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RESUMEN

En este estudio se detallan el efecto de la anosmia unilateral provocada al nacimiento
sobre el area de la comisura anterior (CA) y sobre su numero de neuronas
interfasciculares (NIFs). El efecto de 1a anosmia fue evaluado en ratones a las 10
semanas posteriores a la lesidbn en comparacién con sus controles respectivos. Se
estimaron el peso cerebral ipsi y contralateral a la oclusién, el diametro medio sagital y
area comisural, asi como la densidad numérica de las NIFs. Se concluyd 1. que no
existe diferencia significativa en el peso del hemisferio derecho (lesionado), con
respecto al izquierdo; tanto entre los animales anosmicos como entre los controles; 2.
el diametro medio sagital de la comisura anterior es significativamente mayor en los
machos que en las hembras controles; 3. el tratamiento provocé una disminucion
significativa en el area de la CA en hembras y machos asi como en el nimero de NIFs.
4. aunque la densidad numerica de NIFs no se modifico, la disminucién en tamano de
la CA en los animales andésmicos se tradujo en un nimero significativamente menor de
neuronas en los tejidos de animales andsmicos 5. la disminucion en el area comisural
se atribuye a una posible disminucién en numero y/o diametro de sus fibras. Lo anterior
prueba que la supresidn temprana de estimulos olfatorios altera las dimensiones vy el

numero de neuronas en la CA del raton adulto.
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ABSTRACT

In this study we describe the effect of new-born unitateral anosmia on the microscopic
structure of the mouse anterior commissure and its harboring cells: the ineterfascicular
neurons (IFN’s). The study was performed at ten weeks of age and in age-matched
controls. The brain weight was additionally determined ipsi- and contralaterally to the
site of the anosmia. It was found that: 1. the numerical density of IFN's and brain
dimension did not change as a function of sex or anosmia in either side of the brain. 2.
The diameter of the anterior commissure is significantly different as a function of sex,
being bigger in the male mouse; 3. The treatment proves a significant loss to the AC
area on female and males and also on the number of IFN’s; 4. Even though the density
of the IFN’s didn’t change , the loss of AC size on anosmic animals meant a significant
lower number of neurons in the tissues of anosmic animals; 5. The loss to the
commissural area can be attributed to a possible loss to the dimension and number of

neurons in the AC of the adult mouse.



INTRODUCCION

Las comisuras cerebrales se definen como fasciculos de fibras que
proyectan a zonas homoénimas del encéfalo asumiendo funciones de
integracion interhemisférica (Jouandet y Harstein, 1983). En este sentido, las
fibras comisurales se distinguen de las fibras decusantes en tanto que éstas
atraviesan la linea media y terminan también en un sitio contralateral, pero
heter6nimo, es decir, diferente a su sitio de origen. En los mamiferos
euplacentados existen tres sistemas comisurales: el cuerpo calloso, la
comisura anterior y la comisura del hipocampo (Ramén y Cajal, 1904;
Guadafio-Ferraz, 1994; Larriva-Sahd et al., 2002).

En el caso de los mamiferos, la comisura anterior (CA) interconecta
numerosas areas de la porcion basal del encéfalo, en particular, mas no
exclusivamente, al rinencéfalo y a la tercera circunvolucion temporal. No
obstante que en la CA convergen axones procedentes de areas y grupos
neuronales heterogéneos, en los mamiferos placentados, estas fibras se
agrupan en un componente rostral o anterior (CAa) y otro caudal o posterior
(CAC); un tercer componente, asociado a la CAc, lo constituye un grupo
importante de fibras procedentes de la amigdala y del nucleo lecho de la
estria terminal, que decusan ocupando la porcién postero-superior de ésta.
Cada uno de estos componentes se identifica facilmente en cortes sagitales
u horizontales a través de la CA (Ramon y Cajal, 1904; Sturrock, 1974;
Larriva-Sahd, 2002). La suposicién inicial de S. Ramoén y Cajal de que la
CAa contiene axones de estructuras olfatorias (“porcién olfatoria”), mientras
gue la CAc contiene axones procedentes de la corteza temporal (“porcion
esfenoidal’) (Ramoén y Cajal, 1904), ha resultado fundamentalmente
correcta, sin embargo, en la actualidad se acepta que la CAa resulta de la
agrupacion de fibras tanto de areas olfatorias primarias, como de las
procedentes del ndcleo olfatorio anterior, mas que exclusivamente del bulbo
olfatorio propiamente dicho (Horel y Stelzner, 1981). Por otra parte, la CAc
incluye también rocedentes de la corteza olfatoria primaria, asi como de
numerosas estructuras de la corteza olfatoria secundaria, incluyendo a la
amigdala y a la isocorteza temporal. Ademas , y como ya se menciond, la

CAc recluta algunas fibras decusantes de la estria terminal, en



particular las que atraviesan el nucleo lecho de la estria terminal y las que se
originan de éste (De Olmos e Ingram, 1972).

La organizacion histolégica de la CA es relativamente sencilla, ya que esté
compuesta de axones, capilares y glia; sin embargo, esta relativa
simplicidad, también inherente a la sustancia blanca en general, se ha
cuestionado a partir de la observacién de que ciertas neuronas pueden estar
inmersas y funcionalmente relacionadas con las fibras adyacentes.
Neuronas con esta localizacion fueron descritas inicialmente en el cerebelo y
el salterio (Ramon y Cajal, 1904), e identificadas después en el cuerpo
calloso de la rata adulta por Ling y Ahmed en 1974, quienes sugirieron que
estas células podrian haber quedado “atrapadas” durante su migracion
ontogénica desde la pared ventricular hacia la corteza cerebral. Unos afios
después (Sturrock, 1977), al estudiar la CA del raton, reporto la presencia de
neuronas en cada una de las etapas del desarrollo embrionario, asi como la
densidad numérica de éstas, en las porciones anterior y posterior de la CA,
pero, debido a la metodologia empleada, no pudo determinar cuéles eran
sus aferencias y/o proyecciones. En cambio, infiri6 que las neuronas
interfasciculares (NIFs), hacen sinapsis con neuronas adyacentes a la CA.
Posteriormente, mediante técnicas de impregnacion argéntica (Larriva-Sahd
et al., 2002) y electrofisiologia (Condés-Lara et al., 2002) fue posible definir
que las NIFs reciben aferencias de colaterales emitidas por los axones
comisurales. Ademas, mediante estas técnicas, en particular el Golgi rapido,
se probo la existencia de dos tipos de neuronas: las de axdn corto
(interneuronas) y las de axén largo (de proyeccién). Lo anterior, en
conjuncién con la observacion de que las NIFs parecen recibir aferencias
emitidas por las fibras adyacentes, hizo proponer que este circuito pudiera
estar involucrado en el procesamiento de la informacion procedente de los
hemisferios cerebrales, modificando la idea tradicional de que las NIFs son
solo neuronas atrapadas durante el desarrollo o bien, células de relevo. Mas
aun, la identificacion de neuronas intrinsecas o de axdn corto en los
sistemas comisurales, en particular la CA, es fuertemente sugestiva, sino es
gue concluyente de que en ésta tiene lugar la recepcion y neuromodulacion
de la informacion recibida por las NIFs mediante las colaterales

comisurales, diversificando asi la idea tradicional de que la sustancia blanca,



y en particular la CA constituye solamente un vehiculo de impulsos
nerviosos entre areas homénimas del cerebro (Larriva-Sahd et al., 2002).
Puesto que, en los roedores y otros mamiferos, la CA representa la principal
ruta mediante la cual se intercambia la informacion procedente del sistema
olfatorio y limbico de cada hemisferio, se ha puesto especial atencion a las
diferencias estructurales de la CA en funcion de ciertas variables que tienen
relacion con estos sistemas, tales como funciones reproductivas, vegetativas
y endocrinas. Entre los factores que modifican la estructura de la CA estan:
las hormonas sexuales (Lamantia y Rakic, 1990; Allen y Gorski, 1991 y
1992; Larriva-Sahd et al., 1998; Noonan et al., 1998), el estrés prenatal
(Jones et al., 1997), la manipulacion hormonal (Guadafio-Ferraz et al., 1994
y Larriva-Sahd et al., 1998) y la agenesia del cuerpo calloso (Livy et al.,
1997), entre otros.

En la actualidad se sabe que el desarrollo del SNC de los mamiferos
altriciales como los roedores, continla después del nacimiento y que esta
maduracion esta también determinada por la informacion sensorial recibida
durante la etapa perinatal del desarrollo (Meisami y Timiras, 1974; Meisami,
1976). Por lo anterior, en los ultimos afios se ha dado particular importancia
al estudio de la privacion sensorial perinatal, utilizando como modelo
experimental la anosmia en roedores, puesto que en las especies
macrosmaticas, por definicidbn existe un sistema olfatorio bien desarrollado.
En efecto, la informacion transmitida por el sentido del olfato tiene un papel
cardinal en la sobrevivencia de esta especie, ya que participa directamente
en las funciones reproductivas, enddcrinas y de defensa (Shipley et al.,
1995; Shipley y Ennis, 1996; Carleton et al., 2001).

