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RESUMEN

Las alteraciones celulares del SNC son evidencia de la desnutricion pero estos
efectos no estan ampliamente documentados en el bulbo olfatorio (BO). En este trabajo se
evalué la morfometria de las capas, los glomérulos olfatorios (unidades funcionales del
sistema olfatorio) y las células mitrales que constituyen al BO en ratas desnutridas
posnatalmente por la ligadura de los conductos galactéforos de las madres. La
desnutricion se verifico al obtener el peso corporal y cerebral de los animales el dia de
sacrificio (7, 14 y 21 dias posnatal). Se extrajeron los cerebros y tifieron con las técnicas
de Nissl y Golgi-Cox. Los resultados mostraron una menor ganancia del peso corporal y
cerebral en el grupo desnutrido. El area del BO en el grupo desnutrido fue menor en
comparacioén al grupo control. Los glomérulos olfatorios no mostraron diferencia numérica
entre los grupos aunque fue menor la longitud y el area de estas estructuras en la regién
medial del BO del grupo desnutrido respecto al grupo control. Las capas analizadas: capa
plexiforme externa, compuesta principalmente por las prolongaciones dendriticas de
células mitrales; la capa de las células mitrales, con preponderancia de los somas de este
tipo celular y la capa de las células granulares mostraron una disminucion del area en el
grupo desnutrido a diferencia del grupo control en el dia 21 posnatal, edad en la cual se
considera que la poblacion celular ha alcanzado el estado de madurez funcional. La
longitud y complejidad de las dendritas de las células mitrales en las tres edades
disminuy6 en el grupo desnutrido respecto al grupo de los animales control. Los resultados
indicaron que aun cuando algunas de las células del BO se formaron gestacionalmente,
los procesos dendriticos y algunas de las estructuras que dependen de su conformacion
no habian concluido su desarrollo posnatal durante la etapa de observacion, siendo
afectadas por la desnutricion. Estos efectos observados en el BO podrian tener
repercusiones funcionales importantes para la sobrevivencia de las crias en la etapa
posnatal debido a que el olfato constituye uno de los sentidos indispensables para que el
recién nacido responda adecuadamente al cuidado materno. Durante la adultez estas
alteraciones podrian tener efectos funcionales, debido a que la desnutricidon incidié en una

etapa critica del desarrollo.
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ABSTRACT

Cell alterations of the CNS are evidence of undernourishment, but these effects are
still not widely documented in the olfactory bulb (OB). In this work the morphometry of its
layers, olfactory glomeruli (functional units of olfactory system), and the mitral cells that
constitute it were evaluated postnatally in rats undernourished by ligating the galactophors
ducts of their dams. Undernourishment was verified by body and brain weights of the
animals on the day of sacrifice (7, 14, and 21 days postnatal). The brains were extracted
and dyed with Nissl and Golgi—Cox techniques. The results showed a lower gain of body
and brain weight in the undernourished group. The area of the OB in the undernourished
group was smaller than in the control. The olfactory glomeruli did not showed difference in
their number, but the length and area was smaller in these structures in the media region of
the OB in the undernourished group. The layers analyzed were: plexiform external layer,
mainly composed of dendritical prolongations of the mitral cells; mitral cell layer, composed
of the soma of this kind of cell, and the granule cell layer, all of them showed a diminished
area in the undernourished group compared to the control group on postnatal day 21, the
age at which the cell population is considered to have reached functional maturity. At all
three ages, the mitral cell dendrites were shorter and less complex in the undernourished
group than in the control group. These results indicated that even when some type of cells
of OB were formed during gestation, their dentritical processes and other structures that
depend on their conformation still have not developed fully and were affected by the
undernourishment. These effects observed in the OB would have important functional
repercussions for the survival of the offspring just after birth since olfaction constitutes one
of the main senses, and it is indispensable for adequate newborn responses to maternal
care. The late development of some OB structures also could have long-term effects

because undernourishment was applied during critical periods of development.
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INTRODUCCION

La desnutricion se considera como un desequilibrio de los nutrimentos
indispensables para la sobrevida del individuo y es una de las patologias que afecta a gran
parte de la poblacion mundial y nacional. A nivel mundial cerca de 11.5 millones de
infantes menores de 5 afos presentan desnutricion, de los cuales, un poco mas del 50%
se encuentra en riesgo de morir por enfermedades infecciosas asociadas a deficiencias
funcionales que les impide sobrevivir. En México la proporcién de 1.4 millones de nifios
desnutridos presentan un porcentaje similar de muerte por causas asociadas (UNICEF,
2006). Asimismo, se estima que alrededor de 20 millones de nifios menores de 5 afos
padece distintos grados de desnutricion. Esta poblacién se ubica tanto en zonas rurales
como en zonas urbanas, siendo las primeras, las mas afectadas; sin embargo, la
constante migracién del campo a la ciudad por diferentes razones va igualando esta
situacion en la periferia de las grandes ciudades. La malnutricién, considerada como el
desequilibrio en alguno de los nutrimentos esenciales en la dieta, también es un problema
de salud publica asociada al sobrepeso y obesidad. La poblacién mas susceptible a esta
situacion es la que se encuentra en las comunidades urbanas. Se ha encontrado cierta
similitud entre los efectos debidos a la malnutricion y la desnutricibn como una reduccién
de la talla y el peso, asi como en procesos metabdlicos, de ahi que ambos coincidan en
una desnutricidon generalizada. En este trabajo se considerara como carencia generalizada
de una dieta equilibrada a la desnutricion y a la carencia nutricia de uno o mas de los
componentes de la dieta equilibrada, malnutricién. Desde décadas pasadas se conocen en
el ser humano y otras especies altriciales algunos efectos en el metabolismo y la
funcionalidad de varios sistemas del organismo debido a la desnutricion temprana. De
acuerdo con estudios realizados en la rata se han encontrado efectos extensos por la
desnutricion, capaces de provocar hipotrofia neural, aunque todavia quedan por conocer
sus repercusiones en sistemas especificos como los sensoriales, los cuales permiten la
sobrevida de la cria cuando ésta aun depende del cuidado materno. En el sistema
nervioso central (SNC), la evidencia muestra que algunos efectos de la desnutricion son
dificiles de revertir cuando se producen en periodos criticos del desarrollo como en la
etapa perinatal cuando concurren diversos procesos citogenéticos, llegando a afectar la
morfologia y el funcionamiento neuronal. En este trabajo se evalua el efecto de la

desnutricion neonatal en el sistema olfatorio, sistema indispensable en la sobrevivencia
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posnatal y en el establecimiento del vinculo madre-cria para la discriminacion de la ingesta
de alimento y el inicio de los procesos de socializacion temprana. En particular, se estudié
la morfologia de los componentes neuronales y de los glomérulos que conforman el BO de

la rata en desarrollo.

ANTECEDENTES

I. Efectos de la desnutricion perinatal en el SNC

La nutricién puede ser considerada como el equilibrio entre la cantidad y la calidad
de los carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas y microelementos que ingiere un
individuo para que se lleve a cabo una actividad bioldgica vy fisiolégica adecuada para la
sobrevida del sujeto (Morgane, 1993). En el ser humano, la desnutricién calérico-proteica
es un problema comun y una causa importante de morbi-mortalidad en paises pobres y
subdesarrollados tanto directa como indirectamente. El efecto negativo del desequilibrio de
esta ingesta empobrecida del alimento varia con la duracién de esta privacion y la etapa

en el desarrollo en la cual incide.

Por efecto de la desnutricion se ha observado un retardo en el desarrollo del
hipotalamo del feto (Trindade et al., 1995). Metabdlicamente, hay evidencia de aumento de
la fosforilacion de varias proteinas en edad temprana y disminucién en edades tardias,
principalmente en los residuos de tirosina, que conforman las proteinas de la membrana
sinaptica y la biosintesis de lipidos (Singh y Shankar, 1999). Existe ademas evidencia de
que la ingesta deficiente de proteinas es capaz de disminuir la cantidad y actividad de los
niveles de las enzimas Na+, K+-ATPasa y ATPasa total lo cual incide en el aumento del
estrés oxidativo de ciertas areas del cerebro (Calderén-Guzman et al., 2002). Otro tipo de
alteraciones se han encontrado en el SNC de animales de laboratorio por efecto de la
desnutricion perinatal en la citoarquitectura y funcion del tejido nervioso de la rata tales
como el adelgazamiento del grosor de la corteza, retraso de la migracion neuronal y glial;
reducciéon del numero de neuronas, del grosor y el numero de espinas de areas
sensoriales de la neocorteza, asi como de la amigdala, cerebelo, hipocampo, claustrum,
nucleo supraquiasmatico y tallo cerebral. Se ha encontrado ademas un déficit total del

DNA en las neuronas del cerebro y del cerebelo (Bass et al., 1970; Neville y Chase, 1971;
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Escobar y Salas, 1993; Garcia-Ruiz et al., 1993; Cintra et al., 1994; Escobar y Salas,
1995; Del Angel-Meza et al., 2001). Funcionalmente, hay evidencia de que las
modificaciones morfoldgicas originan a su vez cambios en la capacidad del tejido nervioso
para generar actividad eléctrica, obteniéndose una reducciéon de la frecuencia de la
actividad eléctrica espontanea en el area somestésica, auditiva y visual de la corteza
cerebral, produciéndose un alargamiento de la latencia de los componentes primarios en
los potenciales provocados por la aplicacion de estimulos sensoriales en distintos
sistemas (Mourek et al., 1967; Callison y Spencer, 1968; Salas y Cintra, 1973, Salas y
Cintra, 1975; Alvarado, 2003). Entre los trastornos conductuales a largo plazo asociados a
la desnutricion durante la lactancia, se observan deficiencias en las actividades motoras
como son: el nado, el autoaseo, la deambulacion y el enderezamiento del cuerpo (Altman
et al., 1970; Salas, 1972; Salas et al., 1991; Gramsbergen y Westerga, 1992). Estas
alteraciones estan relacionadas con la disminucién de la velocidad de conduccion y la
excitabilidad de las sefales transmitidas a estructuras cortico-subcorticales que planean y
ejecutan el movimiento a lo largo de la via piramidal (Gramsbergen y Westerga, 1992).
Esta via controla el movimiento del tronco, las extremidades superiores, los ojos, la region
de la cara y de las extremidades inferiores (Quirck et al., 1995). Conductas mas complejas
como los mecanismos homeostaticos y circadianos que controlan el suefio, asi como
factores sociales como el juego y el cuidado materno, se ven modificadas, lo cual sugiere
un dafo a la red de estructuras neurales involucradas en procesos motivacionales y
perceptuales debidos a la restriccion del alimento (Mc Guire et al., 1995; Loranca et al.,
1999; Regalado et al., 1999, Cintra et al., 2002; Valadares y de Sousa-Almeida, 2005).

El desarrollo fisico como el peso corporal en animales desnutridos prenatal y
poshnatalmente se ve disminuido en un 20 al 60% respecto a los animales controles
(Pérez-Torrero et al., 2001; Barragan-Mejia et al., 2002; Rubio et al., 2004; Frias et al,
2006). En animales malnutridos el peso corporal promedio y de los bulbos olfatorios
disminuye un 76% y 28%, respectivamente (Math y Davrainville, 1980). Por otra parte el
peso del cerebro disminuye por efecto de la desnutricion entre un 6 y 10% del peso fresco

en animales a los 30 y 60 dias de edad (Pérez Torrero et al., 2001; Rubio et al., 2004).

Estudios concernientes al desarrollo de la musculatura en los animales desnutridos

prenatalmente muestran una reduccién de las fibras musculares lumbricales y del soleo
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debido a la deficiencia en la formacion de miotubulos secundarios, lo cual se corrige
parcialmente con una rehabilitacion nutricia sin que el déficit se normalice completamente,
aunque el déficit persiste en el volumen de la musculatura y las alteraciones en la
activacion eléctrica del nervio sural capaces de modificar su actividad funcional (Wilson et
al., 1988; Segura et al., 2001; Segura et al., 2004).

Por otra parte se ha observado una relacion del estado nutricio con la longevidad
aunque no es muy clara. Hay trabajos recientes que muestran de manera paraddjica que
la restriccion alimentaria posnatal podria asociarse con el alargamiento de la longevidad y
la reduccion de enfermedades relacionadas con el proceso de envejecimiento. Lo anterior
sugiere que este fendmeno podria deberse a una menor produccion de radicales libres,
derivada del metabolismo de la ingesta de alimento por lo que una ingesta adecuada de
alimento incrementa estos productos de desecho. Sin embargo, estos datos son
controversiales ya que otros estudios muestran una disminucién de la longevidad por
restriccion alimentaria durante la vida intrauterina, efecto que se ha asociado a un
aumento de la presion sanguinea sistélica de asociada a la deficiencia del metabolismo
del lactato en el musculo cardiaco y el flujo sanguineo, de manera permanente (Lundell et
al., 1996; Roseboom et al., 2001; Sayer et al., 2002). Sin embargo, no cabe duda que la
desnutricion es responsable de la alta mortalidad en etapa perinatal con una menor
esperanza de vida derivada de deficiencias inmunoldgicas producto de alteraciones del
sistema neuro-inmunoenddcrino. Estos resultados muestran que el periodo de desarrollo
en el cual incide la restriccion alimentaria es relevante y su estudio nos permite

comprender mejor los mecanismos que subyacen a estas alteraciones.

Il. Sistema olfatorio

En la rata, el sistema olfatorio es importante en varias funciones vitales, tales como
la discriminacion de los alimentos, reproduccién, regulacion neuroenddcrina,
establecimiento del vinculo entre la madre con su cria; asi como el disparo de las
respuestas emocionales, la agresiéon y el reconocimiento de sus congéneres y el
reconocimiento de los depredadores y las presas. Es un canal sensorial indispensable

para la conducta de succion, aprendizaje, memoria y de las capacidades cognoscitivas
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mas elaboradas asociadas a estimulos olfatorios (Rudy y Cheatle, 1977; Almli et al., 1985;
Shipley et al., 1995; Herz, 2002).

En el sistema olfatorio existen varios mecanismos que subyacen al proceso de
identificacion de una amplia variedad de olores. Estos mecanismos se producen desde la
entrada de la molécula odorifera a nivel periférico en los receptores olfatorios hasta el
procesamiento de la sefial codificada hacia el BO y la corteza, pasando por los diferentes
niveles de procesamiento subcortical y cortical en los cuales la sefial cual se integra, cuyo

conocimiento y analisis resultan de gran interés cientifico.

Componentes del bulbo olfatorio principal

A. Poblaciones celulares y organizacion laminar. Caracteristicas morfolégicas

y funcionales

El BO se localiza en la porcién anterior del encéfalo. Se caracteriza por derivar del
rinencéfalo, porcion del cerebro filogenéticamente mas antigua en los vertebrados (Romer
y Parsons, 1981; Marquez-Orozco, 1991). En mamiferos la criba del hueso etmoidal forma
el techo de la cavidad nasal sitio donde se ubica el epitelio olfatorio en donde se adhieren
las moléculas odoriferas. Los huesos de la cavidad nasal o cornetes aseguran una
turbulencia de la columna de aire, permitiendo a las moléculas volatiles alcanzar el epitelio
olfatorio. Este epitelio estd cubierto de mucosidad, en la cual protruden los receptores
olfatorios localizados en las porciones apicales de las dendritas de la célula bipolar o
neurona olfatoria receptora. Sus axones son proyectados hacia el BO en donde se
establece la primera sinapsis y se forma lo que se denomina nervio olfatorio o primer par
craneal. El procesamiento de las sefiales en el sistema olfatorio accesorio, requiere que
estas lleguen a los receptores vomeronasales ubicados en la region palatina del 6rgano
vomeronasal para después ser proyectadas hacia el bulbo olfatorio accesorio el cual se
localiza en la porcion posterior del bulbo olfatorio. Posteriormente la sefal es enviada al

complejo amigdalino y a las regiones corticales (Butler y Hodos, 1996). Figura 1.
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Figura 1. Esquema del craneo de una rata en el que se muestra el bulbo olfatorio principal (BOP), el bulbo
olfatorio accesorio (BOA), el epitelio de la mucosa olfatoria (MO) y el érgano vomeronasal (OVN).
Modificado de Mombaerts, 2004.

B. Neuronas olfatorias receptoras

Las neuronas olfatorias receptoras (NORs) son células bipolares, las cuales
constituyen el primer paso en la recepcién olfativa, reciben el estimulo procedente de
odorantes volatiles y lo transmiten eléctricamente por medio de su axén hacia el BOP.
Estas neuronas se encuentran embebidas en la mucosa o neuroepitelio olfatorio, la cual
se ubica en la béveda nasal en la region de la placa cribiforme y la pared media de los
cornetes superiores. En los vertebrados el epitelio olfatorio contiene tres tipos celulares:
las neuronas sensoriales bipolares, las células de apoyo o sostén y las células basales. La
informacion aferente de este neuroepitelio es llevada hacia los BO por medio del nervio
olfatorio. La estimulacién de los receptores olfatorios se produce cuando las moléculas
aéreas entran a la cavidad nasal, donde son sujetas a turbulencias de aire. Una vez que
las particulas volatiles son llevadas por el aire y alcanzan el epitelio olfatorio o mucosa
olfatoria, estas pasan a través de la capa del moco que cubre el epitelio. Las
macromoléculas odorantes en el moco permiten la mezcla de olores para unirse a los
receptores. Las NORs yacen en el epitelio columnar pseudoestratificado el cual descansa
sobre una lamina vascular propia. Los receptores olfatorios son neuronas bipolares cuyos
cuerpos celulares se ubican en los dos tercios basales del epitelio desde donde extienden
sus dendritas apicales hacia la superficie epitelial. Las células basales del epitelio son
células troncales asociadas al reemplazamiento de las NORs las cuales poseen la
caracteristica de tener un promedio de vida corta y ser reemplazadas continuamente
durante toda la vida del individuo (Farbman, 1990). Su vida media es de 30 a 60 dias en la
rata, pudiéndose prolongar en condiciones ambientales favorables (Farbman, 1990; Smith,
1999). Por lo general, aquellas NORs que muestran nucleos cercanos a la membrana

basal son las mas jovenes, mientras las que poseen nucleos mas cercanos a la superficie
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apical del epitelio son las mas maduras. La punta periférica de la dendrita de la NOR se
engrosa ligeramente para formar lo que se conoce como botdn olfatorio. Desde el botén
olfatorio algunos cilios se extienden hacia la capa de la mucosa. Estudios previos
muestran que la porcion apical de los cilios es el sitio de transduccion quimiosensorial.

Figura 2.

Figura 2. Fotomicrografia de barrido del epitelio olfatorio, izquierda, A. A la derecha se muestra con detalle
de un botén dendritico distal de una neurona olfatoria receptora (NOR) con cilios, B. Los receptores a los
cuales se unen las moléculas olorosas se localizan en la porcién apical de éstos. Calibracién 0.5 uM
(Modificado de Morrison y Costanzo, 1990 en Zigmond, 1999).

La transduccion de la senal de los receptores de la mucosa olfativa hacia el BO, se
lleva a cabo por la captacion de moléculas odorizantes que hacen contacto con los
receptores transmembranales 7TMr las cuales son proteinas localizadas en la porcion
apical de los cilios de las neuronas receptoras olfatorias. Estas proteinas se acoplan a
proteinas G que activan ya sea la adenil ciclasa, AC para generar adenosin monofosfato
ciclico, AMPc o fosfolipasa C, PLC, para generar fosfitidil inositol 3, IP3. Estos segundos
mensajeros abren canales que permiten la entrada de calcio o sodio dentro del cilio. Esta
entrada de iones depolariza la membrana lo cual permite modular los niveles de calcio
intracelular que producen la generacién de potenciales de accidon que son conducidos a
través de los axones de las neuronas receptoras olfativas hasta el BO (Shipley et al.
1995). Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de transduccién de la sefial olfatoria en vertebrados. La molécula olorosa se une al
receptor localizado en el cilio de la NOR activandose asi la proteina G capaz de inducir la formacién de
segundos mensajeros como la adenilil ciclasa, los cuales a su vez promueven la fomacion de IP3, el cual es
inductor de la apertura de canales ionicos. La apertura de estos canales permite la entrada de calcio o sodio
intracelular por el aumento de los niveles de AMPc modificandose asi la polaridad de la membrana celular.
Tomado de Mombaerts, 2001.

Boeck (en Smith y Shepherd, 2003) clasifico las NORs en especializadas y
generalizadas. Las primeras se distinguen por responder de manera restringida a
feromonas, mientras que las generalizadas responden a un amplio intervalo de moléculas
tales como los alcoholes o los ésteres asociados a diferentes tipos de alimentos y objetos
en el medio ambiente. Algunas NORs se encuentran en categorias intermedias las cuales
responden ampliamente a diferentes tipos de moléculas. Los vertebrados poseen NORs
generalizadas las cuales poseen la capacidad de detectar feromonas relacionadas con la
conducta sexual y el cuidado materno, lo cual podria sugerir que las NORs especializadas
pudieron acoplarse a las feromonas que ya existian en este grupo. Por otra parte las
diferentes densidades de receptores para determinada molécula odorifera refleja las
afinidades que existen entre ellos en las diferentes NORs y su ligando (Smith y Shepherd,
2003). Recientemente se ha encontrado otra grupo de receptores quimiosensoriales
localizados en el epitelio olfatorio que se han asociado a la deteccion de sefales sociales
como el estrés o feromonas de la orina denominados receptores-asociados a aminas-traza
(TAARSs) lo cual viene a revolucionar aun mas los precedentes sobre la deteccion de las
feromonas en un sitio que no corresponde exclusivamente al sistema vomeronasal
(Liberles y Buck, 2006).

Se han realizado experimentos para mapear la activacion de los receptores
olfatorios sensibles a odorantes (receptores 7-transmembranales, 7TM) a partir de la

clonacion y amplificacién de la familia multigen que codifica para las proteinas de estos
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receptores que se expresan fenotipicamente en una disposicién en bandas (3-4) rostro-
caudalmente en la mucosa olfatoria, disefio con el cual se ha observado una organizacién
topografica de las subfamilias de genes que codifican para las proteinas formadoras de los
receptores olfatorios en el epitelio (Buck y Axel, 1991). La evidencia muestra que los
axones de las NORs expresan el mismo gen receptor que converge en uno 0 mas

glomérulos del BO con sitios de convergencia similares en respuesta al odorante, Figura 4.
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Figura 4. Esquema de las NORs del epitelio olfatorio que proyectan a los GOs en el BO, A. Cara medial del
BO derecho en el cual se muestran los patrones de conexion entre el epitelio olfatorio y el BO, B. La mucosa
olfatoria de los mamiferos puede ser subdividida en cuatro zonas de igual superficie. Cada NOR, al parecer
representa una proteina receptora especifica. Los cuerpos celulares de las NORs se restringen a una zona.
Los axones convergen hacia uno o varios glomérulos en cada una de las dos mitades de los bulbos. Las
zonas epiteliales corresponden a dominios equivalentes del bulbo, aunque los limites precisos del dominio
bulbar permanecen sin definir. Los glomérulos para un cierto receptor olfatorio no ocupan posiciones
estereotipadas en el bulbo, sino que exhiben permutaciones locales. Modificado de Mombaerts (2001) y
Buck (2004).

