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1. RESUMEN 

La actividad sensorial participa en el refinamiento de los circuitos neuronales durante el 

desarrollo postnatal temprano. Sin embargo, su papel en la formación de los circuitos no es 

claro, ya que se piensa que es la actividad neuronal espontánea y los factores genéticos los 

principales promotores de este proceso. Gracias al descubrimiento de la familia de genes 

de los receptores a odorantes, es posible estudiar de manera más precisa si la experiencia 

olfatoria tiene algún efecto sobre la formación de los circuitos glomerulares en el bulbo 

olfatorio. En este trabajo evaluamos el efecto de la exposición crónica a odorantes (ECO) 

sobre la formación y el desarrollo del circuito glomerular. Para realizarlo se utilizaron 

ratones “knock-in” modificados de manera genética que expresan los genes reporteros 

proteína verde fluorescente (GFP) y LacZ acoplados a la expresión de los receptores a 

odorantes I7 y M72, respectivamente. Con el objetivo de estimular de manera crónica y 

específica el sistema olfatorio, se expuso a los ratones a heptaldehído y acetofenona, 

ligandos odorantes específicos de los receptores I7 y M72, respectivamente. Nuestros 

resultados mostraron que la ECO conlleva a la formación permanente de glomérulos 

supernumerarios I7 y M72 de forma dependiente de la dosis. La generación de nuevos 

glomérulos ocurre sólo temprano en el desarrollo y proponemos que es dependiente de la 

reorganización de las fibras del glomérulo previamente formado, y no de la ausencia de 

refinamiento de las proyecciones. Por lo tanto, nuestros resultados refuerzan la idea que la 

formación de glomérulos olfatorios a lo largo del desarrollo postnatal sigue reglas 

constructivistas, y documentan que la experiencia sensorial juega un papel central en el 

proceso de formación de los glomérulos, y no sólo refinamiento tardío. 
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2. ABSTRACT 

It is accepted that sensory experience instructs the remodelling of neuronal circuits during 

postnatal development, after their specification has occurred. The story is less clear with 

regard to the role of experience during the initial formation of neuronal circuits, whether 

prenatal or postnatal, since this process is now supposed to be primarily influenced by 

genetic determinants and spontaneous neuronal activity. Here, we evaluated this last issue 

by examining the effect that postnatal chronic exposure to cognate odorants has on the 

formation of I7 and M72 glomeruli, iterated olfactory circuits that are formed before and 

after birth, respectively. We took advantage of double knock-in mice whose I7 and M72 

primary afferents express green fluorescent protein or -galactosidase, correspondingly. 

Our results revealed that postnatal odorant chronic exposure lead to the formation of 

permanent supernumerary I7 or M72 glomeruli in a dose and time dependent manner. The 

emergence of the new glomeruli seemed to occur at the expense of the reorganization of 

the primary afferents of a previously formed glomerulus and not as the consequence of 

preventing glomeruli elimination. Hence, overall our results support that sensory 

experience indeed instructs the permanent formation of specific glomeruli in the mouse 

olfactory bulb by means of constructivist processes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

 

3. INTRODUCCIÓN 

Los genes influyen en la ontogenia cerebral de forma precisa; sin embargo, la ontogenia del 

cerebro no sólo involucra una serie de pasos en apariencia determinados por los genes, 

sino que la experiencia sensorial influye en gran medida en la etapa postnatal a través de 

un proceso epigenético que se ha denominado plasticidad neuronal. Los mecanismos 

básicos que subyacen a este proceso de ajuste incluyen la formación y eliminación de 

sinapsis, la continua producción de nuevas neuronas en algunas regiones del cerebro, la 

reorganización de las conexiones neuronales de manera dependiente de la actividad 

neuronal y la eliminación selectiva de las neuronas a través de mecanismos de 

competencia, entre otros (Fox et al., 2010). 

Uno de los mejores ejemplos de la función de la experiencia sensorial en el cerebro en 

desarrollo es el trabajo de Hubel y Wiesel en la corteza visual del gato. Ellos encontraron 

que la privación sensorial monocular crónica durante el desarrollo postnatal temprano 

disminuye de manera dramática el tamaño de las columnas de dominancia ocular 

correspondientes al ojo privado, mientras que aquéllas correspondientes al ojo no privado 

aumentan de tamaño, demostrando así que la competencia por los blancos post-sinápticos 

depende de manera primordial de la actividad sensorial visual (Hubel y Wiesel, 1970; 

Schmidt et al., 2002).  

