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Maduracién neuronal durante el desarrollo embrionario tardio y postnatal temprano
del bulbo olfatorio de raton

Introduccién

Dada la participacion del bulbo olfatorio en diversas afecciones neurolégicas“_ﬂ) y siendo

ampliamente conocida la composicion histolégica del bulbo olfatorio adulto, como lo demuestran

los resultados de diversos investigadores, utilizando diferentes vias metodolégicas como son

tinciones clasicas de Nissl y de Golgi(12'19)

degeneraci()n(zo), estudios fisiolégicos(21) y analisis ultraestructurales , €s nuestro interés
profundizar en el conocimiento de la diferenciacién neuronal del mismo, para establecer tanto el
momento maduracional en el cual cada tipo celular alcanza su citotipia, como el inicio de las
conectividades neuronales hasta su consolidacién definitiva. Esta informacion es fundamental
para el desarrollo de biomodelos experimentales donde se puedan reproducir situaciones
patolégicas y discriminar la participacion de alguno o de varios tipos celulares y determinar la
integridad y/o las alteraciones de la sinaptologia bulbar.

, estudios experimentales con técnicas de
(22-27)

El sistema olfativo durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano muestra una gran

plasticidad citolégica, siendo un modelo ampliamente utilizado por distintos

investigadores“7'18’28'30) para ftratar de entender los mecanismos relacionados con el

crecimiento y funcionalismo neuronal durante los procesos de formaciéon y consolidacion del
sistema nervioso, al ser un sistema donde se establecen diversidad de interacciones

sinépticas(31'32), cuyo comportamiento fisiolégico desde el punto de vista de la neurotransmision

ha sido previamente estudiado por nosotros tanto en el desarrollo in situ como in vitro®®. Como
elemento de enlace periferia-centros nerviosos centrales, en el bulbo olfatorio desempefian una

importante funciéon los glomérulos olfatorios, estructuras ampliamente estudiadas por otros

18,28,30,34 , . .
autores (18:28:30. ), que estan formadas por los axones de las neuronas sensoriales olfatorias,

las dendritas de las principales células de proyeccion del bulbo como son las células mitrales y

las células en penacho; participando ademas, las células granulosas<35'38) y las células

periglomerulares al establecer contactos sinapticos con las células mitrales. Para que se cumpla
el proceso de integracion de la informacidon que ingresa y egresa a nivel del bulbo olfatorio,

intervienen dos tipos celulares principales: las células mitrales y las células en penacho(39'40), las
cuales reciben la informacion de las neuronas sensoriales olfatorias a través de las estrias

olfatorias intermedia y lateral, procesan dicha informaciéon y la transmiten a la corteza

(41)

olfatoria*™ /. Esta multiplicidad de conexiones conlleva al procesamiento de una alta cantidad de

informacion neuronal que emerge del bulbo olfatorio a través del haz olfatorio™'2).

El objetivo del presente trabajo es estudiar los cambios citoarquitecténicos que ocurren durante
el desarrollo prenatal tardio y el postnatal temprano del bulbo olfatorio del ratén NMRI, con el fin
de lograr, por medio del anadlisis de la morfogénesis y la formacién de las sinapsis, una mejor
comprension de su funcionalidad, lo cual permitira inferir en mecanismos bioldgicos basicos que
puedan intervenir en el establecimiento de enfermedades en las cuales esté involucrado el bulbo
olfatorio.

Materiales y métodos

El estudio fue realizado en bulbos olfatorios de ratones de la cepa Naval Medical Research
Institute (NMRI), suministrados por el Bioterio Central de la Universidad de Los Andes. El

manejo de los animales(43'44), fue hecho de acuerdo a lo establecido por el Comité de Bioética
de la Universidad de Los Andes para el uso de animales experimentales segun exigencias
establecidas en las Normas para la utilizacién de animales en investigacion contenidas en el
Cadigo de Bioética y Seguridad del Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion
Tecnoldgica (FONACIT-Caracas, Venezuela).
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Para lo correspondiente al analisis prenatal se utilizaron dos ratones hembras gestadas para
cada edad objeto del estudio; es decir, con 13, 15, 17, 19 y 21 dias de gestacion (E13, E15, E17,
E19 y E21) y para el estudio postnatal temprano fueron utilizados cinco ratones por cada edad:
recién nacido (P0) y 1, 3, 5, 7 y 9 dias de edad postnatal (P1, P3, P5, P7 y P9), los cuales fueron

anestesiados con Ketamina™ a una dosis de 240 mg/Kg-peso. A las hembras de ratones con los
tiempos de gestacion programados, se les practicd una incision abdominal para exponer el Gtero
y extraer los embriones, los cuales fueron colocados inmediatamente en solucion fijadora.
Posteriormente, se procedio a extraer los bulbos olfatorios tanto de los embriones como de los
ratones de edad postnatal, haciendo una incisidon antero-posterior y otra latero-lateral en el tercio
anterior del craneo, lo cual permite la exposicion de la regién bulbar.

