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Resumen

En este estudio se llevd a cabo la puesta a punto de marcadores celulares
(lectinas e inmunoglobulinas), herramientas que permitieron identificar las

Trabajo Fin de Grado distintas partes del bulbo olfativo humano. Para ello, se realizaron pruebas de
Tutor concentracion y tiempo de revelado hasta conseguir las condiciones 6ptimas de
Manuel Megias Pacheco empleo de cada uno de ellos.

Departamento de Biologia A continuacién, se hizo un estudio completo de las distintas partes o zonas
Funcional y ciencias de la Vida que fueron marcadas con cada uno de ellos, clasificando los marcadores en
Facultad de Biologia grupos, en funcion de las zonas de marcaje y de la informacién aportada.
Universidad de Vigo. El objetivo es que estos marcadores puedan ser empleados en un estudio

posterior en el que se tratara de establecer si existen diferencias morfolégicas
entre bulbos controles y bulbos de individuos que presenten un historial de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson, para
intentar determinar si estas diferencias son la base de alteraciones patoldgicas.
Palabras clave: bulbo olfativo, enfermedades neurodegenerativas, Alzheimer,
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INTRODUCCION

El sistema olfativo tiene como funcidn principal captar los estimulos quimicos, convertirlos en senales
eléctricas y quimicas, y enviarlos a distintas areas encefalicas para integrar la informacién olorosa con el
resto de la informacion nerviosa.

La ruta que sigue la informacién olorosa estd constituida por tres etapas que se identifican con tres
estructuras nerviosas. La primera es el epitelio olfativo, donde los receptores reconocen las moléculas
quimicas olorosas y transducen ese reconocimiento en impulso eléctrico. La segunda etapa es el bulbo
donde se procesa la informacién del epitelio olfativo y se envia a una tercera etapa, las diferentes areas
encefalicas (areas olfativas secundarias), entre las que destacan la amigdala, el talamo, el hipotalamo y la
corteza perirrinal.

En enfermedades neurodegenerativas se produce una afectacion de distintas areas cerebrales,
produciéndose un deterioro cognitivo y funcional progresivo, asociado con alteraciones claras de las
estructuras nerviosas como el bulbo olfativo (Ruan et al., 2012). Citando un ejemplo mas concreto, en el
Alzheimer una de las alteraciones estructurales mas conocidas es la aparicion de placas seniles de
manera no uniforme en las distintas regiones del cerebro (Dickson et al., 1988).

En la mayor parte de las enfermedades neurodegenerativas, los trastornos olfativos se consideran
sintomas precoces, frecuentes y no claramente relacionados con los signos motores de la enfermedad,
que empeoran a medida que esta va progresando. Desde hace varias décadas, y en especial desde hace
unos anos, ha aumentado el interés en valorar las alteraciones del olfato como indicadores precoces de
estas enfermedades neurodegenerativas (Miranda & Pérez, 2006).

Las deficiencias en la olfacciéon se pueden clasificar en dos tipos: las hiposmias, en las que hay una
disfuncion parcial del umbral olfativo y la pérdida olfativa no es completa, y las anosmias, en las que se
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produce una ausencia completa de dicha capacidad. La edad es el principal factor que influye en el déficit
del sistema olfativo, aunque pueden aparecer otras causas asociadas.

En relacion con las enfermedades neurodegenerativas, hay evidencias clinicas de hiposmia o anosmia
en el proceso de olfaccion de algunos pacientes con enfermedades como el Parkinson y el Alzheimer. Los
sintomas del déficit olfatorio son previos a la manifestacion de los deterioros motores o de pérdida de
memoria que ocurren respectivamente en dichas enfermedades, llegando a aparecer incluso décadas
antes del manifiesto completo de las alteraciones fisicas o cognitivas (Miranda y Pérez, 2006).

En general el trastorno olfativo es frecuente, precoz y grave, por lo que una de las ideas mas en auge
en la actualidad es considerar dicho trastorno como marcador de prondstico y evolucion de esas
enfermedades neurodegenerativas (Ropper & Brown, 2007). Tanta importancia se le da al déficit olfativo
como marcador precoz que incluso algunos autores plantean la biopsia de bulbo olfativo como prueba
diagnostico (Santos et al., 2010).