3.1. MODELOS DE DESARROLLO DE CIRCUITOS NEURONALES MODULARES EN LA ETAPA 

POSTNATAL: NATIVISMO, SELECCIONISMO Y CONSTRUCTIVISMO 

Un tipo de circuito neuronal muy usado para el estudio del desarrollo del cerebro es el 

circuito modular, debido a la facilidad con que los módulos se pueden identificar anatómica 

y funcionalmente y a que son circuitos repetidos. Los estudios pioneros de Mountcastle, y 

de Hubel y Wiesel, hicieron énfasis en la organización modular, funcional y anatómica, en 

diversas regiones del cerebro de mamífero. Desde entonces se ha hecho un esfuerzo para 

estudiar el desarrollo de los circuitos modulares en el cerebro. De manera general se han 

propuesto 3 modelos diferentes (Purves, 1994; FIGURA 1): En el primer modelo llamado 

NATIVISTA, los módulos parecen estar preespecificados, habiendo un número definido que 

se presenta desde el propio origen de la estructura, y con el tiempo crecen de forma 

escalar pero no aumentan ni disminuyen en número; este modelo puede explicar el 

desarrollo de muchas estructuras en insectos (Laissue et al., 1999). Sin embargo, en el 

transcurso de la evolución y aumento de la complejidad estructural, particularmente en la 

rama de los vertebrados, se ha postulado que existen otros dos tipos de estrategias que los 

cerebros pueden seguir para formar sus circuitos en la etapa postnatal. En el modelo más 

aceptado, el SELECCIONISTA, se propone que al momento del nacimiento o en edades 

tempranas del desarrollo existe un número alto de módulos y, conforme el animal se 

desarrolla, muchos de esos módulos se pierden de manera dirigida por el ambiente o por 
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procesos de plasticidad, lo que en teoría permite al animal tener una adaptación óptima de 

su conducta y de su estructura cerebral al ambiente en el que se encuentra. Por otra parte, 

hay algunas áreas del cerebro en mamíferos, en particular el bulbo olfatorio (Pomeroy et 

al., 1990), que no parecen seguir el mecanismo seleccionista sino que la regla es empezar 

con pocos módulos e ir adicionando conforme avanza el tiempo y el animal se desarrolla. A 

este modelo se le conoce como CONSTRUCTIVISTA, y en él no hay pérdida de módulos, 

pues la mayor parte de ellos se generan conforme transcurre el desarrollo postnatal en 

función de las necesidades del organismo. 

 

FIGURA 1: Modelos de desarrollo de circuitos modulares durante la etapa postnatal. En el 

modelo nativista en un inicio se forman todos los circuitos preespecificados requeridos, 

sin haber cambios o plasticidad. En el modelo seleccionista se forma un exceso de 



11 

 

circuitos que, dependiendo del uso, van desapareciendo. En el modelo constructivista 

hay un número bajo de circuitos generados al nacimiento y con el tiempo se incorporan 

más, según los requerimientos del organismo. Modificado de Purves, 1994. 

3.2. CIRCUITO MODULAR GLOMERULAR 

El bulbo olfatorio es una estructura que ha sido estudiada en forma amplia en el contexto 

del desarrollo postnatal, debido principalmente a que su organización laminar separa las 

funciones del procesamiento de la información olfatoria de manera muy clara. En esta 

organización laminar en su zona más superficial se encuentra la capa donde el circuito 

glomerular se estructura. En el bulbo olfatorio se ha estudiado la formación de los distintos 

grupos neuronales y el conjunto de circuitos asociado a las distintas láminas durante el 

desarrollo postnatal temprano (Lledo et al., 2008; Adam y Mizrahi, 2010), pero en mayor 

medida se ha estudiado cómo se forman los glomérulos (Pomeroy et al., 1990; Meisami y 

Sendera, 1993; Valverde et al., 1992; Potter et al., 2001; Zou et al., 2004). Los glomérulos 

son estructuras modulares en forma de esfera con propiedades anatómico-funcionales 

definidas por las neuronas sensoriales olfatorias y sus receptores a odorantes (Potter et al., 

2001; Wachowiak et al., 2004), localizados en el epitelio olfatorio. El modelo de desarrollo 

del circuito glomerular es ideal en cuanto a la estrategia de formación por la simplicidad de 

su conjunto de circuitos. 

