo inicial de Timm en lo que se conoce ahora
como método de Neo-Timm. Este método no presenta el problema de los falsos
positivos y ademas permite estudios de microscopia electronica (Lopez-Garcia y
Martinez Guijarro, 1988) y su combinacién con técnicas inmunocitoquimicas
(Lopez-Garcia y cols., 1983; Martinez-Guijarro y cols., 1987; de Biasi y Bendotti,
1998).

Método del selenio (ZnSe*"®)

En este método se emplean iones de selenio en lugar de iones sulfuro para
precipitar los cationes metalicos en el tejido. La inyeccidn intraperitoneal (i.p.) o
intracerebral (i.c.) de compuestos de selenio (normalmente selenito o seleniuro
sodico) en animales vivos, seguido por un periodo de supervivencia variable previo
al sacrificio del animal, resultan en la precipitacion de los cationes metéalicos
(Danscher, 1982). Las sales metalicas de selenio precipitadas se ponen de manifiesto
mediante el mismo revelado autometalografico empleado en el método de Neo-
Timm. Se acepta, de forma general, que el zinc revelado por el método de selenio es
el mismo que se marca con el método de Neo-Timm (Danscher, 1982), por lo que las
técnicas pueden considerarse equivalentes.

Una de las ventajas del ZnSe™™“ frente al método de Neo-Timm es que las

sales metalicas de selenio precipitadas son mas estables que las que se forman con



sulfuro. No obstante, puesto que los compuestos de selenio muestran una toxicidad
diferencial en los animales experimentales, es necesario ajustar la dosis correcta y el
tiempo Optimo de supervivencia previo al sacrificio.

Se conoce la existencia de transporte axonal retrogrado de vesiculas desde los
terminales presinapticos a los somas de las neuronas ZEN (Takeda, 2000). El zinc
acumulado en las vesiculas presindpticas interviene de forma pasiva en este proceso,
de modo que es transportado también hasta el cuerpo neuronal, donde se acumula
dentro de lisosomas. Los nanocristales de selenito de zinc son resistentes a acidos
débiles (Danscher, 1981, 1996; Stoltenberg y Danscher, 2000; Danscher y cols.,
2004). Esta relativa estabilidad de los nanocristales de selenio frente a las variaciones
de pH es la cualidad que hace posible la observacion de vesiculas conteniendo zinc
también en los somas de las neuronas ZEN, cuando dejamos un periodo suficiente de

supervivencia tras la inyeccion (12-48 horas, Airado, 2005; Airado y cols., 2008).

2. El sistema olfatorio de los roedores

Todos los organismos vivos, desde los unicelulares més sencillos hasta los
pluricelulares mas evolucionados, poseen la habilidad de adquirir informacion del
medio externo detectando las sefiales quimicas que éste le ofrece; fendémeno que ha
alcanzado su maximo grado de desarrollo en los animales vertebrados (Macrides y
Davis, 1983; Shipley y Ennis, 1996). En vertebrados, el sistema olfatorio esta
implicado en funciones esenciales para la supervivencia del animal. Asi, interviene
en la reproduccion, en la regulacion neuroendocrina, en el marcaje del territorio, en
el reconocimiento de congéneres, en la identificacion de clanes (Finger y Silver,
1987), en la interaccion predador-presa y en la busqueda y seleccion del alimento
(Davenport, 1955; Ache, 1987).

En 1953, Allison clasificé a los mamiferos en tres grupos en funcion del
tamafio relativo de las estructuras encefalicas relacionadas con el olfato, volumen
que refleja la importancia de este sentido. El grupo mds numeroso, animales
macrosmaticos (como los roedores o los carnivoros) incluye a mamiferos con centros
olfatorios bien desarrollados; los mamiferos microsmaticos (como los primates),
poseen centros olfatorios relativamente pequenos y una predominancia funcional de

otros sentidos como la vista o el oido; finalmente los mamiferos anosmaticos (como



los cetdceos odontocetos), lo forman animales cuyas estructuras olfatorias son
vestigiales o han desaparecido completamente (Allison, 1953).

La funcién olfatoria en los roedores esta mediada por dos sistemas distintos
(Shipley y Ennis, 1996). El sistema olfatorio principal, encargado de la transduccion
de un amplio rango de sefiales odorantes, y el sistema olfatorio accesorio,
especializado en la comunicacion quimica intraespecifica mediante la captacion de
feromonas (Halasz, 1990; Eisthen, 1997). Ambos sistemas olfatorios contienen
neuronas receptoras olfatorias (NROs), pero difieren en la localizacion de estas
células receptoras, en el estado fisico de las moléculas odorantes que captan y en la
estructura encefalica a la que transmiten la informacién. Mientras que las neuronas
receptoras del sistema olfatorio principal, situadas en la mucosa olfatoria, son
estimuladas por odorantes volatiles y proyectan sus axones sobre el BO, las neuronas
receptoras del sistema olfatorio accesorio, localizadas en el 6rgano vomeronasal,
captan odorantes no-volatiles por mecanismos de bombeo y sus axones proyectan

exclusivamente al bulbo olfatorio accesorio (BOA; Shipley y Ennis, 1996).

El bulbo olfatorio principal

El BO es una estructura par e intracraneal que en los roedores se localiza en el
extremo mas rostral del encéfalo. En esta estructura se encuentran las primeras
neuronas de relevo de la via olfatoria principal y es donde tiene lugar el primer
procesado y modulacion de la sensacion olfatoria (Macrides y Davis, 1983). Presenta
la organizacion laminar caracteristica de una alocorteza y una estructura general
comun para todos los vertebrados (Golgi, 1875; Blanes, 1898; Ramon y Cajal, 1911).

En el BO de roedores adultos podemos distinguir siete capas concéntricas

que describimos a continuacion de la mas externa a la mas interna.

Capa de las fibras del nervio olfatorio (CFNO)

Es el estrato mas superficial del BO. Esta formado por los axones de las
NROs y por un tipo especial de glia que los rodea, la glia envolvente. Los axones de
las NROs, delgados y amielinicos (Ramoén y Cajal, 1911; Pinching y Powell, 1971a),
llegan al BO en haces que discurren por su superficie y que no se ramifican hasta

penetrar en la siguiente capa del BO, la capa glomerular (Kratskin y Belluzi, 2003).



Capa glomerular (CG)

Se compone de estructuras esféricas, denominadas glomérulos, ricas en
neuropilo y rodeadas por neuronas y células gliales (Allison y Warwick, 1949; Royet
y cols., 1988; Kratskin y Belluzzi, 2003). Los glomérulos constituyen unidades
funcionales individuales en el procesamiento y modulaciéon de la informaciéon
olfatoria (Kosaka y cols., 1998). Aunque a cada glomérulo llegan cientos de axones
distintos, cada axon olfatorio inerva un sélo glomérulo, y una vez dentro de éste, se
divide en ramas cada vez de menor diametro (Halasz y Greer, 1993; Klenoff'y Greer,
1998). El neuropilo glomerular lo constituyen las terminaciones axodnicas de las
NROs, las dendritas apicales de las neuronas de proyeccidn, terminaciones de
diferentes tipos de interneuronas y axones de procedencia centrifuga (Kosaka y cols.,
1997; Kasowski y cols., 1999). En funcion del origen de las proyecciones que
forman el neuropilo glomerular, Kosaka y cols. (1995, 1997, 1998), establecieron
que cada glomérulo puede dividirse en dos regiones: la zona NO (zona-del-nervio-
olfatorio) y la zona no-NO (zona-no-del-nervio-olfatorio). La primera de ellas esta
constituida por los terminales de axones de las NROs, que realizan sinapsis con
dendritas de interneuronas y de neuronas de proyeccion; en cambio, la zona no-NO
esta formada por procesos dendriticos de interneuronas y de las neuronas de
proyeccion que realizan sinapsis dendrodendriticas entre ellas, asi como por fibras
centrifugas (Kosaka y cols., 1995, 1997). Las neuronas que se encuentran rodeando a
los glomérulos se denominan, en conjunto, células yuxtaglomerulares y pertenecen a
tres  subpoblaciones morfolégica y funcionalmente diferentes: células
periglomerulares (PGs), células superficiales de axén corto y células empenachadas

externas (Pinching y Powell, 1971b).

Capa plexiforme externa (CPE)

Se caracteriza por una densidad de somas relativamente baja y un neuropilo
muy denso, donde se encuentran las dendritas laterales de las células mitrales y de las
células empenachadas medias e internas (Shepherd, 1972), las dendritas apicales de
los granos (interneuronas en la region mas profunda del BO; Price y Powell, 1970b),
los axones de células empenachadas mayoritariamente externas (Schoenfeld y cols.,
1985) y fibras centrifugas. En esta capa se localizan, ademas, los somas de células
empenachadas medias e internas (neuronas de proyeccion del BO) y los somas de un

conjunto de interneuronas inhibitorias de morfologia variada (Kosaka y cols., 1994).



Capa de las células mitrales (CCM)

En esta capa se encuentran alineados los somas de las principales neuronas de
proyeccion del BO, las células mitrales, formando una monocapa (Allison, 1953).
Estas células son las neuronas mas grandes del BO, con somas triangulares de un
diametro maximo de 20-33 um en funcidon de la especie (Ramon y Cajal, 1911).
Cada célula mitral tiene una gran dendrita apical que atraviesa la CPE y termina
ramificindose dentro de un glomérulo olfatorio (Andres, 1970; Price y Powell,
1970a). Poseen también dendritas basales que se orientan paralelamente a la
laminacion bulbar y se ramifican en la CPE estableciendo contactos sinapticos con
los granos, con las interneuronas de la CPE y con fibras centrifugas (Price y Powell,
1970a; Jackowski y cols., 1978; Macrides y Davis, 1983). Los axones de las células
mitrales forman colaterales recurrentes que se distribuyen en la capa subyacente
antes de proyectar fuera del BO. Estos axones se sitian posterolateralmente
integrandose en el tracto olfatorio lateral (TOL) que manda numerosas colaterales a
lo largo de todo el cortex olfatorio comenzando por el ntcleo olfatorio anterior
(NOA), la segunda estacion de relevo de la informacion olfatoria (Shipley y cols.,

1995).

Capa plexiforme interna (CPI)

Es una capa estrecha, de baja densidad celular. Constituida mayoritariamente
por los axones de células mitrales y empenachadas, las dendritas de los granos, fibras
centrifugas procedentes de otras regiones encefalicas y colaterales axonicas de
c¢lulas empenachadas externas que viajan hacia el lado opuesto del bulbo ipsilateral

(Schoenfeld y cols., 1985).

Capa de los granos (CGr)

Es la capa de mayor espesor y densidad celular del BO. Las neuronas que la
ocupan mayoritariamente, denominadas granos, son las mas numerosas del BO
(Meisami y Safari, 1981). Sus pequefios somas ovalados o fusiformes, estan muy
juntos formando agregados de 3-5 células cada uno. Los cuerpos celulares de estos
agregados estan acoplados mediante uniones gap (Reyher y cols., 1991). Los granos
carecen de axén y poseen dendritas apicales que se ramifican en la CPE y cortas
dendritas basales que lo hacen en la misma capa de los granos (Price y Powell,

1970b). Aparte de los granos, otras interneuronas, denominadas células profundas de



axon corto, aparecen en esta capa ademas de en la CPI y en la CCM (Ramon y Cajal,
1911; Price y Powell, 1970a; Pinching y Powell 1971b; Schneider y Macrides 1978;
Kosaka y cols., 1994).

Sustancia blanca periependimaria (SBPE)

Es la capa mas profunda del BO. Estd formada fundamentalmente por axones
mielinizados y células ependimarias que bordean el ventriculo vestigial. Muchas de
las células del BO derivan de esta zona durante el desarrollo, un proceso que se
mantiene durante toda la vida adulta (Altman 1969; Kishi, 1987; Luskin, 1993; Lois
y cols., 1996). En esta capa encontramos también gran parte de las fibras aferentes y

eferentes del BO. Estas, constituyen el TOL en la zona mas caudal del BO.

Circuito olfatorio

Las sustancias odorantes estimulan las NROs del epitelio olfatorio al
interaccionar con las proteinas receptoras localizadas en sus cilios. El proceso de
transduccion quimiosensorial ocurre en la membrana plasmatica de la dendrita apical
de las NROs (Getchell, 1986; Labarca y Bacigalupo, 1988; Lowe y Gold, 1993). Los
axones amielinicos de las NROs se agrupan para llegar al BO ipsilateral, donde se
ramifican en el interior de los glomérulos olfatorios (Macrides y Davis, 1983). Alli
establecen sinapsis excitatorias glutamatérgicas con las dendritas apicales de las
c¢lulas mitrales, empenachadas y yuxtaglomerulares (Berkowicz y cols., 1994; Ennis
y cols., 1996; Murphy y cols., 2004).

Tradicionalmente, los glomérulos han sido considerados como unidades
funcionales, de modo que en cada uno de ellos convergeria la informacién de las
NROs sensibles a un tinico odorante (Ramoén y Cajal, 1911; Clark y Warwick, 1946;
Allison y Warwick 1949; Clark, 1951, 1957). Estudios posteriores han demostrado
que cada glomérulo es activado por diferentes odorantes y, a su vez, cada odorante
activa diferentes estirpes de NROs, en diferente grado segiin su afinidad por el
receptor, lo que se traduce en la activacion posterior de varios glomérulos (Guthrie y
Gall, 1995; Johnson y cols., 1998, 1999; Kashiwadani y cols., 1999; Nagao y cols.,
2000; Rubin y Katz, 2001). Asi, la informacion, distribuida ampliamente en el
epitelio olfatorio, se traduce en el interior del BO en un mapa olfatorio altamente

organizado (Buck, 1996).



Una vez ha entrado la informacion por las dendritas de las células mitrales y
empenachadas, los axones de las neuronas de proyeccion emiten colaterales dentro
del bulbo en la CPI y CGr y comienzan a agregarse en la CGr para formar fasciculos
(Mori y cols., 1983). La unién de estos fasciculos constituira el TOL, que aparece a
la altura rostrocaudal del BOA y discurre caudalmente a lo largo de la superficie
ventrolateral del encéfalo hasta la corteza entorrinal. A lo largo de toda su extension,
los axones que viajan por el TOL van emitiendo colaterales axdnicas a los distintos
centros superiores inervados por la via olfatoria (Brunjes y Frazier, 1986).

Las regiones cerebrales que reciben proyecciones directamente del BO se
incluyeron tradicionalmente bajo el término de corteza olfatoria primaria (de Olmos
y cols., 1978; Price, 1973, 1987; Halasz, 1990; Shipley y cols., 1995; Haberly, 2001).
Puesto que el BO es, en si mismo, una estructura cortical, para evitar ambigiliedades
hoy se emplea el término de estructuras olfatorias secundarias (Cleland y Linster,
2003). Las estructuras olfatorias secundarias comprenden el NOA, la taenia tecta
(TT), el tubérculo olfatorio, el indusium griseum, la CP, la corteza periamigdaloide,
el nucleo cortical amigdaloide y el 4rea entorrinal ventrolateral (Allison, 1953;

Powell y cols., 1965; Dennis y Kerr, 1968; Price y Powell, 1971; Scott y cols., 1980).

Modulacion centrifuga de la transmisién olfatoria

Dentro de los centros sensoriales primarios, el BO destaca por recibir una
gran densidad de axones centrifugos, de multiples procedencias, que juegan un papel
importante en la regulacion de su fisiologia (Ramon y Cajal, 1911; Macrides y Davis,
1983; Kratskin y Gershuni, 1987; Halasz, 1990; Shipley y Ennis, 1996, Matsutani y
Yamamoto, 2008). Estas fibras centrifugas se dividen en dos grupos (Shipley y cols.,
1995):

1. Aferencias que proceden de estructuras subcorticales no exclusivamente
olfatorias. Conocidas también como aferencias moduladoras, y que poseen
extensas proyecciones que regulan el funcionamiento integrado del SNC.
Dentro de éstas, encontramos la banda diagonal de Broca (Zaborsky y cols.,
1986), los nucleos dorsal y medial del rafe (McLean y Shipley, 1987a, b) y el
locus coeruleus (McLean y Shipley, 1991; Woo y cols., 1996). La primera de
estas estructuras constituye la principal fuente de inervacion colinérgica que
recibe el BO. Los nucleos dorsal y medial del rafe son los responsables de la

inervacion serotonérgica (Descarries y cols., 1982; Gémez y cols., 2005). Por



su parte, el locus coeruleus es el origen de una fuerte inervacion

noradrenérgica al BO (McLean y cols., 1989; Gomez y cols., 2006).

2. Aferencias que proceden de estructuras exclusivamente olfatorias. Median
especificamente en la funcidn olfatoria. Incluyen las procedentes de todas las
estructuras olfatorias secundarias descritas en el apartado anterior, salvo el
tubérculo olfatorio, el indusium griseum y la corteza periamigdaloide.

De todas las estructuras olfatorias secundarias que proyectan al BO, son
aquellas mas rostrales (el NOA y la CP) las que envian un mayor numero de
proyecciones a esta estructura (Shipley y Adamek, 1984). De hecho, la mayor fuente
de fibras centrifugas que proyectan al BO procede del NOA (Carson, 1984). Todas
las subdivisiones del NOA de cada hemisferio proyectan a ambos BOs. Las
subdivisiones medial, dorsal, lateral y ventral proyectan mayoritariamente al
hemisferio ipsilateral. El NOAe, en cambio, proyecta mayoritariamente al BO
contralateral a través de la comisura anterior (CA; Davis y Macrides, 1981; Haberly
y Price, 1978). A pesar de que la mayor densidad de inervacion en el BO, la presenta
la CGr, el resto de capas también son diana de estas proyecciones centrifugas
(Cleland y Linster, 2003, Brunjes y cols., 2005). Las sinapsis entre los terminales
procedentes del NOA 'y las neuronas del BO se han identificado
ultraestructuralmente como sinapsis de tipo asimétrico y, por lo tanto, excitatorias
(Brunjes y cols., 2005). De hecho, aunque los neurotransmisores empleados en los
terminales presindpticos de las fibras centrifugas procedentes de las estructuras
olfatorias secundarias no han sido definitivamente establecidos, la mayor parte de las
evidencias de las que disponemos, indican que el glutamato es el principal
neurotransmisor excitatorio liberado por estas fibras (Carnes y cols., 1990; Fuller y
Price, 1988; Jung y cols., 1990; Ray y cols., 1992; Hoffman y Haberly, 1993; Balu y
cols., 2007). Ademas, la principal diana de estas proyecciones es la CGr (Haberly y
Price, 1978), por lo que la activacion sobre las interneuronas inhibitorias resultaria en

un efecto global de inhibicion de la actividad bulbar.

3. El zinc en el sistema olfatorio

El BO estad fuertemente regulado por zinc, de hecho la asociacion entre
alteraciones de zinc y disfunciones olfatorias es conocida desde hace 20 afios

(Mackay-Sim y Dreosti, 1989; Alpers, 1994). La deprivacion de zinc en la dieta



durante 42 dias a ratones adultos supone una induccion de anosmia altamente
significativa, que nada tiene que ver con alteraciones en el epitelio olfatorio, pues
esta estructura se mantiene intacta (Mackay-Sim y Dreosti, 1989).

Gracias al desarrollo de los métodos de marcaje de zinc, hemos podido
conocer la distribucion de los terminales ZEN y del transportador ZnT3 en el BO del
raton (Jo y cols., 2000; Airado, 2005; Airado y cols., 2008). Hoy sabemos que los
terminales ZEN en el BO se distribuyen mayoritariamente en la CG y en la CGr (Jo y
cols., 2000; Airado, 2005; Airado y cols., 2008). En la CGr, los terminales ZEN se
localizan alrededor de los grupos de granos, mientras que en la CG hay menos
terminales ZEN, localizados principalmente en la parte externa de cada glomérulo,
en el area yuxtaglomerular. Al observar el marcaje glomerular se hace patente un

desfase entre el marcaje presentado por el ZnSe"™

y la inmunohistoquimica para el
transportador ZnT3: mientras que los granulos de plata precipitada aparecen en la
region yuxtaglomerular, el precipitado de DAB para el transportador ZnT3 se
presenta rellenando todo el neuropilo glomerular (Jo y cols., 2000; Airado, 2005;
Airado y cols., 2008). Por ello, continuando el trabajo comenzado en 2005, el desfase
entre las técnicas sera uno de los interrogantes a resolver en el presente trabajo de
Tesis Doctoral.

La situacion de los terminales zincérgicos en el BO y su localizacion
ultraestructural en vesiculas (Jo y cols., 2000), sugiere que las fuentes de dichos
terminales en el BO son las NROs en el interior glomerular y las fibras centrifugas
tanto en la CG como en la CGr. Para conocer el origen de las proyecciones
zincérgicas que inervan el BO se han realizado experimentos tanto de
autorradiografia (Takeda y cols., 1997), como de marcaje retrogrado mediado por
selenio (Jo y cols., 2002; Airado, 2005; Airado y cols., 2008). En este tltimo caso, el
selenito sodico se inyectd en un BO y se observaron los somas que aparecian en las
regiones ipsi y contralaterales a la inyeccion. Los somas se localizan
fundamentalmente en las estructuras olfatorias secundarias, incluyendo el NOA, la
TT, la CP y la corteza entorrinal (Jo y cols., 2002). De todas las regiones que inervan
el BO la estructura que presenta el mayor nimero de neuronas ZEN es el NOA.
Todas las subdivisiones del NOA ipsilateral estin méas densamente pobladas con
neuronas ZEN que sus respectivas en el NOA contralateral. Ademas, la distribucion
de los somas ZEN en las diferentes subdivisiones del NOA varia a lo largo del eje

rostro-caudal, siendo la subdivision medial del NOA la que presenta una mayor



densidad de somas ZEN (Airado, 2005; Airado y cols., 2008). Respecto a la CP, los
somas ZEN aparecen en la capa II a lo largo de todo su eje rostro-caudal. El nucleo
cortical amigdaloide posterolateral presenta muy pocas neuronas marcadas y la parte
lateral del adyacente nucleo posteromedial no posee ninguna neurona ZEN. Un
pequetio nimero de neuronas marcadas se encuentra localizado en la capa II de la
parte lateral de la corteza entorrinal (Jo y cols., 2002). Las fibras centrifugas
implicadas en los sistemas moduladores subcorticales no olfatorios, es decir, aquellas
procedentes del nicleo de la banda diagonal de Broca, los nticleos dorsal y medial
del rafe y el locus coeruleus, no proceden de neuronas ZEN (Jo y cols., 2002).

En resumen, los estudios realizados hasta la fecha proponen la presencia de
terminales zincérgicos en el BO con dos origenes: a) fibras centrifugas procedentes
principalmente del NOA y la CP, que establecen contactos sindpticos con los granos
y las células yuxtaglomerulares, b) los terminales de las NROs, que contactan con los
procesos dendriticos de las células mitrales, empenachadas y yuxtaglomerulares (Jo 'y

cols., 2000; Airado, 2005; Airado y cols., 2008).

4. Plasticidad en el sistema olfatorio

El sistema nervioso tiene la capacidad de experimentar cambios estructurales
y funcionales en respuesta a alteraciones normales o patoldgicas que pueden ocurrir
en cualquier momento de la vida del individuo para, de este modo, minimizar o
compensar sus efectos (Zilles, 1992). Se denomina plasticidad cerebral a la
capacidad para desarrollar una reorganizacion estructural y funcional del SNC con el
fin de adaptarse a una nueva situacion.

La via olfatoria de mamiferos terrestres es excepcionalmente plastica. Por un
lado, el bulbo olfatorio recibe un recambio permanente de axones olfatorios
procedente de nuevas neuronas receptoras del epitelio olfatorio (Graziadei y
Graziadei, 1979). Por otro, a lo largo de la vida adulta, el BO continua recibiendo el
aporte de nuevas neuronas a través de la corriente migratoria rostral (desde la capa
subependimal de los ventriculos laterales hasta el BO; Altman, 1969; Luskin 1998).
Por ello, el sistema olfatorio representa un modelo perfecto donde estudiar los
mecanismos de plasticidad desencadenados a partir de modificaciones exdgenas a las
que un sistema neuronal responde de modo adaptativo. Existen dos tipos

fundamentales de modelos para estudiar la plasticidad neuronal en el sistema



olfatorio: modelos funcionales, mediante los cuales se consigue la
reduccion/incremento o la ausencia total de la estimulacion periférica y modelos
genéticos, consistentes en la carencia o modificacion especifica de algun gen, de
modo que ello induzca la pérdida de selectiva de alguna proteina o grupo celular del

sistema olfatorio.