Descripcion del bulbo olfativo

El bulbo olfativo, una estructura par, es un componente del prosencéfalo que se localiza sobre la placa
cribiforme del hueso etmoides. Anatémicamente se divide en varias capas definidas por la organizacion de
sus neuronas Y fibras. Los axones de las células receptoras del epitelio olfativo forman el nervio olfativo, y
terminan en la capa glomerular del bulbo olfativo formando los glomérulos olfativos (Soriano et al., 2007).
Cada glomérulo olfativo lleva la informacion de cada receptor.

En la capa glomerular los axones del nervio olfativo hacen sinapsis con las dendritas de dos tipos de
células: las células mitrales y las células bipenachadas.
Las células mitrales situan sus cuerpos celulares en la
capa de células mitrales. Entre la capa glomerular y la de
las células mitrales se extienden las dendritas apicales de
las propias células mitrales, en un espacio denominado
capa plexiforme externa. Inmediatamente debajo, mas
profundas en el bulbo, se encuentran las capas plexiforme
interna y capa granular. Estas dos capas estan formadas
por un gran numero de interneuronas que agrupan sus

Figura 1. Esquema en el que se representa la

cuerpos celulares en la capa granular y sus dendritas en la  organizacion del bulbo olfativo, asi como

lexif int L de | s Jul diferentes estructuras caracteristicas.
capa plexiforme interna. Los axones de las células  apieviaturas: capa glomerular (GC), capa
mitrales abandonan el bulbo formando el tracto olfativo, el  plexiforme externa (CPE), capa de células
| divid distint . | ! mitrales (CCM), capa plexiforme interna (CPI),
cual se divide en distintas ramas que inervan las areas ..o, ge células granulares (CCG) y zona de

olfativas secundarias (Figura 1). axones de las células mitrales (ACM).

Marcadores. Lectinas e inmunoglobulinas

En el estudio de estructuras nerviosas se pueden emplear tinciones generales pero aporta mas
informacion el empleo de herramientas que permitan poner de manifiesto comportamientos o elementos
caracteristicos. Entre las herramientas mas usadas para ese fin en el sistema nervioso estan los
anticuerpos o inmunogloulinas que detectan proteinas (glicoproteinas de membrana), o las lectinas,
proteinas ubicuas que detectan glicoconjugados, y que de acuerdo con el monosacarido con el que
presentan mayor afinidad fueron clasificadas en 5 grupos por Sharon (Ambrosi et al., 2005). En la
actualidad, estos marcadores son un foco de investigacién muy importante (Ambrosi et al., 2005), sobre
todo en aquellas investigaciones relacionadas con el reconocimiento celular.

Los estudios con estos marcadores y cerebros humanos no son muy abundantes, y menos en aquellos
en los que se estudian enfermedades neurodegenerativas. Se puede destacar el llevado a cabo por Nishiy
sus colaboradores (Nishi et al., 2003), en el que emplearon las lectinas para estudiar la localizacion de
glicoconjugados en el cerebro de pacientes mayores que presentaban Alzheimer o Sindrome de Down. Por
otro lado, un estudio mas reciente mostré que la disfuncién olfativa esta asociada a un trastorno mental,
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sobre todo en la produccién de nuevas neuronas en el bulbo olfativo humano y en cambios en su
morfologia (Bedard & Parent, 2004).

El objetivo general del trabajo es poner a punto una serie de marcadores celulares, que se usaran como
herramientas en un estudio posterior para realizar una comparacion entre bulbos controles y bulbos de
pacientes con historial de enfermedades neurodegenerativas.