3.2.1. ORGANIZACIÓN DEL CIRCUITO GLOMERULAR Y RECEPTORES A ODORANTES 

La estructura encargada de detectar los olores es el epitelio olfatorio. Es aquí donde se 

encuentran las neuronas sensoriales que se encargan de detectar los odorantes a través de 

receptores específicos que se encuentran en su membrana (Huard et al., 1998). Las 

neuronas sensoriales olfatorias son neuronas bipolares. Su segmento apical extiende sólo 

una dendrita hacia la superficie del epitelio, donde da origen a cilios cuya membrana 

contiene cientos de receptores a odorantes.  

En el segmento basal de la neurona emerge el axón que atraviesa la placa cribiforme y 

alcanza al bulbo olfatorio (Morrison y Constanzo, 1990). Los axones de las neuronas 

sensoriales olfatorias establecen sinapsis con neuronas de relevo, mitrales y 

empenachadas, que a su vez envían la información a diversas regiones del sistema nervioso 

central.  

En el bulbo olfatorio la sinapsis entre las neuronas sensoriales y las de relevo está 

confinada a los glomérulos olfatorios (FIGURA 2). Existen aproximadamente 2000 

glomérulos por bulbo olfatorio en el ratón (Mombaerts, 2006). La interacción de las 

neuronas sensoriales olfatorias y las neuronas de relevo es modulada por numerosas 

interneuronas conocidas como periglomerulares (Chen y Shepherd, 2005). Cada axón de 

cada neurona olfatoria hace sinapsis únicamente en un glomérulo y cada dendrita apical de 

cada neurona de relevo tiene confinado su árbol dendrítico en un sólo glomérulo (FIGURA 

2). En cada glomérulo los axones de miles de neuronas olfatorias hacen sinapsis con 

aproximadamente 20-50 neuronas de relevo (Chen y Shepherd, 2005). 
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FIGURA 2: Organización del sistema olfatorio. Las neuronas sensoriales olfatorias 
localizadas en el epitelio olfatorio son activadas por moléculas odorantes. Estas neuronas 
proyectan sus axones al bulbo olfatorio, los cuales atraviesan la placa cribiforme y hacen 
contacto con neuronas mitrales de relevo en estructuras con forma semiesférica 
conocidas como glomérulos. Modificado de Nedelec et al., 2005. 
 

Los receptores a odorantes son generados gracias a la existencia de una familia multigénica 

diversa, formada por más de 1000 genes en la rata y el ratón (Mombaerts, 2006). La 

diversidad de estos receptores permite la discriminación de una gran variedad de 

odorantes de diferente tamaño, tipo y grupo químico. Esta familia de receptores tienen en 

común que transducen sus señales a través de proteínas G heterotriméricas que unen GTP. 

Al igual que otros receptores acoplados a proteínas G, éstos poseen, por una parte, 

regiones hidrofóbicas que sirven como dominios transmembranales, y regiones hidrofílicas 

de “pocket” que unen al ligando extracelularmente. Este “pocket” está formado por la 
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combinación de secuencias presentes en las distintas regiones transmembranales. De 

manera interesante la secuencia de aminoácidos en esta región es muy variable entre los 

distintos receptores, lo cual provee un mecanismo para el reconocimiento de una gran 

variedad de moléculas odorantes (Pilpel y Lancet, 1999).  

Un paso crucial en la transmisión de la información olfatoria es la unión del odorante con 

su receptor específico, fenómeno que produce la activación de la proteína G-olfatoria, el 

aumento en la actividad de la enzima adenilato ciclasa y el consecuente incremento en la 

producción de AMPc. Con posterioridad se activa un canal catiónico acoplado a nucleótidos 

cíclicos, que causa la despolarización de la neurona y finalmente la generación de 

potenciales de acción que se transmiten hacia el bulbo olfatorio (Jones y Reed, 1989). 