Los bulbos olfatorios, inmediatamente después de ser extraidos, fueron seccionados en

fragmentos de aproximadamente 3 mm® y sumergidos en mezcla fijadora 3:3 (49) (glutaraldehido
al 3% mas formaldehido al 3%, en tampdn cacodilato 0,1 M y pH 6,3), a 4°C, condiciones en las
cuales se preservaron durante 12h; luego fueron postfijados durante 18h en tetradxido de osmio
al 1%.

Después se realizd el proceso de deshidratacion e infiltracion epoxidica. Utilizando un
Ultramicrotomo Sorvall Porter-Blum MT2-B se hicieron secciones gruesas de 1 a 2 ym de
espesor y secciones ultrafinas de 90 nm de espesor, las cuales fueron analizadas con
microscopia de luz de alta resolucién y microscopia electrénica de transmision, después de

haber sido contrastadas con p-fenil-endiamina y con acetato de uranilo y citrato de plomo,

. 46-4 . .. , . . -
respectlvamente( 648 Las observaciones se hicieron a través de un microscopio foténico

Polyvar Reichert Jung con camara fotografica digital Infinity y de un microscopio electronico de
transmision Hitachi H-7000.

Se hizo la cuantificaciéon de los contactos interneuronales en las diferentes edades prenatales y
postnatales estudiadas, desde la aparicion de los primeros esbozos sinapticos hasta las sinapsis
verdaderamente constituidas, tanto axo-dendriticas como dendro-dendriticas. Para valorar las
diferencias estadisticamente significativas se utilizd el analisis estadistico de la varianza

(ANOVA)(49'50) y se realizdé un test a posteriori para comprobar dichas diferencias, utilizando la
prueba de Tukey con la aplicacion del programa estadistico SPSS version 15. Los resultados
obtenidos fueron expresados en promedio de media + Desviacion Estandar (PromediotDE),
tomando el 95% como indice de confiabilidad estadistica (p<0,05). Los resultados permitieron
comparar el incremento en el numero de sinapsis axo-dendritica y dendro-dendriticas y la
relacion de estas con el desarrollo y maduracion del bulbo olfatorio.

Resultados

Al dia E13 de desarrollo embrionario el bulbo olfatorio toda la poblacién celular con aspecto de
inmadurez, esta constituida predominantemente por un solo tipo celular. Son neuronas que
tienden a ser redondeadas o ligeramente ovaladas, con cuerpos pequefios aun cuando puede
observarse una discreta variabilidad de tamafio entre ellas. Son células con uniformidad
citolégica, de nucleo grande y citoplasma muy electron transparente, con escasas organelas.
Este conglomerado de células neuronales inmaduras esta distribuido sin ningun patrén
organizativo en todo el espesor del tejido (Figura. 1).
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Figura 1. Bulbo olfatorio de ratén E13 destaca la uniformidad e inmadurez citolégica en todo el espesor del tejido. Se observan
células de nucleo voluminoso y escasas organelas en el citoplasma. Aumento: 63 X

El bulbo olfatorio entre los dias E15 y E17 empieza a mostrar su histoarquitectura caracteristica.
Presenta un limite externo regular y bien delineado, la poblacion celular muestra el inicio de la
diferenciacién morfolégica, mostrando cierto grado de laminacion, distinguiéndose al dia E15
tres segmentos celulares: el mas externo con células pequefias, de morfologia variada, aunque
tienden a la elongacién somatica, en el segundo segmento se ven células de mayor volumen
somatico, con nucleo grande y abundante citoplasma; mientras que en la parte mas interna las
células son redondeadas con nucleos grandes y escaso citoplasma distribuidas entre una
neuropila que empieza a formarse (Figura. 2).