Por lo anteriormente mencionado, se infiere que la estructura de la CA
puede estar influida por diferentes condiciones, ya sea inducidas
experimentalmente o espontaneas. En este contexto, y puesto que sabemos
gue las NIFs de la CA reciben aferencias de los axones comisurales y son
influenciadas por estimulos aplicados en sitios que se sabe, proyectan a
través de la CA, es factible que la supresiéon de estimulos durante el
desarrollo, en particular los olfatorios, pudieran modificar la estructura y el
namero las NIFs. Este postulado constituye la hipotesis central del estudio

aqui presentado. El objetivo principal es establecer el efecto de la privacion



olfatoria unilateral sobre el desarrollo de la comisura anterior y las neuronas

interfasciculares de ratones hemiandsmicos.



RESUMEN

En este estudio se detallan el efecto de la anosmia unilateral provocada al
nacimiento sobre el area de la comisura anterior (CA) y sobre su nimero de
neuronas interfasciculares (NIFs). El efecto de la anosmia fue evaluado en
ratones a las 10 semanas posteriores a la lesibn en comparacion con sus
controles respectivos. Se estimaron el peso cerebral ipsi y contralateral a la
oclusion, el diametro medio sagital y area comisural, asi como la densidad
numérica de las NIFs. Se concluyé 1. que no existe diferencia significativa
en el peso del hemisferio derecho (lesionado), con respecto al izquierdo;
tanto entre los animales andsmicos como entre los controles; 2. el diametro
medio sagital de la comisura anterior es significativamente mayor en los
machos que en las hembras controles; 3. el tratamiento provocé una
disminucion significativa en el area de la CA en hembras y machos asi como
en el nimero de NIFs. 4. aunque la densidad numérica de NIFs no se
modifico, la disminucion en tamafio de la CA en los animales andésmicos se
tradujo en un namero significativamente menor de neuronas en los tejidos de
animales andsmicos 5. la disminucién en el area comisural se atribuye a una
posible disminucion en numero y/o diametro de sus fibras. Lo anterior prueba
gue la supresion temprana de estimulos olfatorios altera las dimensiones y el

numero de neuronas en la CA del ratén adulto.



ANTECEDENTES

Organizacion del Sistema Olfatorio

El rinencéfalo o alocorteza es el nombre que von Kolliker (1896), dio a un tipo peculiar
de la corteza cerebral, que se diferencia claramente de la isocorteza en que su capa
plexiforme ocupa la porcion mas externa; dicho rasgo depende de la presencia de
fibras superficiales procedentes del sistema olfatorio. En el sentido evolutivo, el olfato
se ha considerado como el sentido “mas antiguo” y, aunque si bien es cierto que el
olfato esta presente a lo largo de la escala evolutiva, y en casi todas las especies de
mamiferos terrestres, no se ha demostrado que su aparicion filogenética anticipe a la
de otras modalidades sensoriales. Para comprender la evolucién del cerebro es
importante el conocimiento del cerebro olfatorio o rinencéfalo, ya que en los
vertebrados primitivos casi la totalidad del cerebro tiene relacion con el procesamiento
de los impulsos olfatorios. En los vertebrados superiores, emergen nuevas partes del
cerebro que, de manera gradual, adquieren relevancia fisiolégica, cursando por
procesos de desarrollo y diferenciacibn mas complejos, caracterizados por el desarrollo
del telencéfalo, en particular de su componente isocortical (Meisami y Bhatnagar,
1998), lo cual repercute en un desarrollo paralelo de los ndcleos y areas del encéfalo
implicados en dichas funciones. Tal es el caso de la vision y tacto en los primates, en
los que el area de representacion cortical de estas modalidades excede a la
correspondiente al sentido del olfato (Brodal, 1998). Por otra parte, la organizacion de
las rutas centrales y el procesamiento de la informacién olfatoria, sugiere, que el
desarrollo de este sistema precedi6 al de las partes de la neocorteza implicadas en el
procesamiento de otras modalidades sensoriales, conservando su organizacion y
elementos estructurales originales. En los vertebrados superiores numerosas partes de
las regiones correspondientes al rinencéfalo, aunque tienen relacion directa con el
sentido del olfato, cumplen otras funciones importantes, tal como sucede con la
amigdala y el hipocampo de los primates, implicados en la memoria, funciones
vegetativas e integracion de conductas adaptativas complejas. Lo anterior es un buen
ejemplo de que durante la evolucion, las estructuras que ejercen una funcion pueden
ser base para el desarrollo y adquisicion de nuevas modalidades. Tal parece ser el
caso de la olfaccion, en tanto que alguno de sus elementos no han tenido el

mismo grado de desarrollo filogenético con respecto al resto del encéfalo, por lo que



son relativamente mas pequefios en humanos que, por ejemplo en los macrosmaticos

como los canidos o los murinos (Meisami y Bhatnagar, 1998). La observacion de que
—

Fig. 1. Estructura parcial

del rinencéfalo.
Aunque las estructuras
que conforman a

rinencéfalo varian entre las
diferentes  especies, en
general, entre los
mamiferos se presentan las
siguientes: Q) bulbo
olfatorio, 2 tracto
olfatorio, (3) estria olfatoria
madial, (4) estria olfatoria
lateral, 5) comisura
anterior, (6) tubérculo
olfatorio, (7) limen insulae,
(8 banda diagonal, (9)
pediinculo talamico
anterior, (10) fasciculo
telencefdlico medial, (11)
fibras amigdalofugales
ventrales, (12) nucleo
cortical, (13) nicleo
anterior, (14) nucleo lateral,
(15) nucleo central, (16)
nicleo medial, (17) nucleo
basal, (18) érea lateral del
hipotdamo, (19) estria
medular del tdlamo, (20)
nacleo media del talamo,
(21) estriaterminal, (22)

comisura habenular y (23)
nucleos habenulares.
Modificado de The Human
CNSa sinopsis and Atlas.




estas diferencias estructurales coexisten con el desarrollo e incorporacion de otras
modalidades sensoriales en los procesos adaptativos, aunada a la presencia de
elementos neuronales identificables en organismos evolutivamente antiguos, ha dado
lugar a la idea, mas filoséfica que factual, de que el sistema olfatorio es “el sentido mas
antiguo”.

De esta forma, las estructuras olfatorias varian entre las diferentes especies, sin
embargo, entre los mamiferos pueden distinguirse las siguientes en coman:

Los nervios olfatorios, el bulbo olfatorio (BO) y los nervios terminales, el bulbo olfatorio
accesorio (BOAc) y el érgano vomeronasal (OVN), el nucleo olfatorio anterior (NOA),
los tractos olfatorio medial (TOM), y lateral (TOL), los giros olfatorios medial y lateral, el
trigono olfatorio, la sustancia perforada anterior, el tubérculo olfatorio (TuO), la banda
diagonal de Broca, el I6bulo piriforme (incluye al giro olfatorio lateral, la estria olfatoria,
el uncus y la corteza entorrinal), el complejo nuclear amigdaloide, las areas septales y
la formacion hipocampica, el fornix, la estria terminal, la parte medial del talamo, el

hipotalamo, la corteza frontal media 'y la comisura anterior (Fig. 1).

La via olfatoria principal

En los animales macrosmaticos como la rata y el ratén, se reconocen dos componentes
del sistema olfatorio: el sistema olfatorio principal (SOP) y el sistema olfatorio accesorio
(SOA). Los dos sistemas estan relacionados funcionalmente, pero se consideran
anatémicamente divergentes (Fig. 2). En el SOA, las neuronas receptoras localizadas
en el érgano vomeronasal (OVN), estan expuestas a sustancias hidrosolubles y poco
volatiles, transportadas mediante un mecanismo de succion, determinado por reflejos
vasculares de los elementos sanguineos asociados al receptor del OVN. Los axones de
las neuronas sensoriales vomeronasales, proyectan exclusivamente al bulbo olfatorio
accesorio (BOAc), localizado en el limite dorsocaudal del BO. En la actualidad se
acepta que las conexiones centrales del BO y BOAc a estructuras olfatorias de mas
alto orden son paralelas, pero no convergen (Shipley et al., 1995). Por sus
implicaciones obvias para el presente estudio, a continuacion se hace énfasis en el

SOP, cuya via se inicia en la mucosa olfatoria, donde sus receptores se



= SOP

Amigdala

Fig. 2. Conexiones principales de los sistemas olfatorio principal (SOP) y accesorio o
vomeronasal (SVN). Como se detalla, las conexiones de ambos son paralelas y no se
traslapan. Epitelio olfatorio (EO); bulbo olfatorio principal (BOP); nucleo olfatorio anterior
(NOA); nucleo del tracto olfatorio lateral (NTOL); tubérculo olfatorio (TO); corteza olfatoria
(CO); corteza entorrinal (CE); 6rgano vomeronasal (OVN); nucleo del lecho de la estria
terminal  (NLST); bulbo olfatorio accesorio (BOA); nucleo supradptico (NSO); area
predptica medial (POM); nucleo ventromedial (NVM) y nucleo posteromedia (NPM).
Modificado de Meisami, 1991.