Las neuronas sensoriales olfatorias que expresan el mismo tipo de receptor a odorante 

proyectan sus axones desde el epitelio olfatorio y convergen en glomérulos específicos en 

el bulbo olfatorio (Feinstein y Mombaerts, 2004; FIGURA 3). En general, hay al menos un 

glomérulo correspondiente a cada receptor a odorante por hemibulbo (lateral y medial), 

cuya posición es estereotípica entre individuos (Mombaerts, 2006; FIGURA 3), por lo tanto 

hay al menos 4 repeticiones glomerulares correspondientes a cada receptor a odorantes 

por individuo (FIGURA 3). Esto tiene la importancia de determinar el campo receptivo a los 

distintos odorantes, tanto en la propia neurona como en el glomérulo (Araneda et al., 

2000), debido a que cada receptor tiene un ligando odorante preferente que lo activa 

(Bozza et al., 2002; Kerr y Belluscio, 2006; Nguyen et al., 2007; Tan et al., 2010; Todrank et 

al., 2011). Los glomérulos carecen de somas celulares y constan principalmente de 

neuropilo y de procesos astrocíticos. Los glomérulos tienen una densidad muy alta de 

sinapsis y su ensamblaje y refinamiento durante el desarrollo parece depender tanto de la 

expresión de los receptores a odorantes como de la actividad neuronal (Bozza et al., 2002; 

Yu et al., 2004; Imai et al., 2006; Kerr y Belluscio, 2006; Serizawa et al., 2006; Biju et al., 

2008; Maher et al., 2009; Mobley et al, 2010). 
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FIGURA 3: Las neuronas sensoriales olfatorias que expresan un mismo tipo de receptor a 

odorante proyectan sus axones a glomérulos con coordenadas específicas en el bulbo 

olfatorio. La imagen muestra el bulbo olfatorio y epitelio olfatorio de un ratón M72tLacZ, 

en el cual pueden apreciarse las neuronas y los axones positivos a -galactosidasa. Las 

neuronas M72 se encuentran dispersas en el epitelio olfatorio. Éstas proyectan sus 

axones hacia un sólo glomérulo por hemibulbo (lateral y medial). En general, se forma al 

menos un glomérulo por hemibulbo correspondiente a cada receptor a odorante. Escala 

= 1mm. Figura tomada de Biju et al., 2008. 

3.2.2. MODELOS DE DESARROLLO DEL CIRCUITO GLOMERULAR 

Los glomérulos, siendo circuitos modulares, parecen seguir un modelo nativista de 

desarrollo, ya que la posición y los componentes de los circuitos parecen estar 

determinados genéticamente (Mombaerts et al., 1996). Sin embargo, posterior a su 

formación inicial, en la etapa postnatal temprana, suceden diversos fenómenos plásticos. 

En uno de los estudios realizados en ratón se propuso que al nacimiento existe un bajo 

número de glomérulos y, conforme el ratón se desarrolla hasta la adultez, hay un aumento 

considerable en el número de glomérulos de hasta 5 veces (Pomeroy et al., 1990; FIGURA 

4A). Sin embargo hay reportes en rata que difieren al proponer que el número glomérulos 

se mantiene prácticamente constante a partir del nacimiento (Meisami y Sendera, 1993; 

FIGURA 4B). De manera adicional en otro reporte en ratón, se propone que el número de 
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repeticiones de circuitos glomerulares específicos tiende a disminuir (Zou et al., 2004; 

FIGURA 4C). Las diferencias podrían estar relacionadas con discrepancias técnicas (FIGURA 

4). En realidad, en los primeros dos estudios mencionados se utilizó una aproximación 

global de conteo, de manera independiente del tipo de circuito glomerular. En cambio, en 

el tercer estudio se hizo el conteo en circuitos glomerulares específicos, y se analizó el 

número de repeticiones M71 y M72. 
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FIGURA 4: Tres evidencias que sustentan cada uno de los tres modelos de desarrollo en el 

circuito glomerular. El primer estudio (A), apoya el modelo constructivista, utilizando la 

técnica de Nissl (marca somas); se propuso que el número de glomérulos aumenta 

considerablemente durante el desarrollo de ratón (Pomeroy et al., 1990). El segundo 

estudio (B), apoya el modelo nativista, utilizando la técnica de citocromo oxidasa (marca 

neuropilo); se propuso que el número de glomérulos permanece prácticamente 

constante durante el desarrollo de rata (Meisami y Sendera, 1993). El tercer estudio (C), 

apoya el modelo seleccionista, utilizando circuitos glomerulares marcados; se propuso 

que el número de repeticiones de los glomérulos específicos M71 y M72 disminuye 

durante el desarrollo de ratón (Zou et al., 2004). 