Figura 2. Seccién de bulbo olfatorio de ratén E15 se observa el inicio de la laminacion tisular. La parte periférica (a) esta formada
por células de morfologia, variada, algunas con amplio citoplasma. En la zona interna (b) las células tienden a ser redondeadas
con nucleos grandes y escaso citoplasma. En la parte intermedia se observan células que destacan por su mayor volumen
somatico y nuclear (flecha). Aumento: 25 X.

Al dia E17 entre los cuerpos celulares se distinguen prolongaciones neuronales inmaduras, en
las cuales es posible observar multiples formaciones vesiculares de diferentes tamafios y entre
estas algunas semejantes a vesiculas sinapticas, ademas, a esta edad es posible ver la
presencia, en un numero muy reducido, de pequefios depésitos de material electrén denso
adosados a la cara interna de membrana de las prolongaciones celulares (Figura. 3), que
pueden ser interpretados como los primeros contactos intermembranosos y por tanto, el inicio
del proceso sinaptico en la especie estudiada.
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Figura 3. Prolongaciones neuronales observadas en la regién plexiforme del bulbo olfatorio de ratén E17, en cuyo interior destaca
la presencia de formaciones vesiculares (flechas rectas) y en algunos sitios de contacto entre las prolongaciones se observa
deposito de material electron denso (flechas curvas). Aumento: 18.000 X.

Luego a la edad E19 se va perdiendo la regularidad y uniformidad del borde periférico del bulbo
debido a la presencia de las primeras fibras del nervio olfatorio que ingresan al mismo en forma
de delgadas prolongaciones electron densas que ocupan la zona proxima al borde,
distribuyéndose tanto de forma paralela al mismo, como ramificandose perpendicularmente
hacia el interior del tejido para dar inicio a los futuros glomérulos. La parte mas periférica del
bulbo olfatorio, a esta edad se observa diferenciada en dos segmentos, uno externo donde la
celularidad para iniciar su transformacion en una verdadera capa plexiforme y uno interno, con
un alto indice de cuerpos celulares, donde destacan las células en penacho que son de mayor
volumen que el resto de la poblacién neuronal. Por debajo de esta capa se observa la presencia
de grandes células elongadas, de citoplasma claro y nicleo grande, dispuestas en varias capas,
que corresponden a las células mitrales y hacia la parte mas interna se observa la capa bien
constituida de células granulosas (Figura. 4).

Figura 4. Se observa la irregularidad de la periferia del bulbo olfatorio de ratén a la edad E19, debido al ingreso de las fibras del
nervio olfatorio (flechas cortas) a la capa plexiforme (cp), donde puede observarse una incipiente formacién glomerular (flecha
curva). Debajo de esta capa plexiforme se visualizan grandes células elongadas, de citoplasma claro y ndcleo voluminoso,
dispuestas en varias capas, que corresponden a las células mitrales (CM). cg, capa de células granulosas. Aumento: 20 X.

Al dia E21 la regidon mas periférica del bulbo olfatorio muestra una proporcionalidad semejante
de cuerpos celulares del tipo de interneuronas y de prolongaciones neuronales; sin embargo, al
alejarse del borde el tejido se hace mas laxo y se observa un aumento en la cantidad de
formaciones glomerulares, a pesar de que todavia no estan bien conformadas y que son
producto de la interrelaciéon entre las prolongaciones neuronales del bulbo y entre estas y las
fibras del nervio olfatorio (Figuras. 5y 6).
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Figura 5. Detalles de la interaccién entre las fibras del nervio olfatorio (cabezas de flecha) con los elementos neuronales
(asteriscos) del bulbo olfatorio en ratén E21, para formar los glomérulos (flechas curvas). Células en penacho (flechas rectas);
CPG, células periglomerulares. Aumento: 40X.

Figura 6. Segmento de un glomérulo en formacion ubicado en la zona periférica del bulbo olfatorio de ratén E21, donde se
observan entremezcladas tanto prolongaciones electron densas pertenecientes a fibras del nervio olfatorio (cabezas de flecha),
como procesos neuronales de mediana densidad electrénica que pueden corresponder a dendritas (d) de células mitrales y
células en penacho. Aumento: 8.000X.