combinan con sustancias odoriferas, principalmente aquéllas que son volatiles y, por
ende, transportadas en los gases atmosféricos. La mucosa olfatoria tiene un area
superficial y una cantidad de receptores que varia entre las especies; por ejemplo, en el
ser humano adulto tiene aproximadamente 10 centimetros cuadrados, mientras que en
el gato es de 20 cm? (Purves et al., 2001). Entre las células epiteliales columnares,
estdn los receptores olfatorios, que son células que se regeneran con periodicidad
aproximada de cada 30 a 60 dias, y que se reemplazan de manera continua, a partir
células precursoras o indiferenciadas que se encuentran en la porcidon basal de la
mucosa olfatoria. Estos receptores son células bipolares especializadas que como
ya se menciondé responden a los olores del aire inhalado, que desde su polo apical
extienden una dendrita hacia la superficie de la mucosa (Fig. 3); mientras que desde el

polo basal envian su axén en sentido inverso, hacia el BO, atravesando la lamina
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Fig. 3. Laviaolfatoria. Inicia en la mucosa olfatoria (D), en donde estan las células
de soporte (a), con las neuronas bipolares (b), los axones de éstas Ultimas, hacen
singpsis con las dendritas de las células mitrales (e) y en penacho (d), en los
glomérulos (c), dentro del bulbo olfatorio (B), |os axones de las células mitrales y en
penacho forman € tracto olfatorio (A). Modificado de Ramény Caial, (1904).

cribosa del hueso etmoides, estos axones no mielinizados forman el nervio olfatorio o
primer par craneal. La proyeccion al BO, termina sobre una estructura esférica o
glomérulo, que se encuentra bajo la capa superficial de aquel (Carleton et al., 2001).
Debido a la organizacion en capas del BO, los axones del nervio olfatorio solo se
encuentran en las dos mas superficiales: la capa del nervio olfatorio y la glomerular.
Dentro de cada glomérulo los axones de los receptores olfatorios forman sinapsis
asimétricas con las células mitrales que corresponden a neuronas de primer orden,
donde se inicia el procesamiento central de la informacién olfatoria. En el ratén, cada
glomérulo olfatorio incluye las dendritas apicales de aproximadamente 25 células
mitrales y convergen en él alrededor de 25 000 axones de los receptores olfatorios, es
decir, unos 1,000 axones, esta convergencia estd conservada en otras especies
(Purves, 2001). Una vez que las fibras del nervio olfatorio establecen contacto
sindptico con las células mitrales, el axon de éstas se dirige hacia la corteza olfatoria

primaria formando el tracto olfatorio (Fig.4). Cada BO envia proyecciones
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Fig. 4. Larutaolfatoria. Vista coronal de la fosa nasal mostrando a epitelio sensorial
olfatorio que proyecta directamente a bulbo olfatorio del sistema nervioso central. Las
moléculas odoriferas y sustancias del ambiente entran a través de los nostrilos e
interactdan con las neuronas sensorialeslocalizadas en e epitelio olfatorio. Los axones de
las células mitrales y en penacho forman €l tracto olfatorio lateral y hacen sinapsis con las
neuronas en la corteza olfatoria. La corteza olfatoria proyecta a regiones corticales
olfatoriasy a nucleo medial dorsal del tAlamo. (Modificado de Carleton et al., 2002).

estrictamente ipsilaterales hacia la corteza olfatoria primaria. La proyeccién mas rostral
esta situada dentro del pedunculo olfatorio e incluye al nucleo olfatorio anterior (NOA),
a la parte ventral de la tenia tecta y la corteza peduncular dorsal (Luskin y Price, 1983).
El principal componente de la corteza olfatoria primaria, es la corteza piriforme. la cual
esta dividida en una parte anterior o prepiriforme y posterior o piriforme. El tubérculo
olfatorio  (TuO), también recibe fibras bulbares eferentes, asi como del nucleo
amigdaloide cortical anterior, la corteza periamigdaloide y el nacleo del tracto olfatorio
lateral (TOL). Todas estas estructuras, excepto el TuO, estan interconectadas
reciprocamente con el BO (Warwick y Williams, 1973). En situacion caudal y dorsal del
BO, se encuentran grupos de neuronas de tamafo intermedio que forman el NOA. Las



dendritas de estas células pasan entre las fibras del TO del cual reciben aferencias.
Los axones de las células del NOA y del nucleo del TO se cruzan en la parte anterior

de la comisura anterior (CA) e ingresan al NOA, nacleo del TO y al BO contralaterales.

Conexiones olfatorias

Las conexiones del sistema olfatorio han sido extensamente estudiadas con diferentes
metodologias y enfoques por los siguientes autores: Ramon y Cajal, 1904; Croshy y
Humprey, 1938; Lohman, 1963; Lohman y Mentink, 1969; De Olmos e Ingram, 1972;
Horel y Stelzner, 1981; Jouandet y Harstein, 1983; Luskin y Price, 1983; Itaya, 1987,
entre otros. Uno de los trabajos mas completos en el que se estudiaron las conexiones
del BO y BOAc, mediante técnicas de lesion electrolitica y degeneracion ortograda es
el de Lohman, (1963). Este autor lesiono la parte rostral del bulbo olfatorio del cobayo
y encontr0 degeneracion axonal circunscrita al tracto olfatorio; solamente cuando las
lesiones incidieron en la parte caudal del bulbo olfatorio, causaron degeneracion de
las fibras que cursan por la comisura anterior.

El tracto olfatorio por su parte, tiene su origen principal en el bulbo olfatorio, y envia sus
fibras principalmente a la corteza prepiriforme y periamigdalina; ello se confirmé
ulteriormente mediante inyecciones de aglutinina de germen de trigo acoplado con
peroxidasa de rabano (WGA-HRP), en el epitelio olfatorio principal y en el 6rgano
vomeronasal, demostrando que aquel se relaciona de manera reciproca con el bulbo
olfatorio principal y a la corteza olfatoria primaria ipsilateral; mientras que el OVN
proyecta al bulbo olfatorio accesorio, al tracto olfatorio accesorio y termina en el nucleo
del lecho del tracto olfatorio accesorio, los nacleos medial y posterodorsal cortical de la
amigdala medial y el area posterodorsal del nacleo del lecho de la estria terminal
(NLST) (ltaya, 1987). Estos resultados fueron confirmados en investigaciones
posteriores en la rata, por Scalia y Winans, (1975). Mas recientemente, mediante
inyeccion de peroxidasa por presion hidraulica o micro electroforésis en el bulbo
olfatorio principal y en el accesorio, se encontr6 que el BOP envia eferencias TOL, y a
todas las porciones del NOA, excepto a su parte externa, asi como a toda la corteza
olfatoria primaria, al haz medial del cerebro anterior o fasciculo prosencefalico medial
por debajo del tubérculo olfatorio, al nacleo del brazo vertical de la banda diagonal y al
nucleo del TOL y la parte ventral superficial del nacleo del brazo vertical de la banda
diagonal . Otras eferencias menores son enviadas al hipocampo ventral precomisural, a

la parte sublenticular de la sustancia innominada, al area anterior de la amigdala, al



nudcleo amigdaloide cortical posterolateral y una region de transicion entre la corteza
olfatoria periamigdalina y el area entorrinal propiamente dicha (De Olmos et al., 1978).
El tracto olfatorio, como ya se menciond, tiene su origen en el BO y esta formado por
los axones de células mitrales y en penacho. Se ha establecido que en el cobayo,
existen dos rutas independientes que llevan impulsos olfatorios desde los glomérulos:
un sistema célula mitral-tracto olfatorio lateral y un sistema célula en penacho-comisura
anterior.

En la rata, el TOL distribuye sus fibras principalmente en las cortezas prepiriforme y en
la periamigdalina (Itaya, 1987); ademas en la parte anterior de la comisura anterior y en
el TuO. En otras especies, como en el cobayo, el TOL envia fibras al TuO, el area

amigdaloide anterior y el nucleo del TOL.

Conexiones de la comisura anterior

La comisura anterior en los roedores interconecta estructuras isocorticales basales y
estructuras olfatorias; mientras que el resto de la neocorteza estd conectada
interhemisféricamente por el cuerpo calloso (CC). En mamiferos euplacentados la
comisura anterior esta formada por tres componentes: el anterior (parte olfatoria), el
posterior (parte interhemisférica) y el componente de la estria terminal (parte estriatal)
(De OImos e Ingram, 1972). El origen y terminacion de las fibras de estas subdivisiones
varia entre las especies de mamiferos, como el conejo (Van Alphen, 1969) y en la rata
(De OImos e Ingram, 1972; Jouandet y Harstein, 1983), entre otros. Se han realizado
estudios para conocer el origen de cada uno de los tres componentes de la CA,
basandose en técnicas de lesion de la CA e inyeccidon de peroxidasa de rabano (HRP)
en la rata y en el cobayo (Lohman, 1963), lesion electrolitica y método de coagulacion
laminar (Lohman y Mentink, 1969), e incision seguida de inyeccién de HRP (Jouandet y
Harstein, 1983).

Como resultado de estos estudios se ha encontrado que las fibras de la CA se originan
en el NOA, los tubérculos olfatorios, la corteza piriforme anterior, el nacleo del tracto
olfatorio lateral, el nucleo lateral, basolateral, cortical, medial y posterior de la
amigdala, la corteza perirrinal y la corteza entorrinal (Jouandet y Harstein, 1983). (Fig.
5). La CA interconecta las siguientes estructuras telencefalicas: el NOA, el TuO, la
corteza piriforme anterior, el ndcleo del TOL, los nucleos lateral, basolateral,
basomedial y cortical de la amigdala, la corteza perirrinal posterior y la corteza

entorrinal, ademas del BO y la capa plexiforme de la corteza piriforme anterior y



posterior (Jouandet y Harstein, 1983). Las conexiones neocorticales temporales forman
el componente mas grande de la CA en primates incluyendo el cerebro humano, puesto
gue en estos microsmaticos, el componente bulbar o anterior es vestigial.