3.2.3. RELACIÓN DE LA ACTIVIDAD SENSORIAL Y ESPONTÁNEA CON LOS MODELOS DE 

DESARROLLO EN CIRCUITOS GLOMERULARES ESPECÍFICOS 

La formación de los circuitos glomerulares tiene dos características fundamentales: 

Posicionamiento de las fibras y formación glomerular inicial, y número de repeticiones de 

glomérulos. La primera tiene que ver con la proyección de los axones de las neuronas 

sensoriales al bulbo olfatorio y su coalescencia o convergencia en un lugar específico para 

formar el glomérulo (FIGURA 3), lo cual está determinado de forma genética y por actividad 

espontánea (Yu et al., 2004). La segunda característica consiste en el número de 

repeticiones locales que se forman de un circuito glomerular en particular, lo cual puede 

variar de acuerdo a la experiencia sensorial olfatoria. Esta propiedad de iteratividad o 

repetición de los circuitos neuronales es muy común en distintas regiones del cerebro 

donde las características anatómico-funcionales se repiten en varios módulos o neuronas 

(Purves et al., 1992), tal como sucede para el circuito glomerular (FIGURA 3). 

El modelo nativista está representado por la primer característica mencionada. Se sabe que 

al impedir que una población de neuronas sensoriales olfatorias tenga actividad eléctrica 

espontánea, no se forma el glomérulo correspondiente (Yu et al., 2004; FIGURA 5B); sin 

embargo, en ausencia de experiencia olfatoria, los glomérulos se pueden formar sin 

problema; esto se ha visto en ratones knock-out del canal CNG, que es el efector de las 

respuestas olfatorias (Lin et al., 2000; FIGURA 5D), y en el modelo de deprivación unilateral 

olfatoria (Zou et al., 2004). 
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FIGURA 5: La actividad espontánea es instructiva en la formación inicial del circuito 

glomerular, no así la actividad sensorial. El bloqueo del disparo espontáneo a través de la 

sobreexpresión del canal Kir 2.1 en la población P2 impide la formación del glomérulo 

correspondiente (B), en comparación con la formación normal en un ratón wild type (A) 

(Yu et al., 2004). En un ratón knock-out del canal CNG en el que no hay respuestas 

olfatorias inducidas por odorantes, la formación del glomérulo P2 se da de forma similar 

(D) a un ratón wild type (C) (Lin et al., 2000). 

Los modelos constructivista y seleccionista se relacionan a la variación en el número de 

repeticiones de los glomérulos específicos (disminución o aumento). Como ya se mencionó, 

el número de repeticiones mínimas que tiene un circuito glomerular específico es cuatro, 

cada una correspondiente a cada hemibulbo (FIGURA 3). En algunos casos el número de 

repeticiones para un circuito glomerular específico puede variar de manera espontánea, sin 

embargo, se ha propuesto que este proceso está determinado por la experiencia olfatoria, 

que puede modificar esto a la alza o a la baja. Hay tres evidencias principales que apoyan 

esta teoría: 1) Se ha reportado diferente número de repeticiones de glomérulos P2 y M72 

en distintos laboratorios (Mombaerts et al., 1996; Royal y Key, 1999; Zheng et al., 2000; Lin 

et al., 2000; Schaefer et al., 2001; Zou et al., 2004; Biju et al., 2008), lo cual puede 

explicarse por las diferencias existentes en los ambientes olfatorios (Oliva et al., 2010). 2) 

La exposición a octanal de forma condicionada durante el desarrollo postnatal disminuye el 

número de glomérulos I7 en comparación con los ratones no expuestos (Kerr y Belluscio, 

2006; FIGURA 6A). 3) Se ha reportado que el tipo de caja en la cual los ratones son criados 
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en los bioterios provoca una diferencia en el número de repeticiones del glomérulo P2: la 

explicación radica en que varía la ventilación ambiental, y debido a que el glomérulo P2 es 

activado por compuestos presentes en la orina; a menor ventilación más concentrados 

están estos compuestos y se origina mayor número de glomérulos P2 (Oliva et al., 2010; 

FIGURA 6B). 

 

 

FIGURA 6: Dos evidencias sobre el efecto de la experiencia sensorial en relación con el 

número de repeticiones de glomérulos específicos. La exposición condicionada a octanal 

disminuye el número de repeticiones del glomérulo I7 durante el desarrollo postnatal (2 

glomérulos I7) en comparación con la condición control (1 glomérulo I7) (A) (Kerr y 

Belluscio, 2006). Escala = 100m. Dos tipos de ambiente olfatorio, con baja y alta 
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ventilación, tienen un impacto sobre el número promedio de repeticiones del glomérulo 

P2 durante el desarrollo postnatal (B) (Oliva et al., 2010).  