La zona profunda de la capa externa se observa mejor organizada, destacando la presencia de
células en penacho, que son neuronas de mediano tamafo distribuidas irregularmente entre las
prolongaciones gliales y neuronales. En la region intermedia se visualizan células voluminosas
bien definidas, con nucleo grande con uno o dos nucléolos y abundante citoplasma electrén
transparente; estas células estan distribuidas en varios niveles constituyendo una capa
multicelular en profundidad y corresponden a las primeras células mitrales identificables como
tales. Inmediatamente por debajo de estas, se encuentra una gruesa capa de células
granulosas, que en la parte mas profunda forman una lamina uniforme hacia el interior del bulbo
olfatorio. Al dia PO la mayoria de las fibras en la region mas interna de la capa plexiforme
comienzan a orientarse perpendicularmente al borde bulbar, observandose entre los trayectos
de las fibras, escasas células redondeadas y de pequefio diametro. La capa de las células
granulosas incrementa considerablemente su espesor en funciéon del aumento de la poblacion
celular constituida por cuerpos neuronales con escaso citoplasma y nucleo voluminoso, con
prolongaciones de trayectos cortos, orientados radialmente.

Al observar el bulbo olfatorio de ratones P1 llama la atencién la presencia de largas, aunque
escasas, prolongaciones neuronales de mediana densidad electronica, que corresponden a
dendritas de células mitrales, algunas de las cuales se extienden hasta los limites donde estan
ubicados los glomérulos. Se observa como han disminuido tanto la celularidad en la zona mas
externa del bulbo que practicamente esta ocupada solamente por trayectos neuronales, como la
distancia entre los glomérulos y el conjunto de cuerpos de las células mitrales, segmento bulbar
donde se visualizan cuerpos de células mitrales que aun no han alcanzado su topotipia y
algunas células en penacho (Figura. 7).
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Figura 7. Dia P1, se observan trayectos neuronales horizontales (asterisco) en la parte mas periférica e inmediatamente hacia el
interior se ven formaciones glomerulares (cabezas de flecha) hacia donde convergen prolongaciones dendriticas (flechas rectas)
de las células mitrales (CM). Aumento : 40 X.

Mientras que al dia P3 la mayoria de las células mitrales han descendido hasta ocupar su sitio
definitivo y sus prolongaciones dendriticas se hacen mas delgadas, alargadas y ramificadas,
observandose células en penacho y células periglomerulares entremezcladas con esas
prolongaciones (Figura. 8).

Figura 8. Segmento de bulbo olfatorio de ratéon P3 donde se aprecia una amplia capa plexiforme (cp), formaciones glomerulares
(cabezas de flecha), la capa de células mitrales (CM) y la capa de células granulosas (cg). Aumento: 25 X.

Es de destacar que a la edad P3, en la zona periférica se pueden observar trayectos
descendientes del nervio olfatorio, que al ramificarse para formar los glomérulos se dirigen en
sentido transversal y/u oblicuo; sin embargo, mas profundamente ya se visualizan zonas de
neuropila donde se puede observar que gran parte de las prolongaciones neuronales poseen en
su interior vesiculas del tipo sinaptico (Figura.9), presentando algunas terminaciones
neuronales, engrosamientos de membrana y en oportunidades se pueden distinguir contactos
sinapticos dendro-dendriticos en formacion (Figura. 10).
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Figura 9. Detalle de la capa plexiforme de bulbo olfatorio de ratén P3. Se observan formaciones vesiculares en el interior de las
prolongaciones neuronales y en algunos sitios se observa engrosamiento de las membranas (flechas). Aumento: 18.000 X.

Figura 10. Conjunto de prolongaciones dendriticas (d) en bulbo olfatorio P3, observandose entre dos de ellas el inicio de la
formacioén inicial de un contacto interneuronal (flecha). Aumento: 18.000 X.

Al dia P5 el bulbo olfatorio de la especie estudiada ya tiene una organizacion tisular definida y
las células presentan un alto porcentaje de sus caracteristicas propias. Las células
periglomerulares ubicadas en proximidad de los glomérulos, son células de baja densidad
electrénica, con escaso citoplasma y nucleo grande. Las células en penacho de cuerpo grande,
nucleo voluminoso y citoplasma de baja densidad electrénica, se localizan en la mitad inferior de
la capa plexiforme. Al aumentar el bulbo olfatorio de volumen y tamafio, las células mitrales
modifican su distribucién multilaminar y al dia P5 sus cuerpos forman una monocapa o una
bicapa celular, sus prolongaciones dendriticas que iniciaron su verticalizacion a partir del dia PO
y P1, se hacen mas gruesas, alargadas y ramificadas y se distribuyen en todo el espesor de la
capa plexiforme (Figura. 11), que al integrarse conjuntamente con las fibras olfatorias y las
dendritas de las células en penacho, participan en la formacién de los glomérulos (Figs. 11y 12),
en cuyo interior ya es notoria la presencia de contactos sinapticos axo-dendriticos y dendro-
dendriticos (Figura.12). Distribuidas en todo el espesor de la capa plexiforme y entre los cuerpos
de las células mitrales, es frecuente observar interneuronas.
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Figura 11. Al dia P5 el bulbo olfatorio de ratén muestra caracteristicas de madurez organizacional. Se observan trayectos claros
de dendritas (flechas rectas) de las células mitrales (CM) y de las células en penacho (cabezas de flecha), células
periglomerulares (CPG) y en la parte superior un segmento de un glomérulo (flecha curva). cg, capa de células granulosas.
Aumento: 25 X.