Para poder testar la utilidad de los diferentes marcadores que se van a estudiar se proponen los
siguientes objetivos:

a) Estudiar el tipo de marcaje que ponen de manifiesto los diferentes marcadores.

b) Diferenciar y seleccionar los marcadores interesantes para futuros estudios comparativos entre
bulbos olfativos controles y bulbos problema.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé sobre bulbos olfativos humanos procedentes de autopsias de individuos sin historial
de patologias neurolégicas, hombres y mujeres de entre 76 y 77 anos. Los bulbos fueron obtenidos en el
Hospital Meixoeiro a través del Biobanco del CHUVI y recogidos entre diciembre de 2013 y enero de 2014.
El proceso experimental se ha llevado a cabo de acuerdo con el convenio de cesidon de muestras y permiso
ético por parte del grupo de investigacion donde se ha realizado este estudio. Ademas, durante la
manipulacion de las muestras se siguieron las normas de trabajo con muestras procedentes de humanos,
recogidas en el Real Decreto 1301.

Fijacion e inclusion de los tejidos

El objetivo de la fijacion es preservar las caracteristicas morfoldgicas y moleculares lo mas parecidas
posibles a las que poseia el tejido en estado vivo. Los bulbos (derecho e izquierdo) fueron extraidos durante
una autopsia, y sumergidos inmediatamente en liquido de Bouin durante 24 h a 4 °C.

Tras la fijacidn se procedié a la inclusion, proceso en el que se sustituye la solucion acuosa de las células
y tejidos por el medio de inclusion. Se empled la parafina mediante una deshidratacion con alcoholes
(etanol) de gradacion creciente (desde 50° hasta el de 100°). Posteriormente se transfirié a xileno, sustancia
intermedia miscible tanto en alcohol de 100° como en parafina, controlando el tiempo para evitar un
endurecimiento excesivo de los tejidos.

A continuacion el tejido se sumergié en tres bafios sucesivos de parafina liquida (60 °C), controlando el
tiempo en funcion del tamafo de la pieza y del liquido intermediario que hayamos empleado. En nuestro
caso consistié en un primer bafno de 2 horas, un segundo de 16 h y un ultimo paso de 1 hora. Por ultimo, la
muestra se colocé en un molde donde se afadié parafina liquida, que al solidificar a temperatura ambiente
formd un bloque con el tejido incluido.

Corte y montaje

Se realizaron cortes de 8 ym de grosor, que se depositaron en unas gotas de agua sobre portaobjetos
recubiertos con gelatina colocados sobre una plancha a 37°, para que los cortes se estiraran y se pegaran al
portaobjetos al secarse el agua.

Se hicieron cuatro series de cortes de los bulbos olfativos procesados, de manera independiente. El
objetivo fue poder estudiar distintos marcadores en secciones contiguas de tejido y destacar posibles
diferencias entre ellos.

Tratamiento con lectinas o inmunoglobulinas de las muestras

Las lectinas son unas proteinas que tienen dominios o secuencias de aminoacidos que son capaces de
reconocer y unirse a unos hidratos de carbono especificos. Para poder observar el lugar de union especifica
de la lectina y su glucido se une una molécula de biotina y un complejo enzimatico, para obtener una sefal
visible al microscopio 6ptico.
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En el caso de las inmunoglobulinas, para poder detectar una sefial visible al microscopio éptico
tenemos que conjugar un marcador (la biotina) a la inmunoglobulina. Se une a una inmunoglobulina
secundaria, y posteriormente se afiade un complejo enzimético.

El procesamiento de las secciones para la deteccion de glucidos mediante lectinas o para
inmunoglobulinas fue similar, aunque con algunas diferencias.

Las secciones o cortes de bulbo olfativo colocados sobre portaobjetos se desparafinaron con xileno y se
hidrataron en una gradacion decreciente de etanol de 100° a 80°, y agua destilada. Posteriormente los
cortes se pasaron a tampon fosfato salino, 0.1 My pH 7.4 (PBS).

Como en ambos procedimientos se empled la enzima peroxidasa como marcador, es necesario inactivar
la peroxidasa del propio tejido (evitar falsos positivos). Para ello se incuban los cortes en una mezcla de
peréxido de hidrégeno, metanol y PBS (2:2:6). Posteriormente se lavaron las secciones en PBS. Para
evitar falsos positivos debidos a la unién inespecifica de las lectinas o de las inmunoglobulinas al tejido se
llevé a cabo una incubacién en solucién de bloqueo. Para ello los cortes se incubaron en albumina de
suero bovino (BSA) al 1 % en PBS.