Modelos de deprivacion sensorial

Existen diferentes formas de llevar a cabo la manipulacion de la informacion
sensorial que llega a un determinado sistema. Basandose en el grado de preservacion
fisica de la via sensorial tras el proceso de deprivacion estos métodos, de forma
general, se agrupan en dos. Por un lado, se encuentran los métodos de
deaferenciacion, en los que la via sensorial se interrumpe fisicamente, de forma
parcial o total. Por otro lado, estdn los métodos de deprivacion, caracterizados por
preservar la estructura intacta, produciéndose tnicamente una reduccion drastica de

la cantidad o calidad de la informacion que accede al sistema sensorial.

Deprivacion sensorial olfatoria

La mayoria de los modelos de deprivacidon sensorial olfatoria se realizan
mediante la sutura de una de las narinas, impidiendo asi la interaccion de las
moléculas odorantes con los receptores de las NROs del epitelio nasal sin modificar
anatdmicamente el sistema (Brunjes, 1994).

El proceso de deprivacion sensorial olfatoria acarrea toda una serie de
cambios citoarquitectonicos, neuroquimicos y fisiologicos a lo largo de la via
olfatoria primaria (Brunjes, 1994). Citamos, por ejemplo, la disminucion del espesor
del epitelio olfatorio, el aumento de la expresion de la proteina marcadora olfatoria
(OMP) en esta estructura (Cummings y Brunjes, 1994; Waguespack y cols., 2005) o
la atenuacion de la actividad neuronal en el BOP (Korol y Brunjes, 1990; Best y
Wilson, 2003). Ademas, se han descrito también cambios en el comportamiento en
los animales que han sufrido una deprivacion olfatoria unilateral, observandose, por
ejemplo, que las ratas deprivadas incrementan la frecuencia de agresiones y tienen
mayor ansiedad que las ratas control (Loranca y Salas, 2001; Gelhaye y cols., 2006).
Respecto a los cambios neuroquimicos, el mas drastico es la reducciéon de la
expresion de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante de la ruta biosintética de

las catecolaminas, y en la actividad NADPH-diaforasa, en las células PGs (Brunjes y



cols., 1985; Brunjes, 1988, 1994; Baker, 1990; Cho y cols., 1996, Weruaga y cols.,
2000). Ademas, la reapertura nasal de los animales deprivados da lugar a la re-
expresion del fenotipo dopaminérgico (Kosaka y cols., 1987). Las evidencias
demuestran que la disminucion de TH no esta acompanada de la degeneracion de las
neuronas PGs dopaminérgicas, ya que se mantiene la expresion de dopa
descarboxilasa y de 4cido glutdmico decarboxilasa (Kosaka y cols., 1987; Stone y
cols., 1991), enzimas que colocalizan con la TH en la mayoria de las células PGs
(Baker, 1986).

Por tultimo, las inervaciones centrifugas serotonérgica y noradrenérgica que
llegan al BO de ratas deprivadas muestran también cambios plasticos (Goémez y
cols., 2006, 2007). La actividad serotonérgica en los BO ipsi y contralateral a la
deprivacion se encuentra marcadamente disminuida en animales sometidos a
deprivacion (Gomez y cols., 2007). En cambio, la deprivacion olfatoria causa un
aumento en la cantidad de noradrenalina y en la densidad de fibras noradrenérgicas

tras 60 dias de oclusion nasal (Gémez y cols., 2006).

Modelos de enriquecimiento olfatorio

Otro modelo funcional con el que podemos estudiar la plasticidad neuronal
del sistema olfatorio consiste en modificar la entrada de informacién por exceso en
lugar de por defecto, es decir, emplear un ambiente olfatorio enriquecido que
incremente la sefial olfatoria recibida por el BO. Las condiciones de estos periodos
de enriquecimiento dependen del objetivo del estudio, los ensayos varian desde el
uso de hierbas aromaticas y citricos a los odorantes quimicos o comerciales. Este tipo
de modelos, aunque menos empleados, han dejado resultados de gran relevancia.

Por ejemplo, ratones sometidos a condiciones de enriquecimiento olfatorio
durante 40 dias sufren un incremento en la cantidad de células proliferativas en la
corriente migratoria rostral del sistema olfatorio, asi como una mejora en la memoria
olfatoria (Rochefort y cols., 2002). Ademas, el enriquecimiento olfatorio durante los
primeros dias de vida postnatal produce una disminucion de la muerte celular en la
CG y en la CGr del BO (Woo y cols., 2006). Por ultimo, partiendo de la base de que
existen neuronas de nueva generacion también en la CP de ratones adultos (Seki y
Arai, 1991; Pekcec y cols., 2006), el trabajo de Shapiro y cols. (2007) muestra que
aquellos ratones sometidos a un enriquecimiento olfatorio presentan un incremento

en el numero de células de nueva generacion en la CP debido a un aumento en el



periodo de supervivencia de estas células (Shapiro y cols., 2007). Este dato corrobora
la evidencia de que el procedimiento de enriquecimiento olfatorio incrementa la
neurogénesis de nuevas neuronas en el sistema olfatorio, siendo otro modelo a tener
en cuenta en el estudio de los cambios plasticos que ocurren a lo largo de la via

olfatoria.

Modelos genéticos

Otra forma de estudiar el sistema nervioso es a través del uso de animales
mutantes, con alteraciones en el desarrollo cerebral o en determinadas poblaciones
neuronales del cerebro maduro. El empleo de animales geneticamente modificados
permite estudiar los efectos de la carencia o modificacion de uno o varios genes que

lleven a la pérdida selectiva de alguna proteina o grupo celular del sistema olfatorio.

El raton knock-out para NOSn

Los ratones knock-out (KO) son herramientas de gran utilidad, puesto que en
ellos se modifica el gen de interés ad hoc. En la presente Tesis Doctoral hemos
tomado como uno de los modelos genéticos de plasticidad el raton KO para la
enzima Oxido nitrico sintasa neuronal (NOSn). Los animales KO para NOSn (en
nuestro trabajo nos referiremos a ellos como animales NOS), carecen de la enzima
NOSn en su genoma. Son fenotipicamente indistinguibles de sus hermanos silvestres
(+/+). El Unico rasgo interno que es diferente es que poseen estomagos ligeramente
mas grandes que los de los animales control; ademas, tienen alterados los potenciales
inhibitorios implicados en la motilidad gastrointestinal (Huang, 1999). Cuando a los
mutantes NOS se les provoca isquemias locales, desarrollan infartos mas pequefios
que los animales control, lo que es consistente con el papel de la NOSn en la
neurotoxicidad que sigue a los episodios de isquemia cerebral (Huang, 1999).

La carencia del ON proveniente de la enzima NOSn, influye de manera
notable en el comportamiento y las funciones cognitivas. Asi, los ratones KO
presentan disfunciones en la memoria espacial y el aprendizaje bajo condiciones de
estrés, disminucion del comportamiento depresivo, hiperactividad y conductas
sociales anormales (Weitzdoerfer y cols., 2004; Tanda y cols., 2009). No en vano, ha
sido propuesto como modelo animal para el estudio de desordenes psiquiatricos
(Weitzdoerfer y cols., 2004). En relacion con el sistema zincérgico, los ratones NOS

presentan una disminucion en la densidad de terminales ZEN en determinadas



regiones del hipocampo. Por tanto, la homeostasis normal de zinc se ve afectada
cuando no existe ON neuronal. Hasta la fecha se desconoce si este resultado estd o
no relacionado con las modificaciones cognitivas que muestran los animales NOS.
En el caso del BO, existe una gran variedad de poblaciones neuronales que expresan
la enzima NOSn: una subpoblacion de céulas PGs, la mayoria de los granos, las
células superficiales y profundas de axdén corto y algunas interneuronas de la CPE
(Brifion y cols., 1997; Weruaga y cols., 1998; Kosaka y Kosaka, 2007). A pesar de la
importancia de las células que expresan NOSn en el BO, a dia de hoy carecemos de
estudios comportamentales, neuroquimicos o fisiologicos, en los que se analice si el
funcionamiento general del sistema olfatorio en los animales KO para NOSn estd o

no afectado.

El ratobn mutante pcd

Las mutaciones que provocan degeneraciones postnatales y selectivas de
determinados tipos neuronales maduros constituyen una alternativa a los modelos de
lesion experimental en el cerebro adulto. Si una mutacion induce la
neurodegeneracion directa de una poblacion neuronal especifica, sin la necesidad de
intervencion de ningln agente externo, contaremos con un modelo més econdémico,
reproducible, constante y sencillo que el obtenido con un procedimiento invasivo.

La mutacion pcd produce la degeneracion postnatal de aquellas poblaciones
neuronales que transcriben el gen nnal (Fernandez-Gonzéalez y cols., 2002).
Degeneran las células de Purkinje del cerebelo, las células mitrales del BO, los
fotorreceptores y determinadas neuronas de los nucleos talamicos (Mullen y cols.,
1976; Landis y Mullen, 1978; Greer y Shepherd, 1982; Valero y cols., 2006; Recio y
cols., 2007). La expresion fenotipica de la mutacion pcd se manifiesta como una
ataxia moderada a partir de la tercera semana de vida postnatal, lo que permite
diferenciar a simple vista los individuos mutantes de los normales (Mullen y cols.,
1976). A nivel neurohistologico, los individuos mutantes presentan un tamafio del
encéfalo menor que el de sus hermanos normales, mostrando una reduccién muy
significativa en el cerebelo y los BOs. Su peso corporal también es inferior, incluso
antes de los primeros sintomas neurolégicos (Mullen y cols., 1976).

La pérdida de células mitrales provoca toda una serie de alteraciones en la
estructura del BO. En la CG, el tamafio de los glomérulos se reduce con respecto a

los animales control. Como causa de esta reduccion, se apunta la pérdida de las



dendritas apicales de las células mitrales que se ramifican en los glomérulos (Greer y
Shepherd, 1982). La CPE aparece reducida en grosor y como consecuencia la
densidad de células aumenta (Caviness y Sidman, 1972; Caviness y Rakic, 1978). La
CPI del ratébn mutante parece mas gruesa, tal vez s6lo como consecuencia de la
desaparicion de la CCM. Recientemente, se ha demostrado que las capas
inframitrales, y en especial la CGr también es responsable de la disminucion de
volumen del BO en los animales mutantes (Valero y cols., 2007).

Existen algunos aspectos llamativos relacionados con el sistema olfatorio de
los ratones mutantes pcd que suceden en relacion con la pérdida de las células
mitrales. Como resultado légico de la desaparicion del principal elemento de
proyeccion del BO, se observa también una reduccion de tamafio del TOL, donde los
axones de las células mitrales desaparecen, aunque siguen presentes los axones de las
células empenachadas (Mullen y cols., 1976; Bartolomei y Greer, 1998; Recio y
cols., 2007). En estos animales, desaparece la mayor parte de la CA, uno de los
principales sistemas de comunicacion interhemisférica en el cerebro anterior (Baker
y Greer, 1990). En los tltimos afios también se ha descrito un refuerzo en la cantidad
de proyecciones procedentes del NOA que se dirigen al BO en estos animales, tras la
pérdida de las células mitrales (Recio y cols., 2007). Por ultimo, también se han
descubierto modificaciones en algunas de las fases del proceso de neurogénesis de
las células de nueva generacion que acceden al BO a través de la corriente migratoria
rostral (Valero y cols., 2007).

Recientemente estudiamos la situacion del sistema zincérgico en el raton
mutante pcd (Airado y cols., 2008). Los resultados de dicho estudio muestran que, en
el BO del raton mutante pcd no se aprecian cambios en el marcaje de los terminales

ZEN tanto con el ZnSe*M¢

como con la inmunohistoquimica para ZnT3, con
respecto a los animales control. No obstante, la distribucion de los somas del NOA
que proyectan al BO presenta importantes diferencias entre animales pcd y animales
control: por un lado en los animales pcd desaparecen las proyecciones zincérgicas
contralaterales del NOA al BO, y por otro, la cantidad de somas ZEN del NOA que
inervan al BO se incrementa significativamente en los animales pcd (Airado, 2005;
Airado y cols., 2008). De este modo, hoy sabemos que el sistema zincérgico
centrifugo que proyecta desde el NOA al BO posee una capacidad plastica en su

respuesta a la pérdida neurodegenerativa de las principales celulas de proyeccion del

BO (Airado, 2005; Airado y cols., 2008).



5. Justificacion y Objetivos

La importancia del zinc en el procesamiento de la informacion olfatoria se
conoce desde hace mas de 20 afios, hasta tal punto que la deprivacion en la dieta de
este elemento causa una pérdida significativa en la capacidad de discriminacién
olfatoria. Sin embargo, hasta el momento, los estudios de los que disponemos acerca
de las conexiones zincérgicas que modulan el procesamiento de la informacion
olfatoria son de naturaleza descriptiva, centrandose fundamentalmente en la
localizacion general de los terminales ZEN en el BO de animales control. De hecho,
a la vista de los principales estudios mencionados (Jo y cols., 2000, 2002: Airado y
cols., 2008), se nos presenta un interrogante respecto al marcaje de los terminales
zincérgicos en la CG del BO, que a nuestro juicio merece atencion: mientras que con
la inmunohistoquimica para ZnT3 aparece marcada toda la CG, incluyendo el

AMG huestra terminales casi exclusivamente

neuropilo glomerular, el marcaje ZnSe
en la region yuxtaglomerular (Jo y cols., 2000; Airado, 2005; Airado y cols., 2008).

Por otro lado, carecemos de estudios pormenorizados que detallen la
distribucion de las proyecciones zincérgicas en el BO en relacion con los elementos
intrinsecos a éste. Ademas, el amplio bagaje de que disponemos actualmente acerca
de la sinaptologia y neuroquimica de las poblaciones bulbares facilita y propicia el
estudio en detalle del sistema zincérgico en esta estructura.

Desde la publicacion de los primeros estudios descriptivos acerca del sistema
zincérgico en el sistema olfatorio, hace ahora mas de 10 afos, el sistema zincérgico
en general y el del sistema olfatorio en particular, han resultado ademés estar
involucrados no so6lo en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el
Parkinson sino en la modulacidon de procesos esenciales en el sistema nervioso, desde
la neurotransmision hasta la neurogénesis. Ademas, los ultimos estudios demuestran
que la actuacion del zinc como modulador de la sinapsis no se restringe unicamente
al sistema glutamatérgico, sino que también puede encontrarse en vesiculas
presinapticas junto a otros neurotransmisores, modulando la actividad de gran
variedad de receptores, pudiendo tener incluso un receptor especifico propio.

Por todo ello, el papel que el zinc juega en el sistema nervioso y en concreto
en el sistema olfatorio, es mas importante de lo que hasta el momento se habia
considerado, y por tanto, se hace indispensable una revision y actualizacién de los

conocimientos del sistema zincérgico en el sistema olfatorio. Hemos de comprobar si



su regulacion varia en funcién de modificaciones fisioldgicas, anatomicas y
neuroquimicas del propio sistema olfatorio.
En la presente Tesis Doctoral nos hemos propuesto dos grandes objetivos:

1. Realizar un analisis pormenorizado de las proyecciones zincérgicas en el
BO de animales control. Para conseguir este objetivo nos propusimos:

a. Estudiar, a microscopia Optica y electronica, la localizacion
intraglomerular de los terminales ZEN y la aparicion, en su caso, de
patrones espaciales de marcaje zincérgico en la capa glomerular.

b. Investigar las posibles causas de la apariciéon de patrones de marcaje
diferentes en la CG con las técnicas inmunohistoquimica para ZnT3 y
ZnSe*MC.

c. Determinar el patrén de distribucion del transportador de zinc 3 (ZnT3)
en la capa glomerular con respecto a los marcadores neuroquimicos
propios de las principales células yuxtaglomerulares.

2. Examinar la plasticidad del sistema modulador zincérgico en el BO. La
consecucion de este objetivo se hard posible siguiendo las propuestas
detalladas a continuacion:

a. Analizar las proyecciones ZEN en animales sometidos a condiciones de
modulacion de la entrada de la informacién olfatoria, tanto por
enriquecimiento como por deprivacion olfatoria.

b. Estudiar la implicacion del ON en el sistema zincérgico del BO.

c. Comprobar si el proceso neurodegenerativo que ocurre en las células
mitrales de los animales mutantes pcd conlleva cambios plasticos en la
inervacion zincérgica del BO de estos animales.

d. Establecer un modelo de funcionamiento del sistema zincérgico en el
BO relacionando cada componente del sistema zincérgico con los
elementos intrinsecos del BO.

Consideramos que estos objetivos nos permitirdn un mayor conocimiento de
las caracteristicas estructurales y ultraestructurales del sistema zincérgico en el
cerebro olfatorio, asi como su capacidad plastica ante cambios enzimaticos,

anatomicos y fisioldgicos.
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Material y métodos

1. Animales de experimentacion

Para la consecucion de los distintos objetivos planteados en la presente Tesis
Doctoral, hemos empleado diferentes modelos experimentales: animales deprivados
y animales sometidos a enriquecimiento olfatorio (para comprobar el estado de la
inervacion zincérgica en el BO en relacion a la informacion olfatoria recibida);
animales mutantes pcd (para estudiar la capacidad plastica del sistema zincérgico tras
la pérdida de las principales neuronas de proyeccion bulbares, las células mitrales); y
animales knock-out para la enzima NOSn (para conocer si existe una relacion directa
entre la reduccion de ON y la modulacién llevada a cabo por el zinc en el BO).

Todos los animales se mantuvieron, manipularon y sacrificaron segin las
lineas establecidas en la directiva de Consejo de las Comunidades Europeas
(86/609/EEC) y la legislacion espafiola (RD 1201/2005 y Ley 32/2007) vigentes para
el uso y cuidado de animales de laboratorio. Ademads, los procedimientos que se han
empleado fueron previamente aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad

de Salamanca.

Animales control

Como control se utilizaron ratones silvestres (+/+) C57/6J-DBA/2J de entre
90 y 120 dias de edad postnatal. En el caso de los estudios de plasticidad
relacionados con el ON, utilizamos como animales control, ratones silvestres (+/+),
machos y hembras de la estirpe B6; 129S4-Nos1™"" de entre 60 y 90 dias de edad

postnatal.

Animales knock-out para NOSn

Los ratones KO para la enzima NOSn pertenecen a la estirpe B6; 129S4-
Nos1™"" Los ratones KO para NOSn se cruzaron con animales silvestres de la
estirpe 129 para obtener los ratones silvestres (+/+) y los KO (nos/nos) empleados
en esta Tesis Doctoral. Puesto que fenotipicamente los animales NOS no se
distinguen de los controles, se empled la técnica de la PCR (Polymerase chain
reaction), para amplificar los marcadores moleculares adecuados que nos

permitieron la correcta identificacion del genotipo de los animales de esta colonia.



Animales mutantes pcd

Empleamos ratones mutantes homocigotos para la mutacion Purkinje Cell
Degeneration (pcd/pcd), machos y hembras, de 120 dias de edad. La estirpe
C57BL/6], portadora de la mutacion pcd (Purkinje Cell Degeneration), se cruzd con
individuos de la estirpe DBA/2J. De este modo, la estirpe “hibrida” resultante es
portadora de la mutacidon y ademas prolifica. Los animales mutantes se distinguen
facilmente porque presentan ataxia cerebelosa detectable desde temprana edad (20-

30 dias).

Animales deprivados

Para los modelos de deprivacion y enriquecimiento tomamos animales
control. A los 20 dias tras su nacimiento, los ratones fueron sometidos a la
manipulacion quirargica dirigida a producir la deprivacion sensorial olfatoria
unilateral. La operacion fue llevada a cabo bajo anestesia inducida mediante la
inyeccion intramuscular de Iml’kg de peso corporal de la mezcla de xilacina
(Rompun®, Quimica Farmacéutica Bayer, Barcelona. Fabricado por Bayer,
Leverkusen. Alemania) y clorhidrato de ketamina (Imalgene® 1000, Merial
Laboratorios Barcelona. Fabricado por Merial, Lyon. Francia) en una proporcion 3:4.
Una vez anestesiados, fueron colocados bajo la lupa donde, mediante un
electrocoagulador (Electrobisturi Coagulador, modelo 970, AB Médica, Barcelona),
se les aplicd pulsos de corriente tanto en la pared interna como externa de la fosa
nasal, consiguiendo que la piel de ambos lados de la narina se uniera entre si y se
produjera el cierre completo de la parte externa de la cavidad nasal. Posteriormente,
los ratones fueron reanimados bajo una fuente de calor y devueltos a sus jaulas
correspondientes. La correcta oclusion de la narina fue comprobada periddicamente
bajo la lupa y s6lo aquellos animales cuya narina permanecid perfectamente cerrada,
en todos los examenes (30 dias), fueron utilizados para nuestros estudios. Dos de los
animales se utilizaron como control de deprivacion, les realizamos la operacion
quirtrgica sometiéndolos al mismo procedimiento pero sin llegar a cerrar el orificio

nasal por completo.

Animales sometidos a enriquecimiento olfatorio
El enriquecimiento olfatorio se llevd a cabo de dos formas. Un grupo de

animales fue sometido a un proceso de enriquecimiento de larga duraciéon temporal



con 20 odorantes naturales diferentes, mientras que el otro, fue enriquecido
unicamente durante el momento del sacrificio del animal con una Unica sustancia
odorante. Los ratones silvestres que participaron en la primera prueba se sometieron
durante 20 dias al proceso de enriquecimiento olfatorio segin el modelo de
Rochefort y cols. (2002), que emplea bolas de t¢é como soporte para colocar las
fragancias aromaticas naturales en su interior. Colocamos el odorante
correspondiente en el interior de la bola de t¢ y ésta en el interior de la jaula,
colgando de la rejilla de la misma. Los animales fueron expuestos a 20 sustancias
olorosas diferentes consecutivamente durante 20 dias, haciéndose el intercambio
siempre a la misma hora, de modo que los animales estuviesen cercanos a cada
fragancia 24 horas. La lista de odorantes se adjunta en la tabla 1.

Los animales control utilizados en estos experimentos se mantuvieron en
iguales condiciones pero con una bola de té vacia que diariamente se les quitaba y se

les volvia a colocar de nuevo a la misma hora que se hacia el cambio de fragancia en

el grupo experimental.

Dia  Odorante Dia Odorante Dia Odorante Dia | Odorante
1 Espliego 6 Romero 11 Hinojo 16 Anis
2 Ajo 7 Nuez moscada 12 | Valeriana | 17 Jengibre
3 Pimenton 8 Tomillo 13 Clavo 18 Limon
4 Menta 9 Eneldo 14 | Chocolate | 19 Naranja
5 Curry 10 Eucalipto 15 Canela 20 Platano

Tabla 1. Sustancias olorosas empleadas en el proceso de enriquecimiento olfatorio siguiendo el
modelo de Rochefort y cols., (2002).

Los animales sometidos a enriquecimiento durante su sacrificio, no fueron
sometidos a una prueba de enriquecimiento mantenida durante 20 dias, sino que
contaron Unicamente con una fuente odorifera cercana a las fosas nasales durante la
perfusion (ver apartado sacrificio y diseccion). Los odorantes empleados fueron

acetona, xileno o clavo.



2. Procedimientos previos al sacrificio

Inyecciones de selenito sédico

De todos los métodos nombrados para marcar el zinc, elegimos el método
indirecto del selenio por su efectividad y sencillez en la aplicacion, en comparacioén
con el resto de métodos indirectos descritos. Con este procedimiento, los iones zinc
se unen in vivo y, en funcion del tiempo de espera entre la inyeccion y el sacrificio,
somos capaces de observar el marcaje en los terminales zincérgicos o en los somas

ZEN de origen.

Marcaje de terminales ZEN

Para el trazado de los terminales ZEN los ratones fueron anestesiados con una
inyeccion intramuscular de 1 ml/kg de peso corporal de la misma anestesia empleada
para la deprivacion olfatoria (ver apartado anterior), y posteriormente se les inyectd
via 1.p. una solucion de 20 mg de selenito sodico (Na,SeOs)/kg de peso corporal del
animal, en agua destilada. Transcurrida una hora, los animales se sacrificaron por

perfusion intracardiaca (ver apartado siguiente).

Controles de la técnica

Para detectar posibles precipitados inespecificos de los iones de plata sobre el
tejido que no se deban a la presencia de zinc, se llevaron a cabo inyecciones previas
de DEDTC (dietilditiocarbamato sodico trihidrato, Merck, Alemania) en dos
animales control. Dicha sustancia es un agente quelante de zinc, que elimina el zinc
disponible para su union con el selenio en las vesiculas presindpticas. La dosis de
DEDTC para cada animal fue de 1 g/kg de peso corporal, disuelto en agua destilada e
inyectado i.p. 1 h antes de que el tejido entrase en contacto con el selenito sddico. En
ninguno de los animales inyectados con DEDTC se observé precipitado de plata

sobre las secciones reveladas, confirmandose la especificidad del marcaje.