El componente anterior de la CA proyecta y recibe fibras de los tubérculos olfatorios y
del NOA, la corteza piriforme anterior y frontal medial. Los dos primeros son la mayor
fuente de fibras de la CAa (Jouandet y Harstein, 1983). Aunque el origen y la
terminacién de estas fibras varia entre las especies, el plan general de proyeccién
antes descrito no muestra variaciones cualitativas significativas entre los mamiferos no
marsupiales (Lohman y Mentink, 1969; Van Alphen, 1969; De Olmos e Ingram, 1972;
Jouandet y Harstein, 1983).

Fig. 5. Las fibras que cruzan por la comisura anterior se originan en € nucleo
olfatorio anterior (1); tubérculo olfatorio (2); nucleo del tracto olfatorio lateral (3);
nucleos basomedial, basolateral y cortical de la amigdala (4); corteza olfatoria
primaria (5) y corteza entorrinal (6). Estas fibras proyectan contralateralmente a
través de la comisura anterior (7), ala corteza piriforme anterior y posterior, el NOA y
al BO (8). Modificado de De Olmoset al., (1978).



El contingente posterior de la CA de la rata recibe la mayoria de sus fibras de las
células piramidales de la corteza perirrinal y la neocorteza temporal, asi como una
contribucion sustancial de axones de la amigdala.

Las fibras del componente posterior en la rata corren lateralmente en la porcibn medial
de la capsula interna (Jouandet y Harstein, 1983).

Finalmente, el componente comisural de la estria terminal consiste en un pequefio
fasciculo adosado a la porcion caudal de la CA. Este, se origina del nucleo del TOL y
una parte adicional del complejo amigdaloide. Las células de origen de estas fibras,
estan localizadas en los nucleos amigdaloides cortical, basomedial y basolateral.

Tal y como lo comentan de Olmos e Ingram, este componente comisural, corresponde
a una via decusante puesto que sus fibras aunque terminan contralateralmente, un

ndmero importante de éstas, lo hacen en sitios diferentes a sus origenes.

Estructura histolégica de la comisura anterior

En un contexto general, la estructura histologica de la CA estad constituida por
fasciculos de axones mielinicos y amielinicos, oligodendrocitos, astrocitos y microglia
perivascular. No obstante esta constitucion, sus diferencias en el calibre de las fibras, el
grado de mielinizacion y el tamafio de los oligodendrocitos, permiten identificar
facilmente sus componentes anterior y posterior (Ramon y Cajal, 1904 y Larriva-Sahd
et al., 1998 y 2002). (Fig. 6).

El desarrollo y estructura de la comisura anterior puede ser modificada por algunos
factores, tales como las hormonas. Asi, se ha demostrado que estas juegan un papel
importante en el desarrollo de la CA, puesto que la administracion perinatal de
testosterona induce hipertrofia de ésta en ratas adultas. Lo anterior prueba que los
androgenos modifican la estructura de las proyecciones axonales, resultando en una
mayor area en la porcion rostral de la CA (Larriva-Sahd et al., 1998). En contraste, la
administracion perinatal de drogas antitiroideas (metimazol) provoca reduccion en el
area de la CA, siendo ligeramente mayor el efecto en la porcion anterior (Guadafio-
Ferraz et al., 1994).

Funcién de la comisura anterior
En monotremas y marsupiales, animales en los que no existe cuerpo calloso (CC), se

ha encontrado que la comisura anterior es relativamente mas grande que en euterinos,



siendo la propia CA la principal ruta interhemisférica (Granger y Masterton, 1985). En
ratones y hamsters carentes de CC, por agenesia de éste, se ha encontrado que el
area de la CA no muestra variaciones significativas en niamero o diametro de los
axones mielinizados; no obstante, el nimero de los axones no mielinizados es
aproximadamente 17% mayor. Es decir, que el nimero de fibras de la CA de animales
sin cuerpo calloso es mayor, por lo que se infiere que la comisura anterior transmite las
fibras interhemisféricas callosales con lo que compensa funcionalmente la pérdida del

cuerpo calloso (Livy et al., 1997).
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Fig. 6. La comisura anterior del raton. Corte coronal del cerebro de
raton en donde se distinguen las tres partes de la comisura anterior. A:
componente anterior, B: componente posterior, y D: componente
estriatal. Ademas, C: fornix, a haz dorsal terninal de la comisura, b:
haz principal o lateral y c: bulbo olfatorio. Tomada de Ramén y
Cajal, (1904).

Mediante pruebas de habituacion y corte de la CA, se ha demostrado que ésta es el
sustrato por medio del cual ocurre la transferencia interhemisférica de informacion
olfatoria y posiblemente, la consolidacién del aprendizaje olfatorio (King y Hall, 1990).
Adicionalmente, se ha visto que en el mono Rhesus tanto la CA como el cuerpo calloso

participan en la transferencia de informacién visual. Al parecer el esplenio y la CA



pueden proveer informacioén desde el campo visual ipsilateral a neuronas de la corteza
temporal opuesta (Gross et al., 1977). En apoyo de esta hipétesis, esta la observacion
de que estimulos eléctricos administrados en la superficie de un hemisferio alcanzan el

area homonima contralateral a través de la CA (Condés-Lara et al., 2003).

Neuronas Interfasciculares

La presencia de neuronas y neuropilo dispuestos entre los fasciculos axonales de la
CA, fueron originalmente descritos por Sturrock, (1977). Inicialmente se supuso que
dichas neuronas reciben aferencias procedentes de las neuronas adyacentes a la CA
y, por las caracteristicas metodolégicas de ese estudio, solamente se detallé su
estructura mediante microscopia de luz y electrénica. Mas recientemente, mediante
técnicas de impregnacion argéntica, Larriva-Sahd et al., (2002), han demostrado que
las NIFs reciben aferencias a partir de colaterales emitidas por los axones comisurales
adyacentes. Mas aun, en cortes procesados mediante la técnica de Golgi y sus
variantes, se demuestra la existencia de dos subtipos de NIFs (Fig. 7): de proyeccién
(axén largo) e internunciales (axon corto). Lo anterior, en conjuncion con los registros
electrofisiolégicos realizados en las NIFs (Condés-Lara et al., 2002 y 2003), apuntan a
gue estas células estan involucradas en el procesamiento de informacion
interhemisférica (Larriva-Sahd et al., 2002). Con estos antecedentes, se ha propuesto
un modelo (Larriva-Sahd et al., 2002). (Fig. 8), que detalla la posible participacion de
estas neuronas en el procesamiento de informacién dentro de la propia CA. Dicho
modelo propone que: 1. La informacion generada en los sitios de proyeccion hacia la
CA, alcanzan a ésta y pueden controlar la actividad de las NIFs, mediante las
colaterales comisurales que parecen terminar en éstas; 2. Los impulsos comisurales
activan también a las NIFs de axon corto; 3. La actividad de las NIFs de proyeccion
estd controlada tanto por las aferencias comisurales, como por las enviadas por
neuronas de axén corto; 4. Los axones de las NIFs de proyeccion transmiten la
respuesta hacia otros sitios del encéfalo, posiblemente hacia las areas homénimas de
este. La identidad neuronal de las NIFs se confirmé mediante registros
electrofisiolégicos extracelulares, puesto que la aplicacion de estimulos eléctricos en
los sitios adyacentes (Condés-Lara et al.,, 2002) y distantes (Condés-Lara et al.,
2003), modifican la frecuencia de descarga espontanea de estas células (Condés-Lara
et al., 2002). Adicionalmente, Condes-Lara et al., 2003, han hecho posible establecer

gue el modelo inicialmente postulado en general, es correcto, por lo menos en dos de



sus aspectos. Primero, la aplicacion de estimulos eléctricos en el nucleo olfatorio
anterior, la corteza infralimbica y el ndcleo posterior de la amigdala, modifican la
frecuencia espontanea de descarga de las NIFs, con periodos de latencia corta, lo cual
demuestra una interaccién monosinaptica entre las neuronas de proyeccion de estas
areas y las NIFs. Ademas, la observacion de que algunos estimulos eléctricos
aplicados al nucleo posterior de la amigdala provocan la aparicién de potenciales de
accion en las NIFs, seguidos de un periodo de supresién o inhibicién de la frecuencia
espontanea, sugieren la presencia de recurrencias inhibitorias emitidas por las NIFs.
Puesto que observaciones realizadas en nuestro laboratorio prueban la presencia de
NIFs que expresan el RNAmM para la enzima que sintetiza GABA (glutamato
descarboxilasa), parece ser que la respuesta antedicha, podria estar mediada por una
interneurona inhibitoria, posiblemente gabaérgica.

Por lo expresado en parrafos anteriores, resulta evidente que la via olfatoria alcanza
un elevado grado de complejidad estructural en los animales macrosmaticos,
representada por sus numerosos relevos centrales, asi como por las diferentes vias
gue les concatenan. Tal vez una importante excepcion del sistema olfatorio sea la
comisura anterior, en tanto que el origen y proyeccion de las fibras que le constituyen
son bien conocidas (Lamantia y Rakic, 1990; Huerta-Ocampo, 2003). A estas ventajas
se suma que, a diferencia de la mayor parte de los nucleos relacionados con la
olfaccion, las NIFs estan enteramente confinadas a este tracto, haciendo sencilla su
identificacion. Ademas, y en franco contraste con la vasta convergencia de tractos y
fibras colaterales de las estructuras adyacentes hacia la mayoria de las estructuras
rinencefélicas, las aferencias de las NIFs, estan restringidas a las colaterales emitidas
por las fibras comisurales adyacentes. En conjuncién con estas caracteristicas esta el
hecho de que tanto la CA como las NIFs estan relativamente aisladas, ya que estan
sblo rodeadas de pequefias areas de neuropilo (Larriva-Sahd et al., 2002). Estas
peculiaridades hacen suponer que las NIFs pueden ser un modelo idéneo para
establecer las posibles repercusiones estructurales de ciertos factores epigenéticos

sobre la diferenciaciéon neuronal.