Figura 12. Seccion de glomérulo de bulbo olfatorio de ratén P5 donde se distinguen prolongaciones dendriticas neuronales (d) y
fibras terminales del nervio olfatorio (asteriscos). Se pueden visualizar contactos sinapticos axo-dendriticos y dendro-dendriticos.
Aumento: 10.000 X.

Todas las caracteristicas observadas en el dia P5 se consolidan y se hacen definitivas al dia P7
de desarrollo postnatal, edad en la cual toda la poblacién celular del bulbo olfatorio ha alcanzado
su citotipia e histotipia, observandose una bien definida organizacion de los glomérulos, los
cuales tienden a hacerse mas periféricos y posteriormente aumentan de tamafo hasta adoptar
en la mayoria de los casos su forma esferoidal (Figura. 13).
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Figura 14. Contactos sinapticos dendro-dendriticos y axo-dendriticos observados al dia P7 en el bulbo olfatorio de ratén. d,
dendritas; ax, axones. Aumento: a, 25.000X; b, 20.000X.

En los dias P7 (Figura. 14) y P9 los contactos sinapticos tienen todas sus caracteristicas de
madurez morfologica tanto los axo-dendriticos como los contactos dendro-dendriticos y su
presencia es cuantitativamente mas elevada en relacion a las edades previas (Figura. 15, Tablas
1-4).
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Figura 15. Cuantificacion, por pm2 de superficie, de sinapsis axo-dendriticas y dendro-dendriticas en el bulbo olfatorio de raton
en edad prenatal tardia y postnatal temprana.
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Tabla 1
Cantidad de
- - 2
Edades sinapsis/pm b
Promedio+ DE
P3 0,80+0,47
P5 1,95+ 0,56
0.000
P7 3,61+0,74
P9 5,87% 0,85

Tabla 1. Variabilidad en el nimero de sinapsis dendro-dendriticas en el bulbo olfatorio de ratén en edades postnatales tempranas

(n = 50).
Tabla 2
Edades N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

P3 50 |0,7978
P5 50 1,9548
P7 50 3,6114
P9 50 5,8692

Tabla 2. Comparaciones multiples de los promedios de las medias en el nimero de sinapsis dendro-dendriticas utilizando la
Prueba de Tukey (n = 50).

Tabla 3

Cantidad de

sinapsis/um?

Edades 2
Promedio £ DE

E17 0,97+0,29

E19 1,61+0,21

E21 1,69+0,50
PO 1,80+0,47
Pl 2,16+0,57 0.000
P3 3,34+0,42
P5 4,38+0,58
P7 5,81+0,78
P9 6,42+0,89

Tabla 3. Variabilidad en el nimero de sinapsis axo-dendriticas en el bulbo olfatorio de ratén en edades prenatal tardia y postnatal

temprana (n = 50).

Tabla 4
edades | n Subconjunto para alfa =0.05
i 2 3 4 5 & 7

E17 50 | 0,9706
E19 50 1,6124
E21 s0 1,6964
PO 0 1,8016
Pl 50 2,1598
P2 50 32,3404
PS5 50 4,3810
P7 50 5,8078

Pa

50

65,4194

Tabla 4. Comparaciones multiples de los promedios de las medias en el nimero de sinapsis axo-dendriticas utilizando la Prueba

de Tukey (n = 50).