Ninguna de las evidencias mencionadas en el párrafo anterior sustentan necesariamente 

una predominancia constructivista o seleccionista en el efecto de la experiencia olfatoria, 

puesto que no se puede afirmar que el número de repeticiones finales fue resultado del 

refinamiento o de la construcción de nuevos glomérulos. Un ejemplo hipotético que ilustra 

esto: Si el resultado final son 3 glomérulos, si fuera un proceso seleccionista el que 

participa, la proyección inicial antes de la formación sería a 4 o más sitios y finalmente la 

estructuración de sólo 3 glomérulos; o también podrían formarse 4 glomérulos y ocurrir la 

posterior eliminación de uno (Zou et al., 2004). Por otra parte, si fuera un proceso 

constructivista el que participa, la proyección inicial sería a un sitio donde se formaría un 

glomérulo, y posteriormente las fibras llegarían al sitio 2 y 3 para definir los 3 glomérulos 

finales (Pomeroy et al., 1990). 

En este estudio nos interesó entender un poco más el proceso de iteratividad o repetición 

de circuitos, la relación con los modelos de desarrollo, en especial el modelo constructivista 

y seleccionista, y cómo puede influir la experiencia olfatoria utilizando un protocolo de 

estimulación que no se ha utilizado aún para estudiar el desarrollo glomerular, que es la 

exposición crónica a odorantes (ECO), la cual simula las condiciones en las que las crías de 

ratón se desarrollan durante la lactancia, en el ambiente olfatorio crónico que existe en las 

madrigueras con odorantes específicos dependiendo del hábitat (FIGURA 7). 

 

 

FIGURA 7: Crías de ratón de campo en su madriguera.  
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Existen 3 modelos de desarrollo que podrían explicar la formación y consolidación de los 

glomérulos olfatorios hacia la adultez: Constructivismo (aumento número de glomérulos), 

seleccionismo (disminución número de glomérulos) y nativismo (número de glomérulos 

constante). Para algunos circuitos glomerulares específicos se ha reportado seleccionismo 

o refinamiento glomerular en condiciones olfatorias control durante la etapa postnatal 

temprana (Zou et al., 2004; FIGURA 5C), un proceso que es modificado por exposición 

condicionada a ligandos odorantes específicos (Kerr y Belluscio, 2006). En cambio la 

consolidación constructivista y nativista de glomérulos olfatorios se ha reportado 

únicamente con una aproximación global de conteo (Pomeroy et al., 1990; Meisami y 

Sendera, 1993; FIGURA 5A y 5B). 

No se conoce el efecto de la exposición crónica a odorantes (ECO) sobre el circuito 

glomerular y más aún, a qué modelo de desarrollo se ajustaría este tipo de estimulación 

sensorial.  
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5. HIPÓTESIS 

La exposición crónica a odorantes (ECO) influirá en el proceso de formación de circuitos 

glomerulares específicos en el bulbo olfatorio a través de un proceso constructivista en la 

etapa postnatal temprana.  
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6. MODELO DE ESTUDIO 

Existe un modelo genético en ratón (Mombaerts et al., 1996) que brinda la ventaja de 

poder ver la aferente primaria hacia la zona glomerular, dirigidas a glomérulos específicos 

(FIGURA 3); por tanto, si el número de repeticiones de glomérulos varía, es muy evidente 

poder notarlo. Utilizamos una línea de ratones con dos tipos de modificaciones genéticas. 

En la primer modificación río abajo de la secuencia endógena del receptor a odorantes 

M72 se tiene una secuencia de ADN llamada IRES (internal ribosome entry site) y la 

secuencia del gen reportero tLacZ que codifica para la enzima -galactosidasa, la secuencia 

IRES permite que el gen del receptor a odorantes y el gen tLacZ se transcriban como uno 

solo, y se traduzcan como proteínas independientes (Mombaerts et al., 1996). En la 

segunda modificación río abajo del gen del receptor a odorantes I7 se tiene la secuencia 

IRES y el gen reportero tGFP (proteína verde fluorescente). Las proteínas reporteras de 

ambos ratones tienen dominios tau de unión a citoesqueleto, debido a ello es posible ver la 

aferente primaria hacia los glomérulos de cada circuito (FIGURA 8). Los odorantes ligandos 

preferentes de los receptores I7 y M72 son heptaldehído y acetofenona, respectivamente 

(Bozza et al., 2002; Nguyen et al., 2007; Tan et al., 2010), De esta manera es posible 

estudiar el desarrollo de ambos circuitos en presencia del ligando odorante agonista 

(FIGURA 8). 