La anosmia como modelo experimental

A partir de estudios realizados en el sistema visual, se sabe que la supresion de
estimulos fotdnicos influye de manera significativa sobre el desarrollo de las areas

del encéfalo relacionadas con esta modalidad sensorial; es decir, la instauracion



Fig. 7. Tipos de neuronas interfasciculares en la parte caudal de la
comisura anterior de la rata (recuadro). A: neurona de proyeccion, B:
neurona de asociacion,C: neurona de proyeccion bilateral. Tomado de
Larriva —-Sahd et al., (2002).

oportuna de impulsos provenientes de la retina permite la consolidaciéon funcional y
estructural del la via y centros relacionados con la vision (Meisami, 1976). Los estudios
sobre el tema han mostrado que la privacion sensorial durante los denominados
periodos criticos del desarrollo, conduce a cambios involutivos en la organizacién y
fisiologia de las estructuras sensoriales, incluso aquellas indirectamente relacionadas
con la vision. Si la privacion sensorial ocurre durante el periodo critico durante el cual el
sustrato anatomico del sistema sensorial es vulnerable, los cambios a menudo son
permanentes; si, por otra parte, la privacion de estimulos ocurre fuera del periodo
critico, generalmente tiene un efecto moderado (Maruniak, 1995). Una gran parte de
estos estudios se ha realizado mediante supresion de estimulos visuales (Meisami y
Timiras, 1971y 1974; Pearson et al., 1981; Tong et al., 1982; Orona et al., 1984; Spear,
1985, entre otros), mientras que mas recientemente se ha recurrido a la privacion
olfatoria (anosmia).

Como se ha detallado, el sistema olfatorio principal es importante en forma particular en
los roedores, ya que participa en los aspectos conductuales y endocrinologicos
de la reproduccién, en las respuestas emocionales, agresion, y en el reconocimiento de
individuos. La olfaccién también juega un papel muy importante en la memoria y el
aprendizaje (Adamopoulos et al., 1992; Shipley y Ennis, 1996). Por ello resulta evidente
gue, las estructuras relacionadas con este sentido, alcancen un maximo desarrollo y

complejidad en las especies macrosmaticas. Tal es el caso de la rata y el raton, que



representan un modelo experimental idoneo para el estudio de las estructuras
relacionadas con el olfato.

La anosmia puede producirse experimentalmente por lesion periférica, bulbectomia o
lesion o por destruccion de la mucosa olfatoria (Meisami, 1976). Los efectos de la
privacion se han estudiado principalmente en roedores (Meisami, 1976; Dessi-Fulgheri
et al., 1980; Brunjes, 1985; Skeen et al., 1986; Frazier-Cierpial y Brunjes, 1989; Boehm
y Aron, 1990; Corotto et al., 1994; McLean et al., 2001), en los que resulta claro que la
supresion del sentido del olfato provoca una serie de alteraciones en el sistema
nervioso central y periférico (Maruniak, 1995).

Asi, los roedores que al nacer son privados unilateralmente del olfato tienen bulbos
olfatorios que son casi 25% mas pequefios del lado ocluido en relacion al control
(Meisami, 1976; Brunjes, 1985; Brunjes y Frazier-Cierpial, 1986). Mas aun, la privacion
olfatoria de la rata recién nacida, ocasiona que las dos capas que contienen células en
penacho en el bulbo olfatorio (plexiforme externa y glomerular), sean significativamente
mas pequefias del lado privado que del contralateral y la disminucion de sus
dimensiones parece deberse a un decremento en la sinaptogénesis y desarrollo
dendritico. Ademas, se ha sugerido que algunas de estas alteraciones en tamafo
podrian resultar de un proceso alterado de migracion y/o de una mayor incidencia de

muerte celular (Skeen et al., 1986). Otros factores que contribuyen al desarrollo

C

Fig. 8. Circuito neuronal propuesto en la comisura anterior de larata. Las
neuronas de asociacion (s), de proyeccion unilateral (p) y furcadas (f),
estarian recibiendo impulsos de las fibras comisurdes (C) vy
procesandolos. Tomado de Larriva-Sahd et al.. (2002).



anormal de los grupos neuronales relacionados con la olfaccion derivan de la pérdida
de blancos sinapticos por el desarrollo tardio de la poblacion de células granulosas, lo
gue también sugiere que su diferenciacion puede estar alterada (Frazier-Cierpial y
Brunjes, 1989; Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002). Puesto que la privacién olfatoria
provoca un decremento en la expresion del Factor Neurotréfico Dependiente del
Cerebro (BDNF), se propone que esta deficiencia podria repercutir adicionalmente a las
deficiencias celulares y sinapticas descritas en la anosmia experimental (Mc Lean et al.,
2001). El periodo critico para la disminucion del volumen laminar de las capas del bulbo
olfatorio causada por la anosmia ocurre cuando la oclusién se realiza durante los
primeros 12 dias de vida (Brunjes, 1985).

En lo referente a la conducta, la anosmia provocada experimentalmente en el raton,
por la remocion del bulbo olfatorio, elimina ciertos aspectos del comportamiento
maternal en hembras lactantes y virgenes. Asi, se ha encontrado que las ratas
anosmicas no muestran la conducta de recuperacion de las crias (Ehret y
Buckenmaier, 1994; Poindron et al., 2001), existe un efecto inhibitorio en la conducta
de monta en la rata, ademas de que provoca alteracion del patron de alimentacion
(Bohem y Aron, 1990). Este comportamiento coexiste con importantes alteraciones en
el patrbn de secrecion hormonal. Las alteraciones ademas, se modifican
diferencialmente en ratas andsmicas con o sin experiencia sexual, pues la anosmia en
ratas macho sexualmente expertas produce un decremento en los niveles plasmaticos
de testosterona (T) y estradiol (E) y un incremento en dihidrotestosterona (DHT) vy
corticosterona, mientras que en ratas inexpertas, la anosmia causa incremento en los
niveles de DHT. Estas observaciones sugieren que los estimulos olfatorios pueden
influir sobre la secrecién de T, E, DHT y corticosterona y que la experiencia previa
también determina su patrén de secrecion influye sobre estas secreciones (Dessi-
Fulgheri et al., 1980).

La lesion de las vias centrales relacionadas con el olfato, como el pedunculo olfatorio,
el tracto olfatorio y la comisura anterior, resulta en severas deficiencias en la retencion
de la memoria y en el aprendizaje. Puesto que las lesiones circunscritas al TOL tienen
poco, o ningun efecto, sobre la retencidon de experiencias, parece ser que las rutas
olfatorias intermedias o laterales no son esenciales para “oler”, por lo que se ha
sugerido que los eventos conductuales relacionados con funcion olfatoria, pueden

estar mediados por las proyecciones del bulbo olfatorio hacia los centros de integracion



olfatoria distribuidos en la porcion medial del encéfalo (Slotnick y Berman, 1980;
Slotnick y Schoonover, 1992).



OBJETIVOS

Objetivo General
Establecer el efecto de la privacion olfatoria unilateral sobre el desarrollo de la

comisura anterior y las neuronas interfasciculares en ratones hemiandésmicos.

Objetivos Especificos
1. Determinar el efecto de la hemianosmia sobre el area de la CA y sobre la
densidad

numeérica de las NIFs
2. Determinar un posible efecto de lateralidad causada por la hemianosmia
sobre el

area de la comisura anterior y sobre su densidad neuronal.

HIPOTESIS

La supresion unilateral de estimulos olfatorios a partir del nacimiento provoca
hipotrofia de la CA y disminucién de la densidad numérica de las NIFs
ipsilaterales en el raton adulto.

JUSTIFICACION

El sentido del olfato juega un papel central en las funciones de relacion,
apareamiento y endocrina de las especies macrosmaticas. Concurrentemente,
el desarrollo estructural y fisiologico normal de este sistema, tiene estrecha
relacion con la estimulacion perinatal de sus receptores y, en consecuencia, de
sus vias centrales. Lo anterior estd en consonancia con numerosas
observaciones realizadas en animales con anosmia provocada, en los que se
identifican alteraciones anatdmicas y conductuales; las primeras atribuidas a la
ausencia o disminucion de algunos factores troficos reconocidos como
necesarios para la diferenciacion neuronal adecuada; mientras que las

alteraciones conductuales y endocrinas parecen resultar de la carencia de



estimulos y, en consecuencia, de los impulsos nerviosos procedentes del
receptor y de las vias olfatorias correspondientes. Adicionalmente, dado que la
CA representa a las fibras de proyeccién de neuronas en areas isocorticales y
alocorticales relacionadas con la integracién de estimulos olfatorios, es factible
gue la supresion o disminucion de estimulos altere su estructura y posiblemente
el nimero de fibras comisurales. En consecuencia y dado que la Unica
aferencia conocida de las NIFs son las colaterales emitidas por los axones
comisurales, es plausible que la anosmia experimental también provoque

alteraciones estructurales en estas células.