Acerca de la participacion de los neurotransmisores locales en el neuroepitelio
olfatorio, estan el glutamato, el 6xido nitrico y la carnosina, los cuales depolarizan la

membrana de las NORs. Entre las funciones asociadas a la carnosina se ha encontrado la
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liberacion de calcio en sinaptosomas asociado con la presencia de enzimas de sintesis y
degradacion de las NORs (Burd et al., 1982). En cuanto al 6xido nitrico (ON), se presume
que participa en el proceso de la transduccion de la sefial, aunque todavia son necesarios
resultados contundentes (Breer y Shepherd, 1993; Riesgo-Escovar, 1995).

C. Neurogénesis y fisiologia del bulbo olfatorio

En el prosencéfalo de los mamiferos, la mayoria de las neuronas se originan de
células que proliferan en la zona subventricular (ZSV) la cual cubre los ventriculos
laterales. En esta regidn, la neurogénesis continua hasta el estado adulto. La mayoria de
las células generadas en esta region son precursores neuronales con progenie que migra
rostralmente a lo largo de una via conocida como el “flujo migratorio rostral” antes de
alcanzar el BO donde se diferencian. En el BO la neurogénesis se produce por la
migracion celular a gran distancia a través del flujo migratorio y se completa tras el
proceso de apoptosis 0 muerte celular programada (Rochefort et al., 2002). Figura 5.

PROGENITORAS DE CG
ALGUNAS PROGENITORAS DE CPg

PROGENITORAS DE
CPgy CG

CORTEX

VENTRICULO LATERAL CAPA GLOMERULAR
GANGLIOS BASALES FMR
CAPA GRANULAR
NEURONA

/

Figura 5. La generacion de los diferentes tipos celulares que conforman el BO se origina principalmente de
la zona subependimal (ZSE), aunque evidencia reciente muestra que las células periglomerulares (CPg) se
originan basicamente del flujo migratorio rostral (FMR) y es heterocrénica a sus interneuronas homologas,
las células granulares (CG). Modificado de Guillemot y Parras, 2005.
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En el humano, el desarrollo de la parte anteroventral de las vesiculas telencefalicas
durante la sexta semana de gestacion forman los bulbos olfatorios a manera de dos
evaginaciones huecas, las cuales forman paredes bien desarrolladas que pierden la luz
hacia el tercer mes de gestacion. En la etapa temprana se induce la formacién de
placodas nasales, de donde se originan las NORs, asi como las células epiteliales de
sostén (Marquez-Orozco, 1991). Las NORs del epitelio olfatorio se derivan de las placodas
ectodérmicas craneales cuyos axones crecen hacia el prosencéfalo rostral los cuales van
acompafnados por una masa de células que migran (Burd y Tolbert, 2000). En los
vertebrados como en los invertebrados, las células gliales participan en la formacién de los
GOs, los cuales son las unidades funcionales del sistema olfatorio. Las células gliales se
presentan como células envainantes especializadas que migran hacia el cerebro a lo largo
de los axones olfatorios penetrando la capa glomerular prospectiva para formar cubiertas o
capsulas parciales alrededor de lo que seran los glomérulos durante el desarrollo
temprano, ademas la evidencia muestra que potencialmente estas células con un bajo
grado de diferenciaciéon pueden formar futuras neuronas (Valverde et al., 1992; Bailey et

al., 1999 y Alvarez-Buylla, no publicado).

Debido a la naturaleza plastica del BO, asi como a su capacidad de regeneracion y
neurogénesis se ha generado un gran interés sobre el estudio de la formaciéon de un
sistema de guia topografico en el cual participan mecanismos moleculares que inciden en
las neuronas en desarrollo que se originan de la zona subventricular del prosencéfalo y se
dirigen hacia el BO (Conover et al., 2000). Las células mitrales (CM) y las células en
penacho (CP), se originan prenatalmente en tanto que la produccion y la proliferacion de
las interneuronas que modulan la informacién entre estas neuronas, como es el caso de
las interneuronas granulares o yuxtaglomerulares se produce posnatalmente, (Altman,
1969; Kishi, 1987; Wu et al., 1999). Liu y Rao (2003) han mostrado que en el BO se
produce una actividad capaz de atraer las células precursoras neuronales la cual esta
presente en todas las capas del BO, excepto en la capa granular. Esta actividad y
respuesta neuronal persiste desde los estadios embriogénicos hasta la edad adulta. Estos
autores también observaron que la remocidon del BO rostral puede reducir
significativamente la migracién neuronal proveniente de la ZSV hacia el BO. Estos
resultados muestran que la continua migracion de neuronas de la ZSV hacia la corteza del

BO se asocia a la capacidad plastica de proliferacion celular en las etapas tardias, lo cual
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revela ademas la existencia de moléculas quimio-atrayentes que actuan como guias en la

migracion y desarrollo neuronal en el SNC.

Ademas de lo antes expuesto, durante el desarrollo del BO los receptores al olor
también participan en la guia axonal hacia sitios topograficos especificos. Tanto los
receptores al olor como los factores neurotréficos, pueden actuar como guias de los
axones a sus dianas durante el desarrollo o la regeneracion. Las NORs primarias que
expresan la misma proteina receptora al olor proyectan a sitios topograficamente fijos del
BO (Bailey, 1999; Tsim et al., 2004).

En el BO se ha propuesto la existencia de neuronas postsinapticas capaces de
expresar moléculas guia, necesarias para dirigir los axones olfatorios primarios hacia su
blanco. Royal y colaboradores (2002) observaron que ciertas deleciones o mutaciones en
alugunos receptores a odorantes, produce que los axones de las neuronas que lo
expresan, puedan ubicarse en la capa del nervio olfatorio, en lugar de converger hacia
GOs especificos. Asi tras una ablacién quimica del BO ratones transgénicos carecen de
una proporciéon normal de células mitrales (CM), células en penacho (CP) o células
periglomerulares (Pg), modificandose la direccion de los axones hacia GOs que se dirigen
una posicion especifica del BO. Esto muestra que a pesar de la disminuciéon en el numero
de las células de segundo orden, la sefial se envia adecuadamente entre los axones de
las NORs hacia los GOs y aunque se produce una desorganizacién de estos tipos
celulares en el BO, no se afecta el blanco topografico de los axones olfatorios primarios.
Estos resultados aportan la evidencia de que la direccion diana del axéon en el BO es
independiente de la posicidn del soma de la CM, lo cual indica que otras células pudieran

proveer moléculas guias apropiadas, tal como sucede con otros sistemas sensoriales.

La neurogénesis y el pico de proliferacién de los principales tipos celulares del BO
varia temporalmente. Segun la especie se producen desde la gestacion (G) hasta el
periodo posnatal (P). En la rata, las CM se originan a partir del dia G12 cuyo pico maximo
de proliferacion se produce en el dia G15 y continda hasta el dia G21. Las CP de la capa
externa se originan en el dia G12, proliferan del dia G17 al G19 decayendo del dia G20 al

P2. Las CP de la capa interna se originan en el dia G20.
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En lo que se refiere a las células granulares una proporcion de alrededor del 24%
del total ya esta presente al nacimiento (G21) y contintan proliferando posnatalmente. Su
tasa de neurogénesis comienza a decaer a partir del dia 20 al 30P, manteniéndose hasta
etapas del adulto (P180).

La formacion de los GOs se origina desde el dia G19-20, etapa en que se les
denominan protoglomérulos. Su desarrollo continua posnatalmente cuando se van
afadiendo los distintos componentes celulares. EI maximo desarrollo de los GOs se
produce a partir del dia P2, en el dia P8 se ha formado casi el 90% del total de los GOs y
en el dia 14 el 100% de la poblacién celular ya se completado. El desarrollo de los GOs
continua y se considera que la conformacion celular y funcional de los GOs, al igual que la

presencia de los NTs en el dia P24 es similar a la del adulto.

En lo que se refiere a la densidad neuronal, la presencia de CM y granulares en el
BO es muy alta, respecto a las CP (Altman, 1969; Shipley, 1995; Malun y Brunjes, 1996;
Bailey et al., 1999). Figura 6.
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Figura 6. Neurogénesis y proliferacion de los principales componentes celulares del BO. Las macroneuronas
se originan en la etapa gestacional, mientras que las microneuronas como las células granulares y
periglomerulares se originan y proliferan hasta la etapa posnatal (P). El origen de los protoglomérulos estan
representados en los dias 19 y 20 de la gestacioén, su proliferacion y desarrollo continlia en etapa posnatal.
Grafica basada en los datos tomados de Bayer, 1983 y Bailey et al., 1999, Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002.

De manera resumida a continuacién se presentan algunos de los eventos iniciales

en el desarrollo del BO de la rata.
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En el dia G11-14 se produce la induccion del BO el cual se caracteriza por la
llegada de los axones de las NORs y las células de Schwann al telencéfalo rostral. Una
subpoblacion de estos axones tempranos penetran profundamente a la zona
subventricular (Santacana et al., 1992). La llegada de estos axones “pioneros” induce en
las neuronas que proliferan, un cambio en la cinética del ciclo celular y en la tasa de
diferenciacion de las células precursoras formadoras del BO. Estos axones constituyen
una poblacion transitoria presente en el estadio inicial del desarrollo del BO (G13 al 14) y
se observan después del dia G15-16 (Gong y Shipley, 1995). En el dia G14, el BO se
observa como una pequeia evaginacion del telencéfalo rostral, con un ligero
engrosamiento de la capa del manto. En el dia G15 al 16 se produce la evaginacion del
BO (Gong y Shipley, 1995). En G16 se observa ya la forma caracteristica del bulbo. En
G17 al 18 se forma la capa de las fibras nerviosas. Los axones de las NORs encapsulan la
mayor parte del bulbo. En el dia G18 ya se observa una organizacién laminar distintiva de
las capas celulares del BO. En el bulbo rostral, los axones de las NORs y los procesos de
la glia radial se interdigitan para formar los protoglomérulos que consisten de glomérulos
axonales y glomérulos gliales de modo que en el dia G19 al 20 los protoglomérulos ya se
han formado. Hacia el dia del nacimiento (G21 al P1) las células periglomerulares migran

a la periferia de los GOs reclutandose.

En el periodo gestacional las CM ya se han formado pero aun no contribuyen a la
formacion del BO. En el dia P4 al P5 se produce la entrada de la dendrita apical de las CM
para formar parte del glomérulo, restringiéndose solamente a uno (Bailey et al.,, 1999).
Durante este periodo las células granulares contindan su proliferacion hasta etapas
avanzadas del desarrollo, lo cual ha llevado a sugerir que estas células se producen

continuamente durante la vida del individuo. Figura 7.
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Figura 7. Cronograma de la formacion del bulbo olfatorio durante la gestacion (G) y el periodo posnatal (P).
Basado en datos de Santacana et al., 1992, Gong y Shipley, 1995 y Bailey et al. 1999.

El BO y sus vias asociadas constituyen parte de un sistema sensorial altamente
conservado en la evolucion de los vertebrados. EI BO ha sido reconocido por su alta
capacidad de sinaptogenésis y neurogenésis en la etapa adulta, caracteristica que lo
convierte en un modelo de estudio interesante desde el punto de vista de la plasticidad
neuronal (Lois y Alvarez-Buylla, 1993; Kornack y Rakic, 2001; Rakic 2002; Carleton et al.,
2003).

Las observaciones sobre las células troncales o células multipotenciales en el BO
embrionario, aportan conocimiento sobre los factores que intervienen en la proliferacion y
diferenciacion de las neuronas y de la glia durante el desarrollo y la etapa adulta, asi se
sabe que durante la embriogénesis tardia, las neuronas originadas de novo son agregadas
al BO a partir de células troncales localizadas en la ZSV del prosencéfalo (Vicario-Abejon
et al., 2003).

Finalmente en lo que se refiere a factores epigenéticos que influyen en el desarrollo
de la poblacién neuronal del BO, se encuentra el factor ambiental. Hay la evidencia de que
la exposicidn a un ambiente enriquecido con olores desde el primer dia de nacimiento en

la rata, potencialmente puede favorecer la proliferacion celular y aumentar el numero de

31



neuronas en la capa plexiforme externa y periglomerular en ratones adultos. Este efecto
de un ambiente estimulante pudiera asociarse a un mejoramiento del desempeino de la
memoria olfativa de los animales (Harvey y Cowley, 1984; Panhuber y Laing, 1987,
Rochefort et al., 2002).

D. Organizacién laminar del bulbo olfatorio principal

Existen diferentes tipos celulares que componen el BO, tales como las células
periglomerulares (Pg) con tres tipos de células yuxtaglomerulares, las cuales conforman la
cubierta glomerular en conjunto con las células de axon corto; las células en penacho
externas y medias, las células de van Gehuchten, las CM, las células granulares, las
células de Blanes, las células horizontales de Cajal, de Golgi, asi como algunas células en

proliferacion indiferenciadas.

A continuacion se mencionan las caracteristicas mas notables de los tipos celulares

mas estudiados cuya poblacién predomina en las capas que constituyen el BO.

El BO principal esta constituido basicamente por 5 capas de células tal y como se

muestra en la Figura 8.

CG

FraF:

Pl

Figura 8. Corte transversal del bulbo olfatorio principal (BO) de la rata. Capa del nervio olfatorio (CNO),
capa glomerular (CGL), capa plexiforme externa (CPE), capa de las células mitrales (CCM), capa plexiforme
interna (CPI), capa de las células granulares (CG) y flujo migratorio rostral (FMR). Modificado de Paxinos y
Watson (1986).
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1. Capa glomerular (CGL). Es la capa adyacente interna respecto al nervio
olfatorio en el BO, Figura 8, 9 y 10. Los glomérulos olfatorios (GOs) son el sitio inicial de la
integracion sinaptica en el sistema olfatorio después de que la molécula ha alcanzado los
receptores y se ha realizado el procesamiento de la transduccién de la sefial. La capa es
conspicua y se caracteriza porque los axones primarios de las NORs, hacen sinapsis con
las dendritas apicales de las CM y CP formando un denso neurdpilo dendritico. En la
formacion del GO se ha calculado que existen algunos millones de axones de las NORs
que convergen en cada uno de los glomérulos existentes. Estos a su vez llegan a
contactar las dendritas de las células mitrales cuya dendrita apical entra a un solo
glomérulo, la cual se ramifica en su interior. Se calcula que 25 células mitrales pueden
proyectar a un solo glomérulo y que hay ademas, la presencia de células
yuxtaglomerulares y gliales en la periferia y el centro del neurdpilo (Shipley, 1995). Los
GOs estan circundados por células Pg, las cuales son interneuronas o células inhibitorias,
las cuales morfolégicamente le confieren al glomérulo la forma esférica caracteristica y
funcionalmente regulan la transmision de la informacién proveniente del nervio olfatorio a

las células mitrales y en penacho (Shipley et al. 1995; Shipley y Ennis, 1996).

Formacién glomerular. La formacién de los glomérulos olfatorios depende de factores
periféricos, tales como la participacion de células receptoras primarias o células de
Schwann del nervio olfatorio, asi como la glia radial y los astrocitos. La glia radial que
forma los protoglomérulos migra hacia el centro del neurdpilo. Los glomérulos delineados
por las células gliales son formados en el neurépilo. Para el caso de la palomilla Manduca
sexta en la etapa adulta se forma un limite de glia en las capas multiples alrededor del
axon, la cual presenta una gran proporcion de dendritas en cada glomérulo: “Antes de la
llegada de los axones receptores, el neurdpilo asociado a las células gliales forman
algunos cuerpos celulares de borde grueso que circunscriben la esfera existente del
neurdpilo. Como un receptor, los axones entran, la glia prolifera y extiende sus procesos
entre los protoglomérulos que se forman de-novo para migrar hacia el centro del neurdpilo.
Eventualmente, los bordes llegan a ser mas gruesos y complejos, alcanzando las bases

del nuevo glomérulo” (Oland y Tolbert, 1996).

En lo que se refiere al numero de GOs que conforman esta capa en el BO, en la

rata se ha estimado un valor aproximado entre 1825 y 3000 (Abercrombie, 1946; Allison,
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1953; Meisami y Safari, 1981), mientras que sus dimensiones se han estimado en 68 um
(10-12 semanas), 71-77 um (Meisami y Safari, 1981; Pomeroy et al., 1990; Bailey et al.,
1999) o hasta las 80 y 160 micras de diametro en la rata (Shipley y Ennis, 1995). Por el
momento no se ha establecido una diferencia morfolégica entre los glomérulos que
conforman el BO y el BOA, pero al parecer los correspondientes al BOA son de menores
dimensiones. En cuanto a la densidad glomerular, se sabe que la formacién de glomérulos
se produce inicialmente de la porcidon mas rostral a la distal. Asi se muestra una diferencia
en la densidad rostro-caudal, con una densidad menor en la porcion media del BO la cual
aumenta en la porcion lateral rostral y disminuye hacia la regidn ventral medial y dorsal
(Royet 1988; Bailey, 1999). Figura 9.

PORCION DISTAL

PORCION MEDIA

PORCION ROSTRAL s &S
o

CORTE LATERAL DEL BO

Figura 9. Cortes transversales y longitudinal del BO. Se muestra el gradiente de densidad de los glomérulos
olfatorios en los distintos cortes. En A) se observa una mayor densidad de GOs en toda la superficie; en B)
se muestran en mayor concentracion los GOs en la regién lateral. C) corte que muestra una preponderancia
de GOs en la region ventral y medial. D, muestra la totalidad del BO y la distribucion de los GOs en la vista
longitudinal (reconstruccion basada en observaciones de Royet et al., 1988 y Bailey et al., 1999).

Estudios de microscopia electronica en la rata en estadio embrionario y posnatal
temprano muestran la penetracion de las células envainantes de la capa del nervio
olfatorio (G11-14) en la que se presume sera la capa glomerular, iniciandose asi la

formacion de los glomérulos (Valverde 1992; Bailey et al., 1999). Las células envainantes
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forman paredes que circundan a las regiones de alta densidad sinaptica. La glia radial
alcanza la que sera la capa glomerular. Se ramifica profusamente para formar un plexo, el
cual contribuye a la delimitacion del glomérulo individual a partir del dia 19 gestacional
(Bailey et al., 1989; Valverde et al., 1992). Los procesos de los astrocitos individuales se
restringen exclusivamente a un solo glomérulo al igual que los procesos multidendriticos
de las CM, de las CP y las yuxtaglomerulares los cuales contribuyen a la formacién de un

glomérulo maduro unico (Bailey y Shipley et al., 1993).

Figura 10. Fotomicrografia que muestra el volumen de un bulbo olfatorio con glomérulos olfatorios (GOs) en
color blanco. La barra de calibracion representa 250uM. Modificada de Purves (1994).

La glia tiene funcién de apoyo, aunque existen cada vez mas evidencias de su
participacion en el proceso de sefalizacion, regeneracion, asi como en su capacidad para
expresar moléculas promotoras e inhibidoras del crecimiento axonal (Liesi et al., 1983;
Butt, 2004). Durante el desarrollo en ratones transgénicos se ha observado la formacion
de protoglomérulos olfatorios con la presencia unica de glia y NORs, independientemente
de la presencia de CM y CP (Bailey et al., 1999). Existe ademas evidencia de la formacién
de GOs en ausencia de los axones de CM en ratones mutantes y la participacion tardia de
estas células (Hill et al., 1991; Royal et al., 2002). En cuanto a la formacién del glomérulo
olfatorio se sabe que los axones de las CM convergen tipicamente a dos glomérulos fijos
topograficamente en cada BO lo cual funcionalmente explica la formaciéon de un mapa
intrabulbar (Royal et al., 2002). En etapa posnatal los glomérulos continian su desarrollo y
las estructuras que se van agregando para su conformacion son las siguientes en el dia
PO, las NORs establecen contacto con el BO y las células Pg llegan a formar parte del BO.
Del dia P3-5 las CM se organizan dentro del BO, primero tangencialmente y

posteriormente de manera radial para conformar la capa de las CM. En el dia P4 la
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dendrita apical de la CM es proyectada hacia el GO para comprometerse con él. En el dia
P7 las NORs hacen contacto con el GO. En el dia P14 las CM y las NORs ya han
establecido contacto dentro del GO, constituyendo asi una etapa critica. Se considera que
para esta etapa los GOs ya poseen la estructura fisica y neuroquimica similar a los de un
organismo adulto. Sin embargo, la evidencia muestra que la actividad eléctrica del BO
similar a la de un organismo adulto se presenta hasta el dia P24, lo cual probablemente se
debe al proceso de maduracidon de las células granulares que continuan proliferando en
esta etapa. (Salas et al., 1969; Shipley, 1995; Malun y Brunjes, 1996; Bailey et al., 1999).
Figura 11.
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Figura 11. Cronograma de la participacion de las principales estructuras celulares que conforman el
glomérulo olfatorio en etapa posnatal. Cuadro basado en descripcones realizadas por Malun y Brunjes,
1996.

En el GO converge la informacién transducida proveniente de las NORs para ser
procesada y por las neuronas de segundo orden, CM y CP y ser modulada por las
interneuronas, las CG y las CPg, estas ultimas circundantes del GO, senal que es enviada
a relevos de integracién superiores (Kosaka y Kosaka, 2005). En los mamiferos, los
axones de las NORs convergen para formar los glomérulos en el BO creando un mapa
simétrico de los bulbos, el cual refleja la presencia de un circuito intrabulbar, el cual esta
mediado por CP externas. Estas células reciben informacion proveniente de un glomérulo

en un lado del bulbo, desde el cual proyecta los axones que terminan especificamente por
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debajo de los glomérulos isofuncionales en el bulbo opuesto, para formar un mapa
intrabulbar (Marks y Belluscio, 2005 SFN).

Entre algunos de los NT involucrados en la actividad del conjunto glomerular de la
capa que la constituyen, en especies como el hamster o el cobayo estan la metionina-
encefalina (met-ENK), el acido gama-amino butirico (GABA), el GABA+sustancia P (SP),
dopamina (DA) y el neuropéptido Y (NPY) (Burd y Tolbert en Finger et al., 2000).

Se ha observado la activacién diferencial de conjuntos glomerulares en algunas
regiones del BO, en respuesta a estimulos quimicos simples. Estos patrones de activacion
podrian indicar una organizacion diferencial del sustrato anatomico en forma de un mapa
glomerular en respuesta a factores intrinsecos del BO y a sus componentes, tales como el
umbral de respuesta a parametros de estimulacion olfatoria y el gradiente de
concentracion. Asi, una activacion a estimulos derivados de grupos funcionales quimicos
muy relacionados entre si, sugiere una discriminacion olfatoria altamente especializada
que se produce desde una regién periférica en la superficie del BO (Royet et al., 1988 y
Uchida, et al., 2000).