Inyecciones de cloruro de zinc

Para intentar provocar una sobrecarga de zinc en las neuronas ZEN y por
sugerencia personal del Profesor Gorm Danscher (Instituto de Anatomia de la
Universidad de Aarhus, Dinamarca), tras la anestesia, realizamos inyecciones i.p. de
cloruro de zinc (ZnCl,, 2 mg/kg peso corporal, en agua destilada), 1 h antes del

tratamiento i.p. con Na,SeOs. Empleamos dos ratones como control, de modo que



uno de ellos no fue inyectado con ZnCl, pero si con Na,SeOs y el otro si con ZnCl,
pero no con Na,SeOs. En el Gltimo caso no observamos ningln tipo de marcaje tras

el revelado AMG normal del tejido.

3. Obtencion y preparacion del tejido para técnicas

morfoldgicas

Sacrificio y diseccion

Los animales fueron profundamente anestesiados con 1,5 ml/kg de peso
corporal de la misma mezcla de anestesia. El efecto anestésico se comprob6 por la
ausencia de reflejo palpebral. Posteriormente, se procedié a la fijacion del tejido
mediante perfusion intracardiaca. Tras la apertura de la caja tordcica se inyectaron
0,1 ml de heparina sdédica (1000 u.i./ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) en
el ventriculo izquierdo, evitando asi la formacion de coagulos sanguineos. A
continuacion se conectd, mediante una canula, una bomba peristaltica a la aorta vy,
solo en el caso de los animales destinados a las pruebas inmunohistoquimicas, se
hizo pasar por ella una solucion lavadora. Después, todos los animales se
perfundieron haciendo pasar 100 ml de una solucién fijadora. En el caso del
ZnSe™™C para la deteccién de zinc vesicular, la solucion fijadora fue glutaraldehido
al 3% en tampon Serensen 0,15 M, pH 7.4. (TS). La solucion fijadora empleada en
los animales destinados a las pruebas inmunohistoquimicas fue paraformaldehido al
4% en tampon fosfato 0,1 M pH 7.4 (TF). Tras la perfusion, se extrajo el encéfalo y
con la ayuda de una matriz cerebral con planos coronales (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, PA, EE.UU.), se dividi6 en dos bloques: rostral y caudal.

Los bloques de tejido se postfijaron por inmersion durante 3 horas en la
misma solucién fijadora, a temperatura ambiente y en agitacion. Posteriormente, los
bloques procesados para microscopia Optica se sumergieron en una solucioén
crioprotectora de sacarosa al 30% (p/v) en TS en agitacion a 4 °C para su posterior
almacenamiento en congelacion. Los bloques destinados al procesamiento para
microscopia electronica se lavaron varias veces en TS tras la postfijacion, antes de

proceder a su seccionamiento.



Corte del tejido

Los bloques de tejido para microscopia Optica se cortaron en secciones de 40
um de grosor en planos coronales, en un microtomo de deslizamiento (Leica, Jung,
SM 2000, Nussloch, Alemania) acoplado a una fuente de frio (Leica Frigomobil,
Nussloch, Alemania). Las secciones se recogieron en flotacion en 6 series
consecutivas, en TS si se iban a revelar seguidamente, o en TF, si se iban a emplear
para técnicas inmunohistoquimicas. Las series que no iban a ser procesadas en el
momento, se almacenaron a -20 °C en una mezcla congeladora compuesta de 20% de
tampon fosfato 0,5 M pH 7.4, 30% de glicerina, 30% de etilenglicol y 20% de agua
destilada.

Los bloques de tejido destinados a ser procesados para su visualizacion al
microscopio electronico se cortaron en un vibratomo (vibratomo HM650V, Microm,
Termo Fisher Scientific, Walldorf, Alemania) en secciones coronales de 100 pm de

grosor. Las secciones se recogieron en TS en una placa de 12 pocillos.

Revelado autometalografico
Inmediatamente después del corte, las secciones se montaron manteniendo el
orden rostro-caudal sobre portaobjetos de cristal previamente sumergidos en la
solucion limpiadora de Farmer (ferricianuro potasico al 10% vy tiosulfato sodico al
10% en proporcion 1:9) y posteriormente gelatinizados. Una vez secas, las secciones
se sumergieron en un medio revelador a 26-28 °C en oscuridad y agitacion durante
60 minutos. Los componentes para 100 ml de revelador son los siguientes:
e Goma arabiga (50% p/v, 60 ml, Panreac, Barcelona). Se prepara en
agua destilada; se mantiene en agitacion hasta su completa disoluciéon
(cuatro dias aproximadamente) y posteriormente se filtra tres veces con
una, dos y tres gasas, respectivamente. La goma ardbiga actia como
coloide, inhibiendo las interacciones autocataliticas entre los iones de
plata y las moléculas reductoras y ademas mantiene una distribucion
homogénea de los iones de plata durante el revelado.
e Tampon citrato sédico (0,2 M, 10 ml, Merck). Se prepara mezclando
2,35 g de 4acido citrico monohidrato (Merck) con 2,55 g de citrato
trisddico dihidrato (Merck), enrasando hasta 10 ml con agua destilada.
e Hidroquinona (5,6% p/v, 15 ml, Merck). Se disuelve en 15ml de H,O

destilada a 40 °C. Actiia como agente reductor.



e Lactato de plata (0,8% p/v, 15 ml, Electron Microscopy Sciences).
Disuelto en H,O destilada a 40 °C en un recipiente protegido de la luz.
Es la fuente de iones de plata. Se prepara en ultimo lugar y se afiade
inmediatamente después de su preparacion, para prevenir la aparicion
de precipitados autocataliticos.

Transcurrida la hora de incubacion, los portaobjetos se pasaron por tiosulfato
sodico al 5% (p/v) durante 10 minutos para detener la reaccion. Después de un
lavado en H,O destilada, las secciones fueron contrastadas con azul de toluidina al
0,1% p/v, pH 4 durante 5-10 minutos y enjuagadas de nuevo en H,O destilada.
Finalmente, todas las secciones fueron deshidratadas en una bateria de alcoholes,
aclaradas en xilol y montadas con Entellan (Merck) y cubreobjetos para su posterior
visualizacion bajo el microscopio.

Con objeto de observar por un lado, la posible existencia de precipitados
formados de modo autocatalitico en el revelador; y por otro si el tejido presentaba de
modo natural algun compuesto de caracteristicas similares a los complejos de selenio
y zinc que actuase por si mismo como centro activo para el proceso
autometalografico, realizamos el siguiente control negativo: tomamos secciones de
tejido de un ratén control no tratado con selenito sddico y las sometimos al revelado
autometalografico. Dichas secciones aparecieron completamente limpias de
cualquier precipitado inespecifico que pudiera enmascarar los resultados obtenidos
en los animales tratados con selenito sédico.

Las secciones destinadas a su observacion a microscopia electronica se
revelaron en flotacion. Para ello el TS de la placa se sustituy6 por la misma solucion
reveladora anteriormente descrita, durante 60 minutos en las mismas condiciones de
oscuridad y agitacion a 26-28 °C. Posteriormente, se lavaron durante 10 minutos con
tiosulfato sodico al 5% y finalmente se mantuvieron en TS hasta su inclusion en

resina.

Procesado final de las muestras para microscopia electronica

Las secciones seleccionadas de BO se postfijaron durante media hora con
tetroxido de osmio al 1% (p/v) junto con ferricianuro potésico al 1% (p/v) diluidos en
agua destilada. Posteriormente, se lavaron toda la noche con agua destilada, se

deshidrataron en pasos de 10 minutos siguiendo una bateria de alcoholes de



gradacion creciente (50°-100°) continuando con una inmersion en 6xido de propileno
(dos pasos de 10 minutos).

Al dia siguiente realizamos la inclusion en resina EPON (Electron
Microscopy Sciences) en distintos pasos de concentracion creciente (6xido de
propileno:resina en proporciones 3:1, 1:1; y 1:3) y por ultimo, las muestras en resina
pura se dejaron en la estufa a 65 °C durante una noche para que la resina
polimerizase.

Finalmente los bloques se cortaron con un ultramicrotomo (Leica Ultracut
UCT, Nussloch, Alemania). Se practicaron cortes semifinos de 1 um de grosor que
se tifieron con azul de toluidina para seleccionar las zonas del BO méas adecuadas
para su posterior estudio ultraestructural. En las regiones de interés, se realizaron
secciones ultrafinas de 50 nm de espesor que se recogieron en rejillas niqueladas
recubiertas de una pelicula de Formvar (Sigma-Aldrich) y se contrastaron con acetato
de uranilo al 2% (p/v Merck) y una solucion de citrato de plomo (compuesta por 2,66
g de nitrato de plomo, 3,52 g de citrato sodico dihidratado y 0,8 g de hidroxido
sodico, disueltos en agua destilada, segiin Reynolds, 1963) para su observacion con

un microscopio electronico ZEISS EM 900 (Jena, Alemania).
Detecciones inmunohistoquimicas

Tinciones de Inmunofluorescencia

Para llevar a cabo los dobles marcajes (ZnT3 - marcadores de las poblaciones
celulares del BO) empleamos la técnica de inmunofluorescencia. Las secciones se
lavaron con TFS (3 x 10 min). A continuaciéon realizamos una recuperacion
antigénica de los epitopos de la proteina que, tras diferentes pruebas, observamos
mejoraba considerablemente el marcaje fluorescente. Para ello incubamos los cortes
en una solucion compuesta por Tris pH 7.4 20 mM, NaCl 30 mM, SDS 0,2% p/v y
EDTA 2,5 mM. A continuacion, las secciones se incubaron durante 72 horas en un
medio que contenia TFS, suero normal de cabra (5% v/v) y Triton X-100 al 0,2% p/v
y donde se diluyeron los dos anticuerpos primarios segun la tabla 2. Transcurridas las
72 horas de incubacion, las secciones se lavaron en TFS (3 x 10 min). A
continuacion se incubaron durante 2 horas, en agitacién constante, a temperatura

ambiente y en oscuridad, los dos anticuerpos secundarios conjugados con particulas



fluorescentes (tabla 2), que previamente habian sido diluidos en TFS a una
concentracion de 1:200.

En aquellos casos en los que se necesitd un contrastado celular, se afiadio
ioduro de propidio (IP) en concentracion 1:2000 en TFS. Se incubd en oscuridad
durante la ultima media hora junto con los anticuerpos secundarios. Por tltimo, se
lavaron las secciones en TFS (3 x 10 min), se montaron sobre portaobjetos
gelatinizados y se cubrieron con una solucion “anti-desvanecimiento” que permitia
mantener la fluorescencia de los cortes, constituida por glicina 0,42% (p/v), NaOH
0,021% (p/v), NaCl 0,51% (p/v), N-propil-galato 5% (p/v), glicerol 70% y timerosal
0,002% (p/v).

Controles de especificidad
Para verificar la especificidad de la reaccion se realizaron los siguientes
controles:

1. Eliminacion del anticuerpo primario en la primera incubacion, para
detectar posibles uniones inespecificas del anticuerpo secundario al
tejido. En el caso de las dobles inmunofluorescencias también
realizamos la incubacién con uno de los dos anticuerpos primarios y
adicion del anticuerpo secundario correspondiente al anticuerpo primario
omitido para detectar uniones cruzadas.

2. Omision de los anticuerpos secundarios para detectar la emision de
fluorescencia inespecifica.

En ninguno de los casos se observaron elementos marcados debido a falsos
positivos por uniones inespecificas, aunque si una tincién de fondo inespecifica muy

ligera.



Anticuerpos

Casa

Anticuerpos

Casa

primarios comercial secundarios comercial
Conejo Cedido por Dr. | CY3-Burro anti- Jackson
A-ZnT3 . Palmiter conejo . Immunoresearch
Policlonal | 400 (Cvi-Cabra | 290 | 71116515
(IP) anti-conejo) 111-175-084
Cabra Wako Burro anti- Jackson
1:10000 544-10001-Wako cabra 1:200 | Immunoresearch
Monoclonal 115-225-003
Ratén Sigma Cabra Jackson
1:1000 M9942 anti-raton 1:200 | Immunoresearch
Monoclonal 115-225-003
Raton Chemicon Cabra Jackson
1:1000 Millipore anti-raton 1:200 | Immunoresearch
Monoclonal MAB5406 115-225-003
Raton Chemicon Cabra Jackson
1:7000 Millipore anti-raton 1:200 | Immunoresearch
Monoclonal P07101 115-225-003
Raton Swant Cabra Jackson
1:2000 300 anti-ratén 1:200 | Immunoresearch
Monoclonal 115-225-003
Ratén Sigma Cabra Jackson
1:2000 G6171 anti-ratén 1:200 | Immunoresearch
Monoclonal 115-225-003
Raton Swant Cabra Jackson
Monoclonal 1:2000 6B; anti-raton 1:200 | Immunoresearch
115-225-003
Oveja Cedido por Dr. anti-oveja Jackson
. Emson biotinado y . Immunoresearch
Monoclonal 1:15000 estreptavidina 1:200 016-220-084

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en las dobles inmunofluorescencias realizadas en este trabajo.

4. Documentacion

Tras la realizacion de las técnicas de tincion (revelado por AMG de las

inyecciones de selenio e inmunoflurescencias) las secciones fueron estudiadas al

microscopio. Las imagenes que ilustran la presente Tesis se seleccionaron de entre

todas las preparaciones obtenidas y se captaron mediante un fotomicroscopio

(Olympus Provis AX70, Tokio, Japon) equipado con campo claro y epifluorescencia,

conectado a una camara digital (Olympus U- DP70). Las imagenes de fluorescencia

se obtuvieron bien mediante este mismo microscopio o bien mediante microscopia




confocal (Leica TCS SP2, Mannheim, Alemania). Las imagenes tomadas con la
camara acoplada al microscopio electronico fueron procesadas con el programa
Image SP viewer (Trondle Restlichtverstirkersysteme, TRS & Sys Prog, Alemania)
para ajustar las barras de escala. Posteriormente, todas las imagenes se procesaron
digitalmente con Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems Incorporated, San José,

EE.UU.) para igualar el brillo, el contraste y el balance de color.
Andlisis de imagenes

Distribucion del ZnT3 en la CG

Para el analisis de la distribucion de la proteina ZnT3 en la CG tomamos
fotografias de planos focales del doble marcaje ZnT3-OMP correspondientes a 114
glomérulos, de todas las regiones del BO en diferentes niveles rostro-caudales.
Puesto que el marcaje de OMP en el glomérulo olfatorio es exclusivo de las
terminaciones del nervio olfatorio (NO), todos los puntos de colocalizacion de ambos
marcadores situaran al transportador de zinc en el NO mientras que los que no lo
hagan, indicardn que el transportador de zinc no pertenece a los axones de las NROs.
Para realizar el andlisis empleamos el software del propio microscopio confocal
Leica (Leica Confocal Software version 2.5). Delimitamos el contorno de cada
glomérulo de estudio. Determinamos los pixeles positivos para cada marcador por
separado, eliminando el marcaje de fondo. De este modo, los pixeles que fueron
positivos para ambos marcadores en la zona delimitada se correspondian con puntos
de colocalizacion. Para excluir las irregularidades debidas a la individualidad de cada
glomérulo (mayor o menor tamafio de cada uno, vasos o huecos delimitados o no a la
hora de hacer el contorno, etc.) referimos los datos como % de pixeles ZnT3

positivos que colocalizan con OMP en cada glomérulo de estudio.

Estudio de las células ZnT3 positivas

El estudio de colocalizaciéon de ZnT3 con otros marcadores lo realizamos a
partir de planos focales tomados en la CG del BO tanto de animales control como de
animales KO para NOSn y mutantes pcd. En cada uno de los planos focales, todos
realizados al mismo aumento, contamos el nimero total de células positivas para
cada marcador (enzimas TH, 4cido glutamico descarboxilasa 67 o0 GAD67 y NOSn,
y las proteinas ligantes de calcio calbindina o CB, y calretinina o CR), el nimero de

células ZnT3-positivas y el nimero de células doblemente marcadas (ZnT3-marcador



correspondiente). La densidad de células positivas para cada uno de los marcadores
por separado la expresamos como n° de células/area. La proporcion de células ZnT3
que pertenecen a cada una de las poblaciones estudiadas se calculé como el producto
del nimero de células ZnT3 que colocalizan/ n° células ZnT3 totales x 100. Para el
estudio de las células empenachadas ZnT3-positivas empleamos las mismas fotos de
las colocalizaciones ZnT3-GAD67. En dichas fotos realizamos un recuento de la
cantidad de células empenachadas-ZnT3 positivas que aparecian en cada glomérulo.

Los resultados se expresan en n° de células empenachadas ZnT3-positivas/glomérulo.

Densidad de ZnT3 en la CG

Para el anadlisis de la densidad de la proteina ZnT3 en la CG de los ratones
KO para NOSn y mutantes pcd, tomamos fotografias de planos focales del marcaje
ZnT3 correspondientes a glomérulos seleccionados aleatoriamente tanto en animales
control como en los animales pcd y NOS.

En cada glomérulo, seleccionamos los pixeles positivos y los tapamos con la
mascara (fig. 32, cuadros en la esquina superior derecha de cada foto). Para eliminar
los pixeles correspondientes al fondo y que pueden enmascarar los resultados,
colocamos tres lineas en cada glomérulo en los lugares donde consideramos que el
color de la imagen no era marcaje especifico. Teniendo en cuenta que el pixel 0 es el
de menor intensidad y el 255 el de intensidad méaxima, anotamos los valores de
maxima intensidad para cada una de las lineas y eliminamos los pixeles desde el 0
hasta el valor maximo anotado. De esta forma que solo realizamos el recuento de
densidad con los pixeles que eran verdaderamente positivos. Tomamos el nimero de
pixeles cubiertos por la mascara dentro de cada glomérulo y expresamos los valores
en porcentajes, como pixeles ZnT3 positivos/pixeles totales que conforman un

glomérulo x 100.

5. Técnicas de Biologia Molecular

Extraccion de RNA

Los animales se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Se extrajeron
rapidamente los BOs (ambos analizados como una tnica muestra de cada animal) y
bloques de tamafio equivalente de cerebelo, higado, musculo y testiculo.

Seguidamente, se homogeneizd el tejido, utilizando un Poly-tron (PT2100,



Kinematica AG, Littau, Suiza), en 350 ul de TRIzol y se dejé reposar durante 5 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 70 pl de cloroformo, se mezclo
bien y se centrifugd a 4 °C durante 15 min a 12.000 g. A continuacion, se recogio la
fase acuosa y se transfirid6 a un eppendorf estéril, donde se anadieron 175 ul de
isopropanol, mezcldndolo bien para conseguir precipitar el ARN. Se dejo reposar a
temperatura ambiente (10 min) y posteriormente se centrifug6 a 4 °C durante 20 min,
a una velocidad de 12.000 g. Se elimind el sobrenadante, y se lavo el pellet con 35 pl
de etanol frio (-20 °C) al 75% v/v. De nuevo, se centrifugd (5 min) a 4 °C y a una
velocidad de 7.500 g. Se elimind el sobrenadante, se dejo secar el pellet de ARN y se
resuspendié en un volumen de 12 pl de H,Opgpc (H2O destilada que tratada
previamente durante 12 h con 1 ml/l de dietilpirocarbonato (Sigma), y autoclavada
posteriormente). El ARN resultante se cuantifico6 (Nanophotometer, IMPLEN,
Munich, Alemania) y almacen6 a -80 °C hasta se utilizacion. Durante todo el proceso

se utilizd material libre de RN Aasas, esterilizado previamente en el autoclave.

Retrotranscripcion
El proceso de retrotranscripcion se realizé utilizando el kit ImPromII™

Reverse Transcription System (Promega). Este proceso se llevo a cabo en dos pasos.
En el paso 1 se mezclaron 100 ng de ARN de cada muestra con 1 pl de hexdmeros de
secuencias al azar (como cebadores) y H,Opgpc, hasta un volumen final de 5 pl por
muestra. A continuacion, las muestras se sometieron a un ciclo de 70 °C durante 5
min en el termociclador (Primus, MWG- Biotech, Vernon Hills, Illinois, EE.UU.).
Posteriormente (paso 2) se afiadieron a cada muestra 15 pl de un medio que contenia:

H,O DEPC (6,1 pul)

MgCl, (25 mM; 2,4 pl)

Inhibidor de nucleasas (1 U/ul; 0,5 ul)

Desoxinucleoétidos trifosfato (10 mM; 1 ul)

Tampon Impromll 5X (4 pl)

Transcriptasa inversa (1 pl)

Y se llevo a cabo la retrotranscripcion segun los siguientes ciclos de

temperatura (tabla 3):



Paso Tiempo T* ‘ Funcion

1 5 min 70 °C | Desnaturalizacion de cebadores y ARN

2 5 min 4 °C | Preservacion del ARN durante la adicion del medio

5 min 25 °C | Anillamiento de los cebadores al ARN

1 hora 42 °C | Extension de la cadena

15min | 70 °C | Inactivacion de la transcriptasa inversa

0 4 °C | Mantenimiento del ADNc¢

Tabla 3. Ciclos de temperatura para la retrotranscripcion.

A partir de 100 ng de ARN se obtuvo una concentracion final de 5 ng/ul de
ADNCc en un volumen final de 20 pl.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite obtener
un gran numero de copias de un fragmento de ADN determinado a partir de muy
poca cantidad de ADN original, en un corto periodo de tiempo (Mullis y cols., 1986).
Los cebadores empleados para amplificar secuencias correspondientes al ADNc del
ZnT3 fueron: ZnT3 Sentido 5’- GGA GGT GGT TGG TGG GTA TTT AGC-, ZnT3
Antisentido 5’- GAT GGA GAT CAT GGG TTG CTC G-3°.

El medio para la realizacion de la PCR contenia: tampon comercial de la Taq
polimerasa (5X, Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.), desoxinucleotidos
trifosfato (0,2 mM, Promega), Taq polimerasa (0,013 U/ul, Promega),
dimetilsulféxido (DMSO; 5% p/v), MgCI2 (1,5 mM), cebadores (5 uM), ADNc (4 ul
de muestra) y H,O Mili-Q.

Como control negativo se utilizo el medio anterior sustituyendo el volumen
de ADN por H,O Mili-Q. La PCR se realiz6 en un termociclador (Primus), utilizando

los ciclos de temperatura detallados a continuacion (tabla 4):



Paso Tiempo ZnT3 ‘

1 5 min 94 °C Desnaturalizacién del ADN

2 1 min 94 °C X40 Desnaturalizacion del ADN

3 1 min 65 °C X40 Hibridacion de los cebadores

4 1 min 30 s 72 °C X40 Elongacion de la cadena

5 10 min 72 °C Elongacion de la cadena

6 00 4°C Mantenimiento de los productos
de PCR

Tabla 4. Ciclos de temperatura empleados en la PCR

Electroforesis

Base Pairs  Mass ing)

Los productos de la PCR de las regiones correspondientes a s as

la secuencia amplificada del ADNc para ZnT3, de 701 pb, se
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visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa (D-1, a0 24
Pronadisa, Madrid, Espafia) al 2% (p/v) en tampon Tris-borato- :EEEW ZE
EDTA (TBE) 0,5X. Al gel se anadieron 0,4 pug/ml de bromuro de e
etidio (Sigma) para la visualizacion de las bandas del ADN _:Z z:

amplificado, observandolo bajo una lampara de luz ultravioleta (Gel

Doc XR, BioRad Laboratories, Barcelona, Espana). El
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Figura 4. Visualizacion del

marcador de peso molecular empleado fue 100 bp DNA | marcador 100 bp DNA Ladder

mediante electroforesis en un gel

Ladder (fig. 4, New England BioLabs, Ipswich, MS, | de agarosa y bromuro de etidio.

EE.UU.).

6. Analisis estadisticos

Imagen tomada de www.neb.com

Para realizar los diferentes analisis, utilizamos el programa SPSS 18.0 (SPSS,

Chicago, IL, EE.UU.), llevando a cabo diferentes test estadisticos dependiendo del

caracter paramétrico o no paramétrico de los datos a analizar. Para el analisis de la

distribucion de ZnT3 en la poblacion glomerular empleamos los estadisticos

descriptivos (media, desviacion estandar, etc.).







RESULTADOS






Resultados

1. Consideraciones técnicas

Los animales sujetos a deprivacion olfatoria muestran una dréstica reduccion
en el nimero de neuronas yuxtaglomerulares positivas a TH en la capa glomerular
del BO ipsilateral a la deprivacion (Brunjes, 1988; Brifidon y cols., 2001). Mientras
que el numero y distribucion de las células positivas a TH es similar en el BO de
animales control y en el contralateral de animales deprivados, el BO ipsilateral de los
animales experimentales demuestra una extensa disminucién de la expresion del
fenotipo dopaminérgico (Brunjes, 1988). La observacion de la disminucion del
numero de células yuxtaglomerulares dopaminérgicas en nuestros animales confirmd
la eficacia de la deprivacion olfatoria (fig. 31E y F).