MATERIAL Y METODOS
En todos los casos se utilizaron ratones albinos Mus musculus de la cepa CD-1 de 10
semanas de edad. Los sujetos fueron obtenidos del Bioterio del INB y mantenidos en
condiciones constantes de temperatura (21 £ 2 °C) y humedad (45-60%), teniendo
acceso libre a agua y alimento para roedores (Rodent Lab Diet 5001 de PMI). Los
animales fueron tratados siguiendo los lineamientos establecidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 y avalados por el Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM.
Grupos experimentales
Los grupos experimentales constaron de 6 sujetos cada uno y fueron divididos como
sigue:
Grupo 1. Machos control.
Grupo 2. Hembras control.
Grupo 3. Machos hemiandsmicos.
Grupo 4. Hembras hemiandsmicas.
Los grupos se obtuvieron mediante el apareamiento durante una noche de machos
sexualmente competentes con hembras en estro. Transcurrido este lapso, se
practicaron frotis vaginales a todas las hembras y la observacién de espermatozoides
permitié designar el primer dia de la gestacién. Solamente los animales nacidos el dia
21 de la gestacién fueron incluidos en el estudio. Al término de la ingesta de
membranas y restos placentarios, la madre fue separada de las crias y a la mitad de las
hembras y machos de cada camada se les crioanestesio y aplicO una aguja
incandescente en la porcidn lateral externa de la narina derecha, simulando asi la lesion
en los controles. Estos individuos formaron los grupos 1 y 2. Al resto de las crias de
cada camada, también bajo crioanestesia, se le ocluy6 la narina derecha mediante una
aguja previamente expuesta a una flama de gas butano (Meisami, 1976). Al término de
30 minutos, los animales fueron devueltos a su madre.
Este método se empled porque el epitelio olfatorio queda intacto y de ésta forma puede
estudiarse el efecto neto de la restriccion olfatoria unilateral neonatal sobre el area de la
CA y sobre la densidad de las NIFs en la misma. Los animales que resultaron

totalmente ocluidos y con peso de adulto mayor a 25 grs formaron los grupos 3y 4.



Sacrificio y fijacion

A los animales experimentales se les sometio a los siguientes criterios de inclusion:

a) que la narina derecha estuviera completamente ocluida, lo cual se comprob6
inspeccionando el macizo facial al microscopio estereoscopico.

b) que el peso de los animales fuera mayor de 25 grs.

c) que tuvieran 10 semanas de edad.

Tanto los animales experimentales como los controles, fueron pesados antes de ser
sacrificados a las 10 semanas de edad.

El procedimiento para la obtencion de los tejidos fue como sigue. Bajo anestesia
profunda con pentobarbital, se practicé una toracotomia bilateral, y exponiendo los
contenidos mediastinales se inyecté 0.2 ml de heparina (PiSA Farmacéutica Mexicana
No 093689) (10000 ui/ml) en el ventriculo izquierdo. Posteriormente, se colocé una
aguja en el ventriculo izquierdo, haciendo pasar 20 ml de solucién salina, seguidos de
solucion fijadora. Esta consistio en una mezcla de glutaraldehido (Electron Microscopy
Sciences No 16312) vy paraformaldehido (J. T. Baker No 3090-01), al 2 y 4%,
respectivamente, disueltos en amortiguador de fosfatos (J. T. Baker No 3090-01), 0.15
M, a un pH de 7.3. Al concluir la perfusion, el cadaver fue decapitado y el encéfalo
retirado del craneo. Posteriormente, el encéfalo fue pesado en una balanza analitica
(Scientech 250 X 0.001 grs), Yy luego inmerso en fijador frio (4°C) recién hecho en
donde se almacend por 12 horas a esta temperatura. Finalmente, del encéfalo se
obtuvo la comisura anterior en bloque, mediante cortes realizados con una hoja de
rasurar. El lado derecho del bloque fue identificado mediante una oquedad hecha al
bloque con la navaja.

Obtencion y procesamiento de las muestras

El bloque resultante tuvo un grosor no mayor de 0.5 mm y fue lavado durante 30 min en
el mismo buffer empleado como vehiculo de fijacion. Posteriormente, el tejido fue
posfijado por una hora en tetradxido de osmio (Electron Microscopy Sciences No
19110), al 1% diluido en solucion de fosfatos (ver antes). Ulteriormente, se lavd en
solucién de fosfatos, practicando tres cambios de diez minutos cada uno en esta
solucion. Los tejidos se deshidrataron en acetona e incluyeron en plano en resinas

epoxicas.



El corte se realizdé en un microtomo de progresion térmica, con cuchillas de vidrio. El
bloque fue cuidadosamente cortado en el plano coronal y se obtuvieron cortes seriados
a través de la CA. Para tal efecto, el ultramicrotomo fue ajustado para cortar a 700 nm
de espesor y se colectaron diez cortes después de 20 de “rebaje”. (que se desecharon).
Los cortes seleccionados fueron montados y adheridos con calor a portaobjetos,
numerados secuencialmente y tefildos con una solucién alcalina de azul de toluidina
(Hycel de México No 464).

Para evaluar el efecto de la hemianosmia sobre el peso de los hemisferios cerebrales
ipsi y contralateral a la lesion, y dado que los encéfalos ya se habian procesado para la
obtencion de la comisura completa, se procedid a obtener de nuevo los cuatro grupos
(controles y hemiandsmicos), a los que se sometid al mismo procedimiento ya descrito,
hasta la obtencion de los encéfalos y entonces con una cuchilla se cortaron los dos
hemisferios y se pesaron por separado.

Morfometria

Microscopia de luz. Los cortes obtenidos como se describié fueron etiquetados con una
clave que impidié al observador inferir el grupo de procedencia. El area cuantificada de
la CA comprende de extremo a extremo, la parte donde se unen los limbos anterior y
posterior a partir del limbo anterior de la misma hasta el punto donde desaparece
caudalmente, en corte coronal. Para evaluar un posible efecto de la hemianosmia sobre
el area y densidad neuronal ipsiy contralateral, se midio el area derecha (ipsilateral a
la lesion) por separado del area izquierda (contralateral a la lesion), para lo cual se
separaron ambas areas mediante el trazo de una linea vertical a la mitad de la comisura
anterior, tomando como punto de referencia el tercer ventriculo como se muestra en la
Figura 9. Para la cuantificacion del area se utilizo programa “IP- LAB” (Scanalytics, Inc).
A continuaciéon se determiné el nimero de neuronas y su densidad numérica (definida
como el nimero de neuronas por unidad de area), para cada lado utilizando el mismo
programa. Solo se contaron aquellas neuronas en que se observé al microscopio a una
amplificacion de X40, un ndcleo grande con nucléolo. Los datos resultantes fueron
agrupados en funcién de sexo-tratamiento-lado y comparados mediante ANOVA
cuando la distribucion fue normal y en caso contrario se utilizaron pruebas no

paramétricas, para determinar el efecto del tratamiento sobre los pesos de los



encéfalos completos, por separado, el diametro sagital y area de la CA y densidad
neuronal de las NIFs de la CA, con un nivel de significancia estadistica de 0.05 o

menaor.



RESULTADOS

Obtencidn de grupos experimentales

De cada camada se obtuvo la mitad de las crias para ocluir y al resto se le simuld la
lesion bajo crioanestesia.

Los dos grupos, hembras y machos hemiandésmicos, se obtuvieron a partir de la
oclusion de 54 animales. Como ya se consignd, los animales que no mostraron
oclusién completa, que tuvieron peso muy bajo (menor de 25 grs), o bien que murieron
antes de las 10 semanas, fueron desechados. Con relacion al peso corporal, se
observd la presencia de enanismo en dos de las hembras ocluidas, mismas que

también fueron desechadas.

Peso corporal

Los promedios de los pesos corporales de los cuatro grupos aparecen en la grafica 1.
No existe diferencia significativa en los pesos corporales de los grupos control macho y
hembra, ni entre los experimentales, pero hay un efecto del tratamiento sobre el peso
entre machos control comparados con las hembras y con los machos hemiandsmicos

siendo mayor en los animales conrol (P< 0.05).

Peso de los hemisferios cerebrales

Para evaluar un posible efecto de la privacién unilateral sobre el peso de los
hemisferios ipsi y contralateral a la lesion, de hembras y machos se realiz6 un andlisis
de varianza, que indicé que no hubo un efecto significativo en funcién del tratamiento o
sexo sobre el peso de los hemisferios cerebrales ni en hembras ni en machos (p> 0.05)
(Gréf. 2). Al comparar el peso de los cerebros completos, se encontré6 que no existe
diferencia significativa en el peso de los cerebros entre hembras y machos controles,
ni hubo efecto del tratamiento sobre el peso de los encéfalos (P> 0.05) (Gréf. 3).

Diadmetro medio sagital de la comisura anterior
El diametro medio sagital de la comisura anterior para los cuatro grupos se muestra en

la grafica 4. Como los datos no mostraron una distribucion normal, se recurrié a una
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Gréf. 1. Promedio de los pesos cor porales por grupos
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Gréf. 2. Peso de los hemisferios cerebrales por grupos (HC= hembras
control; MC= machos control; HH= hembras hemianésmicas;, MH=
machos hemiandsmicos; hd= hemisferio derechoy hi= hemisferio
izquierdo). Se graficaron los promediosy error estandar. N=6.
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prueba no paramétrica o de rangos de Kruskal-Wallis, la que indicé que el diametro
medio sagital de los machos control es diferente significativamente al resto de los
grupos (p< 0.05). El grupo, o grupos, que difieren se obtuvieron mediante un
procedimiento de comparacién multiple (Método Student-Newman-Keuls). Esta prueba
indicé que hay diferencia significativa (p < 0.05) entre machos control y el resto de los

grupos.
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Gréf. 3. Peso delos cerebros por grupos (HC= hembras control; M C= machos
control; HH= hembras hemiandsmicasy M H= machos hemiandsmicos). Se
graficaron lospromediosy €l error estandar. N=6.