2. Capa plexiforme externa (CPE). Esta capa esta adosada internamente a la
capa glomerular. Muestra una baja densidad celular con un denso neurdpilo (Figura 7).
Los principales elementos celulares que la conforman son las prolongaciones dendriticas
de las células mitrales y somas de las células en penacho exteriores (10-15um), células en
penacho medias (15-18um) y células granulares. También estan presentes las células de
van Gehuchten (12-17um) las cuales son células que se caracterizan por tener dos o mas
dendritas primarias gruesas que yacen en esta capa. Estas células poseen dendritas
secundarias que corren tangencialmente a la CPE. Estas células forman sinapsis
reciprocas con las dendritas apicales de células granulares (CG). Las CP medias y
profundas, por su ubicacion en la capa, tienen proyecciones hacia el nervio olfatorio al
igual que las CM, por lo que funcionalmente pueden ser consideradas parte de las células
eferentes del BO. El aspartato (ASP) es el NT por excelencia empleado por las células en
penacho, aunque también participan el glutamato (GLU), la colecistoquinina (CCK), las

sustancia P (SP), el factor liberador de corticotrofina (CRF), el polipéptido intestinal
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vasoactivo (VIP), asi como el acido gama-amino-butirico (GABA) en sinergia con la
parvoalbumina (Shipley et al., 1995, Chen y Shepherd, 1997). Figura 8 y 12.

3. Capa de las células mitrales (CCM). Esta capa contiene una gran densidad de
somas de CM y una menor densidad de CG granulares arregladas en una monocapa. Esta
capa se adhiere internamente a la CPE. El tamafno del soma de las células oscila entre las
25 y las 35 ym (Shipley y Ennis, 1996). Las CM son una de las poblaciones neuronales
mas importantes ya que participan en la transmision y procesamiento de la informacion
olfatoria proveniente de la via periférica hacia regiones centrales. EI GLU, ASP, factor de
liberacion de la corticotrofina (CRF), el n-acetil-aspartil-glutamato (NAG) y la calretinina,
una proteina de union al calcio, son algunos de los NT conocidos que participan en la
sinapsis del nervio olfatorio y las CM (Shipley et al., 1995, Chen y Shepherd, 1997). Figura
8y12.
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Figura 12. Esquema de la organizacion de los tipos celulares del BO. Las neuronas olfatorias receptoras
hacen contacto con las dendritas de las células mitrales y las células en penacho formando asi los
glomérulos olfatorios. La estructura de las células mitrales esta ricamente arborizada con dendritas
primarias, secundarias y axones colaterales recurrentes. Las células periglomerulares y las células
granulares son interneuronas inhibitorias. Las primeras limitan los GOs. El BO se divide de acuerdo con la
distribucién de estos elementos. Esta figura representa algunas de las capas mas representativas presentes
en el BO (Adaptado de Shepherd, 1972). El significado de las abreviaturas de los NTs relacionados con la
funcion de las células del BO se menciona en el texto. La participacion del 6xido nitrico (ON) se muestra en
el apartado de las NORs. Figura modificada de Shepherd, 1972; Shipley et al., 1995 y Chen y Shepherd,
1997.
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4. Capa plexiforme interna (CPI). Estda compuesta de axones de las CM y CP,
dendritas de la CG que participan como interneuronas inhibitorias de las CM y CP. Esta
capa es la que ocupa una menor area en el BO. También estan presentes las células de
Blanes (16-23 um) y las células horizontales de Cajal, asi como algunos axones que se
originan del nucleo del rafe que producen serotonina (5-HT), del locus coeruleus (NA) y del
nucleo de la banda diagonal (ACh). Hay ademas células que contienen colecistoquinina
(CCK). Figura 8 y 12.

5. Capa de las células granulares (CCG). Como su nombre lo indica la presencia
de este tipo celular es preponderante, cuyas dimensiones oscilan entre las 8 y las 10um.
Se observan, ademas células de Blanes y células de Golgi (12-22um); las CG y Pg son
interneuronas inhibitorias capaces de modular la actividad de las CM y CP. Las CG
carecen de axones y sus dendritas basales se ramifican en esta capa, se activan por NT
inhibitorios tales como el GABA, la metionina-encefalina (MET-ENK), el neuropéptido Y
(NPY), la somatostatina, la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la calretinina. La
actividad de las CPg esta mediada por GABA, DA y SP (Shepherd, 1972; Shipley et al.,
1995; Chen y Shepherd, 1997). Las dendritas de las CM y CP hacen sinapsis con las
dendritas de las CG, las cuales corresponden inhibitoriamente con las dendritas de esos
tipos celulares. La mayoria de las CG contienen GABA, el cual es un NT inhibidor de las

CM y en penacho (Shipley y Ennis, 1996). Figura 8 y 12.

E. Codificacion olfatoria

En cuanto al procesamiento de la sefal odorifera a nivel de las NORs en el epitelio
olfatorio, se sabe que las células individualmente son sensibles a un subconjunto de
estimulos, y dependiendo del tipo de receptores expresados poseen una selectividad
hacia estimulos quimicos particulares. Las NORs exhiben diferentes umbrales a un
odorante en particular y pueden activarse o no en funcion de la concentracion pudiendo
estimular otras neuronas, de ahi que la concentracién del odorante sea relevante en la

activacion de cierto numero de GOs.
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Como en otros sistemas sensoriales, el arreglo topografico de las NORs que
expresan diferentes receptores a moléculas se conoce como codificacion espacial, aunque
en este sistema aun no esta bien definido, como en el caso del sistema visual. La
codificacion de la informacion olfatoria involucra variables temporales y espaciales que son
importantes en la codificacion de la informacion sensorial (Lledé et al., 2005). La accion de
olfatear, por otro lado es un evento peridédico que produce trenes de potenciales de accién
y actividad sincrénica en poblaciones neuronales combinadas temporalmente, capaces de

conformar una codificacion temporal (Purves et al., 2004)

En cuanto a la funcién del sistema olfatorio y con base en la anatomia del nervio
olfatorio se han sugerido dos modelos de codificacion olfatoria en los cuales participan los
GOs como las unidades funcionales del sistema olfatorio segun Le Gros (En Shipley y
Ennis, 1996).

El primero propone que cada glomérulo recibe fibras especificas con informacion de
algun odorante con una “cualidad” particular. La implicacion y contraposicion a este
modelo es que el volumen del BO requerido para representar todos los “olores” deberia
ser proporcional al numero de los diferentes tipos de receptores olfatorios presentes en el
epitelio olfatorio lo cual implicaria que el BO tendria que representar un volumen de
superficie muy grande para poder representar todos los posibles olores. Este modelo
como parte la hipétesis de la correspondencia de un receptor a una neurona todavia sigue
en discusion sin que hasta el momento existan pruebas contundentes al respecto
(Mombaerts, 2004).

El segundo modelo propone que cada glomérulo recibe informacién de diferentes
tipos de receptores. La distribucion aleatoria de las fibras individuales podria resultar en
una amplia variedad de tipos de fibras dentro del glomérulo de modo que cada glomérulo
codifica varios odorantes posibles. En este caso so6lo una pequefa proporcion del BO

podria ser capaz de representar a una gran variedad de moléculas odorantes.

Recientemente el modelo que se acepta es que los odorantes, generalmente
activan un conjunto de diferentes tipos de receptores, produciéndose un patron organizado

de activacion de los glomérulos distribuidos a lo largo de la superficie del BO, de tal modo
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que los diferentes odorantes activan diferentes combinaciones de glomérulos y la
identidad de cada codigo odorante posee un componente combinatorial critico. Estos
patrones de actividad dependen de la identidad de los glomérulos activos considerados en
una funcion temporal. Este mapa “odorifico” dinamico pudiera ajustarse con interacciones
sinapticas dentro del glomérulo entre las neuronas que lo componen y los glomérulos
adyacentes, o entre las neuronas y las capas subglomerulares una vez que la informacién
olfatoria aferente es transferida a neuronas de orden superior, por ejemplo, durante el
aprendizaje. Como resultado, tanto la distribucién espacial y la estructura temporal de la
actividad neuronal dan lugar a estudios prospectivos como una entidad del procesamiento

del mismo cdédigo (Lledd et al., 2005).

F. Via olfatoria.

La informacidén olfatoria llega por dos vias descritas hasta ahora, una proveniente
del sistema olfatorio principal y otra del sistema olfatorio accesorio, éste ultimo sistema ha
sido asociado mas a la codificacién de feromonas, aunque existe cada vez mas evidencia
anatémica y funcional que sugiere que ambos se encuentran altamente relacionados
(Meredith, 2001). Estudios de resonancia magnética funcional en ratbn muestran que tanto
el sistema olfatorio accesorio como el principal pueden responder a compuestos volatiles
aunque con diferente selectividad, lo cual sugiere una mayor integracion de ambas vias
olfatorias respecto a lo que convencionalmente se ha considerado (Xu et al., 2005). Figura
13.
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Figura 13. Via resumida que muestra la entrada del estimulo olfatorio en el sistema olfatorio principal y
accesorio. En el epitelio olfatorio la sefal es detectada y enviada al BO, proyectandose la sefial a la corteza
piriforme, complejo amigdaloide y corteza entorrinal para posteriormente pasar a vias neocorticales.
Modificado de Christensen y White, 2000.

El procesamiento de la sefal olfatoria abarca varios niveles. El primario involucra la

mucosa olfatoria y el BO. En el procesamiento primario la entrada de la sefial olfatoria se

41



lleva a cabo a partir de la recepcion de las moléculas olorosas en los receptores de la
mucosa olfatoria. Los axones primarios hacen sinapsis con las prolongaciones dendriticas
de las CM y las CP formando asi los GOs los cuales son las principales aferentes del BO.
Los axones de estas neuronas se proyectan hacia el nervio olfatorio y de ahi pasan a
formar parte de la comisura anterior para enviar la informacion al BO contralateral. Figura
14 y 15.
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Figura 14. Bulbo y cintillas olfatorias que muestran las relaciones de las neuronas olfatorias primarias y los
receptores de la mucosa nasal. Las células del nucleo olfatorio anterior forman grupos dispersos caudales
del BO. A, fibras del nucleo olfatorio anterior de proyeccién periférica. B, fibras del nucleo olfatorio anterior
de proyeccion central. (Modificado de Cajal, 1911 en Carpenter, 1991).

El circuito conecta al BO y al nucleo olfatorio anterior con sus homdlogos
contralaterales. Las CM reciben impulsos y son transmitidos a través de sus axones a la
capa fibrilar, donde las sinapsis producidas se establecen con las dendritas apicales de las
células del nucleo olfatorio anterior cuyos axones cruzan al hemisferio opuesto, via la
comisura anterior, pars bulbaris, entran al nucleo olfatorio anterior contralateral y hacen

sinapsis, también con las CG del BO contralateral. Figura 15.

42



Figura 15. Esquema de conexiones intrabulbares. Las células mitrales envian los impulsos olfatorios (1) al
nucleo olfatorio anterior homolateral, NOA (2, 3). De ahi los impulsos son transmitidos a las células
granulares internas (CGl) (5) provenientes del BO izquierdo (4, 7) a las CGI en el BO derecho contralateral.
Las CGl, en el BO izquierdo cierran este circuito (6) el cual es dirigido hacia las células mitrales (CM) del BO
contralateral derecho (9). Modificado de Valverde et al., 1965.

El centro secundario del olfato o perceptual, codifica la informacion olfatoria relevante
para la identificacion perceptual del odorante o el olor propiamente dicho y ocupa una
mayor parte de la circunvolucion parahipocampal. La informaciéon relevada del area
primaria a las areas olfatorias secundarias de la corteza olfatoria y regiones subcorticales
son provistas de conexiones centrifugas que regresan al bulbo olfatorio principal. De ahi,
la sefial se envia a la corteza piriforme, considerada como la principal regién de
discriminacion olfatoria, para posteriormente relevar la informacion al nucleo cortical de la

amigdala y el area entorrinal, la cual es proyectada al hipocampo. Figuras 16y 17.
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Figura 16. Vias de relevo de la informacion olfatoria. EI BO proyecta la informacion olfatoria al nucleo
olfatorio anterior, tubérculo olfatorio, corteza piriforme, nucleo cortical de la amigdala y corteza entorrinal.
Modificado de Buck, 2004.

Los centros nerviosos que participan en la percepcion olfatoria incluyen un namero
de areas corticales, tales como la corteza piriforme, el tubérculo olfatorio, el nucleo cortical
de la amigdala, el nucleo olfatorio anterior, porciones del hipocampo, corteza entorrinal
lateral y de la insula. El tubérculo olfatorio y la corteza piriforme proyectan a otras regiones
corticales olfatorias y al nucleo medial dorsal del tdlamo. Estas regiones, corticales y
talamicas juntas estan involucradas en la percepcion consciente de los olores. El nucleo
cortical de la amigdala y el area entorrinal son componentes del sistema limbico que
participan en el procesamiento afectivo de los olores (Dodd y Castellucci, 1991). Figuras
13y 16.
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Figura 17. Regiones del sistema olfatorio en el cerebro de rata. Bulbo olfatorio (BO), bulbo olfatorio
accesorio (BOA), corteza limbica (Cx limbica), tubérculo olfatorio, nucleo lecho de la estria terminalis,

talamo. Modificado de Bayer y Altman en Paxinos, 2004.

G. Desarrollo funcional del sistema olfatorio

Con relacion a la ontogenia funcional, Salas y colaboradores (1969) valoraron la
actividad eléctrica del BO en la rata neonatal (4 a 12 dias) comparandola con la actividad
de la corteza visual, al demostrar un cambio en la frecuencia de disparo promedio de
ambas cortezas. Asimismo, se observo que la actividad increment6 en paralelo, aunque la
actividad del BO se mantuvo por encima de la obtenida en la corteza visual. La actividad
eléctrica del BO semejante a la del estado adulto se observé hasta los 24 dias posnatales,
aunque se obtuvo un incremento de la actividad a partir del dia 12 posnatal. Las
diferencias en la frecuencia promedio entre el BO y la corteza visual en un periodo de 12 a
30 dias llegd a oscilar de 4 a 12 ciclos por segundo lo cual indic6 que los intervalos de
frecuencia en el BO son mas rapidos que en la corteza visual. Se sabe que mientras el BO
es eléctricamente quiescente en la primera semana posnatal, es capaz de tener un cierto

grado de funcion olfatoria, cuyo desempefio para discriminar mas finamente mejora con el
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desarrollo. Este es un aspecto de interés, dado que anatomicamente algunos de sus
componentes no estan plenamente maduros. Asimismo hay evidencia conductual acerca
de la funcidn olfatoria en edades tempranas antes de que el bulbo haya madurado
anatémicamente. Estudios con marcaje de la proteina de expresion temprana, c-Fos,
muestran activacion neuronal en la capa glomerular desde el nacimiento cuyo patrén de
actividad permanece sin cambio hasta las primeras 3 semanas de vida de la rata (Guthrie
y Gall, 2003). Se ha encontrado un correlato funcional con el morfolégico en la actividad
eléctrica medida en funcion del tiempo de disparo en el electro-olfatograma, llegandose a
encontrar que en la rata coincide con la primera expresion de la proteina marcadora
olfatoria (PMO) en las NORs, proteina que actua como indicador de la madurez de estas

neuronas (Allen y Akeson, 1985).

En el humano y en la rata existe evidencia de que el sistema olfatorio
conjuntamente con el sentido del gusto, es funcional in utero. Una caracteristica de los
animales altriciales macrosmaticos como lo son los roedores, es la aguda capacidad
olfatoria a sefiales odorificas relevantes en la edad temprana, asociadas a la dieta y los
olores con los cuales esta familiarizada la hembra. Esto le permite a la cria localizar y
succionar los pezones de la madre, inmediatamente después del nacimiento aunque no se
encuentre madura visual y auditivamente (Smotherman, 1982; Pedersen et al., 1983;
Schaal et al., 1998; Winberg y Porter, 1998; Guthrie y Gall, 2003).

H. Conductas guiadas olfatoriamente

El sistema olfatorio en mamiferos como se ha reiterado, constituye un sentido
indispensable para la sobrevida, principalmente durante la etapa de lactancia, de ahi que
la conducta que la cria y la madre desempefian durante esta etapa determina en parte el
exito de la sobrevivencia. La conducta con sus componentes heredados y aprendidos
poseen una complejidad supeditada a estos componentes tales como el aprendizaje
derivado de la experiencia y la motivacion. A continuacion se mencionan algunas

caracteristicas de estos aspectos relacionados con la la capacidad olfatoria.
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Percepcion

La percepcion de un objeto es un fenomeno basico de los sistemas sensoriales que
puede ser manejado por sistemas de “cableado” innato que ha evolucionado para
reconocer estimulos altamente especificos o puede ser manejado por la experiencia con
base en la memoria. Esta ultima forma de manejar el estimulo puede incluir tendencias
innatas para discernir algun tipo de objeto respecto a otro, aunque en general, este tipo de
percepcion basada en la memoria puede aumentar significativamente la amplitud y la
flexibilidad de las habilidades preceptuales. La percepcion del objeto frecuentemente es
multimodal y sintética lo cual ha llegado a ser considerada como una ventaja adaptativa
para el procesamiento del estimulo, pudiendo proveer una rapida identificacion y
reconocimiento del objeto y su discriminacion de objetos similares al suprimir la percepcion
de las caracteristicas de los componentes. Esta percepcion sintética de los componentes
aumenta la identificacion de los objetos familiares de los estimulos de fondo lo cual facilita
una constancia perceptual como algo que no cambia a pesar de la entrada de otros

estimulos espacio-temporales (Wilson y Stevenson, 2006).

Motivacion

De la literatura se sabe que entre las variables motivacionales que afectan las
reacciones heddnicas a los olores se encuentran aquellas relacionadas con el hambre y la
saciedad, en respuesta a aromas relacionados con el alimento pero no asi con aromas no
relacionados con los mismos, asi como aquellas relacionadas con la excitacidn sexual, en
animales maduros, que pueden aumentar la aceptacion de algunos olores corporales
considerados como menos placenteros, como en el caso humano. Asi algunos estudios
han mostrado que algunos aromas relacionados con alimentos después de la
alimentacion, no resultan ser tan placenteros, lo cual podria estar mediado por la
presencia de alimento en el intestino, en tanto que el olor de atractivo sexual se relaciona
con la excitacién que lleva a un cambio en la forma en que los olores son heddénicamente
evaluados. En ambos casos se asume que los aspectos cualitativos de la sensacién
olfatoria permenecen sin cambio mientras que el componente hedodnico se modifica
(Wilson y Stevenson, 2006).
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Experiencia

Por otra parte la experiencia es un factor de ajuste a la codificacion olfatoria,
pudiendo mejorarla o modificarla de modo que las caracteristicas familiares sean mas
precisas o codificables. También se considera que la experiencia podria ajustar la
codificacion al olor a través de la sintesis de la concurrencia de las caracteristicas de los
objetos olorosos y posteriormente a la integracion olfatoria permitiendo que la
representacion de estos olores sea mas facilmente discriminada de otros patrones de olor
similares. La percepcion sintética de los objetos pudiera construirse ademas de las
caracteristicas volatiles submoleculares y moleculares multiples de componentes
multimodales o ser influenciados por interacciones intermodales (Wilson y Stevenson,
20006).

lll. Efecto de la malnutricion/desnutricidon y otros factores epigenéticos en el sistema

olfatorio

El modelo de malnutricién por deficiencia de caseina (8%) en la dieta produce
alteraciones morfolégicas en el desarrollo del BO de la rata tales como una menor tasa de
migracion, decremento transitorio en el volumen de la capa y reduccidn del numero de
dendritas de las células granulares (Almli et al., 1985). Del mismo modo una modificacion
en el numero de CGs puede ser derivado de la malnutricién debido a alteraciones en la
tasa de muerte celular, proliferacion, migracion y maduracién, los cuales son factores que
participan en el mantenimiento del numero de las células granulares (Kaplan et al., 1985;
Tolley y Bedi, 1994). La desnutricion por incremento de la camada y malnutricion adicional
de la madre (8% caseina) llega a incrementar la actividad de las CM, lo cual
probablemente pudiera deberse a una disminucién en la capacidad de inhibicién de las
CG. Estas alteraciones debidas a la desnutriciéon podrian modificar los niveles de NTs y la
capacidad de respuesta en las células inhibitorias, que le pudiera causar cambios
paralelos en la actividad sinaptica y en las respuestas de estimulacion (Math y
Davrainville, 1980). Electrofisiolégicamente se ha observado que la desnutricion modifica
la maduracién funcional de las CM al incrementar la actividad fasica tras la estimulacion y
reducir la inhibicion post-sinaptica, lo cual sugiere que la participacion inhibitoria de las CG

probablemente se ve disminuida (Math y Davrainville, 1980). El empleo de un paradigma
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experimental por oclusion de la narina y desnutricion muestra la reduccion de la presencia

de vesiculas sinapticas en las células del BO (Torrero et al., 2001).

Otros factores epigenéticos influyen sobre la morfologia de las estructuras que
conforman el BO, asi por ejemplo, un cambio mecanico como la oclusién de narina no
modifica la morfometria de los GOs ni el nUmero o diametro, en tanto que un estimulo
quimico como la exposicién al ozono en concomitancia con la desnutricion durante el
desarrollo disminuye su numero y talla (Meisami-Safari, 1981; Frias et al., 2004).
Finalmente en ratones knock-out del gen que codifica para la proteina formadora de
canales de potasio Kv 1.3 se observa un aumento del nimero de los GOs con un correlato

funcional en el incremento de la agudeza olfatoria (Fadool, 2004)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema olfatorio es importante porque le confiere al individuo la capacidad de
sobrevivencia debido a que es un sistema sensorial a distancia que participa en la
discriminacion y seleccion del alimento, reconocimiento entre congéneres, afinidad

reproductiva y la relacion madre-cria en las especies altriciales como la rata.

Desde el punto de vista fisiolégico y de desarrollo se afade el creciente interés de
conocer los mecanismos que participan en el funcionamiento del sistema olfatorio a nivel
periférico, de integracion central y cognoscitivo, ya que su déficit funcional se ha asociado
con enfermedades neurodegenerativas y desnutricidon, sin embargo, existe poca
informacion respecto a los efectos de la desnutricidn en la morfologia celular y la

organizacion funcional del sistema olfatorio.

El BO es una estructura que forma parte del sistema olfatorio es susceptible a la
desnutricion como factor epigenético capaz de incidir en el desarrollo cerebral. Por ello y
con base en los antecedentes observados en otras estructuras del SNC, se podria esperar
que los componentes y agregados celulares que constituyen el BO se modificaran cuando
aun no ha madurado posnatalmente (periodos criticos) mostrando efectos tales como una
disminucién del numero de neuronas, retraso de la migracion y una alteracion de la

organizacion estructural. Por ello en este trabajo es de interés evaluar las posibles

49



alteraciones producidas en el BO derivadas de la desnutricion posnatal de la rata en
desarrollo, en los complejos celulares del BO, la organizacion laminar, los GOs, la unidad
funcional del sistema olfatorio y las células mitrales, las cuales son neuronas de segundo

orden y uno de los principales tipos celulares que lo constituyen.