Los animales mutantes pcd sufren una reduccion significativa del volumen
del BO con respecto al control, que afecta a todas sus capas y produce un incremento
en la densidad celular de esta estructura (Greer y Shepherd, 1982; Valero, 2006). En
el caso de la CG, la reduccion del volumen en los animales pcd es de un 25,2%
(Valero, 2006). Para observar posibles variaciones en la densidad celular de la CG de
animales pcd, debidas a cambios reales en el nimero de células y no asi a la
disminucién en volumen que sufre esta capa, ajustamos todos los datos de densidad
obtenidos en estos animales pcd en funcion de esta pérdida de volumen.

Puesto que hasta la fecha no se ha descrito si los animales KO para NOSn
sufren o no variaciones en el volumen del BO, realizamos un estudio para comparar
las areas del BO en animales control y KO. En dicho estudio no obtuvimos
diferencias significativas entre ambos animales en el area de la CG del BO, por lo no

necesitamos corregir los datos de densidad de los animales KO para NOSn.



2. Modulacion zincérgica en el BO

Caracterizacion de terminales ZEN en el BO

Terminales zincérgicos en el BO

El anélisis del sistema zincérgico en el BO se llevdo a cabo mediante el
método del selenio y la inmunohistoquimica para el transportador ZnT3. Al igual que
lo descrito previamente (Airado, 2005; Airado y cols., 2008), la mayor cantidad e
intensidad de marcaje ZnSe*M%-positivo se encontrd en la CGr del BO. La CPE
apenas mostro algun grano de precipitado de plata (fig. 20A). En la CG aparecieron
algunos granulos de plata en la region yuxtaglomerular y en ocasiones en el interior
de células periglomerulares (fig. 20A, C y E). En cambio, el marcaje para ZnT3
aparecia, ademas de en la CGr en toda la CG, incluyendo el neuropilo glomerular
(fig. 20B, D y F). La diferencia notada en el marcaje de la CG con ambas técnicas ha
sido analizada en la presente Tesis Doctoral. Asi, observamos que la diferencia entre
ambas técnicas en los glomérulos sucedia a lo largo de toda la CG, excepto en
algunos glomérulos situados normalmente en la region ventro-lateral del BO. En
todos los animales procesados con el método del selenio para la observacion de
terminales ZEN aparecieron unos glomérulos intensamente marcados, rellenos de
granulos de plata (fig. 21A). A diferencia del resto de glomérulos, donde el marcaje
se situaba Unicamente en la zona yuxtaglomerular, estos glomérulos parecian tener
una carga especial de terminales ZEN en su neuropilo, muy evidente cuando se
compara con sus convecinos (fig. 21B). Ademads, en la mayoria de los casos, las
células yuxtaglomerulares de estos glomérulos se encontraban rodeadas y/o rellenas
de precipitado de plata (fig. 21C). Dichos glomérulos se encontraban unicamente en
determinadas secciones coronales, apareciendo como méaximo tres por BO. De ellos,
el mas llamativo es el localizado aproximadamente en el nivel 3,74 rostral respecto a
Bregma (fig. 21A), de acuerdo con el atlas de Franklin y Paxinos (1997). En esta

Tesis Doctoral, nos referiremos a este tipo de glomérulos como glomérulos ZEN.

Ultraestructura de los terminales ZnSe”M¢

-positivos

Observando el BO de la capa mas superficial a la mas profunda, los primeros
terminales zincérgicos aparecen en la CG. Dicha capa se distingue a microscopia
electronica por la regionalizacion del neuropilo en compartimentos: el

compartimento sensorial o zona NO, y el compartimento sinaptico o zona no-NO



(Kasowski y cols., 1999). El compartimento sensorial estd formado por porciones
terminales del NO (distinguibles por su contenido muy electrodenso, fig. 22A), y
perfiles dendriticos de células principales (mitrales y empenachadas, con un
citoplasma muy poco electrodenso) y células PGs. En este compartimento sensorial,
los terminales del NO realizan contactos sindpticos asimétricos con perfiles
dendriticos de células principales y de células PG. En nuestro estudio, encontramos
marcaje ZnSe"M%-positivo localizado en algunos terminales axénicos del NO (fig.
22A). Aunque la densidad de aparicion de estos terminales ZEN positivos fue muy
baja, algunos mostraron contactos sinapticos asimétricos con dendritas de lo que
podrian ser células PG (fig. 23A). Incluso, en algin caso, encontramos marcaje en la
hendidura sinaptica, lo que podria representar el comienzo del proceso de exocitosis
de las vesiculas presindpticas ricas en zinc (fig. 23B). El compartimento sinéptico o
zona no-NO, a diferencia del sensorial, no presenta porciones terminales del NO,
sino perfiles dendriticos de células principales, de células PG y terminales axonicos
de diferentes origenes centrifugos. En estas regiones no-NO, no encontramos
terminales ZnSeAMG—positivos en las secciones analizadas. En la CCM se encuentran
casi en exclusiva los somas de las células mitrales y las dendritas de los granos. Las
células mitrales se distinguen al microscopio electronico por su gran tamafo y
contenido poco electrodenso (fig. 23C). En ninguna de las células mitrales
observadas a microscopia electronica encontramos marcaje ZnSe*"“-positivo. Sin
embargo, en la CPI, formada fundamentalmente por el neuropilo delimitado entre la
CCM vy los somas de los granos mas superficiales, si observamos algunos terminales
marcados (fig. 23C), que, por sus caracteristicas ultraestructurales, se correspondian
con terminaciones moduladoras centrifugas. Al igual que observdbamos a
microscopia optica, es la CGr donde encontramos la mayor densidad de terminales

positivos para el marcaje ZnSe”*™M¢

(fig. 22C). Ademas de los somas de los granos, en
esta capa aparecen también axones mielinicos. Una gran densidad de terminales ricos
en vesiculas cargadas con granos de plata realiza contactos sindpticos sobre las
dendritas de los granos (fig. 23D).

Ademas del marcaje ZnSe”™M¢

asociado a terminales presindpticos ZEN,
observamos otras estructuras con depositos de precipitados de plata, especificos por
su forma redondeada, y que, sin embargo, no se encontraban en terminales axonicos.
Asi, en baja frecuencia, observamos granos de plata dentro de estructuras

vesiculares, en algunos cuerpos celulares localizados en el limite entre la CG y la



CPE (fig. 24A). Por su localizaciéon, por su tamaiio y por sus caracteristicas
ultraestructurales, como las invaginaciones en el ntcleo y la abundante cromatina
condensada (Pinching y Powell, 1971a,b) hemos identificado a dichas células como
PGs. Ademas, en ocasiones los somas de las células PG aparecen envueltos en una o
mas capas de prolongaciones gliales (Pinching y Powell, 1971a,b), elementos que
también aparecian acompafiando a algunas células ZnSe"™%-positivas (fig. 24A).
Igualmente llamativo fue el caso del marcaje presentado por los astrocitos que
conforman la limitante glial subpial en la periferia bulbar (fig. 24B). En el cuerpo
celular de estas células encontramos, con gran frecuencia, marcaje ZnSe™™“-positivo
en endosomas/lisosomas (fig. 24C) y/o en pequefias vesiculas asociadas siempre a la
cara trans del aparato de Golgi (AG; fig. 24D).

Nuestro analisis ultraestructural del método ZnSe*™¢

para la localizacion de
zinc, confirmo la distribucién mayoritaria de terminales centrifugos ZEN en la CGr
del BO. Confirmamos también la existencia de terminales ZEN procedentes del NO
en la CG. Ademads, describimos la aparicion de zinc no sélo en el cuerpo celular de

células gliales sino también en el soma de algunas interneuronas bulbares.

Terminales zincérgicos en el BO de animales sobre-expuestos a
zinc

Después de haber observado y analizado la presencia tanto de terminales
como de cuerpos celulares zincérgicos en el BO del raton, decidimos someter a
algunos animales a condiciones de exceso de zinc (mediante inyecciones de ZnCly).
Con ello pretendimos aumentar las dianas disponibles para el marcaje ZnSe™™S,
considerando la posibilidad de que en la CG la cantidad de iones zinc no fuese lo
suficientemente elevada como para ponerse de manifiesto con el método ZnSe”™.

En los animales inyectados con ZnCl, el marcaje a microscopia optica para el
método ZnSe*™C presentd las mismas caracteristicas generales descritas para los
animales control (Airado, 2005; Airado y cols., 2008), es decir, un precipitado de
color marrén y aspecto granular localizado en los lugares donde se encontraba el zinc
vesicular. Sin embargo, la intensidad de marcaje fue muy superior en todas las capas
del BO de animales inyectados con ZnCl, con respecto a los animales control (fig.

25A y B). En este sentido, el cambio mas llamativo lo observamos en la CGr, quiza,

por ser la que presenta una mayor densidad de terminales ZEN (fig. 25C y D).



Aunque en los animales control no habiamos observado marcaje ZnSe"™-

positivo en la CPE, si encontramos en la misma capa de animales inyectados con
ZnCl,, pequetios precipitados de plata en el cuerpo celular y en el origen de algunas
prolongaciones de pequefas interneuronas (fig. 25E y F).

De manera similar, la CG, presentd un ligero incremento en la cantidad de
granos de plata, no tanto en el neuropilo glomerular, que continu6 apareciendo
practicamente ausente de marcaje, sino en la zona yuxtaglomerular, que mostro
marcaje superpuesto con los somas de las células yuxtaglomerulares y el inicio de
algunas de sus prolongaciones (fig. 25G y H). Ademads, los glomérulos ZEN
continuaban siendo visibles en las regiones ventro-laterales de estos animales.

A pesar de modular la homeostasis de zinc para incrementar la carga
zincérgica y aunque la inyeccion de ZnCl, produjo un incremento general en la
cantidad de terminales ZEN en el BO, el marcaje que obtuvimos en la CG seguia sin
corresponderse con el marcaje obtenido para el transportador ZnT3, por lo que el
desfase en el marcaje entre ambas técnicas no se debe a un problema de sensibilidad

del método ZnSe*MS.

Correlacion ultraestructural

Las caracteristicas del marcaje en los terminales axonicos fueron similares a
las que encontramos en los animales que no fueron inyectados con ZnCl,. Los
precipitados granulares fueron variables en niimero y tamafio entre terminales,
encontrandose mayoritariamente asociados a vesiculas presinapticas. De modo

general, la mayor densidad de terminales con marcaje ZnSe*M°

apareci6 igualmente
en la CGr (fig. 22D y fig. 26B) y en la CG (fig. 22B y fig. 26A). No obstante, la
cantidad de terminales que aparecian en la CGr fue superior a la que encontrdbamos
en los animales no inyectados (fig. 22A y C). Al igual que en las muestras
procedentes de animales control, los perfiles sinapticos de los terminales zincérgicos
observados en esta capa eran contactos asimétricos con terminales dendriticos de los
granos (fig. 26B), que se corresponden con terminaciones zincérgicas centrifugas.

En la CG, a nivel ultraestructural, no observamos un incremento en la
densidad de terminales del NO ZEN-positivos. En los animales inyectados con

ZnCl,, al igual que describimos para los animales control, fue frecuente la aparicion

de depdsitos granulares positivos dentro de algunos somas neuronales (fig. 26D-F),



junto a la cara trans del AG (fig. 26D), en vesiculas citosoélicas, en lisosomas (fig.
26E y F) o en el interior de mitocondrias (fig. 26E).

Del mismo modo que describimos para los animales control, en esta capa
también encontramos cuerpos celulares marcados, que hemos identificado como
astrocitos, dado su elevado contenido en filamentos intermedios (fig. 26C). Los

e - AMG
depdsitos intracelulares de marcaje ZnSe

se localizaron igualmente en vesiculas
junto a la cara trans del AG y en estructuras vesiculares del tipo
endosomas/lisosomas (fig. 26C).

Estos datos demuestran que la mayor disponibilidad de zinc en el medio
interno no es la condicidon limitante para provocar una mayor carga en terminales

zincérgicos provenientes del NO en la CG del BO, pero si en los axones de

procedencia centrifuga que tienen sus dianas en la CGr.

3. Estudio del transportador ZnT3 en la CG

Distribucion en los compartimentos intraglomerulares

Aunque los estudios previos muestran un marcaje de la proteina ZnT3
coincidente con la localizacion de los terminales ZnSe*M%-positivos (Palmiter y
cols., 1996a; Cole y cols., 1999; Wang y cols., 2001, 2002a, b), en el caso del BO, en
concreto en la CG, existe un desfase entre ambas técnicas que no parece ser debido a
la sensibilidad del revelado autometalografico (Jo y cols., 2000; Airado, 2005;
Airado y cols., 2008). Puesto que ¢ésta es la primera vez en la bibliografia que se
detecta este tipo de diferencia, quisimos conocer con exactitud donde estaba
localizado el transportador ZnT3 en la CG ayudandonos de su localizacion en
relacion al marcaje para la proteina olfactory marker protein (OMP). Para ello
realizamos un analisis de la distribucion intraglomerular de dicho transportador. La
proteina OMP tnicamente se expresa en los terminales de las NROs, y por tanto, en
la CG marcara la region NO del glomérulo, mientras que las regiones glomerulares
no marcadas con OMP se corresponderdn con las zonas no-NO, segun la
regionalizacion glomerular establecida por Kosaka y cols. (1995, 1997, 1998). Por lo
tanto, el marcaje ZnT3 que se encuentre exactamente en las mismas regiones donde
estd la proteina OMP se corresponderd con los terminales ZnT3 positivos que
proceden de las NROs, mientras que aquellos que no colocalicen con OMP se

corresponderan principalmente con aferencias centrifugas.



Nuestros resultados muestran que la distribucion del transportador ZnT3 en la
zona OMP positiva, o zona NO y la zona glomerular OMP negativa o zona no-NO es
muy variable entre glomérulos (fig. 27A-D), por lo que decidimos realizar un analisis
de confocalidad con glomérulos individualizados. Para realizar este estudio
analizamos 114 glomérulos de secciones procedentes de 2 animales diferentes. En
cada glomérulo individual obtuvimos los datos para cada marcador: el porcentaje de
ZnT3 que se encuentra en la zona del NO y el porcentaje de OMP (de NO) que
contiene ZnT3 (tabla 5). En funcién de estas variables y empleando el programa
estadistico SPSS, realizamos una clasificaciéon de conglomerados que dividio a la

poblacion glomerular analizada en 3 grupos diferentes (tabla 5).

TABLA 5 % OMP con ZnT3 % ZnT3 en NO
Media EEM Media EEM
Conglomerado | ! 67,2046 2,0136 57,1086 1,6309
2 34,6491 1,3819 72,4943 2,1354
3 70,6025 1,7537 85,1368 1,2831

conglomerados.

Tabla 5. Valores medios del % de OMP que posee ZnT3 (verde) y del % de ZnT3 que se encuentra en
la zona del NO (rojo), para cada uno de los tres grupos de glomérulos obtenidos tras el analisis de

El primer grupo de glomérulos se caracteriza porque la mayoria del OMP, el
67,2%, colocaliza con ZnT3 (fig. 5 y fig. 27E), mientras éste se reparte
practicamente de forma equitativa entre la region del NO (57%) y la region no-NO
(43%). Los glomérulos pertenecientes al grupo 2 contienen una baja cantidad de
ZnT3, situado principalmente en la zona del NO (fig. 5 y fig. 27F). El tipo 3, se
corresponde con glomérulos con una gran cantidad de ZnT3 localizado en la region
del NO (85,13% del ZnT3 colocaliza con OMP), dejando poco marcador OMP libre
de ZnT3 (Gnicamente el 29,4% del OMP no colocaliza con ZnT3). En nuestras
imagenes, simplificadas a 3 tonos para cada situacion de marcadores, estariamos
hablando de glomérulos basicamente amarillos (la mayoria de pixeles del glomérulo

localizados en la region del NO colocalizan, fig. 5 y fig. 27G).



Glomérulo tipo 1 Glomérulo tipo 2 Glomérulo tipo 3

Figura 5. Esquemas de los tres tipos de glomérulos

° Transportador ZnT3 que podemos encontrar en el BO, en funcion de la
1 Zona no-NO distribucion del inmunomarcaje ZnT3 con respecto
@ Zona NO (OMP-positiva) a las regiones NO y no-NO.

Nuestros resultados muestran que el ZnT3, en el grueso de la poblacion
glomerular analizada, se localiza en la zona NO siendo la media del 71%, es decir, el
71% del marcaje ZnT3 de la CG procede de las NROs, mientras que el 29% restante
se corresponderia, en principio, con axones zincérgicos centrifugos.

A modo de resumen, nuestros resultados indican que el transportador de zinc
ZnT3 no se encuentra distribuido de forma homogénea en la CG, sino que existe una
gran variabilidad interglomerular, pudiendo incluso distinguirse 3 tipos de
glomérulos en funcién de su distribucion de ZnT3 en su zona NO y no-NO. A pesar
de la heterogeneidad glomerular, de forma general, la mayor parte del transportador
de zinc colocaliza con OMP (71%), por lo que es logico pensar que en la CG la
mayor parte de este transportador se encuentra localizado en terminales aferentes del

NO.

Células ZnT3 positivas en la CG

Al analizar en detalle las secciones de inmunofluorescencia para ZnT3, a
parte del consabido marcaje punteado caracteristico de los terminales axonicos donde
el transportador se encuentra predominantemente en vesiculas presinapticas,
aparecian pequefas estructuras circulares inmunopositivas, que dejaban un hueco en
el centro que recordaba a cuerpos celulares (fig. 28A). Incluso, en ocasiones se
observaba el comienzo de alguna proyeccion dendritica. De ser asi, estos resultados

AM . ;e
Y tanto a microscopia optica,

concordarian con los obtenidos con el marcaje ZnSe
donde observamos células yuxtaglomerulares con granulos de plata en su interior,
como a microscopia electronica, donde vimos algunas células PGs con granulos en

vesiculas citosolicas del soma celular. Realizamos un doble marcaje



inmunofluorescente de la proteina ZnT3 con ioduro de propidio (fig. 28B y C) para
ver si las estructuras donde se acumulaba el marcaje ZnT3 poseian nuicleo o no. Los
resultados a microscopia confocal nos muestran que cada una de las estructuras
esféricas contenia en su interior un nicleo bien diferenciado (fig. 28C). Por lo tanto,
todo parece apuntar a que en la CG existen células que expresan la proteina ZnT3.
No obstante dado que el marcaje se observaba en la periferia celular desconocemos si
la proteina ZnT3 se encontraba en el interior de la célula o si por el contrario
estdbamos observando terminales zincérgicos ZnT3-positivos, adyacentes a esos

somas celulares.

Expresion de ZnT3 en el BO

Para confirmar la existencia de expresion de ZnT3 en las células PGs de la
CG del BO, pusimos de manifiesto la presencia de ARNm que codifica la proteina
ZnT3. Tradicionalmente, se ha considerado la aparicion de ribosomas vy
polirribosomas en los axones neuronales como un fendmeno con una frecuencia de
aparicion muy baja (Tennyson, 1970; Peters y Feldman, 1973). Con el paso del
tiempo, se ha conocido que existe una maquinaria traduccional completa en las
dendritas de algunas neuronas (Tiedge y Brosius, 1996) e incluso en determinados
axones de neuronas hipotalamicas, y de ciertas neuronas en desarrollo (Vogelaar y
cols., 2009). No obstante, nada se ha descrito acerca de la presencia de ARNm en los
axones centrifugos que inervan el BO. De hecho, hoy en dia aun se considera que la
mayoria de axones adultos del SNC no son capaces de llevar a cabo una traduccion
local (Verma y cols., 2005). Por todo ello, consideraremos que si existe una
amplificacion de nuestro fragmento en el BO, existira ARNm de la proteina ZnT3 en
el BO, que se correspondera con ARNm localizado en los somas que observamos en
la CG.

Tras realizar la electroforesis nuestros resultados demuestran que,
efectivamente, en el BO existe transcripcion del gen ZnT3 (fig. 6). Hecho que no
observamos en otras estructuras utilizadas como control negativo: cerebelo, musculo

e higado.



Figura 6. Gel de agarosa donde se realizo
la electroforesis con los productos de PCR
para amplificar el gen ZnT3 (amplicon de
701 pb). Las muestras donde el ADNc se
amplifico corresponden con 2 muestras
diferentes de BO y una de testiculo (TS).
No aparecid expresion en la muestra de
cerebelo (CB), en musculo (Musc), en
higado (HG), ni en el carril con agua,
empleado como control negativo.

Para asegurarnos de que la no aparicion del producto de PCR en las muestras
de cerebelo, musculo e higado se debia efectivamente a la inexistencia del ARNm
para
ZnT3 y no a una deficiencia de la muestra de partida, realizamos un control positivo
de la PCR en el que amplificamos parte del gen correspondiente al ribosoma 18S,
concretamente al “Ribosomal Protein Large P0” (RPLPO), cuyo amplicon tiene un
tamafio de 156 pb. Todas las muestras amplificaron el gen correspondiente al
ribosoma 18S (fig. 7). Por lo que los ADNc empleados en la PCR para ZnT3, se
encontraban en perfectas condiciones, indicando que nuestros resultados de

expresion de ZnT3 son correctos.

BO1 BO2 CB TS Musc HG H20

Figura 7. Gel de agarosa donde se
realizd la electroforesis con los
productos de PCR para amplificar el gen
correspondiente  al  ribosoma  18S
(amplicon de 156 pb). Todas las
muestras tomadas, los 2 BOs, el
cerebelo, el testiculo, el musculo y el
higado, amplificaron el gen.

Para cerciorarnos de que el producto de la PCR amplificado en el BO
correspondia con la secuencia e ZnT3 elegida, llevamos a cabo la secuenciacion de
nuestro fragmento en el Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca
(www.usal.es/~secuenciacionADN/). Los resultados de la secuenciacion fueron

comparados y alineados con el programa CLC DNA Workbench 5.1 (CLC bio,



Aarhus, Dinamarca), con la secuencia completa del gen para la proteina ZnT3 para

raton, (slc30a3, fig. 8). Salvo los primeros y Gltimos pares de bases de los cebadores,

la coincidencia del grueso del amplicon fue practicamente perfecta.
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Figura 8. Representacion del
comienzo del alineamiento del
gen ZnT3 (Slc30a3) con nuestro
amplicon de 701pb. Bajo la linea
roja se encuentran los pb que
constituyen el cebador en 5°. Las
barras de color verde a media
altura representan los pb que
conforman la secuencia del gen
para la proteina ZnT3. Las barras
completas a  doble altura
representan coincidencia en los pb
entre la secuencia del gen y la
secuencia amplificada.

Después de confirmar que en el BO existe ARNm del ZnT3, quisimos

comprobar si la expresion de ZnT3 se localizaba concretamente en la CG del BO.

Para ello, consultamos el denominado “Allen Brain” (www.brain-maps.org) donde

observamos imagenes y niveles de expresion del gen ZnT3 (slc30a3) realizadas

mediante hibridacion in situ en diferentes secciones coronales y sagitales del cerebro

del raton. La expresion del gen es evidente en la CG del BO y no asi en el resto de

capas (fig. 9A y B). Es més, se puede comparar la expresion del gen en la CG del BO

con la expresion de ZnT3 en las primeras secciones coronales de NOA (fig. 9A y B,

flechas), donde ya sabiamos que existian células ZnT3 positivas. Como control

positivo de la técnica, mostramos una seccioén coronal a nivel del hipocampo y de la

corteza entorrinal, que expresan el gen ZnT3 en grandes cantidades (fig. 9C, flechas

mediales y laterales, respectivamente).




Figura 9.  Secciones
coronales de 3 niveles
rostro-caudales diferentes
del cerebro de ratéon en las
que se ha realizado una
hibridacién in situ para el
gen ZnT3 (slc30a3;
extraido de www.brain-
maps.org). En la columna
derecha se muestra el
analisis de  expresion
correspondiente a cada
seccion, en el que los
colores en tonos azulados
indican una expresion baja,
mientras que los tonos
anaranjados y rojos indican
una expresion mas fuerte
del gen. En el BO (A y B),
el gen se  expresa
tnicamente en la CG. El
NOA incipiente (Flechas
en A y B), expresa también
ZnT3. Para comprobar la
expresion en el BO,
observamos regiones
donde conociamos la alta
expresion de ZnT3 como el
hipocampo y la corteza
entorrinal lateral (flechas

en C).
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Caracterizacion neurogquimica de las células ZnT3

Confirmada la existencia de células que expresan ZnT3 en la CG del BO,
quisimos averiguar si dichas células eran neuronas o células gliales. Para ello,
llevamos a cabo dobles inmunofluorescencias ZnT3 y MAP2 como marcador de
neuronas adultas y ZnT3 y GFAP, como marcador de astrocitos, puesto que aunque
caracteristicamente la glia no contiene zinc vesicular (Valente y Auladell, 2002),
habiamos observado astrocitos marcados ultraestructuralmente. Mientras que en las
secciones marcadas con ZnT3 y GFAP no vimos cuerpos celulares doblemente
positivos (fig. 28D), muchos de los somas que contenian la proteina ZnT3 eran
también MAP2-positivos (fig. 28G). Por lo tanto, segiin nuestros resultados, las
células ZnT3-positivas de la CG son, en su mayoria, interneuronas

yuxtaglomerulares.