Area de la comisura anterior

Con los datos obtenidos de la cuantificacion de las areas, se realiz6 una prueba de
ANOVA de tres vias (sexo X tratamiento X lado), con un factor de medidas repetidas en
el factor lado. Para el area de la CA no hubo efectos de lateralidad ni del sexo, pero si
del tratamiento (hemianosmia), F (1, 20) = 31.725, p < 0.005 (Graf. 5). Posteriormente,
se hizo la prueba post hoc de Tukey, la que probd que el area de la CA los machos y
hembras controles es diferente de la de las hembras y machos hemianésmicos (p <
0.05). En la Figura 10, se muestran areas de la CA equivalentes para cada grupo. La
disminucién en el area de la comisura anterior puede apreciarse en las micrografias C y

D que corresponden a los grupos de hemiandésmicos, en comparacion con los controles.
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Gréf. 4. Diametro sagital de la comisura anterior por grupo (HC= hembras control; MC=
machos control; HH=hembras hemianésmicas; MH= machos hemianésmicos). Se
graficaron los promedios y los errores estandar; * es diferente de MC. p< 0.05. N=6.
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Graf. 5. Area promedio de la comisura anterior por hemisferio y grupo (HC =
hembra control, HH = hembra hemianésmica, MC = macho control, MH = macho
hemiandésmico, AD = area derechay Al = areaizquierda). Se graficaron los
promedios y el error estandar. P < 0.05. N = 6. *diferencia entre los grupos
control y los hemianésmicos.



Fig. 9. Micrografia de la comisura anterior. Corte horizontal en donde se
muestra el area cuantificada. El area cuantificada es la que cae dentro de una
lineade 0.74 mm, que es lalongitud promedio donde se unen la parte rostral
y caudal dela comisura. Laflecha sefiala el tercer ventriculo.

Densidad neuronal

En la Figura 11, se sefialan algunas neuronas interfasciculares, de las que sobresalen
sus nacleos prominentes y uno o varios nucléolos, también puede apreciarse sobre
todo en (A), las presencia de un nudcleo lobulado que es resultado de una marcada
invaginacion.

Los datos del numero de NIFs por unidad de area fueron analizados mediante una
prueba de Kruskal-Wallis, porque los datos no mostraron distribucion normal. Esta
prueba concluyé que la diferencia que existe en densidad entre los diferentes
grupos no es significativa. Aunque el nimero de neuronas es mayor en los grupos
controles, la reduccién en el area de la comisura anterior de los experimentales,

provoco una disminucién del efecto (Graf. 6).
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Fig. 10. Fotomicrografia de luz. Cortes coronales teflidos con azul de toluidina de la
comisura anterior. El nivel fue elegido para mostrar la comisura completa en una seccién
rostrocaudal equivalente para cada uno de los grupos. (A): macho control; (B): hembra
control; (C): macho hemianésmico y (D): hembra hemiandsmica. Barra= 100 pm. Seccién
de 700 nm. A, B, Cy D fueron tomadas a un aumento de X 40.
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Graf. 6. Densidad neuronal promedio por ladoy grupo (HC = hembra contral;
HH = hembra hemiandsmica; M C = macho control; M h = macho hemiansmico;
DD = densidad neuronal en e lado derecho de la comisuray DI = densidad
neuronal en € lado izquierdo). Se graficaron los promediosy € error estandar.
P<0.05.N =6.



Fig. 11. Micrografias de neuronas interfasciculares de la comisura anterior marcadas con las flechas
negras. (A), de un macho hemianésmico y (B), de macho control en donde la glia (cabezas de
flechas), aparece intercalada con las NIFs. El segmento mide 20 micras. A y B fueron tomadas a
X 100.



DISCUSION

En este estudio se examiné el efecto de la privaciér olfatoria unilateral neonatal
sobre el area de la comisura anterior (CA) y sobre la densidad numérica de las

neuronas interfasciculares (NIFs), de ésta.

El primer hallazgo de interés fue el decremento en el peso corporal de los
animales andsmicos con respecto a los controles, repercusion que en algunos
animales fue tan marcada que obligé a excluir a algunos de éstos. En particular,
se excluyeron aquellos sujetos en los que se detectd una disminucion en el
peso y este se redujo por debajo de los 25 gramos en promedio, para obviar un
posible efecto de la disminucién masiva de la masa corporal sobre el encéfalo
en desarrollo, variable que, aunque reportada por otros investigadores, no fue
considerada en nuestro estudio. La disminucion en peso corporal ha sido
observada en algunos trabajos de privacion olfatoria, entre los que se
encuentran Loranca y Salas, (2001) y Adamopoulos et al., (1992). En el caso de
los primeros, se utilizaron ratas a las que se cauterizo la narina derecha en P3 'y
se determiné el peso corporal de éstas y en sus respectivos controles a
diferentes edades; después de someter los resultados a analisis estadistico se
llegd a la conclusién de que el peso corporal disminuyé significativamente,
después de los 25 dias de edad en machos y después de 30 dias en hembras.
Lo que puede atribuirse, segun estos autores, a una menor ingesta de
alimentos en las etapas tempranas de vida. Adamopoulos et al., (1992),
experimentaron con conejos sexualmente inmaduros (de entre 55 y 60 dias de
edad), a los que les causaron anosmia mediante la aplicacion de sulfato de
zinc en la cavidad nasal y determinaron el peso corporal después de 45 dias,
encontrando que los animales andésmicos incrementaron en menor proporcion
Su peso en comparacion con los controles. Los mismos autores atribuyeron el
menor peso corporal a una posible repercusion de la anosmia sobre los centros
de saciedad o, incluso, a una posible infeccién local como resultado de la

aplicacion del sulfato de zinc y aunque estos factores pueden contribuir a esta



disminucién, de acuerdo con estos autores, el principal factor es la disminucién
en la liberacidon de hormonas gonadotropicas causada por la anosmia.

La ausencia de diferencia significativa en el peso total del encéfalo de ratones
intactos de cada sexo, confirma lo observado por Gorski, et al., (1980); Hines et
al., (1992) y por Bishop y Wabhlsten, (1999) en el raton; pero no por otros
autores como: Berrebi et al., (1988) y Zimmerberg y Mickus, (1990), ambos en
la rata.

Por otra parte, la analogia en el peso del encéfalo o de los hemisferios por
separado pueden explicarse con base en que las diferencias estructurales y
bioquimicas discretas repercutieron minimamente en las masa cerebral en si.
No obstante estos hallazgos divergen de lo documentado en otros modelos de
anosmia. Asi, se sabe que como resultado de la privacion olfatoria, ocurren
cambios morfologicos, histoquimicos y metabdlicos sobre todo en el bulbo
olfatorio, que dan por resultado una disminucién en su volumen (Meisami,
1976; Frazier-Cierpial y Brunjes, 1989; Brunjes, 1994; Cummings y Brunjes,
1997; Loranca y Salas, 2001). Lo mismo ocurre en otras estructuras olfatorias
centrales, tales como el NOA, en donde el decremento es sutil (Barbado et al.,
2001), la corteza olfatoria primaria (Friedman y Price, 1986) y en la mucosa
olfatoria (Brunjes y Shurling, 2003), también reducen su volumen. Los
resultados obtenidos por nosotros pueden conciliarse con los descritos por otros
autores tanto por la existencia de alteraciones mas discretas en los sustratos
involucrados como, por el efecto que tienen sobre los sustratos los diferentes
procedimientos utilizados para inducir la anosmia o, por ejemplo, cambios
estructurales compensatorios (como hipertrofia o conectividad reactiva) que
repercutieron minimamente en la masa cerebral en si.

Ademas, el efecto que tiene la privacion sobre las estructuras olfatorias
primarias depende del tipo de manipulacién , por ejemplo si se destruyen las
células sensoriales en la mucosa con agentes tales como Triton X100, sulfato
de zinc o bromuro de berilio, dafio mecénico a los axones o destruccion del
blanco sinaptico, el efecto es un incremento en proliferacion celular (Carr y

Farbman, 1992), mientras que la reduccion en proliferacion celular puede ser



provocada por obstruccion unilateral de la cavidad nasal (Cummings y Brunjes,
1997), como es el caso del presente estudio. Mas aun, el efecto parece
depender tanto de la etapa perinatal en que se efectlue la privacion como de la
etapa del desarrollo en que se determinan los efectos de ésta. Este efecto es
interesante cuando se habla de la anosmia como modelo de plasticidad, porque
podria significar que existe un periodo critico en que la poblacion celular puede
incrementar para adaptarse y/o compensar el efecto negativo de la privaciéon
olfatoria, sin embargo al persistir la supresion de estimulos, posiblemente las

neuronas mueren.