HIPOTESIS

Dado que la desnutricion neonatal altera gran parte de la organizacién estructural

del SNC se plantean las siguientes hipotesis:

1. Si la desnutricion altera la organizacion de BO se podria esperar que el area de las
capas del BO disminuya como se ha observado en las laminas de la corteza en otros

trabajos.

2. Si los GOs en condiciones de nutricion adecuada muestran una densidad diferencial en
el BO, entonces por efecto de la desnutricidn pudieran retrasar su desarrollo en diferentes

regiones del BO pudiendo desfasarse y mostrar un menor niumero y tamano de GOs.

3. Si hay tipos celulares que se modifican en sus procesos dendriticos, entonces podria
esperarse que las CM que conforman los GOs y el BO tengan una reduccion del soma, de

su complejidad y de su longitud dendritica.

4. Si la reduccion del peso es un efecto caracteristico de la desnutricion entonces se
podria esperar que estos animales muestren una reduccién de al menos un 10% tanto en
el cuerpo como en el cerebro y un retraso de la maduracién de los canales auditivos y

visuales, acorde con estudios previos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto de la desnutricion posnatal del BO alos 7, 14 y 21 dias en la rata

desnutrida posnatalmente por la ligadura de los conductos galactéforos de la madre.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la efectividad de la carencia nutricia en el desarrollo fisico de los animales
al comparar el peso corporal, el peso cerebral y la maduracion de la apertura de los

meatos auditivos externos y de los parpados.

Determinar el area de la region media del BO para evaluar el impacto de la

desnutricion neonatal.

Evaluar el efecto de la carencia nutircia en la organizacion de las capas del BO al
obtener un indice de relacion proporcional entre el area del BO y el area de sus principales
capas constitutivas: capa plexiforme externa, capa de las células mitrales y capa de las

células granulares.

Conocer la influencia de la desnutricion neonatal en la organizacion de los GOs al
obtener y comparar su numero, parametros de longitud mayor, area y perimetro en

diferentes regiones del BO.

Determinar el impacto de la desnutricion neonatal en las CM al comparar los
parametros del area y perimetro del soma, asi como la complejidad de los 6rdenes

dendriticos y longitud dendritica.

MATERIALES Y METODOS
l. Animales

En este estudio se emplearon ratas macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus)
del bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM, Campus Juriquilla, Querétaro. Los
experimentos se realizaron bajo las normas del Comité de Bioética del mismo Instituto de
acuerdo con los Lineamientos para el Cuidado y Uso de Mamiferos en Neurociencia e
Investigacion Conductual (National Research Council, 2003). Las edades estudiadas
fueron 7, 14 y 21 dias. Las crias utilizadas para el estudio se obtuvieron de hembras de

tres meses de edad (250-300g) una vez que parieron.
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En el primer dia de edad posnatal las camadas se mezclaron y se ajustaron a 8
crias, de las cuales cuatro fueron hembras y cuatro machos que fueron utilizados para el
presente estudio. Se seleccionaron 8 machos de cada una de las tres edades y se
separaron en dos condiciones: control, C (n = 24) y desnutrido, D (n = 24) para la técnica

de Nissl y el mismo numero de animales para la técnica de Golgi-Cox. Véase Cuadro 2.

A. Evaluacion del desarrollo fisico

Con el propésito de evaluar el desarrollo fisico, los animales se pesaron y midieron
alos 7, 14 y 21 dias de edad, esto es, el dia del sacrificio. EI numero de la muestra para la
los datos del peso corporal y cerebral fue de n=8, para cada edad, en dos condiciones
nutricias, con una N = 24 para cada grupo. Con el fin de establecer la relacion alométrica
entre el peso corporal y el peso cerebral se obtuvo el valor de la diferencia entre el peso

cerebral y el peso corporal, comparandose con una t de student.

: ; PESO CEREBRAL
RELACION ALOMETRICA =

PESO CORPORAL

Se evaluaron, ademas, la apertura palpebral y de los meatos auditivos externos a
partir del dia 8 al 16 posnatal en ambos grupos, en una muestra de n = 11 para el grupo C
y para el grupo D, respectivamente. Para ello se asignaron escalas de medicion nominal

de acuerdo con la siguiente escala. Cuadro 1.

Cuadro 1. Escala de valores relativos empleada para evaluar la apertura de meatos auditivos y parpados.
Parpados o meatos auditivos externos completamente cerrados

0

1 Un tercio de los parpados o meatos abiertos
2 Mitad de la estructura abierta
3

Estructura completamente abierta
Il. Alimentacién

La nutricion de las madres fue de una dieta balanceada administrada ad libitum
(Lab Science®) con un contenido de proteina del 21%, también con libre acceso al agua.
El grupo de las crias control (C) permanecié 12 h con la madre y 12 h con una madre

nodriza lactante que fue una hembra que parié el mismo dia que la madre o con un dia de
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diferencia. Las crias del grupo control tuvieron acceso a la leche de ambas hembras las 24
h del dia. A una hembra madre se le realiz6 una cirugia simulada sin ligarsele los
conductos galactéforos. El grupo de los crias desnutridas (D) permanecié con su propia
madre durante 12 h, la cual fue sometida a la ligadura de los doce conductos galactéforos,
posteriormente esta hembra fue intercambiada por una hembra nodriza también lactante
durante las 12 h restantes del dia la cual les proporcioné la alimentacion durante 12h ya
fuera durante el dia o la noche segun fuera la alternancia. Este procedimiento de
alternancia de las hembras se realizé diariamente del dia 1 al 21 de edad o hasta el dia
que la cria fuera sacrificada para su estudio. La ligadura de la madre se realizdé a una de
un par de hembras que parieron el mismo dia o maxime con 1 dia de diferencia. La cirugia
se realizd bajo anestesia general en el dia 2 posnatal de las crias, ligando los conductos
galactoforos con hilo quirdrgico subcutaneo permitiendo la succion de las crias después de
su recuperacion. La desnutricidon por ligadura de los conductos galactéforos e intercambio
de las hembras se realizé con el fin de evitar la carencia de estimulos sensoriales

provenientes de la hembra (Salas et al., 1984).

Cuadro 2. Distribucion del nimero de animales de acuerdo a la condicién nutricia, edad y tratamiento
histologico.

Grupo Control (C) N =48 Grupo Desnutrido (D) N = 48

n = 24 cerebros de machos para la técnica de | n=24 cerebros de machos para la técnica de

Nissl distribuidos en tres edades Nissl distribuidos en tres edades
7 diasn=28 7 diasn=38
14 diasn=8 14 diasn=38
21 diasn=38 21diasn=38
n=24 cerebros de machos para la técnica de | n=24 cerebros de machos procesados para
Golgi-Cox distribuidos en tres edades la técnica de Golgi-Cox distribuidos en tres
7 diasn=28 edades
14 dias n = 8 7diasn=38
21 dias n = 8 14 diasn=38
21diasn=38

lll. Condiciones de mantenimiento

Los animales se mantuvieron en condiciones controladas con un ciclo de luz/

oscuridad 12:12, (luz 8:00 am) y una temperatura controlada de 25°C + 1°C.
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IV. Histologia

Con el propodsito de evaluar la morfologia de las células del BO se utilizaron
las técnicas de Nissl y de Golgi-Cox'. Para ello se eligieron los cortes con células
completas y mejor impregnadas. Los cortes fueron seriados. Los tejidos tratados con la
tincion de Nissl o violeta de cresilo provinieron de animales sacrificados a los 7, 14 y 21
dias de edad (n = 8 para cada edad). La n fue de 24 para cada grupo como se aprecia en
el Cuadro 2. Los animales se anestesiaron con éter y se perfundieron por la via del
ventriculo izquierdo del corazén con solucion salina y paraformaldehido al 4%, 0.1M (JT
Baker ®), Los animales fueron decapitados y se les removié el cerebro y pesd. Los
cerebros se colocaron por separado y se mantuvieron en paraformaldehido de la misma
concentracion durante 1 semana. Posteriormente el BO se cortd en secciones coronales

de 30 [Im seriadamente.

La técnica de Golgi-Cox es una técnica por impregnacion de sales que permite
observar el soma neuronal, el axén y el arbol dendritico (Ramén-Moliner, 1970). Esta
técnica se realizé en animales de 7, 14 y 21 dias de edad, con una n = 8 para cada edad,
N = 24 para el grupo C y N = 24 para el grupo D. Los animales fueron anestesiados con
éter (JT Baker®) y posteriormente fueron decapitados. Los cerebros se removieron
inmediatamente, se pesaron y se cortaron en bloques transversales para su mejor
impregnacion, quedando inmersos en la solucion de Golgi-Cox. Cinco semanas después,
los bloques fueron deshidratados y embebidos en proceloidina diluida al 35% con isopropil

(Fluka). Posteriormente, se cortaron en secciones transversales de 120-140 um.

La medicién del area del BO completo, las capas del BO y los GOs, esto es el tejido
tefido con Nissl se obtuvo por medio de un microscopio Nikon Eclipse E-600 de contraste
de fases y fluorescencia (Scanalitics de iMac) y un sistema de analisis de imagenes (IP
Lab v3.6) de Macintosh. La amplificacion al microscopio se hizo con un objetivo de 4X
para el BO y las capas, mientras que para la evaluacion de los GOs se utilizé un aumento
de 10X. La medicién de los parametros de las CM se realiz6 con un microscopio de luz y
fluorescencia Leica Diastar, modelo 420. Ambos microscopios se calibraron con una

reglilla Leica de 1mm. La amplificacion de las CM fue de 40x
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A. Morfometria del BO y sus capas

El area del BO se obtuvo de la region media del BO la cual fue elegida porque
mostré los componentes indispensables de las variables a medir como las capas
caracteristicas del BO y los GOs. Los cortes elegidos fueron aquellos mejor tefidos vy
conservados de la porcién media del BO, a una distancia entre las 1450 + 150 um de la
porcion rostral a distal del BO. Con este mismo material tefiido con la técnica de Nissl se
evaluo el area de las tres capas celulares del BO: 1) capa plexiforme externa, CPE, 2)
capa de las células mitrales, CCM y capa de las células granulares, CCG. El numero de
BO evaluados fue de 8. Posteriormente se obtuvo el indice de relacién entre el area del
BO y el area respectiva de cada capa. El indice se obtuvo asignando el valor de 100% al
area total del BO, el cual se multiplicé por el valor del area de la capa a evaluar (fuera esta
CPE, CCM o CCG), cuyo resultado se dividio entre el valor del area del BO. El indice fue

producto de una regla de tres, v. gr.

AREA CPE, CCM O CCG x 100

AREA DEL BO

B. Morfometria de los GOs

Se obtuvo el numero, perimetro, area y longitud mayor de los glomérulos por
cuadrantes o regiones: region dorsal medial (DM), regién dorsal lateral (DL), regién ventral
medial (VM) y regidn ventral lateral (VL). EI numero se evalud en el corte completo y el
area, perimetro y longitud se evalu6 en tres GOs de cada cuadrante, independientemente
de su tamafio como se muestra en la Figura 18. El interés de evaluar los GOs por regiones
en el BO se realizé con el fin de encontrar alguna posible diferencia debido al desarrollo
diferencial de glomérulos por zonas como lo muestran estudios anatémicos y funcionales
previos (Royet et al., 1988; Bailey et al., 1999; Uchida et al., 2000). La cuantificacién del
numero de GOs, se realizé6 en 8 BO. Para la evaluacién del area, perimetro y longitud
mayor, el numero de glomérulos evaluados para cada grupo fue de n = 96 en 8 BO y

cuatro regiones de cada uno, como se indica en el Cuadro 3.

" El método de las técnicas se describen en el apéndice del escrito.
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Cuadro 3. Numero de glomérulos evaluados de acuerdo con la condicion nutricia durante el desarrollo
(edad). DM = region dorsal medial, DL = regién dorsal lateral. VM = region ventral medial, VL = region ventral

lateral. Se evaluaron 96 GOs para cada region.

EDAD 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS
GRUPO DM-DL-VM-VL DM-DL-VM-VL DM-DL-VM-VL
Control 3 GOs x 4 regiones =12 | 3 GOs x 4 regiones =12 | 3 GOs x 4 regiones =12
12 GOs x 8 BO=96 GOs | 12 GOs x 8 BO=96 GOs | 12 GOs x 8 BO= 96 GOs
Desnutrido 3 GOs x 4 regiones =12 | 3 GOs x 4 regiones =12

12 GOs x 8 BO= 96 GOs

12 GOs x 8 BO= 96 GOs

3 GOs x 4 regiones =12
12 GOs x 8 BO= 96 GOs

- DORSAL
| MEDIAL
(DW)

L
VENTRAL
MEDIAL

Figura 18. Regionalizacién del BO en cuadrantes: Dorsal Medial (DM), Dorsal Lateral (DL), Ventral Medial
(VM) y Ventral Lateral (VL). Se muestra uno de los bulbos olfatorios de una rata control de 14 dias de edad.
Los circulos abiertos representan la ubicacion de los glomérulos olfatorios que se eligieron para su
evaluacion y el nimero de GOs evaluados, tres para cada cuadrante por laminilla observada. El aumento es
de 4X. La barra de calibracién indica 1 mm.
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C. Morfologia de las CM

La evaluacion de los parametros morfométricos de las CM se efectuaron en
cerebros tratados con la técnica de Golgi-Cox. Los parametros que se evaluaron fueron el
area, longitud mayor del soma, complejidad del orden dendritico y la longitud de las
prolongaciones dendriticas por el método de Sholl (1953). Estos dos ultimos parametros
se obtuvieron con ayuda de un analizador de imagenes (Perception Analysis System por
Interfase Humano-Computadora, Cambridge, Reino Unido), en donde se ubicé el soma de
la célula al centro de los circulos concéntricos, los cuales poseen una separacion
equidistante de 40 um. La amplificacion al microscopio se hizo con un objetivo de 40X. La
Figura 19 muestra un esquema de una célula en donde los numeros ordinales indican el
orden dendritico o complejidad de ramificacion dendritica (10, 20, 30, 40 y 50), siendo
mayor la complejidad en relacion al numero, asi el primer orden fue el mas cercano al
soma y aumenté conforme se alejé del mismo. La longitud dendritica se obtuvo al contar
las intersecciones de las dendritas con los circulos, a cada circulo le correspondié un valor
de cierta longitud, esto es: a) 40 um, b) 80 um, c) 120 um, d) 160, e) 200 um, f) 240 um vy
g) 320 um.
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Figura 19. Esquema de una neurona que muestra el método de Sholl para evaluar los érdenes dendriticos o
complejidad de las ramas y su longitud.

En el Cuadro 4 se muestra la distribucion del numero de CM para cada edad y grupo.

Cuadro 4. Numero de células mitrales evaluadas en el BO.

EDAD 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS
Células mitrales Células mitrales Células mitrales
GRUPO
Control n=20 n=20 n=20
Desnutrido n=20 n=20 n=20

Inicialmente se tenia contemplado evaluar los parametros morfométricos de las

células en penacho y de las células granulares. Las CP no se evaluaron debido a que se

observo un numero muy reducido de las células tefiidas por la técnica de Golgi-Cox ya que

esta técnica tifne alrededor de un 4% del total de células, lo cual impide obtener una

muestra significativa, aunque la ventaja es que muestra células con gran densidad. En lo

que se refiere a las células granulares tefidas por esta técnica, no se evaluaron debido a
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que en esta etapa del desarrollo mostraron una apariencia alargada aun indefinida
probablemente debido a su relativa inmadurez a los 7 y 14 dias posnatales y los artefactos

de la técnica.

D. Pruebas conductuales de discriminacion olfatoria

Con el propésito de complementar los resultados presentados se realizaron pruebas
conductuales. Las cuales se efectuaron en grupos independientes, con una n= 8 para

cada edad en cada grupo.

Con el fin de valorar el desempeno olfatorio de los animales sometidos a
desnutricion se realizé una prueba de discriminacion a un olor relevante como lo es el
aserrin del nido de la madre. La prueba se llevo a cabo a los 7, 14 y 21 dias de edad en
animales de ambos sexos de cada uno de los grupos experimentales. El dispositivo de
prueba fue una caja de madera con las siguientes dimensiones: 35.7 largo x 26.3 ancho y
7cm de profundidad forrada de plastico en las paredes internas, a la cual se le coloco
aserrin proveniente del nido materno reciente en un lado y aserrin limpio en el otro, ambos
lados contaron con una cantidad aproximada de (15g) sobre un area de 15 x 15cm que
ocupd el lado derecho e izquierdo de la caja, respectivamente. Durante la exposicidon
olfatoria de cada sujeto, se cambid el orden aleatoriamente. Los montones de aserrin
contrapuestos entre si estuvieron separados por una pared de cartoncillo de 1cm de
grosor, con una longitud de 14.5cm y una altura de 7cm. La distancia de separacion entre
los dos tipos de aserrin fue de aproximadamente 10 cm. Sobre la caja conteniendo el
aserrin, se colocé una malla de plastico extendida sobre cuya superficie pudieron
deambular las crias con el fin de que pudieran oler el aserrin sin tener acceso directo al
mismo. La prueba se realizé de manera individual para cada animal: la cria fue colocada
en un area intermedia neutra bajo la cual no habia aserrin, en posicion contraria a la
ubicacion del mismo (Figura 20). Las variables a evaluar fueron latencia de aproximacion
al aserrin proveniente del nido de la madre, duracion de permanencia sobre este aserrin y
sobre el aserrin limpio, asi como frecuencia de orientacion hacia ambos tipos de aserrin.
El aserrin del nido de la madre siempre fue fresco del dia de la prueba y se tomd de la

caja a la cual pertenecia la cria. Después de que cada cria desempefo la prueba, se
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limpio la superficie de la malla con el fin de eliminar el olor de la misma con agua y alcohol

50%/50%. La prueba se filmé durante 5 min.

Se consideré como la latencia de aproximacion al aserrin del nido de la madre
al tiempo que le tom¢ a la cria desplazarse de la zona neutra hasta el lugar por encima del

aserrin con el olor del nido de la madre.

La duraciéon sobre el aserrin del nido de la madre fue considerada como el
tiempo transcurrido en que la cria ubicod las extremidades anteriores, la cabeza, o el
cuerpo completo sobre la malla por encima del aserrin del nido de la madre y permanecié

sobre él. Se sumaron las duraciones de los distintos episodios de permanencia.

La duracion sobre el aserrin limpio se obtuvo del tiempo transcurrido sobre este
aserrin. Los criterios fueron los mismos que para la permanencia de la cria sobre el

aserrin del nido de la madre.

Frecuencia de orientacion. Se refiere al numero de veces que la cria adoptd una
posicion frontal hacia el aserrin elegido, ya fuera el aserrin limpio o el aserrin del nido de la

madre, a una distancia aproximada de 2 cm al aserrin en el plano horizontal.

azertin limpio asertin de la madre

26.3 cm
10 em
é Zona neutra
,/ Tcm
35.7 cm

Figura 20. Caja de prueba utilizada para evaluar la discriminacion olfatoria de las ratas CyD alos 7, 14 y 21

dias de edad.
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V. Analisis estadistico

Para todos los datos obtenidos se practicé una prueba de Kolmogorov-Smirnov de
una muestra, con el fin de verificar si los datos mostraban una distribucion normal y asi

determinar el empleo de una prueba paramétrica o no paramétrica.

Los valores de peso corporal y peso cerebral de las crias se compararon al utilizar
un ANOVA de 2 vias: dos condiciones nutrimentales, control (C) y desnutridos (D) x 3
edades (7, 14 y 21 dias posnatales). Los valores obtenidos de la apertura palpebral y de
los meatos auditivos se analizaron con estadistica no paramétrica mediante la prueba de
Kruskall-Wallis y una prueba post hoc de U de Mann-Whitney para determinar las

diferencias entre los grupos.

Los valores obtenidos de la cuantificacién y medicién de los glomérulos olfatorios
del BO se analizaron con una ANOVA de 3 vias: dos condiciones nutrimentales (Cy D) x 3
edades (7, 14 y 21 dias posnatales), x 4 parametros (numero, area y longitud mayor,
parametros que se analizaron por cuadrantes: 1) porcion dorsal medial, DM, 2) porcion

dorsal lateral, DL, 3) porcion ventral medial, VM y 4) porcién ventral lateral, VL.

Las comparaciones entre los indices de area de las CM respecto al BO se
obtuvieron por medio de un ANOVA de 3 vias: dos condiciones nutrimentales (Cy D) X 3
edades x 3 parametros (indice de area de la CPE, CCM o CCG). Como prueba post hoc

se utilizé la prueba de Tukey con un valor de significacion a < 0.05. Figura 21.

Los parametros obtenidos del soma, axén y dendritas de las CM se analizaron por
medio de un ANOVA, de 3 vias: dos condiciones nutrimentales (C y D) x 3 edades (7, 14 y
21 dias posnatales) x 3 parametros (area, perimetro, orden dendritico y longitud mayor del
soma). El nivel minimo de significacion asignado fue de un valor o < 0.05. Se empled la
prueba post hoc de Tukey para valorar las diferencias significativas entre los grupos. La

valoracion estadistica se realizd con el programa Systat, version 7.0.
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Los resultados obtenidos de las pruebas conductuales también se analizaron por
medio de una prueba de ANOVA, de 3 vias, dos condiciones nutricias (C y D) x 3 edades
(7, 14, y 21 dias) x 6 diferentes tipos de conductas de orientacion (latencia de
acercamiento al aserrin del nido de la madre, latencia de acercamiento al aserrin limpio,
duracion de permanencia sobre el aserrin del nido materno, duracién de permanencia
sobre el aserrin limpio, frecuencia de orientacion al aserrin del nido de la madre,

frecuencia de orientacion al aserrin limpio).

Figura 21. Fotomicrografia de un corte de uno de los BO en el cual se muestra la delimitacion del area de
las capas plexiforme externa (CPE), de las células mitrales (CCM), y de las células granulares (CCG). La
barra de calibracién equivale a 100 pm.

RESULTADOS
l. Valoracion fisica de los animales

A. Peso corporal

Se compararon los pesos de las crias del grupo control (C), n = 8 y desnutrido (D),

n = 8 durante la lactancia, a las edades de 7, 14 y 21 dias, observandose una menor
ganancia del peso en el grupo desnutrido, F(1,14) = 126.26, p < 0.0001, el cual fue
afectado por la edad, F(2,28) = 205.99, p < 0.0001, con una interaccion significativa entre
la condicion nutricia y la edad, F(2, 28) = 10.94, p < 0.0001. Las comparaciones post hoc
mostraron una menor ganancia del peso, p < 0.01 en el grupo D a partir del dia 7 hasta el
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dia 21 posnatal. La ganancia del peso en el grupo D fue aproximadamente del 35 al 40%
menor respecto al grupo C para esta muestra, tal como se observa en la Grafica 1. Figura
22.

40
35

25
20
15
10

PESO CORPORAL [g]
|
Q

7 14 21
EDAD [dias]

Grafica 1. Comparacion del peso corporal entre los grupos control (C) y desnutrido (D). La prueba post hoc
de Tukey mostré diferencias entre las medias + Error Estandar de la Media (EEM) de ambos grupos. Nivel
de significancia, *p < 0.01, n = 8 animales para cada grupo.