El analisis estadistico realizado al numero de sinapsis dendro-dendriticas en el bulbo olfatorio
durante el desarrollo postnatal (P3- P9), dio un nivel de significancia de p=0,000, lo cual significa
que hay una diferencia estadisticamente muy significativa entre las edades estudiadas ya que
p<0,05 (Tabla 1). Cuando analizamos el test a posteriori (Tabla 2) encontramos que los
promedios en el niumero de sinapsis dendro-dendriticas, son diferentes con respecto a cada
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edad, lo que indica que existen diferencias estadisticamente significativas en el numero de
contactos sinapticos en las edades estudiadas. En la figura 15 se muestra en forma grafica el
aumento en el niumero de sinapsis dendro-dendriticas en el bulbo olfatorio de raton entre P3 y
P9. Se puede observar que hay un aumento constante en el nimero de sinapsis durante el
periodo de desarrollo analizado.

Los resultados obtenidos después del analisis estadistico con ANOVA (Tabla 3) del nimero de
sinapsis axo-dendriticas en el bulbo olfatorio de raton desde E17 hasta P9, reflejaron un valor de
p=0,000, lo cual indica que hay diferencias muy significativas en el niumero de sinapsis
axo-dendriticas en las edades estudiadas. Al comparar con el test a posteriori (Tabla 4), se
observa que los valores obtenidos en las edades E17 y desde P1 a P9 muestran una diferencia
estadisticamente significativa, mientras que entre las edades entre E19 a PO no se observaron
diferencias estadisticamente significativas. Durante la etapa prenatal E17 a E21 el crecimiento
en el numero de sinapsis axo-dendriticas es muy lento y tiende a ser constante. Es a partir de
PO y P1 cuando se observa un leve aumento en el nimero de formaciones sinapticas. Como se
observa en la figura 15 el aumento real del numero de sinapsis axo-dendriticas comienza a partir
de P1 y este incremento se hace constante y progresivo hasta P9, Ultima edad analizada en este
trabajo.

De los resultados obtenidos tanto del promedio de las medias en el nimero de sinapsis
axo-dendriticas como de las dendro-dendriticas, se puede inferir que la formacién principal de
ambos tipos de sinapsis comienza durante el desarrollo postnatal, es decir, entre las edades P3
y P9.

Discusioén

El bulbo olfatorio realiza diversas y complejas funciones a pesar de ser una red neuronal

relativamente simple(28'51'58) que morfolégicamente se consolida en la etapa postnatal temprana,

cuando se establece la mayoria de las interrelaciones neuronales, alcanzando en el dia P9 la
madurez sinaptica, evidenciada por la existencia de sinapsis axo-dendriticas y de sinapsis

reciprocas dendro-dendriticas, estas ultimas formadas a partir de un circuito neuronal simple que

media la modulacién inhibitoria de la actividad de las células mitrales (%60 y que esta

constituido por las células mitrales y las granulosas anaxonicas, que hacen del bulbo olfatorio
una region sinapticamente compleja.

El bulbo olfatorio durante la etapa embrionaria intermedia experimenta un proceso de
proliferacion y diferenciacion celular, determinado fundamentalmente por las condiciones propias
e inherentes al mismo tejido bulbar. En ratones NMRI no es sino hasta la fase embrionaria final y
al momento del nacimiento, cuando el bulbo olfatorio comienza a recibir informacion, al

establecerse los primeros contactos morfolégicos de las fibras axénicas provenientes del nervio

olfatorio y que ingresan al tejido bulbar, lo cual coincide con los hallazgos de Valverde!" y

1) quienes ubican la formacion glomerular entre los dias E20 y P0. Sin embargo,
Blanchart®® sefiala que entre los dias E13 y E16 ya estan constituidos los glomérulos olfatorios,

lo cual indirectamente sugiere la existencia de sinapsis en esas edades.

Lazarini

Al dia E13 solo es posible diferenciar cuerpos de células inmaduras, que se originan en la
placoda olfatoria, llegan como células migratorias a la zona subventricular y a partir de alli

ingresan al bulbo olfatorio"™. En el bulbo olfatorio E17 ya se identifican células mitrales,
confirmando lo referido por otros autores en relacion a su temprana formacién en la etapa

prenatal(16-17 57, 60)