Por el tamafio y la localizacién de la mayoria de células ZnT3-positivas, las
identificamos como células PGs. Tradicionalmente se conocen 2 poblaciones
principales de células PGs, que en raton son mayoritariamente GABAérgicas. Las
células PGs tipo 1, caracterizadas porque contactan directamente con el NO vy las
células PGs tipo 2, que no contactan directamente con el NO (Kosaka y Kosaka,
2004). Para conocer a qué poblacion glomerular pertenecen las células ZnT3-
positivas realizamos dobles inmunofluorescencias con ZnT3 y toda una bateria de
marcadores neuroquimicos. Puesto que la mayor parte de las células PGs son
GABA¢érgicas, el primer marcador que empleamos fue GAD67, enzima limitante de
la sintesis de GABA. El marcaje que ofrece la localizacion para GAD67 complica la
diferenciacion de elementos positivos por dos razones: a) aunque la enzima es
citosolica, el marcaje se encuentra bordeando el soma celular de forma paralela a lo
que ocurre con la proteina ZnT3; y b) los terminales sindpticos que contienen
GADG67 se encuentran en alto nimero rodeando a otras neuronas, lo que hace dificil
distinguir una célula GAD67-negativa rodeada por terminales marcados, de una
GAD67-positiva (fig. 29B). En la doble inmunofluorescencia, vemos los marcajes de
las células que colocalizan, dejando un hueco en el lugar correspondiente al nucleo,
mientras que se observan con claridad los somas de algunas células GAD67-positivas
que no se marcan con el transportador ZnT3 (fig. 29C). En todas las secciones
analizadas observamos una colocalizacion casi total entre GAD67 y ZnT3 (fig. 29A,
B y C), de forma que el 94,39 + 1,6% de las células ZnT3-positivas eran también
GADG67, aunque no todas las GAD67 contenian el transportador ZnT3.

Por tanto, la poblacion de células ZnT3-positivas es una subpoblacion de las
PGs GABA¢érgicas del raton. Para caracterizar los subtipos de PGs 1 y 2 llevamos a
cabo dobles inmunofluorescencias ZnT3 con uno de los siguientes marcadores: TH,
para caracterizar el subtipo principal de PG de tipo 1 y calbindina (CB) o calretinina
(CR) para identificar si pertenecen a alguno de los subtipos principales de PGs tipo 2
del raton.

El marcaje citoplasmatico para la enzima TH mostr6 una poblacion
glomerular menos numerosa que la poblacion GABAérgica, con células bien
definidas que se sitGan rodeando los glomérulos (fig. 29E). La doble
inmunofluorescencia demostrd la existencia tanto de células marcadas unicamente
para uno de los marcadores (ZnT3 o TH), como de células doblemente marcadas (fig.

29F). El andlisis cuantitativo mostro que el 11,45 + 2,6% de las células ZnT3-



positivas pertenecen a la subpoblacién de células PGs tipo 1 que son TH-positivas, es
decir, son dopaminérgicas y contactan directamente con el NO.

En relacion con el estudio de las células PG tipo 2, los resultados de la doble
inmunofluorescencia CB-ZnT3 muestran que las células CB-positivas poseen un
marcaje citoplasmico ocasionalmente rodeado por proteina ZnT3 que, sin embargo,
en ningun caso colocalizé con la proteina ligante de calcio (fig. 29G, H e I). En lo
que se refiere a la CR, observamos que el marcaje para CR es mayoritariamente
citoplasmatico, aunque también presenta un componente nuclear (fig. 30B). Tras el
doble marcaje ZnT3-CR, observamos elementos marcados con cada uno de los dos
marcadores por separado y elementos doblemente marcados (fig. 30D). De hecho,
una gran proporcion de células ZnT3-positivas (43,75 + 4,1%) eran también CR-
positivas, indicando que practicamente la mitad de las células ZnT3 son PGs del tipo
I1.

Se conoce, por una parte, que el 50% de la poblacion CR-positiva en la CG
del raton colocaliza con NOSn. Esta subpoblacion de células CR-NOSn-positivas
supone a su vez el 70% de la poblacion NOSn-positiva en este animal. Por otra parte,
sabemos que el ON regula la homeostasis del zinc intracelular. Por ello, nuestro
ultimo analisis comprobo la existencia de ZnT3 en las células nitrérgicas del BO.
Tras realizar el marcaje para la enzima NOSn junto con el transportador ZnT3,
observamos, de igual modo, la existencia de elementos exclusivamente ZnT3-
positivos (fig. 30E) o NOSn-positivos (fig. 30F) y de elementos doblemente
marcados (fig. 30H). El recuento celular demostr6 que practicamente la mitad (49,74
+ 4,8%) de las células ZnT3 colocalizaron con este marcador, es decir, eran neuronas
capaces de sintetizar ON y que no contactan con el NO (PGs del tipoll).

Todos estos datos indican que existen células ZnT3-positivas en la CG del
BO, que son neuronas PGs inhibitorias, y que, a falta de estudios ultraestructurales
que confirmen los contactos con el NO, segliin nuestros resultados pertenecen en una
pequena proporcidn a la poblacion de PGs tipo 1, puesto que colocalizan con TH, y

en su mayoria a la poblacion de PGs tipo 2 del subtipo CR-NOSn—positivas.

4. Plasticidad de las proyecciones zincérgicas

Una vez analizadas las caracteristicas de la modulacion zincérgica en el BO

de animales control, donde encontramos dos diferencias principales con respecto a lo



descrito previamente: 1) la existencia de células ZnT3 positivas, 2) la existencia de
glomérulos modulados por gran cantidad de terminales ZEN; analizamos los posibles
cambios plasticos que ocurren en el sistema zincérgico en diferentes condiciones
experimentales: cambios en la entrada de la sefal olfatoria recibida desde el epitelio
olfatorio (animales enriquecidos, animales deprivados); tras la pérdida de las
principales neuronas de proyeccion del BO, las células mitrales (animales mutantes
pcd) y cambios en condiciones de carencia de la enzima productora de 6xido nitrico

neuronal (animales knock-out para NOSn).

Modificaciones en la entrada de la informacion olfatoria

Pensando en la aparicion del marcaje en el neuropilo glomerular como
manifestacion de una actividad diferencial entre los glomérulos ZEN vy el resto,
realizamos ensayos cambiando la intensidad de la informacion olfatoria entrante
recibida por el epitelio olfatorio, bien incrementandola en los animales enriquecidos,

o bien eliminandola, en los animales deprivados.

Proyeccion zincérgica en animales enriquecidos
En el caso de los animales sometidos al proceso de enriquecimiento olfatorio

AMG oy el BO con

durante 20 dias no observamos diferencias en el marcaje ZnSe
respecto a los animales no enriquecidos. Continuaba apareciendo el mismo patron de
marcaje con precipitados de gran intensidad en la CGr y glomérulos cuyos
neuropilos practicamente carecian de granulos, a excepcion de los glomérulos ZEN,
que seguian apareciendo en la misma proporcion, es decir, 3 glomérulos méximo por
BO (fig. 31B).

Nos preguntamos entonces si los glomérulos ZEN pudiesen estar reflejando
actividad olfatoria de un modo mucho mas inmediato, es decir, puesto que dichos
glomérulos aparecian en todos los animales analizados localizados en la misma
region, ;Seria posible que reflejasen la actividad olfatoria comin a todos los
animales en el momento del sacrificio?, ;Estarian reflejando la actividad glomerular
como resultado del ambiente olfatorio rico en el fijador; glutaraldehido? Johnson y
cols. (2009), mediante estudios de 2-deoxiglucosa, han mostrado que cada odorante,
en ratas y ratones, provoca la activacion de unos glomérulos concretos en el BO. En
su trabajo, los odorantes de la familia de los aldehidos alifaticos, a la que pertenece el

glutaraldehido, aparecen representados en las zonas ventrales. Nos preguntamos si la



diferencia de marcaje en el neuropilo glomerular entre la técnica
inmunohistoquimica para el transportador ZnT3 y el método ZnSe*™“, seria
producto de una activacion diferencial por causa del olor a glutaraldehido durante el
sacrificio de los animales. De ser asi, este hecho explicaria la activacion diferencial
de los glomérulos ventrales. Para comprobarlo, realizamos un segundo experimento
de enriquecimiento, en el que los animales, en el momento del sacrificio fueron
expuestos a 3 olores diferentes: xileno, acetona o clavo. Tras la realizacion del

método ZnSeMC

en dichos animales, el patron de marcaje en el BO fue exactamente
el mismo descrito para los animales control. En estos animales también aparecia un
maximo de 3 glomérulos con neuropilo ZEN-positivo en la region ventro-lateral del
BO (fig. 31C).

Estos resultados indican que incrementos en la entrada de informacion
olfatoria durante un periodo largo o en el mismo momento del sacrificio, no parecen

ser el detonante del patron diferente de marcaje entre glomérulos ZEN y los

glomérulos no-ZEN en la modulacion zincérgica proveniente del NO.

Pruebas de deprivacion

Nos planteamos si los glomérulos ricos en neuropilo ZnSe"™%-positivo
podrian ser precisamente los que no estaban siendo estimulados por la actividad
olfatoria en nuestros animales. Para averiguarlo provocamos el efecto contrario, es
decir, eliminar toda fuente de entrada de informacion, manteniendo el sistema
anatdmicamente intacto, y observar asi si todos los glomérulos de la CG presentaban
el mismo aspecto que los glomérulos ZEN.

Una vez comprobada la reduccion de la expresion de TH y por tanto de la
actividad olfatoria (fig. 31E y F), analizamos el marcaje para el método ZnSe*M¢ y
para la inmunohistoquimica contra el transportador ZnT3. En ningun caso
encontramos diferencias entre los animales deprivados y los animales control. Los
glomérulos ZEN, en especial el localizado en la posicion ventral en el punto 3,74

AM .
G, continuaron

rostral respecto a Bregma con el neuropilo méas marcado para ZnSe
apareciendo en las secciones correspondientes en los animales deprivados (fig. 31D).

La ausencia de cambios plésticos en los terminales ZEN de la CG del BO tras
la deprivacion de los animales asi como después de someterlos a condiciones de
enriquecimiento olfatorio nos permite decir que el marcaje diferencial obtenido con

AMG

el método ZnSe y la inmunohistoquimica para el transportador ZnT3 no



dependen de la actividad olfatoria. Por lo tanto, debia existir otro motivo por el cual
observaramos un marcaje diferente entre ambos métodos y, muy probablemente,
relacionada con la causa de la aparicion del marcaje mas intenso en el neuropilo de
los glomérulos ZEN. Puesto que el ON regula de manera intensa los movimientos de
zinc intracelular, nuestro siguiente estudio se dirigi6 a analizar el sistema zincérgico

bajo condiciones de reduccién de ON en el sistema olfatorio.

Sistema zincérgico en el BO del raton KO para NOSn

En el BO de los animales KO para NOSn, la carencia de esta enzima no
produjo ningin cambio en el marcaje zincérgico con el método ZnSe*™°. El patrén
de distribucion de los terminales ZEN para cada una de las capas del BO fue el
mismo que el resto para los animales control, incluyendo la aparicion de los
glomérulos mdas intensos en marcaje en la regién ventro-lateral. No obstante, al
realizar la inmunohistoquimica para el transportador ZnT3 observamos una
disminucion uniforme en la intensidad del marcaje en la CG de los animales KO, que
no detectamos en la CGr. Empleando el microscopio laser confocal tomamos
fotomicrografias de planos focales de distintas regiones de la CG de animales control
y NOS (fig. 32A y B) y mediante el software del propio microscopio confocal,
obtuvimos datos del porcentaje ocupado por el transportador ZnT3 en la totalidad del
area de cada glomérulo analizado. Nuestros resultados muestran la existencia de

diferencias altamente significativas entre ambos grupos experimentales (fig. 10).
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Estos resultados indican que la ausencia de la enzima NOSn no tiene
consecuencias directas sobre la cantidad de zinc que reclutan los terminales
zincérgicos del BO, pero si parece influir en la cantidad de proteina ZnT3 que se
encuentra presente en la CG del BO. Ademas, el andlisis de los cuerpos celulares

ZnT3-positivos demuestrod que la densidad de células ZnT3-positivas en la CG de los



animales NOS era significativamente mayor a la correspondiente en los animales

control (fig. 11, fig. 33A y B, fig. 34A y B).
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Para conocer si el incremento en el nimero de células ZnT3-positivas se
debia al aumento de una poblacion neuroquimica concreta realizamos dobles
inmunofluorescencias ZnT3 con los mismos marcadores analizados en los animales
control (GAD67, TH, CB, CR y NOSn). Unicamente observamos diferencias
significativas en los porcentajes de colocalizacion ZnT3-CR y ZnT3-NOSn (fig. 12 y
fig. 33G yH).
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Figura 12. Porcentaje de células
ZnT3-positivas que colocalizan con
GAD67, TH, CR o NOSn, en la CG
del BO de animales control y KO para
NOSn. Los datos para el marcador
CB no estan representados en la
grafica puesto que en ningun caso
(tanto para animales control como
para los KO para NOSn) colocalizd
con ZnT3.

Puesto que existen variaciones en los porcentajes de colocalizacion, quisimos

comprobar si la pérdida del gen NOSn producia cambios en la densidad celular de
cada marcador por separado (GAD67, TH, CB, CR y NOSn). Obtuvimos diferencias
significativas inicamente en el caso del marcador CR, entre animales control y KO
para NOSn (fig. 13 y fig. 33D y E). Es decir, la poblacion de células ZnT3-CR-
positivas parece aumentar debido al incremento en la densidad de las poblaciones

ZnT3 y CR por separado.



cels./drea

60

S0

i control Figura 13. Comparacion de la

“ * = densidad de células GAD67, TH,
30 CB, CR y NOSn-positivas en la
20. ' = CG entre animales control y KO
o I_I— para NOSn.

¢ CB  CR

" GAD67 TH NOSn **=p<0.01

#=p<0.05

Por tanto, en los animales KO con ausencia de la enzima NOSn, existen
también células ZnT3-positivas en la CG del BO, que son neuronas PGs inhibitorias
que se corresponden con células PGs tipo I, puesto que colocalizan con TH, y, en su
mayoria, con células PGs tipo II del subtipo CR-NOSn—positivas, al igual que
ocurria en los animales control. Sin embargo, la densidad de células ZnT3 totales,
CR totales y de la proporcion de células ZnT3-CR se ve incrementada en relacion a
lo observado en animales control.

Quisimos descartar por completo la implicacion de otro tipo de células
yuxtaglomerulares en el incremento de densidad de células ZnT3-positivas en los
animales KO para NOSn. Para ello, realizamos un recuento de otro tipo de neurona
yuxtaglomerular, las células empenachadas. Empleamos las imagenes de ZnT3-GAD
para llevar a cabo este estudio. Consideramos células empenachadas aquellas que
ademds de presentar las caracteristicas morfoldgicas de estas células, eran ZnT3-
positivas y GADG67-negativas. No observamos diferencias significativas en la
densidad de células empenachadas entre animales control y KO para NOSn (fig. 14y
fig. 33A y B), por lo que el incremento en el numero total de células ZnT3-positivas
no debe estar relacionado con su expresion en células empenachadas externas, sino

con variaciones de la poblacion de PGs de tipo I CR-positivas.
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Sistema zincérgico en el BO del ratéon mutante pcd

Sabemos que existen cambios plasticos en la inervacion zincérgica que llega
al BO de los animales mutantes pcd (Airado y cols., 2008). Ademas, se ha descrito
que parte de los terminales ZEN de la CG pertenecen a axones centrifugos (Jo y
cols., 2000). En nuestra bisqueda de indicios que nos llevasen a conocer lo que
ocurre en la CG y a qué se debe el marcaje de los glomérulos ZEN, decidimos
comprobar si la pérdida de las células mitrales en los mutantes pcd implicaba
también variaciones en el marcaje zincérgico. Tras el analisis del método del selenio,
confirmamos en los animales mutantes pcd la misma distribucion y cantidad de
marcaje ZnSe"M%-positivo que en los animales control. También observamos la
existencia de glomérulos ZEN con las mismas caracteristicas morfologicas y de
localizacién que presentaban en los controles. No obstante, en nuestro trabajo,
quisimos conocer cudl es la situacioén del transportador de zinc 3 en la CG tras la
pérdida de las células mitrales. Para ello, analizamos por un lado, la cantidad de
proteina ZnT3 contenida en cada glomérulo; y por otro, las caracteristicas
neuroquimicas de la poblacion de células ZnT3-positivas en la CG de estos animales.

Al igual que hicimos con el andlisis en los animales KO para NOSn, a partir
de fotomicrografias de la CG de animales control y pcd (fig. 32C y D) obtuvimos
datos del porcentaje ocupado por dicho marcador. Nuestros resultados corregidos
para el descenso de volumen en la CG del pcd, muestran que en este caso no existen
diferencias significativas entre ambos grupos experimentales, es decir, el marcaje
neuropilar ZnT3-positivo no varia tras la pérdida de las células mitrales (fig. 15).
Esto corrobora los datos previos relativos al marcaje ZnSe*™“ de terminales ZEN en

estos animales (Airado y cols., 2008).
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A pesar de que el neuropilo ZnT3-positivo no varia entre genotipos, el
analisis del nimero de somas positivos para este transportador en la CG demostro
que existe un incremento real en la cantidad de células ZnT3-positivas, puesto que
tanto en los datos sin corregir por el volumen como en los mismos datos corregidos,

las diferencias fueron significativas (fig. 16, fig. 33A y C, fig. 34A y C).
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Para conocer si el aumento en el nimero de células ZnT3-positivas estaba
correlacionado con su aumento en alguna poblaciéon neuroquimica en concreto,
realizamos el analisis de colocalizacion de ZnT3 con los marcadores GAD67, TH,
CB, CR y NOSn. En ningun caso observamos diferencias significativas entre los
porcentajes de colocalizacion de animales control y mutantes pcd (fig. 17). Es decir,
el aumento de células ZnT3-positivas en la CG de los mutantes pcd no va ligado al

incremento en las diferentes poblaciones de PGs ZnT3-positivas analizadas.
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Aunque no habiamos observado diferencias significativas en la densidad de
células ZnT3-positivas que colocalizaban con cada uno de los marcadores, quisimos
conocer si la densidad de células positivas para cada uno de ellos individualmente
variaba en los animales pcd. Nuestro analisis cuantitativo no reveld diferencias
significativas en el numero de células de cada poblacion neuroquimica entre

genotipos (fig. 18, fig. 33D y F, fig. 34D y F).
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Asi, en los animales mutantes pcd, al igual que en los controles, observamos
células ZnT3-positivas en la CG del BO, que identificamos mayoritariamente como
PGs de tipo II, CR-NOSn-positivas y en menor proporcion PGs de tipo I, TH-
positivas. No obstante, pese a no existir cambios significativos en las proporciones
de colocalizacion entre animales control y pcd, si existe un incremento significativo
en la cantidad de células yuxtaglomerulares ZnT3 positivas en la CG (fig. 16).
Consideramos entonces la posibilidad de que las células ZnT3 que aparecen en la CG
de animales pcd y que no colocalizan con ninguno de los marcadores anteriores
(puesto que los porcentajes de colocalizacion no varian), sean células empenachadas
que expresan ZnT3 tras la pérdida de las células mitrales. Con el fin de comprobarlo,
realizamos un recuento de las células empenachadas ZnT3-positivas que aparecen en
la CG de animales control y pcd. Para una mejor identificacion de dichas células,
seleccionamos las fotos correspondientes a las dobles inmunofluorescencias ZnT3-
GADG67 (fig. 34A, C, G e I). Tomamos como células empenachadas externas
aquellas células situadas en la region yuxtaglomerular, GAD67-negativas (Ribak y
cols., 1977; Mugnaini y cols., 1984) y con un tamafio de soma considerablemente
mayor al que presentan las células PGs (13 pum los somas de las células
empenachadas externas mientras que el de las células PGs es de 6 pm). Los
resultados del analisis cuantitativo muestran que tanto en los datos originales, como
en los mismos corregidos en funcion del volumen en el animal pcd, existe un
aumento significativo de células empenachadas ZnT3 positivas en los animales
mutantes pcd (fig. 19). Por lo que, en este caso, el aumento de células ZnT3-positivas
no se debe a un incremento en una poblacion de células PGs concreta sino
probablemente a que algunas células empenachadas comienzan a expresar este

transportador tras la pérdida de las principales células de proyeccion del BO.
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A modo de resumen de todos los resultados recogidos en este trabajo,
podemos decir que confirmamos el patron de distribucion de la inervacion zincérgica
en el BO principalmente en la CGr y en la CG. Observamos por primera vez en esta
capa a nivel ultraestructural algunos cuerpos celulares positivos para el marcaje
ZnSe™™. Describimos el marcaje para ZnT3 en algunos cuerpos celulares también
de la CG, caracterizados como células PGs de tipo I y II, y detectamos el propio
ARNm para ZnT3 en el BO. Estos hechos nos indican que la aparicion de la proteina
ZnT3 en esta estructura no se restringe a su presencia en los terminales zincérgicos,
como hasta ahora se pensaba, sino que el BO posee células ZnT3-positivas propias.
Ademés, comprobamos que las diferencias en el marcaje ZnT3 y ZnSe*™ en la CG
del BO, asi como la localizacion y el numero de glomérulos ZEN, no son el resultado
de una falta de sensibilidad del método del selenio, ni estan relacionadas con los
caracteres cuantitativos o cualitativos de la informacioén olfatoria entrante. Por
ultimo, también hemos visto que el 6xido nitrico esta implicado en la aparicion de la
proteina ZnT3 en la CG y que la pérdida de las células mitrales en los animales pcd
supone un cambio en la expresion de algunas células empenachadas, que comienzan

a expresar la proteina ZnT3.
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Discusion

En esta seccidon examinaremos los resultados obtenidos, analizando sus
posibles causas y planteando nuevas hipdtesis de trabajo para futuros estudios. Asi,
para facilitar el seguimiento y la comprension de este apartado seguiremos el mismo
esquema que en la seccion anterior. Analizaremos primero los nuevos aspectos de la
modulacion zincérgica en el BO: la presencia de astrocitos ZEN, la diferencia de
marcajes en la CG y la presencia de glomérulos ZEN. Seguidamente, analizaremos la
diferencia de marcaje en la CG comprobando la desaparicion del marcaje ZnSeAMG
por transporte retrogrado asi como la sensibilidad de la técnica ZnSeAMG. A
continuacion, discutiremos los aspectos mas relevantes sobre el papel de la proteina
ZnT3 en el BO. Por tultimo, indagaremos en la capacidad plastica del sistema
zincérgico olfatorio a partir de los resultados obtenidos con los animales sometidos a
enriquecimiento y deprivacion olfatoria en primer lugar, y con los modelos genéticos

(KO para nos y mutantes pcd) en segudo lugar.

1. Aspectos de la modulacién zincérgica en el BO de

animales silvestres

Astrocitos ZEN

Nuestros datos demuestran que algunos astrocitos localizados en la zona
externa de la CG y en la CFNO, contienen zinc. Asi, observamos pequeiios depositos
positivos, proximos a la superficie extracelular (fig. 24B); mientras que en regiones
mas internas observamos endosomas/lisosomas de mayor tamafio con depositos de
plata (fig. 24C). Seglin la primera descripcion del marcaje de zinc obtenido con el
ZnSe™™C la glia del SNC no presentaria marcaje positivo, con la excepcion de
algunos astrocitos del cerebelo y del hipotdlamo que contienen precipitados
granulares dentro de su cuerpo celular (Danscher, 1982). A tenor de este primer
trabajo, la poblacion glial y la homeostasis vesicular de zinc no parecian tener nexos
comunes. No obstante, trabajos posteriores demostraron que las células gliales son
capaces de sobrevivir y volverse reactivas bajo concentraciones de zinc que serian
letales para las neuronas (Dineley y cols., 2000; Choi y cols., 1988; Ordy y cols,
1993; Lin y cols., 1998; Sheline y cols., 2002, 2004; Suh y cols., 2001). Se sabe que



los astrocitos tienen un papel relevante, no s6lo en la eliminacion de los
neurotransmisores de la hendidura sinaptica, sino también en la captacion del zinc
extracelular (Varea y cols., 2006). Hoy en dia sabemos que el zinc puede introducirse
en el citoplasma astrocitario atravesando la membrana plasmatica mediante canales
de calcio regulados por voltaje y salir por ella a través del transportador de zinc ZnT1
(Sheline y cols., 2004). No obstante, el fendomeno mas llamativo es la captacion de
zinc por via microfagocitica, mediante la cual los astrocitos captarian el zinc en
pequenas vesiculas, probablemente recubiertas de clatrina, que seguirian la via
endosomal-lisosomal (Holm, 1989; Varea y cols., 2006). Estos endosomas y
lisosomas, con zinc en su interior, se han denominado zincosomas (Haase y
Beyersmann, 2002). El hecho de que observemos una gran cantidad de depositos de
plata en las vesiculas endosomiales-lisosomiales de los astrocitos del BO podria
indicar que el zinc se haya incorporado al interior celular siguiendo una ruta
microfagocitica.