Figura 22. Diferencias fisicas entre animales control (C) y desnutridos (D) a los veintiun dias de edad.
Calibracién 2 cm.
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B. Peso cerebral

Se compar¢ el peso cerebral fresco del grupo D respecto al grupo C, encontrandose
diferencias significativas debidas a la desnutricion F(1,14) = 50.08, p < 0.0001, la cual fue
modificada por efecto de la edad, F(2,28) = 174.36, p < 0.0001, sin encontrarse diferencias
en la interaccion entre ambos factores. La prueba post hoc mostré diferencias alos 7, 14 y
21 dias (p < 0.01) en una muestra de N = 24 para cada grupo, n = 8 por edad. El déficit de
peso cerebral en las tres edades fue de aproximadamente un 15 al 25% respecto al grupo

C para esta muestra. Los resultados se muestran en la Grafica 2.
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Grafica 2. Peso cerebral de animales estudiados de acuerdo con su condicion nutricia, C=grupo control,
D=grupo desnutrido. * Diferencias significativas entre las medias + EEM de ambos grupos. Se realizé una
prueba post hoc de Tukey para comparar las diferencias, p<0.01. El nUmero de cerebros pesados fue de N =
24 para cada grupo, con una n = 8 para cada edad.

Se observé que la disminucion del peso corporal en términos proporcionales en las
edades mas maduras fue mayor respecto a la disminucién del peso cerebral en las
mismas edades, por ello se realizé un analisis de la relacion alométrica entre ambas
variables, obteniéndose la diferencia del valor del peso cerebral respecto al valor del peso

corporal. Estas relaciones se compararon con una prueba de t de student, la cual mostré
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diferencias significativas (p < 0.05), indicando que efectivamente la relacion de

disminucién de peso no fue igual entre ambas variables.

Cuadro 4. Relacion alométrica entre el peso corporal y cerebral en las diferentes edades.

GRUPO 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS
CONTROL 0.051 0.047 0.038
DESNUTRIDO 0.057 0.061 0.052

C. Apertura de los meatos auditivos externos

El numero de animales evaluados para estas variables fue de n = 11 para cada
grupo, C y D. La apertura de los meatos auditivos en el grupo C inicié el dia 11 posnatal
U= 33.17, p < 0.001 en un 60% de los animales, mientras que en el grupo D sélo un 10%
mostré la apertura de los meatos auditivos. Fue notable observar que la apertura en las
crias desnutridas, se produjo, de manera subita o erratica con un menor porcentaje de
apertura en estadios intermedios, mientras que en el grupo C la apertura fue de manera
gradual, asi en el dia 12 siguieron mostrando esa diferencia U = 14.63, p < 0.01, en el dia
13, U = 17.65, p < 0.01. En tanto que la apertura total de los meatos auditivos externos en
el grupo C se produjo en el dia 14 posnatal, mientras que el grupo D mostré un atraso de

un dia (15 posnatal), U = 18.02, p < 0.001. Los resultados se muestran en la Grafica 3.
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Gréfica 3. Apertura de los meatos auditivos externos en el grupo C=control y D=desnutrido. D indica que

no ha ocurrido la apertura de la estructura, indica un tercio de la estructura abierta. indica la mitad de

la estructura abierta y H muestra la total apertura de la estructura. Nétese, que la apertura de los meatos
auditivos externos en el grupo desnutrido se retrasé respecto al grupo control desde el dia once hasta el dia
catorce posnatal, N=11 para cada grupo.
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D. Apertura palpebral

La apertura palpebral del grupo C se inicid6 en el dia 12, en un porcentaje de
alrededor del 20%, al igual que el grupo D con cerca de un 30% de los animales y un 25%
con la mitad de la estructura abierta lo cual indica que el grupo D se adelanté en el
desarrollo de esta estructura, mostrando con esto una diferencia entre ambos grupos U =
11.30 (p < 0.05), la cual se mantuvo el dia 13, U = 16.07, p < 0.01, pero fue hacia el dia 14
que el grupo C ya mostraba mas de la mitad del parpado abierto, en tanto que el grupo D
mostré un retraso. El dia 15 se dio la completa apertura de los ojos en el grupo C,
mientras que en D se retrasé la apertura hasta el dia siguiente en el dia 16 posparto,
originando con esto una diferencia entre los grupos U = 9.0, p < 0.05. Al igual que en la
apertura de los meatos auditivos externos, la apertura palpebral se produjo de manera
erratica en el grupo D y aunque por momentos se adelanto, esta apertura fue languida. La

Grafica 4 muestra las diferencias de la apertura entre los grupos en términos porcentuales.
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Grafica 4. Apertura palpebral del grupo C = control y D = desnutrido. El indice de colores para las barras, es
igual al de la grafica 3. La apertura de los parpados en el grupo D se adelanté a los doce y trece dias
posnhatales, mientras que la apertura total de los parpados se atrasé por un dia, el dia dieciséis posparto. La
N = 11 para cada grupo.

10 i

Il. Valoracién histolégica
A. Morfometria del bulbo olfatorio, BO

Area

Se obtuvieron los valores del area y perimetro del BO, pero dada su alta correlacion
(A7 vs P7, 0.9, A14 vs P14, 0.85 y A21 vs P21, 0.9) unicamente se muestran los valores
del area en ambos grupos en las tres edades estudiadas. Como se mostré en un apartado

anterior, la desnutricion incidid en el peso del cerebro, por lo que es de esperar que
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influyera en el desarrollo del bulbo olfatorio. Se encontraron diferencias entre los grupos
por efecto de la condicién nutricia, F(1,14) = 8.69, p < 0.01, la edad F(2,28) = 41.52, p <
0.001 sin interaccion entre ambos factores. La prueba post hoc mostré que en los dias 7 y
14 de edad disminuyo significativamente ( p < 0.01) el area del BO en el grupo D, mientras

que a los 21 dias posnatales no se encontraron estas diferencias entre los grupos. Grafica

5.
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Grafica 5. Area del bulbo olfatorio. Se encontraron diferencias significativas a los siete y catorce dias
posnatales * p < 0.01.

En la figura 23 se muestran fotomicrografias de cortes coronales del BO en los

grupos C y D en las tres edades.
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Figura 23. Fotomicrografias de uno de los bulbos olfatorios de cada grupo en las edades estudiadas. El
objetivo utilizado fue de 4X. En algunas de las fotos la densidad de las capas celulares en el grupo control
parece ser mas compacta respecto al grupo desnutrido aunque podria ser un efecto de la técnica. Barra de
calibracién, 1mm en la primera foto.
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B. Capas celulares. indice de relacién del area del BO y del area de las capas

celulares que lo componen.

a. Capa plexiforme externa, CPE

Con el fin de conocer el impacto que tiene la desnutricibn en el BO en sus
diferentes poblaciones celulares y en la organizacion de las capas radiales se comparé el
area del BO (como un valor de 100%) con las distintas capas que lo conforman, esto es la
capa plexiforme externa (CPE), la capa de las células mitrales (CCM) y la capa de las
células granulares (CCG). Esto permitio establecer un indice de relacion entre la medida
general del BO y sus partes entre los grupos con diferentes condiciones de nutricion. La
(CPE) estd compuesta principalmente por prolongaciones dendriticas secundarias de
células mitrales, células en penacho y células granulares. Para su evaluacion se empleé la
técnica de Nissl, que tifie los nucleos celulares y permitid discriminar los contornos de las

capas cuya disposicion se describe en el atlas de Paxinos y Watson (1986). Figura 7.

Los resultados obtenidos del indice de relacion entre el BO y la CPE mostro
diferencias por efecto de la condicién nutricia, F (1,14) = 8.63, p < 0.01, la edad F (2,28) =
15.07, p < 0.0001 y la interaccién entre ambos factores, F (2,28) = 8.06, p < 0.01. Los
datos analizados con una prueba post hoc mostraron una disminucion del indice de

relacion en el grupo D respecto al grupo C en el dia 21, p < 0.001. Grafica 6.
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Grafica 6. indice de relacion entre el area del BO y la capa plexiforme externa. En el dia veintiuno hay una
relacién de menor proporcion de esta capa en el grupo desnutrido, prueba post hoc de Tukey, **p < 0.001.
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b. Capa de las células mitrales, CCM

Esta capa se caracteriza por la preponderancia de los somas de las CM. Los
resultados no muestran diferencias por efecto de la condicidn nutricia, pero si se encuentra
un efecto por la edad, F (2,28) = 3.16, p < 0.05 asi como entre el factor nutricio y la edad,
F (2,28) =12.18, p < 0.001.

iNDICE DE RELACION DEL AREA DEL BO CON EL AREA DE LA
CAPA DE LAS CELULAS MITRALES
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Grafica 7. El dia siete y veintiin posnatales son los que muestran las mayores diferencias entre los grupos,
con una proporcion mayor en el grupo D en el dia 7 y una menor proporcién en el grupo D respecto al grupo
Ceneldia?21,*p<0.01.

La relacion entre la CCM y el BO mostrd diferencias entre los grupos a los 7 dias
posnatales en donde el grupo D mostré una mayor proporcién en el indice respecto al
grupo C, manteniéndose esta tendencia a los 14 dias, sin embargo, a los 21 dias la
relacion se invirtié y se observo una disminucion del indice de relacion en el grupo D como
era de esperarse por efecto de la desnutricion. Grafica 7. En la Figura 24 se muestran dos
cortes coronales del BO en donde se muestran algunas variaciones en la organizacion de

las capas.

70
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Figura 24. Cortes del BO que muestran las capas radiales en donde el grupo D son aparentemente mas
laxas y menos definidas respecto al grupo C, cuya densidad parece ser mas compacta. A) Corte transversal
del BO del grupo C a los siete dias, tincion Nissl. B) Corte de BO en la misma edad en el grupo D. En esta
edad todavia no es notable la diferencia en el tamafio del BO entre los grupos. Calibracion, 100 ym.

c. Capa de las células granulares, CCG

La comparacion del indice de relacion del BO respecto a la CCG, la cual se
caracteriza por la preponderancia de este tipo celular no mostré diferencias por efecto del
grupo, ni por la edad, aunque si hubo diferencias en la interaccion entre ambas variables,
F (2,28) = 5.61, p < 0.01. En el dia 21 se muestran los resultados de las diferencias entre
los grupos por una prueba post hoc, p < 0.001. En la Grafica 8 se muestra la reduccién del
indice de relacién entre la CCG y el BO en el grupo desnutrido a los 21 dias.
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Grafica 8. indice de relacion del &rea del BO con la CCG. En el dia veintiuno el grupo D muestra una menor
relacion de area respecto al grupo C lo cual se conserva de manera consistente en las otras dos capas
evaluadas, CPE y CCM.

C. Morfometria de los glomérulos olfatorios, GOs

a. Numero de GOs en el BO completo

La evaluacion de la morfometria de los GOS se sustenta en la importancia que

representa esta estructura como la unidad funcional del sistema olfatorio

En la evaluacién del numero total de GOs en la region media del BO, n=8 por cada
grupo, no se encontraron diferencias significativas por efecto de la condicién nutricia, la
edad o la interaccidén entre ambas, sin embargo, se obtuvieron diferencias por efecto de la
region F (3,42) = 4.38, p < 0.01, sin encontrarse diferencias significativas en la interaccion
region x grupo y edad x region. Al evaluarse la interacciéon edad x region x grupo se
observaron diferencias significativas, F(6,84) = 2.21, p < 0.05. La prueba post hoc de
Tukey mostré una disminucién de los GOs en el grupo D respecto al grupo C en la region
DL alos 7 dias F (1,14) = 4.35, p < 0.05 indicada en asterisco en la Grafica 9.

b. Nomero de GOs en las regiones del BO

Dado que las pruebas estadisticas indicaron diferencias por efecto de la region, se
procedié a hacer un analisis del numero total de los GOs dividiendo el BO por regiones

(n=4 regiones x 3 edades = 12 x 8 BOs para cada grupo) se obtuvieron estos resultados
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encontrandose diferencias en el factor region F (3,42) = 4.4, p < 0.01. Las regiones
evaluadas fueron: dorsal medial, DM; dorsal lateral, DL; ventral medial, VM y ventral
lateral, VL.

Grupo control

Posteriormente al analisis general se evalud el numero de GOs independientemente
en cada uno de los grupos, asi se obtuvieron diferencias en la region ventral lateral (VL)
en el grupo C, F (2,21) = 3.52, p < 0.05, sin observarse diferencias significativas en las
otras regiones: DM, DL, DM. La comparacién de las distintas regiones en las tres edades,
analizadas con una prueba post hoc de Tukey mostrd diferencias a los 7 dias entre la
region DM y DL (p <.0.05), (a), DMy VL (p <0.01), (c), en donde DL y VL (e) mostraron un
menor numero de GOs respecto a DM al igual que VM y VL, (p < 0.05), (f). A los 14 dias
posparto se encontraron diferencias entre las regiones DL y VL, p < 0.05 (e) con un menor
numero de GOs en DL, lo cual sugiere que los GOs de esta region se desarrollaron
tardiamente. A los 21 dias de edad no se observaron diferencias en el numero de GOs

entre las regiones. Todas las literales se muestran en la leyenda de la Gréfica 9.
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Grafica 9. Numero de glomérulos olfatorios por region en el BO en los grupos control y desnutrido. Las
literales muestran las diferencias significativas entre las regiones, diferencias que se pueden repetir en las
diferentes edades y grupo; a), representa la diferencia del numero de GOs entre la regién DM respecto a la
region DL a los siete dias en el grupo C y D, asi como a los catorce dias en el grupo D; b) representa la
diferencia en DM y VM, no indicado aqui; c) la diferencia entre la region DM respecto a la region VL a los
siete dias en el grupo C y a los catorce dias en el grupo D; d) representa la diferencia entra la region DL
respecto a la region VM a los siete dias en ambos grupos; €) indica la comparacién entre DL en relacion a
VL a los catorce dias en el grupo C y a los siete dias en el grupo D ; f) tnicamente muestra diferencias en el
grupo C en la regién VM respecto a VL. n = 8 BOs para cada regién y para cada edad = 24 BOs para cada
grupo. * p < 0.05.

Grupo desnutrido

En el grupo D se obtuvieron diferencias en las regiones F (3,63) = 3.41, p < 0.05,
siendo la region DL la que mostro diferencias significativas, F (2,21) = 5.01, p < 0.01. La
prueba post hoc de Tukey mostré diferencias a los 7 dias entre la region DM y DL (p <

0.05), (a), esta ultima mostré un menor numero de GOs tal como se observo en el grupo
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C. Asimismo, se encontraron diferencias entre la regién DL y VM (p < 0.01) (d) con un
menor numero en la region DL. Las regiones DL vs VL (e) difirieron entre si (p < 0.01),
mostrandose un numero menor en DL, como también se obtuvo en el grupo C. A los 14
dias posparto se encontraron diferencias en el numero de GOs entre las regiones DM y DL
(a), siendo menor el numero en esta ultima regién. El numero de GOs entre la region DM y
VL (c) mostré diferencias entre si, siendo menor en DL (p < 0.05). Las literales se

muestran en la Grafica 9.

De manera general los resultados muestran que la region del BO medio que se
desarroll6 tardiamente en el grupo C fue la porcidn ventral, en tanto que en el grupo D fue
la dorsal, ambos casos coinciden en la porcién lateral, lo cual indica que la porcion medial
en las distintas edades en ambos grupos y edades es la que mantiene mas constancia en
el numero de GOs, resultado que sugiere que se trata del area de mayor consistencia en
el BO y es al parecer la que se estabiliza primeramente y que en el grupo D muestra un
retraso en la maduracion en el tiempo respecto al grupo D por la apariencia de la curva de

aparicion del numero de GOs.

c. Area y longitud mayor de los GOs en el BO completo

Estos resultados muestran las diferencias obtenidas en los parametros métricos del
area y la longitud de los GOs en los grupos C y D en las distintas edades. Estas variables
se analizaron en 96 GOs para cada grupo, en cada edad, en 8 BOs, evaluandose los
datos en conjunto, posteriormente se realizé un analisis por regiones. No se encontraron
diferencias significativas por efecto de la condicion nutricia. Hubo diferencias significativas
por efecto del crecimiento, F (2,92) = 13.91, p < 0.001, aunque no se encontraron
diferencias en la interaccion entre ambos factores. La prueba post hoc, mostré que el area
de los GOs fue menor en el grupo D respecto al grupo C a los dias 7 y 14 de edad, p <
0.05 y p < 0.01, respectivamente, sin diferencias entre los grupos en el dia 21 posnatal,
Grafica 10.

75



Y 250 -
(/2] N *%*
8 £ 200
" § 150 - *
o
< a 100 -
x5
x= .
“5

a 0

7 14 21
EDAD [Dias]
0 CONTROL, N=96 m DESNUTRIDO, N=96

Grafica 10. Area de los GOs, grafica que muestra un area menor de los GOs en el grupo desnutrido
respecto al grupo control a los siete y catorce dias posparto. * p < 0.05; **p < 0.01. N = 96 GOs para cada
grupo.

Con respecto al parametro de la longitud mayor de los GOs, se observaron
diferencias por el efecto de la condicion nutricia, F (1,46) = 6.5, p < 0.01 y el crecimiento, F
(2,92), p < 0.001, aunque sin diferencias en la interaccién entre ambos factores, Grafica
11. La prueba post hoc, mostréo que el grupo D tuvo una longitud menor de los GOs
respecto al grupo C en los dias 7 y 14 posnatales, p < 0.05 y p < 0.01, sin diferencias en el
dia 21 posparto, Grafica 11. La longitud mayor se correlacioné altamente con el area por
encima del 0.9 en la valoracion de ambos parametros en el BO completo y por regiones.
La sumatoria de los promedios de la longitud mayor de los GOs de las tres edades que se
obtuvieron para el grupo C fue de 15 + 0.4 ym respecto al grupo D = 13.4 £ 0.3 ym lo cual

muestra una diferencia significativa entre los grupos, p < 0.01.
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Grafica 11. Longitud mayor de los GOs. El grupo D muestra una menor longitud respecto al grupo C. La
diferencia se observa desde los siete dias posparto, * p < 0.05, **p < 0.01 pruebas post hoc de Tukey. N =
96 GOs para cada grupo.

d. Area de los GOs por regiones

La evaluacién del area de los GOs en las distintas regiones del BO mostrd
diferencias entre los grupos F (1,46) = 6.02, p < 0.01, asi como diferencias por efecto del
crecimiento, F (2,92) = 58.81, p < 0.0001, sin encontrarse diferencias entre las
interacciones, excepto una tendencia (p < 0.09). Las pruebas post hoc indicaron una
reduccion en el area de los GOs en el grupo D respecto al grupo C a los 14 dias en tres
regiones DM, F (1,46) =7.35, p<0.01; VM, F (1,46) =7.13, p<0.01 y VL, F (1,46) = 4.84,
p < 0.05 como se aprecia en la Grafica 12.

De manera general los GOs del grupo C mostraron un incremento constante en el

periodo posnatal desde el dia 7 hasta el 21 posnatal, mientras que en el grupo D el

crecimiento se retraso principalmente en el dia 14 de edad
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Grafica 12. Area de los GOs por regién. (A) Se observa una disminucion del area de los GOs en la regién
DM del grupo D a los catorce dias posnatales. B) en esta area no se encontraron diferencias significativas.
(C) El area de los glomérulos ubicados en la region VM del grupo D, fue menor respecto al grupo C cuya
diferencia se observé el dia catorce posnatal. (D). El area de los GOs fue menor en el grupo D en la region
VL a los catorce dias posparto. *p < 0.05, **p < 0.01, N = 24 GOs para cada una de las regiones como se
indica en la grafica B. N = 96 GOs para cada grupo.

D. Morfometria de las Células Mitrales, CM

Dada la importancia de la participacion de las células mitrales en la conformacion
del neurdpilo de los glomérulos olfatorios y por su funcidon de relevo y modulacion de la
sefal olfatoria como segunda sinapsis en el BO, se procedié a valorar los parametros de

medicion en ambos grupos, C y D en las tres edades consideradas.

a. Longitud mayor del soma

Esta variable no mostré diferencias significativas por efecto de la desnutricidn, la
edad o la interaccion entre ambos factores. El valor promedio de la longitud mayor del
soma de las CM en las distintas edades tuvo un valor promedio de 36.3 a 38.5 um para el

grupo C y de 34.9 a 39.4 um para el grupo D.

78



b. Perimetro y area del soma

En relacion al perimetro del soma no se obtuvieron efectos por la deficiencia
nutricia, ni por la edad, aunque si por efecto de la interaccion de ambos factores, F (2,76)
= 5.39, p < 0.01. La prueba post hoc de Tukey mostré que el perimetro de las CM en el
grupo D fue mayor a los 14 dias posnatales respecto al grupo C, p < 0.01. Esta variable

posee una relacion directa con el area del soma. Graficas 13y 14.

140 -
120
100 |
80 -
60 -
40 -

20

PERIMETRO DELSOMA [microm]

7 14 21
EDAD [Dias]

0O CONTROL, n=20 m DESNUTRIDO, n=20

Grafica 13. Perimetro del soma de las células mitrales. En animales desnutridos este parametro fue mayor
respecto al grupo control a los catorce dias. La N = 20 indica el numero de CM evaluadas en cada uno de
los grupos.

El area del soma no mostré diferencias por la condicion nutricia pero si por efecto
de la edad, F (2,76) = 11.26, p < 0.001, asi como en la interaccion entre la edad y la
condicion nutricia, F (2,76) = 2.93, p < 0.01. El analisis post hoc, indicé que a los 7 dias
posnatales el area del soma fue significativamente menor en el grupo D (p < 0.05),
mientras que los 14 dias en este mismo grupo, el soma mostré un area mayor respecto al
grupo C, (p < 0.01) sin llegar a alcanzar un area por encima del grupo C en relacion a su

desarrollo en el dia 21 posparto, Grafica 14.
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Grafica 14. Area del soma de las células mitrales. Se observan diferencias por efecto de la edad, asi como
por la interaccioén entre la edad y la condicion de nutricion, *p < 0.05; **p < 0.01. N = 20 células por grupo.
La Figura 25 muestra fotomicrografias de dos cortes del BO en donde se advierte

una menor densidad aparente de los somas y de las prolongaciones dendriticas en el

grupo D respecto al grupo C en la capa de las células mitrales.