Algunos autores refieren la formacion de las primeras sinapsis en el bulbo olfatorio,

especificamente las glomerulares, entre los dias E13 y E16 (4, 28'30); sin embargo, en el caso de
la especie analizada en el presente estudio, los glomérulos empiezan a formarse alrededor de
los dias E17 y E19, alcanzando su maxima expresion alrededor del dia P7, cuando toda la
poblacién celular del bulbo olfatorio ha alcanzado su citotipia e histotipia; edad que hemos
denominado el Periodo Critico, que para el bulbo olfatorio de ratén es el dia P7 +/- 24h, lo cual
corrobora que en el bulbo olfatorio los procesos de plasticidad neuronal se mantienen después

del nacimiento, durante un prolongado periodo 62)
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Segun Blanchart y col.®® en el raton, las uniones electréon-densas se observan a partir de E13 y
ellos pudieron visualizar vesiculas tipo sinapticas en E14; sin embargo, nuestras observaciones
indican que el inicio de la sinaptogénesis en el bulbo olfatorio del raton NMRI puede
establecerse en el dia E17 cuando se observan engrosamientos en la parte interna de algunas
membranas neuronales adosadas, la cantidad de dichos engrosamientos se incrementa, a
predominio de las estructuras dendriticas, a medida que se avanza en edad, haciéndose mas

acentuados y con mayor densificacion. Por su parte, Marchand y Bélanger © han reportado en
rata que es en E16 cuando los axones empiezan a establecer contactos en el bulbo olfatorio.

Al analizar las sinapsis axo-dendriticas cuantitativamente y por edad, vemos que en E19 hay un
aumento del 39,8%, de sinapsis en relacién con E17, luego hasta PO el incremento cuantitativo
es lento con un porcentaje de formacion sinaptica que no supera el 6% (E19 a E21= 4,95% y
E21 a PO= 5,84%). Es a partir de P1, donde hay una diferencia de 16,58% respecto al dia
anterior y comienza un incremento considerable del nimero de sinapsis que se mantiene en
ascenso hasta P7, disminuyendo nuevamente la formacion sinaptica entre P7 y P9, edades
entre las que se establece una diferencia de 9,53%.

A través del analisis estadistico se pudo corroborar que la formacion de las sinapsis dendro-
dendriticas es un evento exclusivamente postnatal que se inicia al dia P3 como un proceso muy
dinamico y con un alto indice de formacién, como se demuestra al comparar los porcentajes de
sinapsis dendro-dendriticas cuantificadas en las edades estudiadas. Asi tenemos que entre P3 y
P5 hay una diferencia de 58,97%, entre P5 y P7 de 45,98% y entre P7 y P9 la diferencia es de
38,5%. Este aumento continuo y acelerado coincide con la maduracion y consolidacion de los
glomérulos olfatorios.

Aun cuando en E17 se identifican sinapsis axo-dendriticas, su verdadera diferenciaciéon es en
PO; mientras que las sinapsis dendro-dendriticas se diferencian a partir de P3. Ambas aumentan
cuantitativamente hasta los dias P7 y P9, edades en la que los contactos sinapticos en el bulbo
olfatorio de ratén poseen sus caracteristicas definitivas. Esto nos permite decir que el desarrollo
y maduracioén de las sinapsis axo-dendriticas y dendro-dendriticas en el bulbo olfatorio de raton
es un evento que ocurre fundamentalmente en el periodo postnatal temprano, lo cual coincide

con lo indicado por Walton® y por Kopel y col.®4). Ademas, existen estudios que afirman que el
bulbo olfatorio de un animal de 3 dias de nacido ya es capaz de discernir los estimulos olfativos

que recibe, lo cual contribuye de manera importante en la consolidacién y maduracion final de
este 6rgano sensorial (17, 31-32, 34, 37-38, 63)

Es de destacar la importancia de que en este trabajo se haya podido determinar el momento
cronolégico en el cual todo el conjunto poblacional neuronal del bulbo olfatorio alcanza su
completa integracion para convertirse en un 6rgano que puede expresar todas sus capacidades
funcionales. Ese momento, que en el ratén corresponde a la edad P7 + 24h, lo hemos definido
Periodo Critico debido a su significado fisiolégico, ya que en el uso de biomodelos animales
permite disefiar con mayor precision ensayos experimentales en funciéon al objetivo que se
persigue; es decir, estudios sobre afecciones que involucren procesos de conectividad neuronal
ofreceran mejores resultados con ensayos realizados utilizando animales con edades previas al
Periodo Critico; mientras que para el estudio de aquellas patologias que se desarrollan cuando
el sistema nervioso ya esta morfolégicamente maduro, el modelo a escoger es con edades
posteriores al Periodo Critico. Los aportes que este trabajo ofrece nos permitirdn proyectar
estudios experimentales sobre enfermedades en las que el sistema olfatorio esté implicado.
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