Algunos astrocitos expresan proteinas encargadas de la union de zinc
intracelular, las MTs. Por ejemplo, en el SNC las MT-I y MT-II aparecen en
astrocitos tanto durante el desarrollo como a lo largo de toda la vida adulta (Penkowa
y cols., 1999). En el BO, se ha documentado la existencia de inmurreactividad a MT-
I en los astrocitos que se situan en la superficie pial, junto a la CFNO (Penkowa y
cols., 1999). En funcidén de la caracterizacion realizada por Bailey y Shipley (1993),
de los 6 subtipos de astrocitos que aparecen en el BO, los localizados junto a la
CFNO se corresponderian con los astrocitos de tipo 1 y 2, de morfologia unipolar e
irregular respectivamente, y de localizacion exclusiva en la CFNO. Estos hechos
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concuerdan con nuestras observaciones de marcaje ZnSe
astrocitos de esa zona. Se sabe que la expresion de las proteinas MT-I1 y II es
inducible por zinc (Malaiyandi y cols., 2004), lo que explica el comportamiento
protector de los astrocitos frente a incrementos de zinc. El zinc induce un aumento en
la expresion de las proteinas MT-I y II, que en Ultima instancia tamponan la
concentracion de zinc citoplasmatico (Malaiyandi y cols., 2004). Los astrocitos
positivos para MT-I y II también aparecen en el hipocampo y la corteza cerebral,
regiones en las que ya se sugiri6 la captacion por estos astrocitos del exceso de zinc,
que de otro modo podria causar graves dafos neuronales (Koh y cols., 1996;

Penkowa y cols., 1999). Esto supone un nexo de unién comun entre el BO y otras

zonas ricas en proyecciones zincérgicas. Todos estos datos indican que en el BO



existe un subtipo especial de astrocitos que esta directamente relacionado con la
eliminacion de zinc en zonas con una gran densidad de terminales ZEN, sugiriendo
que en la CG existe una gran liberacion de zinc que ha de ser rapidamente tamponada
por los astrocitos.

Ademas del marcaje en endosomas/lisosomas, nuestros resultados muestran
que el zinc también se puede acumular en la red trans del AG astrocitario (fig. 24D).
Se conocen varios transportadores de zinc, concretamente ZnT4-ZnT7 y ZIP7 que se
localizan en la membrana del AG (Lichten y Cousins, 2009). Aunque ZnT4 y ZnT5
son mas conocidos por su expresion en las glandulas mamarias y en el pancreas
(Huang y Gitschier, 1997; Kambe y cols., 2002), todos ellos se expresan en neuronas
del cerebro y algunos, incluso en un tipo glial particular, la glia de Bergmann del
cerebelo (Huang y cols., 2002; Kirschke y Huang, 2003; Huang y cols., 2005; Wang
y cols.,, 2005; Gao y cols., 2009). En el AG ocurren las modificaciones
postraduccionales y el direccionamiento y empaquetamiento final de las proteinas,
luego la localizacion de zinc en este lugar esta relacionada con la formacion de
proteinas que poseen zinc en su estructura (Wang y cols., 2005). No obstante, se ha
sugerido también que el AG actua como un orgéanulo reservorio de zinc, acumulando
este elemento cuando la concentracion citosolica es elevada y transportandolo al
citosol cuando es necesario (Huang y cols., 2005). El marcaje del AG se observa
sobre todo tras la inyeccion de ZnCl,. Ademas, el marcaje ZnSe™ detecta
acumulaciones de zinc. Por ello pensamos que el zinc observado en el AG
astrocitario probablemente esta siendo almacenado en este organulo como proteccion
celular ante el incremento de zinc que ocurre tras la inyeccion de ZnCl,.

Por otro lado, la localizacion del transportador ZnT3 en neuronas de la CG
del BO y no asi en células gliales, coincide con los resultados descritos en el trabajo
de Valente y Auladell (2002). En dicho estudio se describe la localizacion del
marcador glial de astrocitos, GFAP, en células zincérgicas de la sustancia blanca y en
distintos neuroepitelios durante las etapas tempranas de vida, mientras que a partir
del dia postnatal 12 no aparecen células GFAP-positivas con zinc vesicular en su
interior. La unica excepcion descrita hasta la fecha es el caso de la glia de Bergmann
del cerebelo del raton (Wang y cols., 2005). Estas células contienen zinc vesicular y
ademds expresan gran cantidad de transportadores ZnTs, entre ellos, ZnT3. A
diferencia de lo observado en nuestro trabajo, la proteina ZnT3 en este tipo celular

colocaliza con el marcador glial S-100 y no asi con el marcador neuronal MAP2.



Por todo ello, pensamos que los astrocitos de la CFNO del BO del raton
constituyen un subgrupo celular con identidad propia, con una morfologia,
localizaciéon y funcion intimamente relacionadas con los elementos zincérgicos que
confluyen en la CG y el mantenimiento de la homeostasis de zinc en el medio
extracelular; cualidades que los hacen especiales y diferentes al resto de astrocitos

del BO.

Zinc y acido quinolinico

El descubrimiento de astrocitos en la CG con zinc en su interior, sugiere la
participacion de un tipo astroglial concreto, que colaboraria en la eliminacion de zinc
extracelular en la CG. A partir de las siguientes premisas proponemos una hipdtesis
acerca del funcionamiento de estos astrocitos:

1. El &cido quinolinico o 2,3 piridino dicarboxilico (QUIN), es un metabolito
enddgeno toxico que se forma a partir de la degradacion del triptéfano, con la
participacion de la enzima acido 3-hidroxiantranilico oxigenasa (3HAO). Se
degrada hasta formar nicotinamin adenin dinucleétido (NAD"), en una
reaccion catalizada por la enzima acido quinolinico fosforribosil transferasa
(QPRT, Speciale y cols., 1987).

2. La toxicidad causada por el QUIN en los tejidos neuronales se ve
contrarrestada tras la adicion de zinc, de forma que los iones zinc previenen
el dafio celular producido por este metabolito (Kida y Matyja, 1990).

3. Buena parte de las moléculas desarrolladas para la visualizacion fluorescente
de zinc, proceden de la familia de la N-(6-methoxy-8-quinolyl)-p-
toluensulfonamida o TSQ; un derivado del QUIN. Este compuesto es
utilizado como grupo ionéforo de unién al zinc, debido a su alta afinidad por
el i6n (Nolan y cols., 2005).

4. Existe marcaje positivo para 3HAO y QRPT en astrocitos del hipocampo del
raton (Kohler y cols., 1988).

5. Al igual que ocurre en el hipocampo, la distribucion de las enzimas 3HAO
(formadora de QUIN) y QPRT (encargada de su degradacion), en el BO del
raton se limita sélo y exclusivamente a células gliales, concretamente a
astrocitos. Mientras que los astrocitos que expresan 3HAO se localizan en la
region entre la CG y la CPE, los que poseen QPRT se encuentran en la region

entre la CG y la CFNO. Asi, existe un gradiente de QUIN en la CG, desde su



Discusion

formacion junto a la CPE hasta su degradacion en los astrocitos de la CFNO

(Poston y cols., 1991).

Con todos estos datos, proponemos que las moléculas de QUIN formadas en
el limite entre la CG y la CPE (fig. 35), podrian interceptar los iones zinc de la
hendidura sinéptica, constituyendo un complejo intermedio zinc-QUIN, estable e
inocuo. En la region proxima al NO, los astrocitos que expresan QPRT incorporarian
los complejos zinc-QUIN, facilitando por un lado, la ruta de catalizacién del QUIN
hasta NAD", y por otro, uniendo el zinc a las MT-1 y MT-2 que poseen (Penkowa y
cols., 1999).

Figura 35. Esquema de la ruta del QUIN formado en la CG desde su produccion en
los astrocitos (figuras en naranja) situados entre la CPE y la CG, hasta su eliminacion
en los astrocitos situados entre la CG y la CFNO. El gradiente de QUIN producido en
la CG (triangulo rosa), proporciona un estado intermedio QUIN-Zn*" (rosa claro), que
previene la toxicidad del QUIN, a la vez que proporciona un sistema sumidero para
los iones Zn*" liberados desde el NO (verde).

Esta hipodtesis explicaria, al menos en parte, la rapida desaparicion del zinc

del neuropilo glomerular y, por tanto, la ausencia de marcaje ZnSe*™“ detectada en
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nuestro estudio, una vez liberado en la sinapsis. El hecho de que un sistema similar
se encuentre en el hipocampo (Kd&hler y cols., 1988), asociado a regiones donde
ocurren grandes liberaciones de zinc (las sinapsis de las fibras musgosas con las
células de la capa CA3), indica que el gradiente de QUIN generado entre estos
astrocitos puede constituir un sistema sumidero, que colabore en la eliminacion de
grandes cantidades de zinc del medio externo, al tiempo que procura la
neutralizacion temporal del QUIN. De confirmarse esta hipotesis estaria indicando

AMG

que, a pesar de la ausencia de marcaje ZnSe en la CG, existe una gran liberacion

de zinc en dicha zona.

Diferencia entre el marcaje inmunohistoquimico y ZnSe*'¢ en la CG
El estudio de la distribucién del sistema zincérgico en el BO mediante el
ZnSe™™¢ y la inmunohistoquimica para el transportador ZnT3 (Jo y cols., 2000;
Airado, 2005; Airado y cols., 2008), plantea un interrogante: ;Coémo se estructura el
sistema zincérgico en la CG del BO para que observemos inmunomarcaje ZnT3 en el

. . , r : AM
interior de todos los glomérulos y sélo observemos marcaje ZnSe*M®

en el neuropilo
de algunos de ellos, los glomérulos ZEN? A microscopia electroénica se observan
terminales ZEN en la CG; los describieron Jo y cols. (2000) en los ratones BALB/c'y
los hemos descrito en este trabajo para los ratones de la colonia C57/6J-DBA72J. Sin
embargo, la proporcion de marcaje ZnSe*™/ZnT3 no resulta equivalente. La
existencia de zinc en las NROs ha sido observada en este trabajo y anteriormente en
un estudio en el que se muestra que buena parte del zinc del BO de la rata se
concentra en la CG (Friedman y Price 1984). Entonces, ;Por qué el neuropilo de los
glomérulos no se marca con el ZnSe*™9?

Cuando Jo y cols. (2000) describieron la distribucion de los terminales ZEN
en el BO del raton BALB/c, emplearon las mismas técnicas utilizadas en éste y otros
trabajos previos (Airado, 2005; Airado y cols., 2008), a saber, el ZnSe™ y la
inmunohistoquimica para ZnT3. A pesar de que en su estudio consideran que el
marcaje entre ellas es equivalente, su iconografia demuestra que el patrén de
distribucion del transportador ZnT3 ocupa el total de la superficie glomerular,

mientras que el marcaje ZnSe"M

se distribuye unicamente en la region
yuxtaglomerular (fig. 36). Tras comparar nuestros resultados con los suyos, podemos
afirmar que la diferencia entre ambos marcajes en la CG del BO es un rasgo propio

del sistema zincérgico del raton.
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Figura 36. Fotografia a
microscopia optica del BO
del raton BALB/c
mostrando la
inmunoreacitvidad para
ZnT3 (A y C) y el marcaje
vesicular de zinc (B y D)
en el trabajo realizado por
Jo y cols (2000). En Cy D
se muestra a mayor
aumento la CG, donde
mientras la proteina ZnT3
ocupa todo el neuropilo
glomerular © el
precipitado de plata para
zine se localiza
principalmente en la zona
yuxtaglomerular D).
Extraido de Jo y cols.,
2000.

Extraido de Jo y cols., 2000

Desde que Cole y cols. (1999), confirmaran la carencia de zinc en el raton
KO para ZnT3 (ZnT3'/'), el empleo de la técnica inmunohistoquimica para dicha
proteina se ha incorporado como una herramienta al uso para la localizacion de los
elementos zincérgicos. Asi, se considera que existe una correlacion entre ambos
métodos, que se ha demostrado en la mayor parte de los casos (Wenzel y cols., 1997;
Cole y cols., 1999; Wang y cols., 2001, 2002a, b; Valente y Auladell, 2002; Redenti
y Chappell, 2004; Stoltenberg y cols., 2004, Chi y cols., 2008, Jo y cols., 2008). No
obstante, también se han documentado incongruencias en el marcaje entre ambas
técnicas: en algunos estadios tempranos del desarrollo postnatal del raton, el marcaje
ZnSe™™¢ aparece antes de que se exprese el ARNm para ZnT3 (Valente y Auladell,

2002). También, en el ganglio cervical superior de raton se ha observado una mayor



cantidad de células ZnSe*“-positivas que ZnT3-positivas (Wang y cols., 2003).
Otro ejemplo es la corteza del raton, que presenta un patrén de marcaje zincérgico en
los barriles que no se corresponde con marcaje para la proteina ZnT3 (Liguz-Lecznar
y cols., 2005). Ademas, en el hipocampo de ratones adrenalectomizados, ocurre a las
24h tras la operacion una disminucion en el inmunomarcaje para el transportador
ZnT3 que no se corresponde temporalmente con el descenso en el marcaje ZnSe”*™°,
pues éste ocurre 30 dias después del proceso quirurgico (Suh y cols., 2005). Por
ultimo, las dendritas de los granos del giro dentado del hipocampo de raton poseen
inmunomarcaje para ZnT3, pero no presentan marcaje Timm-positivo (Palmiter y
cols., 1996a; Wenzel y cols., 1997). Después de este ultimo ejemplo, que presenta un
caso paralelo al de la CG del BO, Frederickson y cols. (2000), sugirieron la
existencia de neuronas que expresaban ZnT3 pero cuyas vesiculas presinapticas no
contenian zinc debido a posibles modificaciones postraduccionales del transportador.
Sin embargo, la falta de investigaciones posteriores para esclarecer la incongruencia
sefalada en el hipocampo dejoé la cuestion sin resolver.

Todos estos ejemplos demuestran que la correlacion entre ambas técnicas no es

siempre total, por lo que quiza estén interviniendo otros factores en la homeostasis de

zinc que den lugar al desfase final entre ambos marcajes.

Participacion de otras proteinas

Se ha descrito que el contenido en zinc de las vesiculas ZnT3-positivas no
depende unicamente de los transportadores ZnT3, sino que existen otras proteinas
responsables. Por ejemplo, los transportadores de cloruro CIC-3, también se
encuentran en la membrana de las vesiculas zincérgicas y son co-responsables de su
contenido final en zinc (Salazar y cols., 2004). La existencia de diferentes complejos
adaptadores AP-3, encargados de la translocacion de ZnT3 y CIC-3 a la membrana
vesicular (Kantheti y cols., 2003; Seong y cols., 2005), en funcion de las subunidades
que lo conformen, implica la aparicion de diferentes patrones zincérgicos en el
hipocampo de ratones en lo que a la cantidad de zinc vesicular se refiere. Incluso la
proteina vimentina, formadora de filamentos intermedios del citoesqueleto, parece
estar implicada en el contenido luminal de las vesiculas ZnT3 positivas, puesto que
el fenotipo zincérgico alterado de células mutantes para AP3 y vimentina, es idéntico
(Styers y cols., 2004). Con todo ello, se pone de manifiesto la intervencion de otras

proteinas, menos estudiadas pero no por ello menos importantes, en la aparicion o no



de zinc dentro de las vesiculas presindpticas ZnT3-positivas, lo que podria explicar la
existencia de ZnT3 pero no de zinc en el neuropilo glomerular. No debemos olvidar
que ambos marcajes van dirigidos a diferentes dianas: con el ZnSe"™¢ detectamos
los iones zinc que se encuentran en el interior de las vesiculas presinapticas, mientras
que con la técnica inmunohistoquimica para ZnT3 marcamos el transportador
vesicular que se encarga de bombear esos iones al interior de dichas vesiculas.

Dado que esta diferencia la encontramos en toda la CG, excepto en los
glomérulos a los que hemos denominado glomérulos ZEN, pensamos que la
homeostasis de zinc en la CG puede seguir unas pautas especificas en funcion de la
actividad olfatoria entrante, lo que nos inclin6 a estudiar en detalle los glomérulos

ZEN.

Glomeérulos ZEN

Hasta la fecha no existe ninguna documentacion acerca de glomérulos
olfatorios con una carga zincérgica diferencial ni en el raton ni en otras especies
animales de experimentacion. Aun asi, no es un suceso extrafio, pues la
heterogeneidad es uno de los rasgos mas caracteristico de la CG del BO.

En funcién de las aferencias primarias, se han descrito entre otros: glomérulos
especificamente positivos para una glicoforma de la molécula de adhesion celular
NCAM, llamada NOC-3 (St John y Key, 2001), glomérulos que expresan
especificamente el antigeno placentario humano (hPAZ-P2), también llamados
necklace por su localizacion en forma de collar (Shinoda y cols., 1989, 1990),
glomérulos positivos a la actividad histoquimica NADPH-diaforasa (Davis, 1991;
Alonso y cols., 1993, 1995), glomérulos que se activan unicamente durante la
lactancia y que forman el complejo glomerular modificado (Teicher y cols., 1980;
Greer y cols., 1982), y glomérulos que expresan la proteina de adhesion celular
protocadherina-20 (Lee y cols., 2008).

En lo referente a las dianas glomerulares de las aferencias centrifugas, la
existencia de heterogeneidad glomerular estd documentada desde hace mas de 20
afios por Zheng y cols. (1987). Estos autores observaron una poblacién glomerular
localizada en las zonas ventro-laterales y dorsales, caracterizada por poseer una
fuerte inervacidon colinérgica. Estudios posteriores han demostrado que estos
glomérulos denominados atipicos, se diferencian de los tipicos, no solo en la alta

inervacion colinérgica, sino también en la inervacion selectiva por otros sistemas



centrifugos (Zheng y cols., 1988; Gémez y cols., 2005), en la presencia de diferentes
tipos de aferencias primarias (Zheng y Jourdan, 1988), y en que se encuentran
rodeados por subpoblaciones diferentes de neuronas yuxtaglomerulares (Crespo y
cols., 1996, 1997b).

La existencia de glomérulos ZEN aumenta la heterogeneidad glomerular,
indicando que algunos glomérulos presentan en su neuropilo una gran carga
zincérgica con origen bien en las aferencias primarias procedentes del epitelio
olfatorio, bien en las fibras centrifugas originadas de centros olfatorios secundarios, o
incluso, a la vista de nuestros resultados, podria tener su origen en las células PG del
BO.

En este trabajo hemos propuesto diferentes razonamientos para esclarecer por
un lado, los mecanismos que hacen que el sistema zincérgico muestre una
manifestacion histolégica tan caracteristica y poco frecuente en esta estructura, y por
otro, las implicaciones funcionales que ésta pueda tener. El empleo de modelos
animales deprivados, sometidos a enriquecimiento y modelos genéticos, nos ayudara
a comprender la implicacion de la actividad olfatoria entrante, del 6xido nitrico y de
las células de proyeccion del BO en la aparicion de este patron de marcaje zincérgico

caracteristico.

2. Comprobacioén de la desaparicion de marcaje ZnSe*“®

por transporte retrégrado

Uno de los primeros planteamientos que nos hemos hecho al observar la

carencia de terminales ZnSe*"¢

en el neuropilo glomerular en comparacion con la
cantidad de transportador que alli aparecia (Airado y cols., 2008), es la posibilidad de
que el propio transporte retrogrado hacia el soma de los complejos zinc-selenio a lo
largo del axon de las NROs, provoque esta “eliminacion” del zinc neuropilar.
Durante la hora de espera desde la inyeccion de selenito sodico hasta el sacrificio del
animal, los complejos zinc-selenio en las vesiculas presindpticas podrian haber
recorrido retrogradamente una distancia suficiente para desaparecer del neuropilo
glomerular y localizarse en los somas de origen (Brunetti y cols., 1987; Viancour y
Kreiter, 1993). Puesto que, nuestro trabajo no se centra en el andlisis de los somas

del epitelio olfatorio, y considerando la posibilidad de que el zinc sea transportado

rdpidamente hacia esa region, realizamos una prueba en la que un animal fue



sacrificado a los 5 minutos tras la inyeccion de selenito sodico (tiempo en el que los
complejos zinc-selenio aun estarian situados en el neuropilo glomerular). El patron

AMS observado en dicho animal en la CG fue el mismo que el que

de marcaje ZnSe
presentan los animales que siguieron el procedimiento estandarizado. Por lo tanto, el
transporte retrogrado del zinc a los somas de las NROs no era el motivo de la falta de

- AMG -
marcaje ZnSe en el neuropilo glomerular.

3. Animales sobre-expuestos a zinc: verificacion de la

sensibilidad del método

Nos planteamos si la cantidad de iones zinc en los terminales ZEN de la CG no
seria lo suficientemente alta como para ser detectada por el selenito sédico. Es decir,
si el método empleado no estaba siendo lo suficientemente sensible. Para verificarlo
estudiamos el marcaje en animales sobre-expuestos a zinc. Segun nuestros
resultados, la sobrecarga de zinc conllevé un incremento en la intensidad global del
patréon de marcaje en el BO. A pesar de ello, el marcaje ZnSe™™“ del neuropilo
glomerular seguia siendo escaso, por lo que dedujimos que el desfase de marcaje
entre las dos técnicas en la CG no era debido a la sensibilidad del método. Esto
demuestra que la modulacion llevada a cabo por el zinc en la CG es particular y no
sigue los patrones observados en otras regiones.

AMG .
se incrementara tras la

El hecho de que el nimero de precipitados ZnSe
inyeccion con ZnCl, nos hizo plantearnos si estaba ocurriendo una sobrecarga de
zinc en los elementos ZEN existentes, o bien, si se estaban incorporando nuevos
elementos zincérgicos al sistema, produciéndose, de esta manera, un cambio pléstico
en las proyecciones, al verse sometido el medio externo a un fuerte incremento de
zinc. Nuestros resultados ultraestructurales muestran que, aunque la cantidad de
terminales ZEN en la CG parece permanecer estable, la densidad de terminales
ZnSe™™ - positivos se incrementa notablemente en la CGr mientras que la cantidad
de vesiculas presinapticas marcadas por terminal permanecié constante. Nuestro
resultado coincide con una observacion previa, en la que se describe la incorporacion
del zinc en el cerebro a los 6 dias tras la inyeccién de *ZnCl, (Takeda y cols., 2001).
En dicho trabajo se muestra como ademas de incorporarse en la CGr del BO, aparece

una mayor cantidad de zinc radiactivo en otras regiones zincérgicas, como el giro

dentado del hipocampo, la amigdala y el cerebelo (Takeda y cols., 2001).



Por un lado, pensamos que el incremento en el nimero de terminales
zincérgicos en la CGr podria tratarse de una manifestacion de la sensibilidad de la
técnica, de modo que el nuevo grupo de terminales ZEN que observamos en los
animales inyectados ya fuesen zincérgicos anteriormente, pero debido a una baja
cantidad de zinc en sus vesiculas antes no eran detectados y tras el incremento en
zinc se hacen visibles. Por otro, un incremento en el nimero de terminales ZEN
podria suponer un cambio real en la identidad de algunas fibras que estaban
proyectando a la CGr, que no eran zincérgicas y tras el incremento global de zinc
adquieren el fenotipo zincérgico. Asi, la manifestacion histologica observada seria
reflejo de los mecanismos que ponen en marcha las neuronas cuando la
concentracion de zinc en el medio extracelular aumenta. De hecho, la expresion de
gran parte de las proteinas especificas de la homeostasis zincérgica, como ZnTl,
ZnTS, ZnT6, ZIP1, ZIP2, ZIP4, ZIP5, ZIP10 o las MTs, esta regulada por zinc
(Heuchel y cols., 1994; Costello y cols., 1999; Langmade y cols., 2000; Cao y cols.,
2001; Liuzzi y cols., 2001; Iguchi y cols., 2002; Devergnas y cols., 2004; Qin y cols.,
2004; Wimmer y cols., 2005; Jackson y cols., 2007, 2008; Weaver y cols., 2007).
Teniendo en cuenta estos datos, pensamos que ocurre un cambio de identidad en
algunos terminales centrifugos, pasando a ser ZEN. Es decir, las fibras zincérgicas de
la CGr poseen una capacidad plastica frente a cambios en la concentracion de zinc en
el organismo que no comparten los elementos ZEN de la CG del BO, lo que resalta el
caracter especial de la inervacion zincérgica que se localiza en esta capa.