14D CONTROL 14D DESNUTRIDO

Figura 25. Fotomicrografias de bulbos olfatorios tratados con la técnica de Golgi-Cox. Nétese la disminucién
de la densidad de las prolongaciones dendriticas en el grupo desnutrido respecto al grupo control.
Calibracion 100 micras.
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c. Orden dendritico

Esta variable se refiere a la complejidad de las ramas dendriticas en las CM, las
cuales se evaluaron por el método de Sholl. Los resultados mostraron diferencias notables
entre los grupos, F (1,38) = 69.9, p < 0.001, por efecto de la edad, F (2,76) = 38.03, p <
0.001 y de la interaccion entre ambos factores, F (2,77) = 9.38, p < 0.001. En las tres
edades se observaron efectos contundentes de la desnutricion en el desarrollo de la CM
las cuales aunque se formaron gestacionalmente pero se vieron afectadas en su
desarrollo posnatal. Las pruebas post hoc indicaron diferencias a los 7 dias, con una

carencia de los érdenes 50, 60y 70, en el grupo D, p < 0.001, Grafica 15.
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Grafica 15. Orden dendritico de las células mitrales a los siete dias. Nétese la ausencia de dendritas del
quinto, sexto y séptimo orden en el grupo D. En esta edad continta el desarrollo de las dendritas en ambos
grupos. Prueba de Tukey *p < 0.001. El valor de la n = 20 significa el numero de células evaluadas para
cada grupo en cada edad.

A continuacion se muestran los dibujos de las CM en camara lucida a los 7 dias,
obsérvese la disminucién de la complejidad de las ramas dendriticas, numero y longitud de

las mismas en el grupo D. Figura 26.
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Figura 26. Dibujos en camara lucida de células mitrales de ratas a los siete dias de edad. CM de la derecha
en una rata desnutrida; CM de la izquierda de una rata control. Las observaciones se realizaron con el
objetivo de 10X. La barra de calibracion muestra 10 micras.

A los 14 dias posnatales (Grafica 16) el orden dendritico de las CM del grupo C ya
mostro el desarrollo de las prolongaciones dendriticas mas distales, las cuales continuaron
ausentes en el grupo D. La frecuencia de aparicion de las dendritas del primero al cuarto
orden se incrementé en esta edad en ambos grupos sin que aparecieran las dendritas del
quinto al séptimo orden en el grupo D como fue el caso para el grupo C. En esta edad,
comenzo a verse una estabilidad en la frecuencia de aparicion de las dendritas del tercero
y cuarto orden. El grupo D mostré una menor frecuencia en las prolongaciones dendriticas

a partir del tercer orden respecto al grupo C.
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Grafica 16. Ordenes dendriticos a los catorce dias posnatales. En esta edad en el grupo D las dendritas del
sexto y séptimo orden no se han desarrollado. Hay una reduccién de las frecuencias en el grupo D a partir
del tercer orden, prueba post hoc de Tukey, *p < 0.001.
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En la Figura 27 se muestran dibujos de CM a los 14 dias. La complejidad de las

ramas dendriticas se extendio lateralmente.

Figura 27. Dibujos en camara lucida de células mitrales de ratas a los catorce dias de edad. Arriba CM de
rata control; abajo CM de rata desnutrida. Las proyecciones dendriticas de las CM en el grupo D fueron
menores que el grupo C. Las observaciones se realizaron con el objetivo de 10X. La barra de calibracién
indica una medida de 10 micras.

Finalmente, a los 21 dias (Grafica 17) el orden dendritico del grupo C mostré una
frecuencia de aparicion de las prolongaciones dendriticas en una distribuciéon normal, esto
es, tanto las dendritas con menor complejidad de ramificacion como aquellas con mayor
complejidad se colocaron en los extremos de la curva. El grupo D mostré la misma
distribucion que a la edad de 14 dias, con una menor frecuencia de aparicion de dendritas
del tercer orden respecto al grupo C, grupo que mostré un aumento en la frecuencia de

aparicion de dendritas en todos los érdenes. El grupo D siguié sin mostrar la presencia de
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las ramas dendriticas del quinto, sexto y séptimo orden, lo cual indica que la complejidad

de las ramas fue uno de los parametros que mas se afectd por la desnutricion en el dia 21

posnatal.
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Grafica 17. Ordenes dendriticos a los veintiun dias de edad. El grupo D mostré una menor complejidad de
las ramas dendriticas porque disminuyd la frecuencia de aparicion de los 6rdenes mas complejos a partir del
tercer orden, *p < 0.001.

A los 21 dias se observé la formacion de un penacho conformado por dendritas
secundarias de las CM, las cuales provienen de la dendrita apical. Estas dendritas
secundarias conforman el neurdpilo del glomérulo olfatorio el cual se orienta hacia la capa

glomerular. Figura 28.
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Figura 28. Dibujos en camara lucida de células mitrales de ratas a los veintiun dias de edad. Arriba CM de
rata control; abajo CM de rata desnutrida. Las células se observaron con el objetivo de 10X. La barra de
calibracién muestra 10 micras.

d. Longitud dendritica

La longitud de las ramas dendriticas se evalué por el método de Sholl, el cual
consiste en medir la longitud de las dendritas a partir de circulos concéntricos
equidistantes entre si por una distancia de 40 [Im. La estadistica no mostré diferencias
significativas en los circulos uno y dos (longitud de 40 y 80 um, respectivamente) por
efecto del grupo. Fue a partir del circulo tres al siete que se obtuvieron diferencias entre
los grupos con una menor longitud en el grupo D, circulo tres 6 120 um, F (1,38) = 9.78, p
< 0.01, circulo cuatro 6 160 um, F (1,38) = 8.45, p < 0.01, circulo cinco 6 200 um, F (1,38)
=4.98, p < 0.05, circulo seis 6 240 uym, F (1,38) = 11.12, p < 0.01 y circulo siete 6 280 um,
F (1,38) = 9.93, p < 0.01. Las diferencias obtenidas por una prueba post hoc indicaron que
a los 7 dias a partir del tercer circulo disminuyeron la longitud de las ramas en el grupo D
respecto al grupo C (**p < 0.001, *p < 0.01.), esto es a partir de los 120m (Graficas 18 y
19).
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Grafica 18. Longitud dendritica de las CM a los siete dias. El grupo D muestra una disminucioén de esta
longitud a partir de los 120 uym, prueba de post hoc de Tukey, **p < 0.001, *p < 0.01. La n = 20 indica el
numero de células evaluadas para cada grupo y edad.

A los 14 dias se observd un comportamiento similar al de los 7 dias, en donde el
grupo D mostré una menor longitud de las dendritas a partir de los 120 ym, excepto en la

longitud de los 240 um. Grafica 19.
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Grafica 19. Longitud dendritica de las CM a los catorce dias posnatales. El grupo D muestra una menor
longitud a partir de las 120 um, sin diferencias a las 240 ym, **p < 0.001, *p < 0.01.

La disminucion de la longitud dendritica en el grupo D fue mas generalizada a los

21 dias de edad ya que la diferencia entre los grupos se produjo a partir del primer nivel de
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evaluacion o del circulo que representa las 40 micras hasta el séptimo o correspondiente a

las 280 micras. Grafica 20.
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Grafica 20. Longitud de las dendritas a los veintiun dias. En el grupo D fue menor la longitud de las ramas
dendriticas de las CM en todos los circulos evaluados. La elongacién predominante de las dendritas en el
grupo C fue de 160 ym a partir del soma, mientras que la longitud dendritica predominante en el grupo D fue
de 80 a 120 ym. **p < 0.0001, **p < 0.001, *p < 0.01.

La longitud de las prolongaciones dendriticas junto con la complejidad de la
ramificacion dendritica de las CM fueron los parametros que mas variaron posnatalmente
por efecto de la desnutricion. De manera cualitativa se observé que la disposicion de las
ramas organizadas espacialmente en la capa plexiforme externa se altera, aunque esta
evaluacion no se realizé formalmente con algun parametro de angulo que pudiera permitir
comprobar esta aseveracion. A continuacién se muestran dos fotomicrografias de las CM
en el grupo C y D en donde se muestran las dendritas apicales con las dendritas

secundarias que participan en la formacion del GO. Figura 29.
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Figura 29. Fotomicrografias de CM a los veintiln dias posnatales. Nétese que las dendritas apicales
primarias del grupo C fueron mas profusas que en el grupo D. La orientacion de la dendrita apical en el
grupo D fue mas lateral, respecto a la posicion perpendicular en el grupo C en esta edad. La valoracion
formal del angulo de la posicion de las dendritas podria ser utilizada como variable indicativa de la madurez
en las CM. La barra de calibracion representa 50um.

E. Pruebas conductuales de discriminacion olfatoria

Los resultados mostraron diferencias en la latencia de acercamiento al aserrin del
nido de la madre por efecto de la condicién nutricia F (1,24) = 11.92, p < 0.01, la edad F
(2,48) = 17.08, p < 0.0001 vy la interaccion entre ambas variables, F (2, 48) = 11.17, p <
0.0001. La prueba post hoc mostré diferencias entre los grupos en el dia 7, (p < 0.0001)
siendo mayor el tiempo que invirtieron las crias desnutridas en llegar al aserrin del nido de
la madre. Gréfica 21.
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LATENCIA DE ACERCAMIENTO AL ASERRIN MATERNO
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Grafica 21. Latencia de llegada al aserrin del nido materno. Las crias desnutridas tardaron mas tiempo en
llegar a este estimulo, p < 0.001.

La variable permanencia en el aserrin del nido proveniente de la madre mostré
diferencias por efecto del grupo F (1,14) = 45.57, p < 0.0001. Las pruebas post hoc
demostraron que en las tres edades la permanencia de los animales desnutridos sobre el
aserrin del nido de la madre fue significativamente menor respecto a la permanencia en

este tipo de aserrin en los animales control (p < 0.0001). Grafica 22.
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Grafica 22. Permanencia sobre el aserrin del nido de la madre. En los animales desnutridos fue
significativamente menor respecto al grupo C, ***p < 0.0001. La permanencia de acercamiento al aserrin
materno en el grupo C fue relativamente constante en las tres edades.

Finalmente, en lo que se refiere a la variable de frecuencia de acercamiento al

aserrin del nido proveniente de la madre se encontraron diferencias significativas por
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efecto de la dieta F (1,14) = 8.67, p < 0.01 y la edad F (2, 28) = 12.19, p < 0.0001, sin
encontrarse diferencias en la interaccion entre ambas variables. La prueba post hoc de
Tukey mostré un aumento en la frecuencia de acercamiento al aserrin del nido materno en
el grupo D respecto al grupo C en el dia 14 (p < 0.05), con una tendencia similar el dia 21
(p = 0.08). Grafica 23.
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Gréfica 23. Frecuencia de acercamiento al aserrin del nido de la madre. Las crias desnutridas se acercaron
de manera mas frecuente a este tipo de aserrin respecto al grupo C en el dia 14, *p < 0.05. Nétese que en
ambos grupos la frecuencia aumenta con la edad lo cual se debe probablemente a su mayor capacidad
motriz.

La frecuencia de acercamiento al aserrin limpio no mostré diferencias entre los

grupos con diferente dieta.

DISCUSION

Valoracion fisica de los animales

La disminucion significativa del peso corporal y cerebral, de la longitud del cuerpo,
asi como del retraso de la apertura palpebral y de los meatos auditivos externos
observados en este estudio, confirman que este y otros paradigmas de desnutricidon
perinatal son efectivos al obtener una ganancia de peso disminuida de hasta un 10 6 60 %
respecto a un grupo bien alimentado, porcentaje que varia de acuerdo al tiempo de
evaluacion de la carencia nutricia (Pérez Torrero et al., 2001; Barragan-Mejia et al., 2002;
Alipi, 2002; Rubio et al., 2004). En lo que se refiere a la valoracion del peso cerebral, el
grupo mostré una disminucion del 15 al 20% en el grupo D respecto al grupo C, lo cual

coincide con los resultados de Singh y Shankar (1999) quienes encontraron una
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disminucién entre un 10 y 29% en los dias 12 a 25, con una reduccién del peso de la
corteza entre el 15 y el 30% en otro paradigma de desnutricion. El detrimento en la talla y
el peso de los animales del dia 7 al 21 sugiere que este intervalo constituye un periodo
critico. De trabajos previos se sabe que animales rehabilitados del dia 21 al 40 posnatal,
no muestran un reestablecimiento del peso, aunque ya llega a ser muy cercano al peso de

los animales control (Wilson et al., 1988; Rubio et al., 2004).

La diferencia observada entre la disminucion del peso corporal y el peso cerebral en
los animales evaluados en este trabajo, sugiere que por efecto de la desnutricion, el
cerebro pierde menos peso en términos proporcionales respecto al cuerpo. Esto se verificd
con la obtencidon de la relacion alométrica del peso cerebral/peso corporal que
efectivamente existié entre ambas variables. Esta diferencia probablemente se deba a un
mecanismo metabdlico que privilegie al cerebro. Dobbing (1970) y Morgane y cols. (1993)
se refieren también a este 6rgano como privilegiado aun cuando hay carencia de

nutrientes en todo el sistema.

Las alteraciones metabdlicas son factores que contribuyen a la deficiencia de la
ganancia de peso en el grupo D. Estas alteraciones metabdlicas inciden en la funcién de
factores de crecimiento, proteinas funcionales y estructurales que contribuyen a la
formacion de células y tejidos que constituyen la masa muscular y 6sea. En el caso
humano se sabe que la desnutricidn calérico-proteica y la disminucién de oligoelementos
como el acido félico, zinc, cobre, cromo y hierro son factores causales de la disminucién
de talla y trastornos del SNC y periférico dependiendo del tiempo de evolucién de la
enfermedad. (Coello-Ramirez, 1996; Beard, 2003).

En relacion al retraso de la maduracién de los canales sensoriales como la vista y la
audicion los resultados de este trabajo muestran una relacién con la disminucion del peso
corporal y cerebral en los animales desnutridos, lo cual sugiere que el desarrollo se ve
afectado en varios niveles. El desarrollo fisico regularmente va acompafado de un
desarrollo funcional, que en este caso es a nivel somatosensorial, por o que podria

esperarse que por efecto de la desnutricidon, pudiera existir un atraso en la maduracién de
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las vias sensoriales. Estas deficiencias pudieran ser causal de alteraciones en la
interaccion de la madre con su cria, tales como el reconocimiento auditivo por los patrones
de vocalizacion, alteraciones en el sistema visual, la locomocion y en conductas de mas
complejidad como el juego, aspectos indispensables en el desarrollo y la sobrevida de los
animales en una etapa en la cual aun dependen del cuidado materno cuyas repercusiones
podrian darse a largo plazo, como el empobrecimiento del cuidado materno a posteriori en
las hembras desnutridas adultas, (Salas et al., 1984; Salas et al., 1991; Loranca et al.,
1999; Alvarado, 2003; Tonkiss et al., 2003).

En cuanto a la apertura erratica de los meatos auditivos y de los parpados en los
animales desnutridos, se evidencia una heterocronia en la maduracion de estos sistemas
sensoriales que podrian ser pocos favorables para la cria en este periodo de dependencia
materna si son deficientes funcionalmente. La apertura de las estructuras en el caso de los
animales D, en algunos casos previamente al grupo C no descartarian la presencia de
procesos de compensacion (“‘catch-up”) en respuesta a la carencia nutricia como se ha
observado en otros trabajos, procesos que aunque fisicamente representan un adelanto,
funcionalmente, no necesariamente representan una ventaja (Hermanussen et al., 1996;
Oreffo et al, 2003; Sant'/Anna y Mortola, 2003.). Se sabe que la lactancia en la rata (dia 1
al 23 posnatal) es un periodo critico en el desarrollo del encéfalo, principalmente en el
cerebro, porque durante esta etapa se observa un rapido crecimiento celular, “growth
spurt”, asociado con el proceso de la mielinizaciéon de los axones, la multiplicacion de la
glia y la sinaptogénesis, de ahi la vulnerabilidad del tejido nervioso y la respuesta a
deficiencias alimentarias en etapas tempranas capaces de activar estos mecanismos
compensadores aunque no sostenidos por un largo periodo, sino puntuales, incluso un
principio teratolégico menciona la mayor posibilidad de dafo en el organismo cuando el
sistema se encuentra en su mayor periodo de desarrollo y plasticidad, de ahi que la
desnutricion y su interferencia con el desarrollo de sistemas somatosensoriales, células y
procesos dendriticos a nivel cortical pudieran estar asociados a esta inmadurez sensorial

con un posible correlato funcional (Dobbing, 1970).
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Area del BO

La disminucion del area del BO en los animales desnutridos mostré una reduccion
del 30% respecto al grupo control a los 7 dias posnatales, y de 10% a los 14 dias,
resultados que se asocian a la disminucién del peso cerebral. El desarrollo del BO es
paulatino y de acuerdo con los datos, se estabiliza en el dia 21 posnatal, etapa en la cual
varios de los sistemas neurales han madurado cercanamente a su estado adulto. Aunque
en este trabajo no se pesaron los BOs se sabe que en animales malnutridos por
deficiencia de caseina hay una disminucién del peso de los BOs cercana a un 28% a los
21 dias posnatales (Math y Davrainville, 1980). La disminucion del area del BO
forzosamente nos lleva a inferir que sus componentes se veran afectados al menos en su
organizacion para poder estar contenidos en un menor espacio, por lo que en primera
instancia se espera una alteracion en las capas celulares que lo conforman vy

posteriormente en sus componentes celulares.

Capas celulares

El desarrollo de las capas que conforman el BO evidencia el desarrollo y
maduracién del tejido nervioso. De manera general las capas de la corteza del BO
mostraron una disminucién de su area respecto del area del BO en el dia veintiuno
posnatal. Este resultado sugiere que la desnutricion fue efectiva en una etapa en la cual se
considera que el sistema ha alcanzado un estado mas maduro, también sugiere que esta
edad puede ser considerada un periodo critico en la organizacion de las capas que
constituyen el BO y que el efecto de la desnutricidon podria mantenerse a un plazo mayor
durante la organizacion del BO con un posible correlato funcional. Se sabe que durante la
lactancia, esto es, en las primeras tres semanas posnatales, los principales tipos celulares
que se originaron prenatalmente crecen y contindan su maduracion morfolégica vy
funcional en tanto que los animales desnutridos muestran una heterocronia funcional en
algunos de sus componentes de ahi que se infieran alteraciones celulares como causales
del deficiente desarrollo de las capas (Salas et al., 1969; Math y Davrainville, 1980; Almli
et al., 1985; Kishi, 1987; Royet el at., 1988; Bayer y Altman 2004).
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En cuanto al aumento del indice de la relacién en la CCM en el grupo D a los siete
dias, parece ser paradgjico, en cuanto a la hipdtesis, la cual sugiere una disminucién del
area de las capas. Sin embargo, este resultado podria evidenciar una heterocronia
caracteristica del grupo D en la cual algunos componentes aparentemente maduran o
crecen antes, sin llegar a rebasar los valores del grupo C, en la madurez, lo cual podria
ser una evidencia de la compensacion del sistema. Este valor podria ser reflejo del
aumento del soma en el area y perimetro de las CM en el dia 14. Sin embargo, cabe
destacar que esta capa aunque esta compuesta principalmente por los somas de las CM,
también esta constituida por glia, pudiendo ser otro factor que participe en esta anomalia.
Sobre el fendbmeno de compensacion “catch-up”, hay evidencias de este fenémeno en el
peso corporal o en el aumento transitorio del tamafio de los 6rganos, incluyendo el
cerebro, fendmeno que va asociado con diferencias en el contenido de proteinas y DNA,
asi como un aumento en el consumo de oxigeno que pudiera ser producto del aumento
metabdlico. Tal vez con base en estos antecedentes podria explicarse el por qué de los
resultados paraddjicos obtenidos en etapas inmaduras, previas al destete en el BO
(Sant'Anna y Mortola, 2003; Buyukgebiz et al., 2004).

La CPE esta conformada basicamente por las prolongaciones dendriticas de las CM
y las CP, las primeras, como se observo en los resultados, mostraron una disminuciéon de
la complejidad y de la longitud de las ramificaciones dendriticas lo cual podria asociarse a
la disminucion del area de esta capa. Los antecedentes muestran que las células
granulares se originan y proliferan posnatalmente, por lo que este modelo de desnutricidn
podria incidir negativamente en el desarrollo de estas células y la actividad inhibitoria que
ejerce hacia las células adyacentes a las cuales modula, CM y CP. La implicacién de los
resultados obtenidos en esta capa en particular, se asocia a la formacién de los GOs ya
que esta capa estad constituida por las dendritas de las CM que contribuyen con la
orientacion de su soma y las ramificaciones dendriticas, tanto apicales como de segundo
orden en la formacion del neurépilo de los GOs (Shipley, 1995; Malun y Brunjes, 1996;
Bailey et al., 1999).

En lo que se refiere a los resultados de la evaluacion de la CCG es notable
observar que la variacion del indice se produjo en el dia 21 en el grupo D con una

disminucién del area. Se sabe que en el dia de nacimiento, cerca del 24% de la poblacion
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total de las CG se ha originado, pero es en el dia quince al dieciocho cuando se presenta
el maximo pico de proliferacion, el cual continia hasta el dia treinta posnatal, etapa
después de la cual decae (Bayer, 1983; Bailey et al., 1999; Petreanu y Alvarez-Buylla,
2002), (Figura 5). Lo anterior podria sugerir que debido a que las CG proliferan
tardiamente en concordancia con el efecto de la desnutricion posnatal, podria esperarse
que la CCG muestre un desarrollo deficiente debido a la naturaleza neurogénica de las
células que la constituyen, asi, el dia veintiuno representa un periodo critico en el
desarrollo de las células y por tanto de la capa. Antecedentes funcionales de otros trabajos
indican que por efecto de la malnutricién se produce una menor tasa de migracion de
células provenientes del flujo migratorio rostral y de la zona subventricular al BO, que
podrian dar origen a un decremento del numero de las CGs y sus dendritas, pudiendo
reducir transitoriamente el volumen de la capa interna de las células granulares del BO
(Almli et al., 1985). Por ello los resultados encontrados en este trabajo sugieren que los
efectos observados podrian tener repercusiones en una etapa posterior a la observada por
el retraso diferido en su desarrollo. Asimismo, se esperaria que por efecto de las
deficiencias nutricias en el periodo critico de proliferacion pudiera alterarse el
establecimiento de la sinaptogénesis de las CG con las CM y CP, ya que las CGs
participan como interneuronas inhibitorias que modulan la actividad de las células de
segundo orden. Asi, el envio de la sefal olfatoria en la segunda sinapsis del BO, por
efecto de la malnutricion se podria retrasar en la maduracion de la actividad eléctrica y el
proceso de inhibicion lateral retroactiva que se establece con las CM, las cuales a su vez
estimulan a las CG que regulan su actividad de disparo como lo sugieren los trabajos de
Almli y cols. (1985). Ademas las alteraciones en la inhibicién, el dafio podria ejercerse
hacia el dominio de la capa glomerular ya que las dendritas varicosas de las CG se
relacionan con esa capa topograficamente, pudiendo incidir funcionalmente (Hamilton et
al., 2005).