Los estudios morfométricos que se refieren a la existencia de un dimorfismo
sexual realizados en ratas albinas, ofrecen resultados contradictorios. Por una
parte diferentes autores reportan que la CA tiene mayores dimensiones en el
macho en comparacion con la hembra (Noonan et al., 1998); mientras que
Jones et al, (1997), concluyeron que en la rata al menos el limbo anterior, es
mayor en las hembras que en los machos. En contraste, estan los trabajos de
Bishop y Wahlsten (1999) en rata y ratbn y Zimmerberg y Scalzi, (1989) en
rata, que sugieren una ausencia de dimorfismo sexual en la CA. Esto ultimo
concuerda con nuestras observaciones en el raton.

Con la metodologia utilizada, no se detectaron diferencias significativas en el
area de la CA entre hembras y machos controles. Estos hallazgos confirman lo
reportado en otras especies de roedores por Zimmerberg y Scalzi, (1989) y por
Larriva-Sahd et al., (1998) en ratas. Nuestras observaciones en cortes
coronales de CA, confirman la ausencia de dimorfismo sexual observada por
estos autores y demuestran un efecto no significativo en la CA de cada lado.
Por otra parte, los resultados de este estudio no concuerdan con los de Allen y
Gorski, (1991) realizados en humanos, ya que estos autores sustentan que la
CA es mayor en mujeres que en hombres, atribuyendo la diferencia a la
influencia que las hormonas gonadales tienen sobre el nimero de axones de la
CA. Resulta evidente que no es posible correlacionar los datos de la especie

humana con los de roedores, en especial por que los primeros corresponden a
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una especie microsmatica en donde la funcion ha involucionado a lo largo del
desarrollo evolutivo. Por otra parte, los roedores son especies macrosmaticas,
en las que la olfaccion constituye la principal modalidad quimiosensitiva (Lledo
et al., 2004).

La metodologia utilizada en nuestro trabajo, permiti6 detectar diferencias
significativas en el area de la CA obtenida en controles y ratones andésmicos.
Bishop y Wahlsten (1999), mencionan que el tamafio del cerebro en humanos y
ratas es diferente entre hembras y machos y, por lo mismo, se puede esperar
también que el tamafio de las comisuras sea diferente, lo que se atribuye a la
variacion comun en la fuente de crecimiento del cerebro.

El area de la CA, como ya se menciond, es significativamente diferente entre
los animales controles y los experimentales. Este decremento, atribuible a la
privacion, pudiera resultar de una disminucion en el nimero de axones, o bien
de un decremento en el diametro de éstos. En el primer caso, se sabe que
existen diferencias fundamentales en el desarrollo de las distintas comisuras
encefalicas en una especie dada y de la misma CA en diferentes especies,
como la rata (Guadafo-Ferraz, 1994), en el hamster (Lent y Guimaraes, 1991) y
en el raton (Sturrock, 1974). Aunque la formacion de la CA entre estas especies
ocurre en periodos variables, en general, la CA ya esta formada al momento
del nacimiento entre los roedores y continda su desarrollo durante los primeros
dias posnatales. Sturrock, (1974), estudio la génesis de la CA, particularmente
su limbo anterior y concluy6 que la comisura ya esta formada para el dia E15y
que entre los dias E16 y P21, ésta duplica su longitud y para P25 el area
transversal ya es practicamente la misma que para el adulto. En este mismo
limbo, el proceso de mielinizaciéon, ocurre entre P11 y P32, en el ratén
(Sturrock, 1974). Existen algunos estudios en donde se ha propuesto que las
variaciones que pudieran ser encontradas en el area de la CA resultan del
efecto organizacional de los esteroides gonadales sobre los cuerpos neuronales
cuyos axones proyectan a través de la CA, ya que se ha encontrado que dichas

neuronas captan y metabolizan testosterona y estrégenos (Zimmerberg y
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Mickus, 1990), y se sabe que en la rata, los estrogenos tienen un efecto directo
sobre la mielinizacion (Curry y Heim, 1966). Con estos antecedentes parece
adecuado concluir que la supresion unilateral de estimulos olfatorios durante el
desarrollo posnatal temprano provoca cambios hipotroficos evidenciados por
una disminucion en las dimensiones de la CA. Estudios futuros combinando
microscopia electronica cuantitativa permitirdn establecer con precisién los
sustratos anatdmicos que subyacen a la hipotrofia comisural provocada por la
anosmia unilateral.

Los cambios involutivos descritos en el tamafio de la CA de animales con
anosmia, pueden explicarse con base a diferentes estudios que muestran que
dicho procedimiento provoca alteraciones troficas en los receptores y vias
centrales del sentido del olfato. Entre las alteraciones, se encuentran el
adelgazamiento de la mucosa olfatoria, debida en parte a la reduccion en
proliferacion celular (Brunjes y Shurling, 2003), la reduccion de hasta 26% del
volumen del BO, asi como la degeneracidén celular en las neuronas de las
diferentes capas de éste (Meisami, 1976; Brunjes y Frazier, 1986, Frazier-
Cierpial y Brunjes, 1989, Loranca y Salas, 2001; Petreanu y Alvarez-Buylla
2002). EI NOA de la rata también experimenta, como se sabe, cambios
volumétricos en sus partes rostral y lateral que, son las que reciben la mayor
parte de las aferencias desde el BO (Barbado et al., 2001); finalmente, se ha
demostrado que la supresién de estimulos olfatorios, provoca degeneracion
transneuronal de la primera capa en la corteza olfatoria (Friedman y Price,
1986). Puesto que la CA recibe axones de los centros olfatorios de segundo y
tercer orden, es razonable suponer entonces, que todas estas estructuras
disminuyan su proyeccién a la CA resultando en la disminucion observada en
el area de la CA de animales hemiandsmicos.

Los efectos de la privacion olfatoria fueron estudiados sobre la densidad
neuronal en el area ipsi y contralateral a la privacion. El andlisis estadistico
indic6 que la supresion de la actividad aferente normal, disminuye el numero de
NIFs, pero dado que el area de la CA también se redujo, la densidad neuronal

no mostro diferencia significativa con respecto a los controles. Es decir, que el
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numero real de NIFs se redujo en los animales hemiandésmicos. Por otra parte,
no se encontré diferencia significativa entre el nimero de del lado ipsilateral de
la comisura comparado con el contralateral, ni en hemian6smicos ni en
controles. El resultado mas interesante, puesto que confirma nuestra hipotesis
central, fue la disminucion en el numero de neuronas interfasciculares en los
sujetos experimentales hemiandsmicos. No obstante que la densidad numérica
de las NIFs no difiri6 entre los grupos estudiados, como ya se menciond. La
importante reduccion en las dimensiones de la CA de animales con privacion
olfatoria, estuvo asociada a la disminucion global del numero de NIFs. Este
hallazgo esta en concordancia con numerosos estudios que demuestran que la
viabilidad neuronal de los nucleos y areas del encéfalo que reciben aferencias
sensoriales depende en buena medida de la actividad e integridad de los
receptores que origina a éstas. Asi, se puede admitir que la disminucién en el
namero de neuronas en los animales experimentales con respecto a los
controles puede resultar en muerte neuronal. En efecto, segun Sturrock (1977),
la neurogénesis en la CA ocurre antes del nacimiento en el ratén, entre los dias
E12 y E16 y algunas conexiones ya se han establecido al momento del
nacimiento, sin embargo, este proceso continda durante los primeros dias
después del nacimiento. Por ello podemos suponer que el decremento en
namero de NIFs se deba a una reduccion de aferencias funcionales
provenientes de las estructuras afectadas por la privacion olfatoria, pues se ha
observado que los aferentes no solo permiten el funcionamiento y desarrollo de
las dendritas, el tamafio celular y otras caracteristicas, sino que influencian el
namero de neuronas que sobreviven, indicando de alguna manera que los
aferentes son tan importantes como los blancos (Oppenheim, 1991).
Funcionalmente, esto podria indicar una disminucién en la eficiencia del
procesamiento de la informacion que se ha propuesto que ocurre en la

comisura anterior.
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CONCLUSIONES

1. Nuestros resultados indican que la oclusion olfatoria unilateral por las
primeras 10 semanas de vida, no afecta en forma significativa el peso del

hemisferio ipsilateral ni contralateral a la lesién.

2. El diametro medio sagital de la comisura anterior es significativamente

mayor en machos que en hembras control.

3. Por efecto de la privacion olfatoria, el area de la CA, disminuye

significativamente, lo mismo que el nimero de NIFs.

4. La densidad numérica de NIFs no se modific6 como resultado de la
hemianosmia, ya que la disminucién en tamafio de la CA en los animales
hemiandsmicos se tradujo en un numero significativamente menor de neuronas

en los tejidos de estos animales.

5. La disminucion en area comisural se atribuye a una posible disminucion en

namero y/o didmetro de sus fibras.

6. Funcionalmente, la estimulacion olfatoria parece ser necesaria para un
desarrollo normal de la comisura, asi como para la diferenciacion neuronal

adecuada.



ABREVIATURAS

BO: bulbo olfatorio

BOAc: bulbo olfatorio accesorio

BOP: bulbo olfatorio principal

CA: comisura anterior

CAa: comisura anterior parte anterior o rostral
CAp: comisura anterior parte posterior o caudal
CC: cuerpo calloso

NIFs: neuronas interfasciculares

NLST: ndcleo del lecho de la estria terminal
NOA: nucleo olfatorio anterior

OVN: 6rgano vomeronasal

TOL: tracto olfatorio lateral

TuO: tubérculo olfatorio

SOA: sistema olfatorio accesorio

SOP: sistema olfatorio principal

SNC: sistema nervioso central
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