A continuacion se incubaron las secciones en lectina o inmunoglobulina. La concentracién de marcador
dependié de la prueba que se estaba realizando. Para ello se utilizé un método de incubacion tipo
sandwich. Se afiadieron 150-200 ul de solucion y se colocaron en una camara humeda para evitar la
evaporacion durante 18 a 24 h a temperatura ambiente.

Posteriormente la solucion con las lectinas y las inmunoglobulinas se eliminé con lavados en PBS. Las
secciones destinadas a inmunocitoquimica se incubaron durante 1 h en una inmunoglobulina secundaria
anti-lg-G de conejo conjugado con biotina (Vector Laboratories) diluido 1/100.

Todas las secciones se incubaron en el complejo avidina biotina peroxidasa (ABC; Vector Laboratories)
diluido 1/200 en PBS. La avidina de este complejo reconoce a la biotina y se une fuertemente a ella,
permitiendo su posterior observacion.

El revelado de la peroxidasa del complejo ABC se llevd a cabo mediante el empleo de la 3-3
diaminobencidina (DAB; Sigma) y perdxido de hidrégeno. Se produce una reaccion de oxido-reduccion en
la que la DAB se reduce y adquiere una coloracion marrén visible al microscopio 6ptico. El tiempo de
revelado fue controlado mediante observacién al microscopio 6ptico en funcién de la prueba que se
estuviese llevando a cabo (entre 1 y 5 min en todos los casos) y se detuvo con varios lavados de PBS.
Tras el proceso de revelado algunas secciones se tifieron con hematoxilina de Mayer durante 1 a 2 min
para obtener una tincion de contraste de los nucleos de todas las células. A continuacion las secciones se
deshidrataron en una gradacion creciente de etanol (80° a 100°), se aclararon en xileno y por ultimo se
montaron con DPex (Gurr).

Las secciones procesadas se estudiaron con un microscopio Olympus (BX51) y se fotografiaron con una
camara digital (DP71) adaptada a dicho microscopio.

En algunas pruebas realizadas el marcaje final obtenido no fue satisfactorio, bien por un exceso de
marcaje o por una sefial débil. Asi, en pruebas sucesivas se sigui6 el protocolo anterior pero variando la
concentracion inicial de lectina o inmunoglobulina, o bien el tiempo de revelado.

RESULTADOS

Empleando diversos marcadores, lectinas e inmunoglobulinas, se pusieron de manifiesto distintas
estructuras presentes en el bulbo olfativo de humanos. El tipo celular y las fibras marcadas, asi como el
nivel de marcaje en cada compartimento dependieron del marcador usado.

Se emplearon dos inmunoglobulinas y nueve lectinas. De estas ultimas, salvo la GSL-1, todas revelaron
la presencia de fibras, células y capilares en los distintos compartimentos bulbares, unas con un marcaje
mas nitido y otras con marcajes mas generales.

Para distintos marcadores se hicieron pruebas de concentracion y tiempos de revelado para obtener la
mejor relacién senal-ruido. La descripcion de las estructuras positivas para cada lectina o inmunoglobulina
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esta basada en aquellas concentraciones y tiempos de revelado 6ptimos.

Los distintos marcadores se agruparon en cuatro categorias segun las estructuras que pusieron de
manifiesto y la intensidad del marcaje de las mismas. El principal criterio de clasificacién vino determinado
por la intensidad y variedad de estructuras observadas en la capa glomerular, aunque los distintos
marcadores también presentaron diferencias sobre el marcaje en otros niveles y estructuras.

A continuacién se describe de forma detallada el resultado obtenido en los grupos.

Grupo I. UEA-I

La UEA-I se caracteriza por llevar a cabo un excelente marcaje de los glomérulos y las fibras nerviosas
de la capa glomerular (Figura 2.A). En este caso, la concentraciéon 6ptima de marcaje se corresponde con
10 pg/ml y a un tiempo de revelado de 5 min. Se observaron claramente los glomérulos olfativos
(abundantes en la parte mas externa del bulbo) y numerosas fibras positivas entre ellos. También se
detectaron fibras positivas mas débiles en la capa de células granulares y células marcadas de pequefio
diametro de manera dispersa en todas las capas del bulbo. Aparecen algunos vasos sanguineos de
distinto calibre.