Numero de los GOs

El analisis de los resultados del numero de los GOs entre los grupos no mostrd
diferencias por efecto de la edad, lo cual sugiere que en los grupos C y D los GOs ya se
formaron practicamente, aunque su desarrollo continua por la insercion de diferentes

componentes y su organizacion en las primeras tres semanas posnatales (Malun y
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Brunjes, 1996; Bailey et al., 1999). La maduracion de las prolongaciones dendriticas de las
CM, como se mencion6 anteriormente, es relevante en la formacion y desarrollo de los
GOs. La literatura indica que en el dia quince hay un proceso de retraccion y estabilizacion
de las dendritas distales de las CM las cuales conforman el neurdpilo del GO, pero es
precisamente en esta etapa, que los resultados de este trabajo muestran de manera
persistente una asincronia en la generacion y maduracion de las prolongaciones
dendriticas en los animales desnutridos. Aunque se sabe de trabajos previos que la
formacion de los GOs se produce antes del parto con la formacion de una capsula de glia
y astrocitos en forma de “cufa”, formando protoglomérulos, la maduracion y adicién de
otros de sus componentes se produce posnatalmente, asi con base en las observaciones
derivadas de este trabajo y las evidencias de otros autores se verifca que la capsula
glomerular que conforma al GO ya existe antes del dia siete posnatal y continua
posnatalmente (Royet et al, 1988; Malun y Brunjes, 1996). De la literatura se sabe que
cerca del 100% de los GOs se han generado en el dia catorce posnatal, cuando las NORs
y las CM se han integrado al GO y continuan su desarrollo en los dias posnatales,
veintiuno al veinticuatro (Malun y Brunjes, 1996), en tanto que Lamantia y cols. (1992)
muestran que los GOs se forman gradualmente las primeras semanas posnatales y su
poblacién es cercana al 70% en el intervalo de las 2 a las 3 semanas posnatales, edades
que coinciden en la maduracion de la mayoria de las células que se han generado,
migrado y ocupado sus posiciones laminares apropiadas en el BO. De cualquier modo,
estos resultados concuerdan en que las edades criticas, en la conformacion del GO y su
desarrollo se extiende posnatalmente en las edades estudiadas en este trabajo y nos
aportan un indicio de los factores que contribuyen a su formacién y probablemente se ven
modificados por efecto de la desnutricion aunque no hayan sido valorados en este trabajo,

tales como la insercion de las NORs al GO que también pudo haber sido tardia.

Evaluacion de los GOs por regiones

La valoracion del numero y el tamafo de los GOs por regiones en el BO: region
dorsal medial (DM), dorsal lateral (DL), ventral medial (VM) y ventral lateral (VL) en la
porcion media del bulbo olfatorio (1450+150) en cortes coronales, surgié del interés por
determinar si existe un sustrato anatbmico que pudiera aportar indicios sobre la actividad y
el funcionamiento modular de los glomérulos en areas especificas del BO durante el
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desarrollo aun cuando en este trabajo no se hizo una valoracion funcional. Uchida vy
colaboradores (2000), Uchida y Mainen (2003) asi como Guthrie y Gall (2003) han
realizado una valoracion de la actividad glomerular en las porciones rostrales y caudales
de la regién dorsal del BO, observando actividad glomerular distribuida por regiones a una
exposicion a distintos estimulos olfatorios. Por ello, con base en los resultados de esos
autores, podria sugerirse que las evaluaciones funcionales de los GOS por regiones

podrian ser producto de la diferencia del gradiente de la densidad glomerular.

Los resultados en el numero de GOs en el grupo C mostraron un patréon de
aparicion primaria en las regiones mediales, tanto dorsales como ventrales, pero fue en la
region lateral que se atraso el desarrollo de los GOs al menos en los dias 7 y 14 de edad.
En cuanto al grupo D, el patron de la aparicion del numero de los GOs fue similar al del
grupo C, excepto que hubo un retraso en el tiempo en la region DL (Grafica 10). Este
resultado sugiere que esta regidon puede ser la mas susceptible al desarrollo de los
componentes celulares de los GOs por efecto de la desnutricidn. De datos de la literatura,
se sabe que la formacion de los GOs esta condicionado por factores periféricos
relacionados con el contacto que hacen los axones de las NORs con el GO, las
proyecciones dendriticas apicales de las CM y las dendritas secundarias que conforman el
GO, asi como la proliferacion de la glia en el neurépilo que convergen en este estadio del
desarrollo. Los resultados sugieren que la anacronia en estos eventos podria darse por
efecto de la desnutricion (Graziadei y Monti-Graziadei, 1986; Royet et al. 1988; Malun y
Brunjes, 1996; Bailey et al., 1999).

La diferencia entre los grupos en el numero de GOs en las diferentes regiones del
BO, evidencidé que la desnutricién incide en la organizacion topografica de estas
estructuras. Se obtuvo que el numero de GOs por regién, aumenté en el grupo D en el dia
7 y disminuyo en el dia 14 en la region VL. El aumento en el dia 7, se sugiere se debe a
un posible fendmeno de compensacién, en contraposicion a la disminucion en el dia 14 en
el grupo D, debido a un retraso en la insercion de los componentes de este complejo
celular. Los resultados de este trabajo muestran que las diferencias por regiones se
producen en estas 3 semanas posnatales cuando la proliferacion de los GOS es mayor, se
agrupan, aumentan en numero y complejidad, engrosando la capa glomerular con

variaciones en el grupo C, por lo que es de esperar cambios aun mas drasticos en el
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grupo D (Roselli-Austin y Altman, 1979; Friedman y Price, 1984; Brunjes y Frazier, 1986).
De acuerdo con los estudios de Royet, los primeros GOs aparecen en la porcién lateral del
bulbo rostral, después en el area ventral, que va de la porciéon media a la posterior (Royet
et al., 1988; Bailey et al., 1999), (Figura 8). Finalmente, es en la parte dorsal donde
aparecen los ultimos GOs, de ahi que es factible encontrar la formacion de nuevos
glomérulos en la region mas distal del BO en etapas tardias creandose un gradiente
espacial en la morfogénesis glomerular que parece organizarse en una forma simultanea a
lo largo de los planos radiales y sagitales dentro de la simetria del BO (Royet et al., 1988;
LaMantia et al., 1992; Bailey, 1999).

En cuanto a la apariencia macroscoépica de los GOs, en este trabajo se observo que
tanto los animales control como los desnutridos y de manera preponderante en este ultimo
grupo, los GOs mostraron una apariencia poco nitida de los bordes a los siete dias
posnatales. Es probable que esta apariencia coincida con la génesis y proliferacion de las
CPg que los circunscriben, interneuronas cuya neurogénesis se produce a partir del
nacimiento y proliferan en las tres semanas posnatales, al igual que las CGs (Bailey et al.,
1999), (Figura 5). En este mismo sentido debe considerarse el ingreso de las dendritas de
las CM que conforman el neurdpilo del GO, que en este periodo comunmente se
restringen a un solo GO y que es precisamente en el grupo desnutrido donde se observa
un desarrollo dendritico limitado de las CM en las tres semanas posnatales como se

obtuvo en los resultados y se discutira mas adelante.

De manera general los resultados indican que la region del BO medio con un
desarrollo tardio en el grupo C, fue la porcién ventral, en tanto que en el grupo D la regién
que mostrd retraso en el desarrollo, fue la regidn dorsal, ambos casos coinciden en la
porcion lateral, lo cual indica que la porcion medial en las distintas edades en ambos
grupos sugiere que esta region es la que muestra mayor consistencia en el BO y se

estabiliza tempranamente acorde con la curva de aparicion del niumero de los GOs.

Longitud mayor y area de los GOs

En cuanto a los parametros morfométricos, los resultados de este trabajo mostraron

que la longitud de los GOs fue significativamente menor en el grupo D respecto al grupo C
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en periodos criticos (7 y 14 dias), y que los resultados de estos parametros en ambos
grupos mostraron una longitud significativamente menor respecto a los datos obtenidos en
trabajos previos (Meisami y Safari, 1981; Pomeroy et al., 1990; Shipley y Ennis, 1995;
Bailey et al., 1999). Es muy probable que esta diferencia se deba a que las mediciones
realizadas en este trabajo se llevaron a cabo en animales muy jévenes, en tanto que la
mayoria de los trabajos previos se obtuvo de animales adultos. De este modo los
resultados derivados de este trabajo, indican que el desarrollo es un factor importante en

el tamano de las estructuras.

Las alteraciones en los parametros de medicion de los GOs en las distintas
regiones del BO parecen estar asociadas al desarrollo deficiente de las prolongaciones
dendriticas de las células de segundo orden, CM, que contribuyen a la formacién del
neuropilo del GO, aspecto que también parece intervenir en el area de la capa de las CM
como consecuencia de las deficiencias producidas por la desnutricion en la organizacion
del BO y de la orientacién de estas dendritas en las capas del BO. Existe también la
posibilidad de que otros componentes y procesos que conforman a los GOs, no evaluados
en este trabajo, pudieran contribuir a este resultado por efecto de la restriccion de
alimento, debido a que se encuentran también en periodo de desarrollo, tales como las

células CPg vy la proliferacion de la glia (Royet et al., 1988).

Los resultados mostraron que los GOs mas pequenos en el grupo D fueron aquellos
ubicados en la regién medial, tanto dorsal como ventralmente, area que como se discutio
anteriormente, es la que se consolida antes, sin embargo estos resultados muestran que
en el dia 14 posnatal el efecto es mas notable. Este y otros resultados, de manera
persistente, indican que esta edad es una de las mas atrasadas en el desarrollo de varias
estructuras del BO en este trabajo y que se trata de un periodo critico en el desarrollo del
BO y sus componentes. Las alteraciones de las dimensiones de los GOs en las diferentes
regiones ofrecen una perspectiva funcional interesante, ya que estas modificaciones
estructurales debidas a la desnutricion ademas de sugerir un efecto en el desarrollo,
pudieran tener implicaciones funcionales en la comunicacion intrabulbar. Existe evidencia
de la formacion de circuitos locales como el formado por las CM y CP con las CG en la
modulacion de la informacion entrante por las NORs, regulada dentro del GO la cual es

enviada al BO contralateral por las fibras que forman ambos tipos celulares en el nucleo
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olfatorio anterior ipsilateral y contralateral (Figura 14). Hay asimismo la evidencia de la
formacion de un mapa simétrico de GOs homologos en cada lado de los bulbos que
responde simultaneamente al estimulo olfatorio, cuya actividad responde a una identidad
del receptor olfatorio a determinado olor en ambos lados del BO (Marks y Belluscio, 614,
2005 SFN). Se sabe que los glomérulos isofuncionales en cada bulbo estan ligados a
través de un circuito reciproco intrabulbar mediado por células en penacho externas, las
cuales reciben informacion de un glomérulo sobre un lado del BO al cual proyectan los
axones de manera reciproca, de este modo los GOs contralaterales muestran un mapa
funcional en espejo (Marks y Belluscio, 2005 SFN). También se sabe que gran parte de la
informacion que se procesa en el BO posterior a la transduccion de la senal en las NORs
se procesa monofasicamente, esto es, de manera relativamente simple, pero la presencia
de estos GOs isofuncionales en espejo sugieren un procesamiento en ambos pares del
BO que implica la integracién de la sefal olfatoria, previamente a su llegada a la regiones
sub y corticales (Lledé et al., 2005).

Es factible que ademas del factor citoarquitectonico alterado en el grupo D,
funcionalmente haya una alteracion en la expresion de los neurotransmisores que
participan en la actividad del GO, ya que durante esta etapa del desarrollo, la funcion de
los NTs en los diferentes componentes celulares que conforman al GO se estan
consolidando y muestran un desarrollo similar al del estado adulto hasta los 24 dias
posnatales (Malun y Brunjes, 1996; Guthrie y Gall, 2003).

Funcionalmente durante el desarrollo, es de especial relevancia la sinaptogénesis
en el BO en desarrollo, de ahi que en el siguiente apartado se evalue una posible relacion

del desarrollo de prolongaciones dendriticas de las CM en este desarrollo morfo-funcional.

Células mitrales

La longitud mayor del soma de las CM entre los grupos no mostré diferencias entre
los grupos, lo cual sugiere cierta consistencia de esta estructura a factores epigenéticos
como la desnutricion. En el cuerpo celular se concentran los organelos, el citoesqueleto y
la gran mayoria de las estructuras que permiten la sobrevida y el mantenimiento de la

célula, por lo que es factible que este parametro se vea menos afectado en funcién de la
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neurogenésis y el desarrollo. La literatura muestra que las CM se originan en el dia doce
de la gestacion proliferando en el dia 15 de la gestacion, por lo que en un principio podria
esperarse que el impacto de la desnutricion posnatal no fuera severo debido a que se
inflingié posnatalmente, tal como se observa a nivel del soma, sin embargo, cuando se
evaluo el perimetro y area del soma se encontraron diferencias por efecto de la edad y la
interaccion con la condicidn nutricia, observandose que el desarrollo de esta estructura
efectivamente se alterd por la desnutricion con una predisposicion a ser mayor en el grupo
D el dia 14 (Bayer, 1983 y Bailey et al., 1999). La disminucion del area del soma en el
grupo D en el dia siete posnatal, es de esperarse, pero en el dia catorce, el aumento del
perimetro y area del soma en el grupo D previamente a su maduracion, sugiere la
presencia del fendmeno de compensacion o “catch-up” durante el cual las células o el
organismo (el sistema completo y algunos de sus componentes) se recuperan de la
deficiencia de la desnutricidon, transitoriamente, sin que por ello sobrepasen el valor del
control adulto en la madurez como se observa en el grupo C el dia 21 posnatal, edad en la
cual ya no se distinguen diferencias en estos parametros entre los grupos. Aunque no
existe una evidencia de la disminucion del numero de las CM por efecto de la desnutricidon
no se descarta que el aumento del tamano del soma de las CM en el grupo D, pudiera
relacionarse con una reduccion en su densidad en el BO, por lo que podria sugerirse que
la hipertrofia de las CM pudiera ser un fendbmeno compensatorio funcional y morfolégico
producido por la desnutricion. Por otra parte el posible efecto de compensacion en el
desarrollo del soma de las CM, coincide con la maduracion de otros sistemas sensoriales,
que pudieran estimular el desarrollo del sistema olfatorio en respuesta a un
enriquecimiento ambiental, aunado a un posible cambio en la dieta de la madre presente

en la caja de las crias.

Las CM participan en la formacién del BO durante las primeras tres semanas
posnatales, aunque se originan gestacionalmente. En el dia catorce, se produce el
contacto entra las NORs y las CM, mientras que en el dia quince proliferan las dendritas
secundarias, produciéndose asi la conformacion de los GOs. En el dia quince hay
evidencia de la retraccion de las dendritas supernumerarias y es al dia siguiente que la
dendrita apical ya se ha agregado al GO (Panhuber et al., 1985, 1987; Bailey et al., 1999).
Las CM forman parte del glomérulo hasta el dia 4 posnatal, de ahi que con la técnica de

Golgi-Cox pocas CM sean observadas a los 7 dias de edad (Malun y Brunjes, 1996).
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En cuanto a la complejidad dendritica en las CM, se obtuvo que el grupo de las
crias desnutridas mostré un menor numero de dendritas de mayor complejidad en las tres
edades, en comparacién con el grupo C, frecuencia que disminuyd a partir del tercer orden
de complejidad dendritica, efecto que fue mas notable en las edades catorce y veintiuno
posnatales. Tal vez podria esperarse que de ampliarse la ventana de observacion
temporal, el desarrollo de las dendritas de las CM en edades mas avanzadas pudiera
verse compensado, sin embargo, la dismnucion de esta variable es uno de los datos mas
notables y consistentes por efecto de la desnutricion debido a que a la edad de veintiun
dias estas diferencias son mas significativas en los seis 6rdenes dendriticos, cuyo efecto
dificilmente podria revertirse en el transcurso de un tiempo mayor de maduracion, aunque

no es desdefiable la gran plasticidad que muestran estas estructuras en el BO.

Uno de los resultados mas relevantes en este trabajo, es precisamente la variable
longitud dendritica de las CM. En esta variable se observé una disminucion de la
frecuencia en las dendritas mas largas en el grupo desnutrido, persistente hasta los
veintiun dias de edad. Edad que muestra que estas estructuras son afectadas desde el
primer nivel de evaluacion o circulo que representa las 40 hasta las 280 micras.
Adicionalmente a este resultado cuantitativo, de manera cualitativa se obtuvo que la
disposicion de la rama apical de las CM a los 21 dias en el grupo D respecto al grupo C
fue mas perpendicular, lo cual probablemente evidencia un estado de inmadurez en la
organizacion de las prolongaciones dendriticas dentro de las capas radiales del BO. La
disminucidon de la longitud y complejidad dendritica sugieren que la desnutricion es un
factor limitante en la composicion y organizacion de la capa de las CM, produciendo una
menor area de esta capa y en el desarrollo del neurdpilo que constituye el cuerpo del GO.
Extrapolaciéon que tal vez podria ser valida para los otros tipos celulares, en la
conformacién de las capas, de manera particular en las CG, las cuales proliferan
tardiamente. Se ha observado en otras estructuras que la complejidad de las
ramificaciones y la longitud de las prolongaciones dendriticas se modifican notablemente
durante el desarrollo en una estructura relacionada con el procesamiento de la senal
gustativa como en las células que conforman el nucleo del tracto solitario, estructura que
forma parte de los sentidos quimicos, altamente relacionado con el sistema olfatorio
(Rubio et al., 2004).
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La disminucién de la complejidad de la ramificacidon y la longitud dendritica de las
CM en este trabajo sugiere que su participacion en la formacion del neurdpilo de los GOs
es relevante posnatalmente aunque estas células se originan gestacionalmente, pro cuyo
desarrollo dendrogenético es posnatal, durante el cual incide la desnutricién. Trabajos
previos muestran que el desarrollo critico de las dendritas asi como su disposicién en la
CCM es alrededor de los tres a los cinco dias de edad, y en el dia 7 las dendritas se
dirigen e integran a un glomérulo para conformarse, de ahi que es factible, acorde con
estos resultados que la maduracién de los GOs, de las capas glomerular y CPE en el BO
se vean diferidas en su formacién o muestren trastornos morfolégicos y funcionales debido
al limitado desarrollo de las dendritas y su relacidn con el proceso de sinaptogénesis y

comunicacion intracelular en los animales desnutridos.

La formacion de las dendritas secundarias distales constituye el neurépilo del GO.
Estas dendritas participan fundamentalmente en la sinaptogénesis que establecen las
NORs y las células Pg en la formaciéon del GO proceso que se presenta en el dia 21 de la
gestacion y continia en la primera semana posnatal. Aunque en este trabajo no se
evaluaron las dendritas secundarias de la dendrita apical de las CM las cuales forman un
penacho se sugiere que pudieran presentar las mismas anomalias observadas en sus
dendritas homologas, tales como una menor longitud dendritica secundaria y una
circunscripcion limitada lo cual podria limitar la relacién sinaptica proximal respecto a las
células circundantes, en particular de las CPg que también son interneuronas
moduladoras en las sinapsis con las CM al igual que en la relacién de las dendritas
laterales secundarias de las CM con las CGs (Kosaka y Kosaka, 2005). Por ello con base
en este antecedente se podria esperar que funcionalmente las sinapsis que se establecen
en este pequefio circuito pudieran modificarse debido al menor desarrollo de las dendritas
secundarias. Estas alteraciones podrian modificar la funcién del circuito en el GO aunque
una evaluacion morfolégica y funcional de estas dendritas es necesaria para corroborar

esta aseveracion.

La relevancia de los resultados obtenidos en este trabajo como la disminucion de la
complejidad dendritica y la reduccion de las prolongaciones dendriticas de las CM por

efecto de la desnutricion radica en las posibles implicaciones funcionales como las
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asociadas con el proceso de modulacion de la sefal y el proceso de inhibicidon que ejercen
las células granulares sobre estas células y su correspondencia, pudiendo verse
modificado el proceso de retroalimentacion excitatorio-inhibitorio entre ambos tipos
celulares (Math y Davrainville, 1980). Por otra parte debido a que el desarrollo de las
células granulares se prolonga a etapas avanzadas posnatalmente, es de esperarse que
la desnutricion hubiera incidido sobre su desarrollo morfologico y funcional, de ahi que
funcionalmente se podria esperar limitacidon en su capacidad inhibitoria que se origina
ontogénicamente posterior a la funcion excitatoria pudiendo afectarse, como lo sugieren
los estudios de Math y Davrainville, la actividad eléctrica espontanea de las CM debido a
la deficiente modulacién de las sinapsis inhibitorias de las CG y su desarrollo tardio o
ausente entre ellas en esta etapa del desarrollo, debido a la deficiencia en la formacion de
las sinapsis dentro-dendriticas entre ambos tipos celulares (Math y Davrainville, 1980;
Tolley y Bedi, 1994). Estos resultados junto con la disminucion de la complejidad
dendritica, indican que la estructura celular relacionada con la sinapsis pudiera tener
efectos funcionales andmalos en la efectividad del relevo de la informacion de la senal
odorifera que pasa a través de estos diferentes componentes celulares. Resultados
previos sugieren que la restriccion de alimento durante el desarrollo se asocia con una
menor formacién de microneuronas, CG aunque este aspecto es debatido (Math y
Davrainville, 1980; Tolley y Bedi, 1994). De acuerdo con los resultados obtenidos en este
trabajo se sugiere que el crecimiento del neurdpilo que constituye a los GOS, asi como el
numero de sinapsis se veran reducidos o alterados en su organizacion por la disminucion
de la complejidad de las ramificaciones y el acortamiento de las dimensiones dendriticas.
Funcionalmente, ademas de la posible alteracion de la proporcion de sinapsis, se sabe
que la malnutricion altera los niveles de NTs involucrados en la sinapsis y la distribucion
que presentan durante el desempeno de las funciones en las cuales estan implicados
(Math y Davrainville, 1980). Existe evidencia de un retraso del desarrollo de las conductas
guiadas olfatoriamente, en relacién con las alteraciones en el desarrollo morfolégico del
BO (Ruiz, 2006). Lo cual podria sugerir que la alteracion de la actividad espontanea de las
CM en animales desnutridos, asociada a una posible ineficiencia en la capacidad de
inhibicion de las CGs podria pudiera ser un indicio de las alteraciones funcionales que
pudieran producirse a nivel de la segunda sinapsis en el BO, pudiendo manifestarse como
un impacto en la capacidad de respuesta en la discriminacion olfatoria, al menos a este
nivel (Math y Davrainville, 1980).
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Finalmente, este trabajo muestra que la exposicion a un factor epigenético como la
desnutricion, impacta de manera generalizada en el organismo, alterando el desarrollo de
las neuronas del BO y la morfologia y densidad de los GOs. Resultados obtenidos con
este y otros modelos de desnutricibn muestran un retraso en la migracion y desarrollo
neuronal en otras areas del cerebro, asociados con deficiencias en la formacién de
proteinas estructurales que conforman las neuronas y alteraciones en el metabolismo de
los lipidos, pudiendo dar origen a alteraciones de la membrana celular. Existen ademas
deficiencias en la formacion de factores de crecimiento que regulan la maduracion y
mantenimiento neuronal (Bass et al., 1970; Neville y Chase, 1971; Cragg, 1972; Salas et
al., 1974; Salas, 1980). Es factible que el aspecto metabdlico esté asociado con la
disminucién de los procesos dendriticos debido a una posible alteracién en la fosforilacion
de la membrana sinaptica dependiente de la edad observada debido a la desnutricién,
aunque la carencia de nutrientes de manera intuitiva induce a pensar en la carencia
generalizada de aminoacidos esenciales, formadores de sillares estructurales
indispensables en la formacion de las proteinas estructurales de la célula (Singh y
Shankar, 1999). Existen otros factores epigenéticos que modulan la morfometria de los
GOs, tales como la estimulacion olfatoria y tactil, asi se ha observado que crias de rata
entrenadas a un olor, muestran un aumento del tamano de los GOs, los cuales protruyen a
la CPE con cambios en diferentes regiones del BO cuyos cambios sugieren alteraciones
en la morfologia de algunos componentes del BO por estimulacion tactil que podria

llevarse a cabo por mediacién de una via noradrenérgica (Leon, 1992).