Ademas, segun nuestros resultados, las células PG presentan zinc no sélo en
vesiculas, como ocurria en los ratones control no inyectados, sino también en la cara
trans del AG. Esta modificacion podria estar también asociada a la variacion en la
expresion de los transportadores ZnT implicados en el transporte hacia ese orgéanulo,
que actuara como reservorio como consecuencia de una sobrecarga de zinc

(Devergnas y cols., 2004; Jackson y cols., 2007, 2008; Weaver y cols., 2007).

4. Estudio de la proteina ZnT3

Localizacion de ZnT3 en la CG y heterogeneidad glomerular
La presencia del transportador ZnT3 en el BO de ratones BALB/c fue descrita
en el afio 2000 por Jo y cols. Estos autores sefialan que el inmunomarcaje en la CG

es especialmente denso en el area yuxtaglomerular y en la mitad externa de cada



glomérulo. Este dato coincide parcialmente con nuestras observaciones previas
(Airado, 2005; Airado y cols., 2008) y con las actuales, puesto que al analizar la CG
en su conjunto, observamos que la fuente mayoritaria de proteina ZnT3 en esta capa
son las NROs, mientras que el resto se repartiria entre las fibras centrifugas y la
procedente de las células PGs ZnT3-positivas. Estos resultados confirmarian la
existencia de ZnT3 en los terminales de las NROs como principal fuente zincérgica
de la CG (Friedman y Price, 1984; Jo y cols., 2000). Sin embargo, los resultados del
analisis de doble inmunofluorescencia entre las proteinas ZnT3 y OMP, indican que
existen diferencias interglomerulares en cuanto a la distribucion de la proteina ZnT3
con respecto a la zona-NO y la no-NO, pudiéndose diferenciar tres tipos de
glomérulos. El andlisis de confocalidad mostré que tales diferencias no eran el
resultado de los distintos niveles de corte en cada glomérulo, puesto que las
imagenes seleccionadas para el analisis cuantitativo, se tomaron en el plano medio de
grosor para cada glomérulo. Ademas, los diferentes tipos de glomérulos no tienen
una localizacion precisa en el volumen bulbar, de hecho, no observamos diferencias
llamativas entre regiones dorso-ventrales, latero-mediales o antero-posteriores del
BO.

Como vimos en la primera parte de la discusion, no es de extrafiar que existan
glomérulos diferentes en funcion de la distribucion de la proteina ZnT3, puesto que
la heterogeneidad es un rasgo caracteristico en la CG (Teicher y cols., 1980; Greer y
cols., 1982; Zheng y cols., 1987; Shinoda y cols., 1989, 1990; Davis, 1991; Alonso y
cols., 1993,1995; St John y Key, 2001; Lee y cols., 2008). Sin embargo, todos estos
casos responden a grupos de glomérulos bien establecidos, ademds de por su marcaje
caracteristico, por su localizacion constante en el BO, mientras que en este caso, los
diferentes patrones de distribucion intraglomerular de la proteina ZnT3 parecen
encontrarse distribuidos en todos los animales estudiados, de manera aleatoria en la
CG. Esto nos lleva a pensar que posiblemente los tres tipos de glomérulos descritos
no indiquen una identidad zincérgica predeterminada, sino que presentan estadios
diferentes de la expresion del transportador ZnT3 en funcion de la necesidad
glomerular. Puesto que, en nuestro trabajo de Tesis Doctoral hemos descrito que
existen tres fuentes zincérgicas en la CG (los terminales de las NROs, los terminales
de las fibras centrifugas y las células PG), la regulacion traduccional en cada una de
estos elementos daria lugar a la generacion de los diferentes patrones de distribucion

intraglomerular de ZnT3. De este modo el estado fisioldégico glomerular, asi como la



presencia de determinados factores externos (los glucocorticoides y los estrogenos
regulan la expresion de ZnT3; Lee y cols., 2004; Suh y cols., 2005), determinarian la
cantidad de proteina presente en cada instante en cada uno de los tres lugares de

localizacion de ZnT3.

¢Posee el BO su propio sistema zincérgico intrinseco?

Uno de los resultados mas relevantes que aporta nuestro estudio es la
descripcion de células que poseen ZnT3 y que son, en su mayoria, GABA-érgicas en
la CG del BO. Este descubrimiento, se contrapone con dos afirmaciones previamente
establecidas en el conocimiento del sistema zincérgico en general y del sistema
olfatorio en particular: la exclusividad de las neuronas ZEN como una subpoblacion
de neuronas glutamatérgicas en el cerebro anterior o prosencéfalo y, el origen
externo de los terminales ZEN en el BO (las NROs y las fibras centrifugas). Desde
las primeras descripciones de las neuronas zincérgicas, se ha considerado como uno
de sus rasgos de identidad su caracter glutamatérgico (Frederickson y Moncrief,
1994; Frederickson y cols., 2000; Takeda, 2000; Colvin y cols., 2003). Asi, en el
trabajo de Wang y Dahlstrom (2008), la primera de las cinco premisas que debe
cumplir toda neurona del cerebro anterior para ser considerada zincérgica es que
posea una naturaleza glutamatérgica. Incluso algunos autores denominan a las
neuronas zincérgicas, neuronas gluzinérgicas (gluzinergic neurons, Frederickson,
1989; Frederickson y Bush, 2001). En contraposicion con estos datos, nuestros
resultados demuestran que en el BO de ratones, existen neuronas ZnT3-positivas
inhibitorias, no glutamatérgicas.

A pesar de que en cerebro rostral las neuronas ZEN se consideran
glutamatérgicas, la existencia de células ZnT3-GAD-positivas si se habia descrito
previamente en estructuras caudales del SNC. Asi, en el afio 2001 se observaron
neuronas zincérgicas en la médula espinal (Wang y cols., 2001). Posteriormente,
también se detectaron células GABAérgicas con zinc en el cerebelo: las células de
Golgi y las células en cesto (Wang y cols., 2002a). Al igual que hemos observado en
las interneuronas ZnT3-positivas del BO, todas las células de Golgi y las células en
cesto del cerebelo de raton son GAD-positivas, pero no todas las GAD-positivas lo
son también para el marcador ZnT3. De esta forma, el BO y el cerebelo parecen
coincidir en la existencia en ambas estructuras de una subpoblacion de interneuronas

inhibitorias que expresan ZnT3.



La caracterizacion detallada de las células ZnT3 bulbares demostréo que una
subpoblacion colocalizaba con la enzima TH, por lo que fue incluida dentro del
grupo de PGs de tipo I, que contactan con el NO. No es la primera vez que se
observan elementos neuronales dopaminérgicos ZnT3-positivos. Algunas neuronas
del sistema nervioso periférico de roedores localizadas en el ganglio lumbar y en el
ganglio cervical superior, presentan inmunomarcaje positivo para ZnT3 y TH (Wang
y cols., 2002b, 2003; Wang y Dahlstrom, 2008). Aunque en estos casos, la presencia
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de ZnT3 y de marcaje ZnSe
tratamiento con colchicina hacian que el zinc se acumulara en el soma celular,
facilitando su visualizacion. Sin embargo, frente a la presencia de ZnT3 en los
cuerpos celulares, la imposibilidad de obtener marcaje ZnT3-positivo en sus
terminales axonicos, planted un nuevo interrogante sobre el significado funcional de
estas células. Wang y Dahlstrom, (2008), argumentan la existencia de una baja
concentracion de ZnT3, o bien la modificacion postraduccional de la proteina, como
causa de la ausencia de inmunomarcaje en los terminales de estas células. Puesto
que, nuestros resultados muestran la existencia de marcaje para la proteina ZnT3 en
el soma de células PGs, pero no observamos zinc vesicular en los terminales de las
mismas, ambas explicaciones pueden ser aplicadas también en el BO.

En cuanto al significado funcional de las células ZnT3-positivas
dopaminérgicas, las NROs en la CG del BO presentan receptores GABA-A y
GABA-B (de Blas y cols., 1988; Keller y cols., 1998; Kratskin y cols., 2006).
Sabemos que los iones zinc modulan la actividad de ambos receptores, atenuando la
inhibicion celular que ocurre tras su union a GABA (Xie y Smart; 1991; Qian y cols.,
1996; Ruiz y cols., 2004), por lo que las neuronas ZnT3-GAD-TH-positivas, en caso
de liberar zinc durante la sinapsis, llevarian a cabo la disminucion de la inhibicion de
la informacion olfatoria entrante a través del NO, facilitando por tanto su transmision
hacia el resto de estaciones de relevo.

Ademas de las PGs TH-positivas, también encontramos colocalizacioén entre
PGs ZnT3-positivas con la proteina ligante de calcio CR y con la enzima NOSn. En
el raton, el 70% de las PGs que expresan NOSn constituyen una subpoblacion de las
PGs CR-positivas de tipo II (Kosaka y Kosaka, 2007), por lo que, es posible que
estemos detectando la misma poblacion de células ZnT3-positivas con los
marcadores NOSn y CR, teniendo asi una subpoblacién de PGs tipo II GAD-CR-

NOSn-ZnT3-positivas. A dia de hoy, no tenemos datos de células que expresen el



transportador ZnT3 junto con CR o NOSn, por lo que desconocemos si la proteina
ZnT3 desempefia una funcion especial en relacion con este tipo neuroquimico de
interneuronas. Conocemos que las células PGs de tipo II no contactan con el NO sino
que modulan directamente a las células mitrales y empenachadas (Kosaka y Kosaka,
2007). En las células ZnT3-NOSn/ZnT3-CR-positivas, el zinc se encargaria de
disminuir la inhibicion sobre las dendritas de células mitrales y empenachadas, que
expresan receptores GABA-A y GABA-B en sus dendritas (Bonino y cols., 1999;
Margeta-Mitrovic y cols., 1999; Panzanelli y cols., 2005). Por lo tanto, el caracter
zincérgico de una subpoblacion de PGs de tipo II, las que poseen ZnT3, estaria
implicado en el refinamiento de la modulacién llevada a cabo por las PGs sobre las
células de proyeccion bulbares. Al igual que las fibras zincérgicas centrifugas que
contactan con los granos constituyen un mecanismo de modulacion del sistema
regulador inhibitorio que forman estas interneuronas, las PGs zincérgicas
constituirian un sistema modulador de la sefal olfatoria intrinseco al BO que actuaria
en la CG, disminuyendo la inhibicién de la informacion olfatoria.

El descubrimiento y caracterizacion de interneuronas ZnT3-positivas en el
BO por vez primera, supone un resultado de gran relevancia. Por un lado, amplia el
conocimiento de las proyecciones zincérgicas del cerebro anterior, pues es el primer
caso en el que en esta estructura se encuentran neuronas inhibitorias ZnT3-positivas,
y por otro, abre un nuevo camino hacia el conocimiento del sistema zincérgico en el
BO como poseedor de un mecanismo zincérgico intramodulador propio. Pese a no

haber localizado terminales ZnSe*M©

-positivos a nivel ultraestructural en células
PGs, la presencia de zinc en su soma, indica que pueden estar implicadas en la
homeostasis de zinc vesicular. De este modo las subpoblacion de PGs ZnT3-
positivas constituirian un sistema zincérgico intrinseco al BO, aunque sus funciones
especificas y su participacion en el procesamiento de la informacidon olfatoria, atn

estén por descubrir.

Zinc y autoinhibiciéon en las PGs ZnT3-positivas
Para intentar comprender el significado de la localizacién de ZnT3 en el soma
de algunas células PGs planteamos una hipotesis de funcionamiento del zinc y la

proteina ZnT3 en dichas células, segtn los siguientes puntos de partida:



1. El zinc modula la actividad fisiologica de las células PGs del BO,
provocando cambios en la conductancia de algunas de estas interneuronas
(Puopolo y Belluzzi, 1998).

2. Durante la actividad sindptica neuronal se ha demostrado la translocacion
de zinc desde la neurona presinaptica a la postsinaptica (Suh, 2009).

3. La entrada de zinc al citoplasma celular hace que estos iones bloqueen al
intercambiador de K'/Cl,, KCC2, produciéndose un incremento en la
concentracion de Cl intracelular (Hershfinkel y cols., 2009).

4. Al perderse el equilibrio de CI intracelular, las caracteristicas del
potencial de membrana se invierten, haciendo que el GABA funcione
como neurotransmisor excitatorio (despolarizante), en lugar de inhibitorio
(Hershfinkel y cols., 2009). Por lo tanto, durante periodos de actividad
neuronal intensa, la entrada de iones zinc a la neurona postsinaptica puede
modular su accion.

5. La liberacion de GABA desde algunas células PGs puede provocar su
autoinhibicion, mediante la unién de este neurotransmisor a receptores
GABA-A localizados en su propia membrana. Sin embargo, en las PGs
que contienen altos niveles de CI intracelular, la union de GABA sobre
sus receptores causa un fendmeno despolarizante (Smith y Jahr, 2002).

Teniendo en cuenta todos estos datos, proponemos que las NROs del BO

tienen zinc en sus vesiculas presindpticas (junto con el transportador ZnT3), que
observamos en muy bajo numero debido a su constante liberacion, por la elevada
actividad de estas neuronas. Una vez liberado a la hendidura sinéptica, el zinc se
transloca al interior de las células PGs tipo 1 ZnT3-positivas que contactan con el
NO (fig. 37B), causando el bloqueo del transportador KCC2, con la subsiguiente
acumulacion de CI en su citoplasma. Asi, las células PGs ZnT3-positivas tipo I, se
verian afectadas por su propia liberacion de GABA, de modo que el fenémeno de
autoinhibicion natural que ocurre en ellas (fig. 37A), resultaria modelado, menos

intenso, debido al efecto despolarizante causado por el zinc en estas neuronas.
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Figura 37. Esquema del proceso de autoinhibicion que ocurre en las células PGs sin zinc (A) y con zinc (B).

El exceso de CI intracelular se aliviaria por la inclusion de estos iones en

vesiculas ZnT3-CIC-3 positivas, lo que incrementaria su acidez luminal (Xie y cols.,




1989). El contenido extremadamente acido de estas vesiculas, evitaria que el zinc se
marque al contacto con el selenito sédico o sulfuro de sodio empleados en las
técnicas histologicas (Danscher y cols., 1994). Aunque no hemos encontrado
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G en vesiculas

experimentos previos que demuestren la pérdida de marcaje ZnSe
con alto contenido en iones cloruro, si sabemos que el contenido acidico de las
vesiculas afecta a la estabilidad de los complejos zinc-sulfuro y zinc-selenio
(Danscher y cols., 1994). De hecho, la acidez existente en el lumen de los lisosomas
es la causa de que, mientras los

complejos Zn-Se permanecen estables durante un tiempo, facilitando el marcaje
retrogrado ZnSe™™, los complejos Zn-S no permitan dicho marcaje, por su débil
unidon en las condiciones 4cidas del medio lisosomial (Danscher y cols., 1994;
Danscher y Stoltenberg, 2005). El transportador ZnT3 serviria en este caso como
almacén de iones zinc junto con iones cloruro, bien para su posterior reutilizacion o
bien, para su eliminacion via lisosomal. Segun esta teoria, los glomérulos ZEN
estarian formados por terminales de NROs bien de muy bajo nivel de activacion, o
bien, con una carga en zinc especialmente elevada, de forma que permitiese el
marcaje de estos iones en sus vesiculas. A su vez, las células PGs que los rodean no
se verian sometidas a incrementos intracelulares de zinc que producirian el bloqueo
de KCC2 y la consiguiente formacion de vesiculas acidicas invisibles a los métodos
histologicos. Debido a esto, las células yuxtaglomerulares que rodean a los

’ I 7 AM
glomérulos ZEN se marcan mucho mas con el método ZnSe"™°

que las de los
glomérulos vecinos. Aunque esta parece la explicacion mas plausible, no podemos
olvidar la posibilidad de que, por otro lado, estos glomérulos reciban una excepcional
cantidad de inervacion zincérgica centrifuga y que sea ésta la responsable del

marcaje que observamos en su neuropilo.

Otras posibles funciones de ZnT3
Por un lado, hemos visto que, aunque la principal fuente zincérgica en la CG

se localizaria en las NROs, donde hemos encontrado la mayor parte de la proteina

AMG

ZnT3, el marcaje ZnSe para zinc vesicular en el neuropilo de la CG es

practicamente inexistente. Por otro, pese a que la presencia de marcaje ZnSe™™¢ a

microscopia optica y electronica en el interior de ciertas PGs muestra, efectivamente,

un caracter zincérgico en dichas interneuronas, ultraestructuralmente, en ninglin caso

AMG

observamos el marcaje ZnSe en los terminales de las células PGs sino en



estructuras vesiculares localizadas en el soma. Esto nos impide confirmar la
actuacion del zinc como neuromodulador sindptico asociado a la actividad inhibitoria
de estas células, como si se ha sugerido, en cambio en el sistema zincérgico
intrinseco que constituyen las interneuronas del cerebelo (Wang y cols., 2002a).
Debido a esto, tenemos que plantearnos la posibilidad de que la proteina ZnT3 en la
CG del BO no esté realizando la funcidon que conocemos como suya propia sino una
funcion alternativa, no relacionada con la homeostasis de zinc. Los estudios
precedentes, donde se observan células que poseen ZnT3 en sus dendritas pero no
zinc (Palmiter y cols., 1996a; Wenzel y cols., 1997) y células que presentan el
transportador en su soma pero no en sus terminales axonicos (Wang y Dahlstrom,
2008), nos hacen pensar en una funcion secundaria de este transportador, quiza
incluyendo zinc u otros iones en vesiculas para su almacenamiento y no para su
exocitosis durante la sinapsis. Ademas, se ha comprobado que algunas de las
proteinas transportadoras de zinc pueden verse implicadas en el transporte de otros
elementos. Por ejemplo, se sabe que las proteinas ZIP, asi como ZnT1 y las MT-1 y
II, en ocasiones participan en la ruta de eliminacion del cadmio del organismo
(Hasumi y cols., 2003; Dalton y cols., 2005; Ohana y cols., 2006; Kaisman-Elbaz y
cols., 2009). Aunque a dia de hoy no se ha observado una implicacion directa en el
transporte de otros iones por ZnT3 (Shimada y cols., 2008), quizd no debamos

descartar que no es zinc el sustrato que ZnT3 esta transportando en la CG del BO.

5. Animales enriquecidos y deprivados: la actividad

olfatoria

Animales enriquecidos
Puesto que la diferencia entre los marcajes en la CG no es debida a un
problema de la sensibilidad de la técnica por AMG, el marcaje que observabamos

AMG

con el ZnSe en el BO estaba reflejando la situacion real de los iones zinc: los

glomérulos ZEN se encuentran cargados de terminales zincérgicos, mientras que el
neuropilo del resto de glomérulos esté practicamente desprovisto de fibras ZnSe*™¢-
positivas. Pensamos entonces, que podia tratarse de un patréon de actividad olfatoria,
de modo que solo los glomérulos ZEN estaban siendo activados por una fuerte senal

odorante entrante y, por lo tanto, eran los que observdbamos marcados. Para

comprobarlo, sometimos a los animales a condiciones de enriquecimiento olfatorio.



Diversos estudios indican que un ambiente enriquecido (tanto en el sistema
visual, en el sistema auditivo, o en el somatosensorial), produce cambios en la
neurogénesis, en el incremento de las respuestas frente a un estimulo o en la
reorganizacion de la informacién a nivel cortical (Scotto y cols., 2000; Sandeman y
Sandeman, 2000; Cancedda y cols., 2004; Engineer y cols., 2004; Polley y cols.,
2004). En el caso del sistema olfatorio, se conoce que las experiencias olorosas
modulan las funciones del BO adulto (Rosselli-Austin y Williams, 1990; Woo y
Leon, 1995). En estudios donde ratas crecieron en ambientes enriquecidos en olores,
los animales mostraron un incremento en el niimero de granos en el BO (Rosselli-
Austin 'y Williams, 1990). Del mismo modo, se ha comprobado que ratones
sometidos a condiciones de enriquecimiento olfatorio durante 40 dias incrementan la
neurogénesis bulbar y mejoran la memoria olfatoria (Rochefort y cols., 2002).
Ademas, durante la etapa postnatal temprana, el incremento celular que existe en el
BO de ratas enriquecidas, se debe a un descenso en la tasa de muerte celular en estos
animales (Woo y cols., 2006). Por otro lado, las ratas sometidas a condiciones de
enriquecimiento, no s6lo incrementan la neurogénesis en su BO sino también la
recientemente descubierta neurogénesis en la corteza piriforme (Pekcec y cols.,
2006; Shapiro y cols., 2007).

Todas estas referencias muestran que la cantidad de informacion entrante en
un sistema sensorial puede modificar la actividad neural del mismo. Sin embargo, a
pesar del fuerte impulso plastico que supone un aumento en la entrada de
informacion olfatoria, las proyecciones zincérgicas que inervan la CG del BO no
responden con modificaciones histologicas visibles a microscopia Optica. Por ello,
nuestros resultados indican que la presencia de marcaje ZnSe*™ en los glomérulos
ZEN no es consecuencia de una sefial odorante especifica muy presente en el
ambiente en el que se criaron los animales. Es decir, o bien el sistema zincérgico no
se ve afectado por el incremento de actividad, o bien existen mecanismos
compensatorios frente al incremento de actividad, tales que el marcaje obtenido en la

CG finalmente no varia.

Animales deprivados
Contrariamente a lo propuesto en el modelo de enriquecimiento, para

descubrir si el marcaje de los glomérulos ZEN era el reflejo histoldgico de aquellos



glomérulos que no estaban siendo activados, empleamos el modelo de deprivacion
olfatoria.

Tanto en el sistema visual como en el sistema somatosensorial, la deprivacion
sensorial (por enucleacion mono o biocular; o tras la eliminacion de los elementos
tactiles receptores, las vibrisas, respectivamente) produce modificaciones en el

patron ZnSe*™M

en centros superiores (Land y Akhtar, 1999; Quaye y cols., 1999;
Czupryn y Skangiel-Kramska, 2001, 2003; Vizuete y cols., 2001; Brown y Dyck,
2002, 2003; Land y Shamalla-Hannah, 2002; Dyck y cols., 2003; Liguz-Lecznar y
cols., 2005; Nakashima y Dyck, 2009). Segun nuestros resultados el marcaje
ZnSe™™ obtenido tanto en el BO ipsilateral a la deprivacion, como en el BO
contralateral a la misma, no presentd variaciones en distribucién o intensidad con
respecto al BO de animales no deprivados. El tnico estudio disponible hasta la fecha
en relacion al marcaje de iones zinc en condiciones de deprivacion olfatoria (Wilson
y cols., 2000), indica que la pérdida en la recepcion de informaciéon olfatoria, no
causa diferencias significativas en la distribucion e intensidad de marcaje Timm-
positivo en la corteza piriforme (Wilson y cols., 2000). Este dato, junto con nuestros
resultados, parece indicar que la inervacién zincérgica del sistema olfatorio es
resistente a los cambios en la cantidad de informacion recibida en el epitelio
olfatorio.

La inervacion zincérgica localizada en el sistema olfatorio parece ser una
pieza enigmadtica en la regulacion de la informacion olfatoria. A pesar de la
invariabilidad de marcaje ZnSe™™¢, desconocemos la existencia de modificaciones
en la formacion/eliminaciéon de terminales zincérgicos y en el funcionamiento del
zinc en la sinapsis en estas situaciones. No obstante, si podemos afirmar que pese a la
importancia del zinc en el procesamiento olfatorio, siempre que mantengamos el
sistema olfatorio intacto, la distribucion y densidad de terminales ZEN en el BO de
animales sometidos a cambios en la cantidad de informacion entrante, tal como los

planteados en este estudio, permanece estable.

6. Animales KO para NOSn: implicacion del ON

En el SNC, el ON se ha relacionado con funciones variadas que van desde la
modulaciéon de la transmision sindptica o la modificacion del procesamiento

sensorial, hasta la regulacion de los procesos neurodegenerativos (Yun y cols., 1996;



Mateo y de Artinano, 2000; Bruckdorfer, 2005; Guix y cols., 2005). Aunque su
implicacion en los circuitos neuronales del BO aiin no se conoce con exactitud, la
alta presencia de la enzima NOSn en diferentes poblaciones neuronales del BO,
indica que el ON juega un papel relevante en el procesamiento de la informacion
olfatoria. Asi, se sabe que la expresion de NOSn es necesaria para la correcta
organizacion de los glomérulos olfatorios (Chen y cols., 2004; Moreno-Lopez y
Gonzélez-Forero, 2006), que el ON posee un efecto inhibitorio sobre la neurogénesis
en la zona subventricular (Romero-Grimaldi y cols., 2006) y que esta implicado en la
regulacion de la expresion de proteinas relacionadas con la memoria olfatoria a largo
plazo (Jiich y cols., 2009).