Grupo Il. Con A, WGA, PNA, Anti-Calretinina

Este grupo de marcadores se caracterizé por marcar algunos glomérulos olfativos en la capa glomerular
y por marcar de forma excelente las fibras nerviosas (Figura 2.B). Las condiciones de marcaje son muy
similares para todas las lectinas (concentracion de 5 ug/ml y tiempo de revelado de 1-2 min, salvo en el
caso de la PNA, que necesité un tiempo de revelado de 5 min) y de una concentracion 1/500 con un
tiempo de revelado de 5 min para la anti-calretinina.

Estos marcadores permitieron una visualizacion clara de toda la periferia bulbar. En la capa glomerular
se pudieron localizar glomérulos olfativos (dispersos y poco numerosos). Por otro lado, las fibras
nerviosas se pudieron observar de forma nitida, sobre todo en la capa glomerular. Cabe destacar que,
dentro de este grupo, la calretinina es el marcador que permitié una diferenciacion mas nitida de esas
fibras.

Se diferenciaron también fibras nerviosas positivas, con un marcaje mas débil, en la capa de células
granulares y células positivas dispuestas en los diferentes compartimentos bulbares.

Grupo lll. SNA, DBA, RCA-I

El marcaje con las lectinas de este grupo se caracterizd por no poner de manifiesto los glomérulos
olfativos y por revelar de manera clara las fibras nerviosas de la capa glomerular (Figura 2.C). La
descripcion del marcaje de estas lectinas se correspondié con un tiempo de revelado de 1 a 2 minutos,
mientras que hubo variaciones en la concentracion (5 ug/ml con DBA 'y 10 pg/ml para la SNA 'y RCA).

Se pudieron diferenciar facilmente las fibras nerviosas de la capa glomerular. También marcaron de
manera mas débil fibras y prolongaciones celulares nerviosas con elevada densidad en el bulbo, pero
sobre todo en la capa de células granulares.

Se observaron cuerpos celulares positivos de pequefo diametro, distribuidos por todos los niveles
rostrocaudales del bulbo olfativo. Cabe destacar que la SNA y la RCA-l marcaron vasos sanguineos de
distintos calibres, mientras que no se observé ninguno positivo para la DBA.

Grupo IV. SBA y Anti-G0

Estos dos marcadores se caracterizan por marcar de forma débil las fibras nerviosas presentes en la
capa glomerular del bulbo olfativo (Figura 2.D). En este caso, la deteccion del marcaje para la SBA se
corresponde con una concentracién de 10 yg/ml y un tiempo de revelado de 1-2 minutos y para el anti-GO,
una concentracién de 1/500 y un tiempo de revelado similar.

En la capa glomerular, se pudo observar la distribuciéon de las fibras nerviosas de forma débil y
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dispersa, pero en ningun caso se observaron glomérulos. Se pudieron distinguir fibras positivas con una
intensidad de marcaje muy similar en la capa de células granulares y cuerpos celulares positivos de
didmetro medio, en todos los capas del bulbo olfativo. Ni la lectina SBA ni el anti-GO permitieron marcaron
vasos sanguineos.
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Figura 2. Imagenes de cortes transversales de 8 pm de grosor del bulbo olfativo humano tefiidos con los
distintos marcadores. (A) Seccién procesada con una concentracion de 10 pg/ml de UEA y un revelado
corto de 1-2 min. (B) Seccién procesada con una concentracion de 10 pg/ml de PNA y un revelado corto de
1-2 min. (C) Seccion tratada con una concentracion de 10 yg/ml de RCA y un tiempo de revelado DE 1-2
min. (D) Seccion tratada con una concentracion de 10 ug/ml de SBA y un tiempo de revelado DE 1-2 min.
Abreviaturas: capa glomerular (CG), capa de células granulares (CCG), zona de axones de las células
mitrales (ACM). Las flechas grandes representan a los glomérulos olfativos y las flechas pequefias
representan las fibras nerviosas (en la capa glomerular y la capa de células granulares). Barras de escala:
A, B, C,D: 1 mm.