La reduccion del tamafo de los GOs en las diferentes areas y las alteraciones
observadas en las prolongaciones dendriticas de las CM mostrados en este trabajo por
efecto de la desnutricion, sugiere la implicacion de una deficiencia funcional que pudiera
verse reflejada en la capacidad de discriminacion de los olores durante el desarrollo y la
etapa adulta del organismo. Por ello es indispensable una evaluacion conductual y

electrofisiologica para determinar este efecto con mayor certeza.

Se conoce de trabajos anteriores que tanto para la cria como para la madre las
excretas de la madre lactantes son atractivas porque contienen un contenido de cecotrofo,

esto es, una mezcla de materia fecal con leche, lo cual constituye un estimulo natural
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relevante tanto para la cria como para la madre que ocasionalmente lo reingiere (Leon,
1992).

Valoracion conductual

En este trabajo los resultados derivados de las pruebas conductuales de
discriminacion olfatoria muestran algunos indicios sobre las posibles alteraciones
funcionales. Asi se observa que la latencia para llegar al aserrin del nido de la madre en
los animales del grupo D sugiere que la cria es capaz de discriminar el olor aunque tarda
mas en llegar al aserrin del nido de la madre, lo cual podria deberse a que no percibe
adecuadamente el olor del aserrin del nido de la madre o lo percibe débilmente, o debido a
que su capacidad motriz es menor y por ello hay una mayor lentitud en intento para llegar,
ya que la desnutricién se sabe que afecta vias piramidales, relacionadas con la funcién
motora y el desarrollo muscular (Wilson et al., 1988; Quirck et al., 1995; Segura et al.,
2004), una tercera opcion pero menos probable podria ser que las crias no muestran
interés marcado por este estimulo, sin embargo, de haber sido asi, no se habria
observado una orientacion hacia al estimulo que indicara cierta motivaciéon. Esta diferencia
fue observable en el grupo D en la etapa mas joven de las edades evaluadas, lo cual
podria implicar que conforme avanza la edad hay un proceso de aprendizaje que se
asocia a esta motivacion y que se ve facilitado a una mayor edad ya no se observaron

diferencias lo cual podria sugerir que la alteracién podria ser atenuada por la experiencia.

En cuanto a la permanencia sobre el aserrin proveniente del nido materno. Se
obtuvo que los animales desnutridos permanecieron durante menos tiempo sobre el
aserrin del nido de la madre, lo cual sugiere dos aspectos: el primero, que efectivamente
la cria tuvo una menor capacidad para detectar el olor del aserrin de la madre o que
mostré menor interés por este estimulo, el segundo, podria sugerir la participacion de un
fendmeno de motivacion que implicara que la cria no tiene interés por el aserrin del nido
materno porque no encuentra una retribucion por parte de la madre ya que tiene el
conducto galactéforo ligado. Esta diferencia se mantuvo hasta el dia 21 cuando persiste la
dependencia alimentaria hacia la madre. Los resultados obtenidos sobre las alteraciones
en las prolongaciones dendriticas de las CM mostraron que estas anomalias se

mantuvieron hasta el dia 21 posnatal. Se sabe de resultados electrofisiolégicos obtenidos
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en animales malnutridos, que la actividad espontanea se modifica probablemente por la
deficiente inhibicion de las CGs, lo cual asociado con los resultados obtenidos de este
trabajo en el deficiente desarrollo de las proyecciones dendriticas de las CM y las
alteraciones en las diferentes capas radiales del BO, también en el dia 21, pudiera ser los
factores que podrian asociarse con deficiencias sinapticas que derivaran en estos

aspectos funcionales y perceptuales de la cria (Math y Davrainville, 1988).

Al no encontrarse diferencias entre los grupos en la permanencia en el aserrin
limpio, nos sugiere que las crias pudieron discriminar el estimulo pero no fue relevante.
Esto al parecer descarta el problema motor que pudiera subyacer al parametro latencia de
llegada al aserrin del nido de la madre. Este resultado sugiere ademas, que las crias del
grupo D pueden tener una capacidad de discriminar olfatoriamente pero de manera
limitada, porque del modo contrario, la orientacion entre ambos tipos de estimulos hubiera

sido similar.

La frecuencia de acercamiento al aserrin del nido de la madre se incrementd con la
edad en ambos grupos, lo cual sugiere motivacion y experiencia. Esto sugiere que el
aumento de la ingesta se debe a las exigencias en el suministro por el desarrollo. En el
grupo desnutrido, existen tres posibles explicaciones a este resultado, podria ser factible
que una mayor frecuencia de acercamiento al aserrin proveniente del nido de la madre en
las crias desnutridas, sea debido a que su limitada capacidad de discriminacion, se
acerque continuamente a “verificar” el estimulo de preferencia, orientdndose
frecuentemente para “detectar” el olor. Otra posible explicacion desde la perspectiva de la
locomocion, pudiera deberse a la mayor movilidad que experimentan las crias después de
la apertura de los parpados en ambos grupos. En el caso de los animales desnutrido, se
conoce de trabajos previos que la regulacion del movimiento es y algunos de ellos
muestran una carencia de control o no estan regulados, manifiestos como cierta
hiperactividad derivada de alteraciones en la generacién y propagacion de los potenciales
de accion en las fibras aferentes relacionadas con los musculos (Griffin et al, 1977; Salas,
1980; Segura et al., 2004). Un ultimo factor que se sugiere, podria tener un componente
motivacional, en el cual las crias del grupo D por la carencia de leche durante la mitad del
dia muestren mas avidez por el olor de la madre, aunque esta propuesta podria

desecharse porque los resultados acerca de la permanencia sobre el aserrin del nido de la
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madre fue menor en este grupo, lo cual sugiere que la capacidad olfatoria fue menor en el
grupo D (Resnick et al., 1979).

En relacion a la frecuencia de acercamiento al aserrin limpio, variable que no
mostré diferencias entre los grupos, sugiere que ninguno de los grupos estuvo
suficientemente motivado para acercarse al aserrin limpio y por tanto el grupo D posee

capacidad olfatoria aunque podria ser limitada.

CONCLUSIONES

El menor desarrollo fisico y el retraso en la maduracion de las vias visuales y
auditivas indican que la desnutricion fue efectiva. La diferencia en la relaciéon alométrica
entre el peso cerebral y el peso corporal sugiere que el cerebro es un 6rgano privilegiado

cuando hay carencia de nutrientes generalizada.

La disminucion del area de las capas del BO, indica que aun cuando el origen y
proliferacion de los principales tipos celulares del BO se genera prenatalmente, los efectos
de la desnutriciéon posnatal influye en su desarrollo y en la organizacion en conjunto, lo
cual podria tener repercusiones funcionales durante el procesamiento de la sefal en las
diferentes partes del relevo de la via. El dia veintiuno posnatal puede ser considerado un
periodo critico en el desarrollo de las capas que conforman al BO, de ahi que la
rehabilitacion nutricia en esta etapa podria revertir los efectos debido a alteraciones por

deficiencias en la organizacién de las laminas del BO de manera particular en la CCG.

Los resultados de este trabajo muestran que en ambos grupos, la mayoria de los
GOs se ha consolidado en numero en la porcion medial del BO en las distintas edades
estudiadas pero aparecen tardiamente en la porcion lateral, de manera particular en la
region ventral, lo cual indica que la desnutricion modifica el desarrollo de los glomérulos
topograficamente y probablemente pudiera haber un correlato funcional con esta

diferencia en la generacion del numero de los GOs en esta etapa del desarrollo.
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La diferencia en el numero de GOs en las distintas regiones del BO, sugiere un
desarrollo diferencial en la maduracién en cuanto a la estabilizacion del numero presente

en las diferentes regiones del BO, lo cual es acorde con resultados previos.

Una menor longitud y area de los GOs muestra una deficiencia en el desarrollo de
estas estructuras por un efecto derivado en la deficiencia del desarrollo de sus

componentes debido a la desnutricion.

El retraso en la aparicion de los GOs y la disminucion de las dimensiones en el
grupo D en las diferentes regiones coincide con el retardo en el periodo de maduracion de

otros canales sensoriales como el visual y el auditivo y nucleos y estructuras del SNC.

La disminucién de las dimensiones de los GOs en la regién medial del BO podria
ser un factor en el cual se pudiera alterar la forma que se procesa el codigo olfatorio a

nivel de la comunicacion intrabulbar en comparacién al grupo control

La valoracion por regiones permitié obtener un método para evaluar la heterocronia
del desarrollo de los GOs en el BO de los animales D respecto a los animales del grupo C,
lo cual confirma que no hay una uniformidad del desarrollo de los GOs en ambos grupos
en las diferentes regiones del BO, lo cual aporta informacién sobre las variaciones que se
producen en estas importantes estructuras por efecto de la desnutricion, tales como una

heterocronia en la region medial.

Las alteraciones en el soma de las CM no mostraron una disminucion significativa
por efecto de la desnutricion pero es factible que se haya dado un proceso de
compensacion que influyé por efecto de la desnutricidon, aunque esta estructura de la
célula es una de las mas consistentes por haberse originado gestacionalmente previo al

efecto epigenético.
La complejidad dendritica y la longitud de las CM disminuyeron en el grupo D con

efectos que podrian ser causa de la disminucion del indice del area de la CPE y del

tamano de los GOs.
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Debido a la reduccidon general de las dendritas de las CM por efecto de la
desnutricion durante una etapa critica del desarrollo, podria ser factible la presencia de
alteraciones en la sinaptogénesis de las CM con las células circundantes formadoras del
GO, la capa glomerular y la CPE que participan de manera importante en la modulacion de

la senal olfatoria a ese nivel.

Los resultados conductuales mostraron anomalias en la conducta de orientacion
olfatoria de los animales desnutridos que efectivamente podrian tener un sustrato
anatomico alterado por efecto de la desnutricion que pudiera incidir en la percepcion. Sin
embargo la complejidad de los olores a los cuales fue expuesta la cria al ser nutrida por
dos hembras podria ser causa de un conflicto de motivacion al recibir un estimulo positivo
y uno negativo, aunque es necesaria una mayor evaluacién para poder discernir estos

efectos respecto a la conducta motora, el aprendizaje y la motivacion.

De manera general los resultados obtenidos de este trabajo mostraron un atraso del
desarrollo fisico de los animales desnutridos relacionado con deficiencias en el desarrollo
de los componentes del BO en esta etapa posnatal, alteraciones que podrian influir
negativamente en el funcionamiento del sistema olfativo y las capacidades de
discriminacion del individuo durante el crecimiento y la etapa adulta debido a que inciden

en periodos criticos de la sobrevivencia de la cria.

PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

Evaluar el efecto de la desnutricion en las mismas estructuras evaluadas en un
plazo mas largo para responder a la pregunta: ¢ persisten las alteraciones morfologicas de
estas estructuras en la etapa adulta?, de ser asi ¢habria efectos funcionales en la
capacidad de discriminacién olfatoria o se compensarian por efecto del desarrollo en una

estructura plastica como lo es el BO y en general el rinencéfalo?.

Comparar los resultados obtenidos en este trabajo con resultados de animales

rehabilitados y evaluar si hay una compensacion de las alteraciones morfoldgicas.
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Si hubiera alteraciones de la capacidad discriminatoria se podria proponer una
rehabilitacion por estimulacion olfatoria y tactil que probablemente podria revertir los
efectos en la alteracion celular y la capacidad de discriminacion olfatoria (Panhuber, y
Laing, 1987; Leon, 1992).

Evaluar con inmunohistoquimica los parametros morfométricos de las células
granulares, y su posible retraso en la proliferacion y maduracion con técnicas como las de
radioinmunoensayo con timidita tritiada. Evaluar los parametros morfologicos de las CGs y
de las dendritas secundarias que conforman al GO con una técnica de marcaje, tal vez
con inmunohistoquimica de la proteina marcadora olfatoria o alguna otra marcadora de

proteinas distintivas de las CM y las NORs como la PMO.

Evaluar las espinas dendriticas de las CM, CP, CPg y CG asi como las vesiculas
sinapticas y sus receptores ya sea con técnicas argénticas como la de Golgi rapida o con

otras técnicas de inmunohistoquimica.

Evaluar el efecto en los otros tipos celulares menos estudiados como las células en
Penacho, de Blanes y CPg, que también estan involucrados en la formaciéon del GO y

participan en el relevo de la informacién olfatoria.

Evaluar la discriminacion olfatoria con un paradigma experimental que no implique

la participacion motora.

Electrofisiolégicamente ver de qué modo se lleva a cabo la comunicacion inhibitoria-
excitatoria entre las CM y las CG en las edades evaluadas durante el desarrollo, asi como
las interacciones con los otros tipos celulares con el fin de evaluar la actividad eléctrica de
estos y otros tipos celulares en el BO y tratar de establecer en qué estructura o parte del

proceso del relevo de la sefial olfatoria hay alteraciones debido a la desnutricion.
Valorar el indice de mortandad entre el grupo D y C y correlacionar este efecto con

alteraciones que pudieran deberse a una deficiencia en la alimentacién o la interaccion de

la madre con su cria con efectos en su sobrevivencia.
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CONSIDERACION FINAL

De los estudios derivados de este y otros trabajos, podemos evidenciar que los
efectos de la desnutricion en el desarrollo, pueden llegar a ser muy puntuales en
determinadas estructuras del sistema nervioso, o muy amplias como se obtuvo en el
desarrrollo fisico. De algun modo, este tipo de estudios intentan explicar algunos
mecanismos que se pudieran presentar en el caso humano con el fin de resarcir los
efectos o atenuarlos en determinados periodos del desarrollo, sin embargo, queda patente
que esta problematica trasciende el aspecto cientifico y que debe de abordarse con
prontitud desde una perspectiva mas humana por los efectos que se producen a largo
plazo por sus implicaciones en la salud publica. Su mitigacion requiere su atencién desde
una perspectiva econdémica, politica y social con responsabilidad y voluntad por parte de
las personas y organismos que toman decisiones en diferentes niveles, ya que se trata de
una problematica que estratégicamente merece ser tomada en cuenta para su prevencion
dado que resulta menos costosa que su remediacion. Basta recordar lo mencionado por el
Sr Kul C Gautam, Director Ejecutivo adjunto del UNICEF,

“En el mundo se producen alimentos suficientes para satisfacer las necesidades de
todos los hombres, las mujeres, los nifnos que lo habitan. Por lo tanto, el hambre y la
desnutricion no son consecuencia solo de la falta de alimentos, sino también de la

pobreza, la desigualdad y los errores en el orden de las prioridades.”

Discurso oficial de la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion, 2000.
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APENDICE

Diferencias del peso en animales desnutridos en el dia y en la noche

Con el fin de evaluar alguna posible diferencia entre el peso de los animales que se
desnutrieron en el dia, respecto a aquellos que se desnutrieron durante la noche, se
compararon los resultados del peso corporal de ambos grupos sin obtenerse diferencias
por efecto del ciclo de luz/oscuridad, F(1,14)=1.69, p=2.15 ¢ la interaccion ciclo
luz/oscuridad en las distintas edades, F(4,56)=0.409, p=0.801.
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Somatometria

Longitud corporal

Ademas de la valoracién fisica del peso corporal y cerebral, la longitud del cuerpo y
la apertura de los meatos auditivos y de los parpados, también se evaluaron las variables
largo del cuerpo (LC) que es lo mismo que la longitud céfalo-sacra, esto es a partir de la
punta de la nariz hasta la base del cuerpo, asi como la longitud de la ulna. Estos
parametros permiten evaluar el impacto de la desnutricion y la maduracion
somatosensorial. La estadistica empleada para valorar los parametros, longitud de la ulna
y longitud corporal, fue la misma que para los otros parametros somatométricos. Los datos
se compararon con un ANOVA de tres vias: 2 condiciones nutrimentales (C y D) x 3
edades (7, 14 y 21 dias posnatales) x 2 parametros somatométricos (longitud corporal y

longitud de la ulna) cuyos resultados fueron los siguientes.

A diferencia de las otras variables, la medicion de la longitud corporal se obtuvo en
los dias 5, 15 y 20 posntales con una n = 17 para cada uno de los grupos, y para cada
edad. Los resultados mostraron un efecto debido a la condicion, F(1,8) = 23.54, p <
0.0001. También se observaron diferencias por efecto de la edad, F(2,16) = 822.36, p <
0.0001 y la interaccion entre ambas variables, F(2,16) = 24.66, p < 0.0001. Los resultados
con una prueba post hoc indicaron diferencias significativas a los 15 y 20 dias posnatales,

que se muestran en la Grafica A1.
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Grafica A1 Longitud corporal en ambos grupos en las diferentes edades. La prueba post hoc de Tukey
muestra una disminucién de la longitud en el grupo D en los dias 15y 20 de edad, * p < 0.01, ** p < 0.0001.

Longitud de la ulna

Se considera a la ulna (U) como la regiéon que abarca a partir de donde termina el
metacarpo hasta la articulacion del miembro anterior. La medicion de este parametro no
mostro diferencias por efecto de la condicidn aunque si por el efecto de la edad F(2,16) =

100.60, p < 0.0001, sin encontrarse una interaccién entre ambos factores. Grafica A2.
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Grafica A2. Longitud de la ulna de ambos grupos en diferentes edades. Se encontraron diferencias
significativas entre los grupos el dia 15 de edad, con una disminucion de la longitud en el grupo D, * p <
0.05.

La prueba post hoc mostré una reduccion significativa de la longitud de la ulna en el
grupo D respecto al gupo C en el dia 15 posnatal. En conjunto la valoracion del desarrollo
fisico confirma que el procedimiento experimental fue adecuado para provocar la

desnutricion.

Contenido de nutrimentos en la dieta de los animales alimentados con producto

“Lab Science” ©

Forma del producto Estandar: Pellet

Ingredientes: harina de trigo, harina de maiz, alimento de soya, gluten de maiz, aceite de soya,
carbonato de calcio, levadura, fosfato dicalcico, sal yodatada, L-lisina, DL-metionina, cloruro de
colina, niacina, acetato de vitamina A, biotina, hidrocloruro de piridoxina, mononitrato de tiamina,
suplemento de vitamina D3, acido folico, complejo de bisulfito de sodio menadiona (fuente de
actividad de vitamina K), suplemento de vitamina E, suplemento de vitamina B12, riboflavina,
pantotenato de calcio, sulfato ferroso, 6xido de magnesio, é6xido de manganeso, 6xido de zinc,

sulfato de cobre, yodato de calcio, carbonato de cobalto, sulfato de cromo potasio. 21% proteina.
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Técnicas histolégicas

Tincion con violeta de Cresilo (Nissl) (Modificada)

Formaldehido/alcohol (9 partes de etanol al 100% + 1 parte de paraformaldehido

27.7 ml formaldehido + 222.22 ml de etanol algunas inmersiones
etanol al 100% enjuagar
Xilol 15 min

Xilol 15 min
Etanol al 100% 10 min
Etanol al 95 % 2 min

Etanol al 80 % 2 min

Etanol al 70 % 2 min

Etanol al 50 % 2 min

Agua destilada 2 min

Violeta de cresilo 5 min o mas
Agua destilada 2 min

Etanol al 70% enjuagar
Etanol al 80% 2 min

Etanol al 95% + algunas gotas de &cido acético para contrastar enjuagar +/- 1 min
Etanol al 100 % 4 min

Xilol 10 min

Xilol 10 min

Cubrir la preparacion con cubreobjetos y Entellan

Técnica por impregnacion Golgi-Cox

Preparacion de la solucién

Solucién A:

Cloruro de Mercurio (HgClI2) 19
Dicromato de Potasio 19
Agua Destilada 85cm3
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Para esta solucion se calienta el agua sin hervir, posteriormente se le aiade el cloruro de mercurio

hasta que se diluya y enfrie totalmente, entonces se afade el dicromato de potasio.

Solucién B

Cromato de Potasio 0.8g
Tungstato de Sodio o Potasio 0.5g
Agua destilada 20 cm3

Se mezclan la solucién Ay B

Se deja inmerso el tejido cerebral por 20 a 30 dias si los animales son jovenes, el tiempo se acorta
si se trata de animales viejos.
Una vez transcurrido este tiempo se deshidrata el tejido sin lavar:

Impregnacion

Durante 24 horas se deja el tejido en alcohol/acetona (volumen a volumen)
Posteriormente, durante 4 horas se pasan a una solucién éter/alcohol (volumen a volumen)

Se impregna el tejido en celoidina de menor a mayor graduacion

Celoidina Tiempo de impregnacion
2% 4 dias
4% 4 dias
15% 4 dias
30% 2 dias

Posteriormente, el tejido se incluye en celoidina al 16% en un pequeno recipiente de polietileno y
se coloca en un desecador con cloroformo al vacio de uno a tres minutos. Posteriormente, se
dejan reposar los bloques por 24 horas.

Se extraen los bloques de cerebro del recipiente.

En frascos ambar se colocan los bloques extraidos con alcohol al 50% Podran permanecer los

bloques de esta manera antes de ser cortados.

Cortes

Los bloques se extraen del frasco con alcohol y se pegan a una base de madera para cortarse con

microtomo exponiendo la base mas ancha del bloque a éter/alcohol colocando de nuevo el bloque
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en el desecador por uno o dos minutos. Se corta el tejido de 100 a 150 micras. Inmediatamente

después de cortar se deshidrata el tejido.

Deshidratacion

Se realiza una secuencia de bafios en distintas soluciones para cada uno de los cortes en el
siguiente orden:

Agua destilada (4 bafos consecutivos en diferentes cajas de petri),

Microdol a concentracién para revelar sin diluir. Una vez que el tejido obtuvo una coloracion gris-
verdosa se cambia a,

Agua destilada

Alcohol al 70%

Alcohol al 96%

Alcohol absoluto

Propanol

Tolueno

Las preparaciones se montan. Es importante que en cada cambio el tejido permanezca en cada

solucién durante 10 a 20 minutos.

Los articulos derivados de este trabajo se pueden localizar en linea en:

Frias C, Torrero C, Regalado M, Salas M. 2006. Organization of olfactory glomeruli in

neonatally undernourished rats. Nutr Neurosci, 9: 49-55.

El articulo de revisién se puede consultar en:

http://www.cinvestav.eclipse.red.cinvestav.mx/seminariofarmacologia/

Actualmente existe el compromiso de preparar un articulo in extenso para un capitulo de

libro para la editorial Nova Publishers.
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