En este trabajo, empleamos animales carentes de la enzima NOSn, como
modelo para el andlisis de la inervacion zincérgica en el BO frente a un posible
déficit de concentracion de ON. La actividad NOS en los animales KO se reduce
hasta el 0,2-7% con respecto a la que presentan los animales control, atribuyéndose
la actividad residual a la isoforma de la NOS endotelial (NOSe; Huang y cols.,
1993). Es mas, el BO es una de las estructuras encefalicas con menor actividad
residual de NOS en los animales KO (Huang y cols., 1993). Recientemente se ha
observado que las NROs sintetizan ON (empleando como enzima la NOSe), en
respuesta a estimulacion olorosa (Brunert y cols., 2009). La distancia de difusion del
ON (entre 10 — 300 um de diametro; Lancaster, 1994), conlleva que las estructuras
en la vecindad de las células que lo producen, tanto neuronas como elementos no
neuronales, estan influenciadas por su liberacion. Sin embargo, la producciéon de ON
por las NROs ocurre en el epitelio y sabemos que la placa cribiforme se sitia como
pared intermedia, entre el epitelio olfatorio y el BO, por lo que no creemos posible
que el ON de origen epitelial pueda paliar en el BO la carencia de ON de la enzima
NOSn en los animales KO. Por su parte, también la glia envolvente olfatoria secreta
ON proveniente de la NOSi en respuesta a infecciones bacterianas (Harris y cols.,
2009). Puesto que el ON proveniente de la glia envolvente olfatoria es sintetizado
solo en circunstancias de infeccion de la mucosa olfatoria, pensamos que dicho ON
tampoco debe tenerse en cuenta como factor implicado en los cambios observados en
la CG en nuestros resultados. Por todo ello, consideramos que la mayor parte de la
actividad llevada a cabo por la NOSn en el BO no se suple con la formacién de ON

por parte de ninguna otra isoforma NOS.



La falta del ON procedente de la NOSn en la CG del BO de los animales KO,
parece influir de manera directa en el sistema zincérgico. Asi, cuando realizamos el
ZnSe*™Y y la inmunohistoquimica para ZnT3 en el BO de animales NOS,
observamos un nuevo desfase en el marcaje obtenido con ambas técnicas en la CG.
Mientras que el patron de distribucion del zinc vesicular es similar en los animales
NOS y en los controles, la intensidad de marcaje de la inmunohistoquimica para
ZnT3, resultd ser significativamente inferior en la CG de los ratones KO. Esta
diferencia no fue observada en el resto de capas del BO. Algunos granos, células
superficiales y profundas de axén corto, interneuronas de la CPE, células
empenachadas, y PGs se marcan tanto con la técnica inmunohistoquimica para la
proteina NOSn, como con la histoquimica para la actividlad NADPH-diaforasa,
asociada a dicha enzima (Weruaga y cols., 1998; Kosaka y Kosaka, 2007). Por lo
tanto, aunque las células NOSn-positivas se localizan en practicamente todas las
capas del BO, la mayor densidad de éstas se encuentra distribuida en la CG
(Weruaga y cols., 1998), donde precisamente encontramos las mayores diferencias
en cuanto a la cantidad de ZnT3.

La relacion directa entre la ausencia de NOSn y las variaciones en el sistema
zincérgico no es extrafia, puesto que se conoce que el ON esta directamente
implicado en el metabolismo del zinc, a través de la liberacion de éste de las MTs
(Aravindakumar y cols., 1999; Frederickson y cols., 2002; Spahl y cols., 2003). De
modo que, en los animales silvestres, debido a la difusién de esta molécula, gran
parte de la CG se veria afectada por el ON gracias a las neuronas nitrérgicas que en
ella se situan. Esto ha de llevar implicito un incremento en la concentracion del zinc
intracelular, procedente de su liberacion desde las MTs, en las células de la CG. Asi
sucede en la corteza cerebral y el hipocampo de ratas sometidas a episodios de
oclusion de la arteria cerebral (Aguilar-Alonso y cols., 2008). Tras la operacion,
ocurre un incremento de ON que provoca un aumento en la cantidad de zinc
intracelular, que afecta a la expresion de los transportadores ZnT1, ZnT2 y ZnT4
(Aguilar-Alonso y cols., 2008). Con respecto a la regulacion del transportador ZnT3,
encargado de introducir los iones zinc en las vesiculas presinapticas, la informaciéon
de la que disponemos hasta la fecha es variada. Aunque su expresion si se ve
afectada por la presencia de glucocorticoides y esteroides (Lee y cols., 2004; Suh y
cols., 2005), la mayoria de los trabajos que han analizado este gen coinciden en que

su expresion se mantiene constante bajo condiciones de deficiencia de zinc (Pfaffl y



Windisch, 2003; Chowanadisai y cols., 2005; Ni y cols., 2009). Sin embargo, una
publicacion reciente, muestra un incremento en la expresion del gen, tras eliminar el
zinc disponible mediante su uniéon a agentes quelantes, que, no obstante, se
corresponde con una disminucidon en la cantidad total de proteina (Smidt y cols.,
2009). De confirmarse esta manera de regulacion, el perfil que observamos en los
animales NOS se corresponderia con la siguiente sucesion de acontecimientos: la
carencia de NOSn produciria una disminucion en la cantidad de ON en la CG; ésta, a
su vez, implicaria una menor liberacion de zinc desde las MTs y por tanto una menor
cantidad de zinc citosolico libre que daria lugar a un incremento en la expresion del
gen, aunque debido a modificaciones postranscripcionales/postraduccionales (Smidt
y cols., 2009), la cantidad total de proteina ZnT3 disminuye, lo que explicaria la
reduccion en el marcaje inmunohistoquimico demostrado en este trabajo.

Se sabe que las moléculas ZnT3 forman dimeros (Salazar y cols., 2009),
necesarios no solo para la capacidad transportadora de zinc, sino para regular su
localizacion subcelular. Ademas, esta dimerizacion se ve favorecida en condiciones
de estrés oxidativo, en las que se incrementa la concentracion de ON (Salazar y cols.,
2009). La dimerizacion producida mediante la formacion de puentes de tirosina entre
los residuos 357 y 372 de ZnT3, produce un cambio conformacional en el extremo
carboxilo terminal de la proteina (Salazar y cols., 2009), donde precisamente esta
dirigido el anticuerpo para ZnT3 utilizado en este estudio (Palmiter y cols., 1996a).
Asi, las proteinas diméricas formadas podrian quedar invisibles a nuestro anticuerpo,
debido al cambio conformacional sufrido. Sin embargo, en el estudio de Smidt y
cols. (2009), se utilizdo un anticuerpo dirigido contra el dominio N-terminal de la
proteina y el resultado fue igualmente un descenso en la cantidad de proteina. Por
ello, pensamos que la disminucion en el marcaje ZnT3 en la CG del BO no supone
una falta de especificidad del anticuerpo frente al cambio conformacional de la
proteina sino un descenso real en la cantidad de transportador como consecuencia del
descenso de ON.

Otro hecho que confirma la especificidad de nuestro anticuerpo anti-ZnT3 a
pesar de dirigirse al extremo en el que ocurre la dimerizacion de la proteina, son los
resultados obtenidos correspondientes al incremento en el marcaje celular en la CG
de los animales KO. El aumento en la densidad de células Znt3-positivas no esta
refiido con la disminucion en el marcaje ZnT3 total por glomérulo, ya que el ZnT3 en

la CG procede no solo de las células ZnT3-positivas sino también del NO y de los



terminales centrifugos. Por lo tanto, aunque las células ZnT3-positivas se
incrementen en los animales KO, la cantidad global de ZnT3, tanto en los terminales
del NO como en los centrifugos parece verse reducida.

En nuestro estudio hemos demostrado que el exceso de células ZnT3-
positivas en los animales KO para NOSn pertenece a la subpoblacion neuroquimica
de células CR-positivas. Es decir, existe un aumento en el nimero de células PGs de
tipo II que expresan el transportador ZnT3. Esto nos indica que en estos animales, se
produce bien un cambio en la expresion de ZnT3 en algunas células
yuxtaglomerulares, o bien, una mayor incorporacion de células PGs de nueva
generacion que se diferencian al fenotipo CR-positivo y que expresan ZnT3.
Consideremos, en primer lugar que se trata de un cambio plastico de células PGs que
incrementan su expresion de ZnT3, manteniéndose el nimero total de PGs constante
entre animales control y KO para NOSn. Puesto que la poblacion de células PGs
NOSn-positivas practicamente desaparece en los animales KO para NOSn, pensamos
que pueden ser las células PGs NOSn-positivas y ZnT3-CR-negativas en el animal
control, las que, en los KO, en lugar de NOSn expresan ZnT3 y CR. De este modo
una poblacioén de células presente en ambos tipos de animales expresaria diferentes
marcadores en funcion de la presencia o ausencia de la isoenzima NOSn. Aunque en
la rata se ha descrito que toda la poblacion de células NOSn es GAD67 positiva
(Crespo y cols., 2003), en el caso del raton existen células PGs que expresan NOSn y
que no son GADG67 positivas (Kosaka y Kosaka, 2007). Por lo tanto, tanto si las
células PGs que cambian su expresion fuesen NOSn-GAD67-positivas, como NOSn-
positivas GAD67-negativas, nuestros resultados de densidad de células GAD67 se
ajustarian a la hipétesis, ya que observamos un aumento de las células GADG67-
positivas pero que no es estadisticamente significativo. De confirmarse esta hipotesis
el siguiente paso seria conocer el motivo por el que estas células expresan ZnT3 en
los animales NOS, puesto que no hemos observado ningin precedente en la
bibliografia en la que ocurra este cambio plastico. Sin embargo, en lo que se refiere
al incremento en la expresion de la proteina CR en estos animales, sabemos que la
expresion de dicha proteina ligante de calcio esta regulada positivamente por zinc
(Billing-Marczak y cols., 2004). Esto podria explicar la expresiéon de CR en las
c¢lulas PGs que expresan ZnT3 en los animales KO como un hecho secundario,

consecuencia del incremento de zinc en estas células.



Consideremos, en segundo lugar, que la aparicion de esta poblacion se
corresponde con células PGs de nueva generacion. En el SNC persisten durante la
vida adulta dos regiones neurogénicas activas: la region subgranular del giro dentado
del hipocampo y la zona subventricular de los ventriculos laterales (Altman, 1969).
En relacion a esta Gltima, las células proliferativas que se encuentran en las paredes
de los ventriculos laterales migran desde la zona subventricular (ZSV) a lo largo de
la corriente migratoria rostral hasta alcanzar el BO (Lois y Alvarez Buylla, 1993).
Una vez alli se distribuyen principalmente por la CGr y la CG, donde se diferencian
respectivamente a granos y células PGs (Lois y Alvarez-Buylla, 1993, 1994;
Alvarez-Buylla y Lois, 1995; Whitman y Greer, 2009). Hoy conocemos que el ON
estd directamente relacionado con la regulacion de la neurogénesis adulta, tanto en el
giro dentado del hipocampo como en la zona subventricular (Gibbs, 2003; Packer y
cols., 2003). Su efecto se ha comprobado mediante inhibidores del ON asi como
empleando animales KO para la NOSn (Packer y cols., 2003). En ambos casos, la
consecuencia es siempre un incremento significativo de la neurogénesis. Este hecho
apoya la hipotesis de que el incremento de células ZnT3-CR-positivas en la CG de
los KO para NOSn se debe a un aumento en las nuevas células que se incorporan a
dicha capa. Ademas, en condiciones normales, los fenotipos mas frecuentes
adoptados por las células de nueva generacion son GAD67, CR y TH (Whitman y
Greer, 2007). Algo mas del 70% del total de las PGs de nueva generaciéon son
GAD67-positivas y alrededor del 40% y 20% son CR y TH-positivas,
respectivamente (Whitman y Greer, 2007). Nuestros resultados muestran un
incremento en la densidad de células GAD67-positivas, CR-positivas y TH-positivas
(aunque solo las CR-positivas aumentan de manera significativa), coincidiendo con
la distribucion mayoritaria por fenotipos de las células PG de nueva generacion
(Whitman y Greer, 2007). Todos estos datos indican que el incremento en el
porcentaje de células PGs ZnT3-CR-positivas pueden ser el resultado del aumento en
la neurogénesis que sufren estos animales (Packer y cols., 2003).

Sintetizando lo planteado en este apartado podemos decir que la ausencia de
NOSn supone variaciones importantes en la proteina ZnT3, tanto en su cantidad total
(disminuye), como en su distribucion (hay mas células ZnT3-positivas). Aunque los

resultados observados para el marcaje ZnSe"™

en la CG de animales KO y control
son equivalentes, hechos que nos llevan una vez mas a la divergencia entre los iones

zinc y el transportador ZnT3, la implicacién obsevada de las neuronas nitrérgicas de



la CG en la homeostasis de la proteina ZnT3 nos acerca un paso mas en el
conocimiento de lo que ocurre en esta capa. Es mas, confirma la regulacion
zincérgica particular que ocurre en la CG en comparacion con la inervacion

zincérgica que llega a la CGr del BO.

7. Animales mutantes pcd: papel de las células mitrales en

la inervacion zincérgica

Nuestros estudios previos de la inervacion zincérgica en el sistema olfatorio
demuestran que estas proyecciones poseen una gran capacidad plastica (Airado,
2005; Airado y cols., 2008). En los animales mutantes pcd, tras la pérdida de las
células mitrales ocurre la desaparicion de las proyecciones zincérgicas contralaterales
del NOA al BO. Ademas, existe un incremento significativo en la densidad de somas
ZEN positivos en el NOA que proyecta al BO ipsilateral (Airado y cols., 2008). En el
trabajo actual hemos analizado como y en que medida afecta la pérdida progresiva de
las células mitrales a la proteina ZnT3 en la CG, haciendo especial hincapié en el
comportamiento de las células yuxtaglomerulares ZnT3-positivas que hasta el
momento se desconocian.

Los animales control y los mutantes pcd no presentan diferencias en la
cantidad de terminales ZEN (ni en la CGr, ni en la CG; Airado, 2005; Airado y cols.,
2008). Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman este hecho, pues el
analisis cuantitativo de la cantidad de proteina ZnT3 en cada glomérulo no presento
diferencias entre ambos grupos experimentales. Sabemos que la mayoria de los
terminales de la CG proceden del NO (segin nuestros resultados, como media el
71% de la proteina ZnT3 se encuentra en las NROs), por lo que parece que los
terminales ZEN que pertenecen a NROs no cambian ni en niimero ni en distribucion
en el animal mutante pcd. Esto corrobora descripciones previas del animal ped en las
que la pérdida de las células mitrales no provoca cambios ni en el NO ni en el
epitelio olfatorio (Greer y Shepherd, 1982). Los cambios en la inervacion zincérgica
centrifuga que llega al BO de los animales mutantes pcd (el incremento en las
proyecciones ipsilaterales y la desaparicion de las contralaterales), parecen
compensar la cantidad de terminales centrifugos que llega finalmente a la CG. Asi, ni

con el método ZnSeAMG (Airado y cols., 2008), ni con la inmunohistoquimica para



ZnT3 (como hemos visto en los resultados del presente trabajo) existen cambios en la
cantidad de marcaje detectado en la CG.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral incorporan dos
importantes novedades en el modelo animal pcd: la existencia de células ZnT3
positivas en la CG y el hecho de que su nimero sea significativamente superior al de
la misma poblacion existente en animales control. Tras los andlisis realizados en los
animales control y en los KO para NOSn, la aparicién de células ZnT3-positivas
también en los animales pcd demuestra la relevancia del mantenimiento de la
homeostasis de zinc en el BO de esta especie. Esto no resulta extrafio teniendo en
cuenta que los iones zinc estan directamente implicados en el funcionamiento del
SNC, participando en procesos como la neurogénesis, la apoptosis o la transmision
sinaptica (Hosie y cols., 2003; Takeda y cols., 2003, 2004; Ruiz y cols., 2004, Sensi
y Jeng, 2004; Corniola y cols., 2008; Suh y cols., 2009).

El incremento en el nimero de células ZnT3-positivas en la CG de los
mutantes pcd puede deberse, al igual que comentamos en el caso del NOS, bien a un
cambio plastico en la expresion de algunas células yuxtaglomerulares, o bien a un
incremento en el numero de células de nueva generacion que se incorporan al BO de
estos animales. El unico estudio realizado hasta la fecha en el que se analiza la
neurogénesis en los animales pcd no detecta cambios en el numero final de células de
nueva generacion que alcanzan la CG en comparacion con lo que ocurre en los
animales control (Valero y cols., 2007). Por ello, pensamos que las diferencias
observadas en el numero de células yuxtaglomerulares ZnT3-positivas no son
debidas a cambios en la incorporacion de nuevas células procedentes de la ZSV,
sino, probablemente, a cambios de expresion de ZnT3 en las células
yuxtaglomerulares. De este modo, la pérdida de células mitrales provocaria que
algunas células yuxtaglomerulares comenzaran a expresar Zn T3.

Al comprobar los porcentajes de colocalizacion de ZnT3 con cada uno de los
marcadores, asi como el numero de células PGs que expresan cada marcador en los
animales pcd no vimos ninguna diferencia con respecto a los animales control. Sin
embargo, los resultados del recuento de células empenachadas ZnT3-positivas en la
CG de los mutantes pcd mostraron un incremento significativo en esta poblacion.
Debido a esto, pensamos que el incremento en los somas ZnT3-positivos en la CG
del BO de los animales pcd es consecuencia del aumento en la cantidad de células

empenachadas, y no PGs, que expresan ZnT3. La poblacion de células



empenachadas externas no sufre cambios en el nimero de sus componentes en los
mutantes pcd, aunque si se han observado modificaciones plasticas en sus
conexiones (Greer y Halasz, 1987; Baker y Greer, 1990) que podrian involucrar los
cambios de expresion en la proteina ZnT3 observados en la presente Tesis Doctoral.

Para averiguar el significado de la expresion de ZnT3 en las células
empenachadas externas de la CG de animales pcd tenemos que conocer primero el
papel que desarrolla este tipo celular en el procesamiento de la informacion olfatoria.
Las células empenachadas externas poseen entre una y tres dendritas apicales que se
ramifican dentro de uno o mas glomérulos, asi como varias dendritas laterales que se
extienden por la CPE en la region adyacente a la CG (Shipley y Ennis, 1996). En un
principio, se ha considerado que las proyecciones de las células empenachadas
externas no salen fuera de esta estructura: algunas de ellas extienden sus axones a
glomérulos vecinos, mientras que la mayoria dirigen sus axones hacia la CPI, donde
viajan hasta la misma capa en el lado opuesto del mismo BO (Schoenfeld y cols.,
1985). Estas colaterales intrabulbares, al llegar al lado bulbar opuesto, establecen
contacto sinaptico con las dendritas de los granos que alli se encuentran y conforman
lo que se denomina el Sistema de Asociacion Intrabulbar (SAI, Shoenfeld y cols.,
1985; Liu y Shipley, 1994).

Supongamos que las células empenachadas ZnT3-positivas que observamos
en los animales pcd pertenecen al SAI. Sabemos que las neuronas que forman el SAI
son positivas para el marcaje del neuropéptido colecistoquinina. La liberacion de
colecistoquinina en la sinapsis provoca la despolarizacion de los granos con los que
contactan en el lado opuesto del BO (Liu y Shipley, 1994; Kosaka y Kosaka, 2007).
Esta despolarizacion implica un incremento en la inhibicion que ejercen los granos
sobre las células de proyeccion. Es decir, el SAI supone un modo de autorregulacion
de la informacion que recibe el BO contralateral antes de que ésta sea enviada a
centros superiores. El incremento en células empenachadas ZnT3-positivas podria
suponer una manera de regular el sistema inhibitorio de los granos del lado opuesto
del BO en respuesta a la pérdida de células mitrales. Este hecho, se sumaria asi a la
demostracion de las variaciones que se suceden tras cambios en la actividad olfatoria,
en otros sistemas reguladores de los granos como el noradrenérgico, el serotonérgico
o incluso el propio sistema zincérgico procedente del NOA (Goémez y cols., 2006,

2007; Airado y cols., 2008).



Las células empenachadas externas son una poblacion neuroquimica y
electrofisiologicamente heterogénea (Shipley y Ennis, 1996; Crespo y cols., 1997a,
b; Antal y cols., 2006; Kosaka y Kosaka, 2007). De hecho, no todas las células
empenachadas externas forman parte del SAI, sino que hoy sabemos que también son
una poblacion heterogénea en la trayectoria de sus proyecciones. Asi, recientemente
se ha descrito que algunas células empenachadas externas proyectan también a
regiones extrabulbares como el tubérculo olfatorio, la corteza insular y el nucleo
endopiriforme dorsal (Puche y cols., 2005; Kosaka y Kosaka, 2007). Teniendo en
cuenta este hecho, la pérdida de las células mitrales, principales neuronas de
proyeccion, en los mutantes pcd, podria ser compensada en estos animales con la
modificacion de estas células empenachadas externas que también proyectan fuera
del BO; no solo en la reorganizacion de sus conexiones sino también en la expresion

de proteinas como ZnT3.

Recopilando lo expuesto en esta discusion podemos decir que el sistema
zincérgico en el BO tiene un papel mas importante de lo que hasta la fecha se
pensaba. Nuestros resultados abren nuevas vias de estudio acerca del funcionamiento
de la proteina ZnT3, la importancia del zinc en la modulacion de la informacion
olfatoria o la implicacion de la glia en el mantenimiento de la homeostasis de zinc en
el BO. Ademads, muestran al BO como una estructura con una inervacion zincérgica
auténoma. Posee un posible sistema astroglial de eliminacion de zinc, equivalente al
que existe en el hipocampo y ademds, presenta interneuronas ZnT3-positivas
inhibitorias, al igual que ocurre en el cerebelo. Por ultimo, la plasticidad observada
frente a la pérdida de las células mitrales y de la enzima NOSn, en contraposicion a
la constancia en el marcaje presentada ante cambios de actividad, muestran la
regulacion tan fina que el sistema zincérgico realiza sobre el sistema olfatorio,
necesitdndose un sistema intacto para que se mantenga un equilibrio zincérgico
preciso. Una revision futura de los métodos de marcaje de zinc y el estudio del BO a
partir de biosensores fluorescentes nos permitirdn conocer mejor la localizacion de
estos iones en cada momento y su implicacién en la transmision de la informaciéon

olfatoria en roedores.






Conclusiones






Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo de Tesis Doctoral y
como consecuencia de los resultados obtenidos y la discusion llevada a cabo, hemos

llegado a las siguientes conclusiones:

1. La astroglia del bulbo olfatorio participa en la homeostasis zincérgica
especial de la capa glomerular. La presencia de zinc en el interior de estas células,
junto con la expresion de metalotioneinas sugiere la posible colaboracion de estos

astrocitos en la reduccidon de zinc extracelular.

2. En la capa glomerular del bulbo olfatorio existe una subpoblacion de células
yuxtaglomerulares caracterizada por la presencia de transportador ZnT3 y/o zinc
vesicular en su soma. La implicacion de este subtipo celular en la modulacion
olfatoria supone la existencia de un sistema zincérgico intrinseco al bulbo olfatorio.

Existen ademds glomérulos especificos enriquecidos en marcaje zincérgico.

3. El 6xido nitrico proveniente de la NOSn influye en la cantidad de proteina
ZnT3 disponible en la capa glomerular del bulbo olfatorio. La falta de actividad de la
enzima NOSn resulta en una disminucion del volumen que ocupa el transportador
ZnT3 en la capa glomerular y en un incremento en la poblacion de células
yuxtaglomerulares, probablemente de nueva generacidon, positivas a ZnT3 y a

calretinina.

4. El sistema zincérgico de la capa glomerular del bulbo olfatorio posee
capacidad plastica frente a la pérdida de las principales neuronas de proyeccion del
bulbo olfatorio, pues, tras la neurodegeneracion de las células mitrales en el ratén
pcd, advertimos un cambio significativo en la expresion de ZnT3 en las células

empenachadas externas de estos animales.

5. La inervacién zincérgica en la capa de los granos del bulbo olfatorio es
diferente a la observada en la capa glomerular. Asi, a diferencia del marcaje
heterogéneo de los glomérulos, la distribucion del transportador de zinc ZnT3 es
uniforme en la capa de los granos. Sin embargo, este estrato no presenta

modificaciones en el marcaje tras la ausencia de actividad NOSn o tras la pérdida de



las células mitrales. Si observamos variaciones en el marcaje zincérgico tras

modificar experimentalmente la cantidad de zinc disponible en el tejido.

6. El bulbo olfatorio es una estructura que presenta una gran carga zincérgica,
de forma especial en la capa glomerular. El descubrimiento de células
yuxtaglomerulares con transportador ZnT3, la influencia de las células mitrales en la
expresion de ZnT3, la aparicion de astrocitos con zinc en su interior, la presencia de
glomérulos ZEN, la implicacion del 6xido nitrico, y el desfase de marcaje entre
técnicas demuestran una gran relevancia de la homeostasis de zinc en esta zona de

relevo y modulacion de la informacion sensorial.
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