DISCUSION

Cuestiones metodolégicas

El propésito de este proyecto era poner a punto una serie de marcadores en el bulbo olfativo de
humanos y seleccionar aquellos que nos aportasen una mayor cantidad de informacion. Para ello, en
primer lugar se aplicaron una bateria de lectinas y dos inmunoglobulinas a las secciones. En aquellos
casos en los que los resultados no fueron 6ptimos se modificaron las condiciones experimentales
(concentracién y tiempo de revelado) para conseguir la mayor sefal con el minimo ruido posible.

Hay que tener en cuenta otros aspectos a la hora de interpretar los resultados: algunas lectinas pueden
reconocer a dos enlaces glucidicos, no pudiendo, en ocasiones, diferenciar cual de ellos es el que da
positivo (Con A, DBA, RCA) (Plendl & Sinowatz, 1998; Salazar et al., 2001). El estudio en humanos de
bulbos olfativos, y tejido nervioso en general, presenta limitaciones ya que es obligatorio un estudio
postmorten (Santos et al., 2010). El sistema nervioso sufre una rapida degeneracion ante la falta de
oxigeno (Bédard & Parent, 2004) por lo que el periodo postmorten, entre la muerte y la fijacion de la
muestra, es un periodo critico para la preservacion de las caracteristicas moleculares y estructurales del
tejido. Por ello es necesario estudiar numerosas muestras y conocer perfectamente las condiciones
experimentales para poder obtener conclusiones generales. Por ultimo, hay que destacar que la
comparacion de los resultados en humanos son dificilmente extrapolables a otras especies, y viceversa,
ya que el marcaje de las lectinas varia enormemente segun la especie considerada (Salazar & Sanchez,
1998).
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Distribucién de estructuras positivas

El bulbo olfativo puede dividirse en distintos compartimentos (Bédard & Parent, 2004), cada una de los
cuales contiene estructuras propias como los glomérulos olfativos, fibras nerviosas, neuronas, glia y vasos
sanguineos.

Las lectinas e inmunoglobulinas empleadas en este estudio pusieron de manifiesto las diferentes
estructuras y zonas del bulbo. Se clasificaron en cuatro grupos en base al tipo de marcaje obtenido
(estructuras marcadas e intensidad de dicho marcaje), sobre todo en la capa glomerular donde las
diferencias entre marcadores fueron mas claras. El grupo | de lectinas, donde solo tenemos la UEA-I,
permitié identificar tanto los glomérulos como las fibras presentes en la capa glomerular de forma mas
intensa. Un marcaje patente se relaciona con una cantidad elevada de carbohidratos presentes. Sin
embargo, la WGA, PNA y anti-calretinina, pertenecientes al grupo Il, pusieron de manifiesto
principalmente las fibras, pero escasamente los glomérulos en dicha capa. Los otros dos grupos, Il y 1V,
no marcaron glomérulos. Esto indica que los glomérulos tienen una diferente composicién de
glicoconjugados en comparacion con el resto de fibras de la capa glomerular. Por ello mediante el uso de
lectinas determinadas se podra estudiar por separado ambos elementos, glomérulos y fibras, para
estudios comparativos entre bulbos controles y patolégicos.

Todos marcadores utilizados revelaron fibras positivas en las capas mas profundas del bulbo olfativo,
sobre todo en la capa de células granulares. Estas fibras son identificadas como los axones de las células
mitrales, células que reciben en sus dendritas las aferencias olfativas primarias. Por tanto, se puede
deducir que alteraciones en el patrén de dichas fibras indicarian alteraciones patolégicas. Tal y como se
describié en el apartado de resultados el marcaje de fibras nerviosas en la capa granular fue de mayor
intensidad en los grupos | y Il y menor en el lll y el IV. Las otras capas centrales del bulbo olfativo,
conocidas como capas plexiformes interna y externa, las cuales contienen fundamentalmente las
dendritas de las células mitrales, presentan un marcaje mas débil que las otras capas.

Se ha demostrado que en el bulbo olfativo se pueden diferenciar cuatro tipos celulares:
periglomerulares, mitrales, bipenachadas y granulares, con diferente distribucion segun la capa bulbar
(Soriano et al., 2007). En la capa glomerular se encuentran los somas de las células periglomerulares. Las
lectinas del grupo Ill marcan numerosas células periglomerulares, mientras que estas células son
negativas para las lectinas e inmunoglobulinas de los otros grupos. Los somas de las células mitrales y
bipenachadas fueron negativas en todos los casos. Sin embargo, como se menciond anteriormente, es
probable que los axones de las células mitrales sean positivos para los marcadores de los grupos | y Il
Por ultimo las células granulares fueron positivas para todos los grupos pero destacan la UEA-I, grupo |, y
la PNA del grupo de Il. Por ultimo, en esta capa de células granulares y en la capa de axones mitrales
también aparecen otros tipos de neuronas mas grandes de manera dispersa (Nieuwenhuys et al., 2008),
que en nuestro se marcaron con la lectina del grupo Il, PNA. Por tanto, también en este caso es posible
estudiar poblaciones celulares concretas utilizando una u otra lectina o inmunoglubilina.

Por ultimo, la red de vasos sanguineos se marco con algunas lectinas, como la UEA-I, grupo |, y con la
DBA y RCA-I del grupo lll, las cuales pusieron de manifiesto vasos sanguineos de diferente diametro.
Aparentemente todos los vasos sanguineos fueron positivos, concretamente destaco la capa endotelial.
Estas lectinas pueden ser de gran utilidad para detectar alteraciones en el riego vascular.

Otros estudios del bulbo olfativo humano

Los trabajos donde se utilizan las lectinas como herramientas para estudiar el bulbo olfativo de
humanos son escasos. Por ejemplo, en estudios concretos (Nagao et al., 1993) se utilizé la lectina UEA-I
con la que se obtuvo un marcaje similar al de este trabajo, sobre todo con fibras y glomérulos marcados
en las capa glomerular. Por otro lado, numerosos estudios intentan correlacionar las alteraciones del
olfato, en especial el bulbo olfativo, con las enfermedades neurodegenerativas, aunque pocos de ellos
utilizan lectinas. Por ejemplo, en relacion con las enfermedades neurodegenerativas, (Dickson et al.,
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1988) empled la RCA-I como marcador, revelando que en bulbos olfativos de individuos con Alzheimer
presentaban mayor densidad de vasos sanguineos en torno a las placas seniles.

En cuanto a las inmunoglobulinas, algunos autores (Bédard & Parent, 2004) determinaron que un
numero significativo de las células granulares contienen la calretinina, una proteina de unién a calcio, y la
parvoalbumina, otra proteina de unién a calcio asociada a GABA. En nuestro caso la calretinina marco
pocas células granulares y sobre todo marcé fibras positivas en la capa glomerular. Las diferencias
pueden ser debidas al tipo de inmunoglobulina usada o las condiciones experiementales.

Seleccionando aquellos marcadores que delimiten de forma nitida compartimentos o
subcompartimentos en el bulbo olfativo, se podran detectar variaciones en la morfologia de dichas
regiones cuando estén en un proceso general de envejecimiento o durante el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, lo cual ayudara a interpretar el proceso degenerativo o de envejecimiento y sus
efectos en la olfaccion.

CONCLUSIONES

Las lectinas son unos buenos marcadores para la deteccidén selectiva de estructuras nerviosas en el
bulbo olfativo de humanos. También es el caso de algunas inmunoglobulinas, como la anti-calretinina y la
anti-G0. De esa forma, se pueden diferenciar distintas zonas con distintos marcadores, y escoger aquellos
que generen un marcaje mas nitido y diferencial en cada una de ellas. Esto es particularmente util en
tejidos postmorten puesto que reconocen estructuras moleculares resistentes a la degradacion, y pueden
ser buenas herramientas para estudiar patologias en humanos.
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