 

FIGURA 8: En este esquema se representa la estimulación olfatoria específica para los 

circuitos M72tLacZ / I7tGFP, por medio de odorantes agonistas de los receptores. En el 

lado izquierdo se muestra como la acetofenona ligando específico del receptor M72 

podría modificar la actividad eléctrica de las neuronas e influir el desarrollo del 
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glomérulo M72 de manera directa. En el lado derecho se muestra el mismo caso, pero 

con el receptor I7 y su ligando específico heptaldehído. Modificado de Potter et al., 2001. 
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7. OBJETIVOS 

OBJETIVO PRINCIPAL 

Investigar la estrategia de desarrollo postnatal (constructivista o seleccionista) que siguen 

los circuitos glomerulares en presencia de su ligando odorante específico de manera 

crónica. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Analizar el número de repeticiones de los glomérulos durante la etapa postnatal 

temprana en un ambiente olfatorio control. 

2. Analizar si la exposición crónica a odorantes (ECO) hace variar el número de 

repeticiones de los glomérulos específicos durante la etapa postnatal temprana. 

3. Analizar el volumen de los glomérulos específicos después de la ECO. 

4. Analizar si hay diferencia en el número repeticiones de los glomérulos, variando la 

concentración del odorante utilizada en la exposición crónica. 

5. Analizar si los cambios en el número de repeticiones de los glomérulos son 

permanentes o si hay refinamiento. 

6. Analizar si la ECO durante la etapa adulta produce el mismo efecto que en la etapa 

postnatal temprana (periodo sensible). 

7. Con base en el efecto de la ECO establecer qué estrategia de desarrollo se utiliza 

para la formación de glomérulos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Debido a que nuestro objetivo principal es dilucidar la estrategia general de desarrollo del 

circuito glomerular en presencia del ligando odorante específico, nuestros experimentos se 

enfocan en exponer a los ratones M72tLacZ / I7tGFP postnatal y crónicamente a los 

odorantes acetofenona y heptaldehído agonistas de los receptores M72 e I7. 
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9. MATERIALES Y MÉTODOS 

9.1. ANIMALES 

Se utilizaron ratones Knock-in de las líneas I7-IRES-tauGFP y M72-IRES-tau-lacZ de distintas 

edades (especificado en cada experimento). Ambas líneas de ratones donadas por el Dr. 

Peter Mombaerts (Instituto Max Planck) fueron cruzadas entre si para obtener una línea 

doble marcada I7tGFP / M72tLacZ. Los ratones fueron mantenidos en un ciclo luz-

oscuridad (12/12 horas), teniendo agua y alimento ad libitum. Los procedimientos 

siguieron los estándares de cuidado de animales para experimentos biomédicos de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) y los Institutos Nacionales de Salud 

(NIH en EUA, número de aprobación A5281-01). Todos los experimentos se realizaron con 

crías de la misma camada y se utilizaron al menos dos camadas por grupo experimental. Se 

tomaron las medidas necesarias para reducir al mínimo el número de ratones utilizados, así 

como para aminorar su sufrimiento potencial. 

9.2. EXPOSICIÓN CRÓNICA A ODORANTES (ECO)  

Ratones I7tGFP / M72tLacZ positivos fueron expuestos a heptaldehído (95% Sigma) o 

acetofenona (98% J.T. Baker), ligandos agonistas de los receptores a odorantes I7 y M72, 

respectivamente (Bozza et al., 2002; Nguyen et al., 2007; Tan et al., 2010). Los animales 

experimentales se mantuvieron en jaulas especiales para ratón, cerradas con una tapa 

cubierta por un filtro de algodón y una botella que contenía el odorante, acoplada a la 

tapa. La botella con el odorante se cambió diariamente para mantener constante la 

concentración. En un primer grupo el heptaldehído se utilizó a una concentración de 10% y 

la acetofenona de manera pura, debido a que el heptaldehído tiene una presión de vapor 

10 veces mayor a la acetofenona (Heptaldehído: 3.85 mm / Hg; Acetofenona: 0.44 mm /Hg 

a 25°C), además se analizó el efecto, para ambos circuitos, del odorante agonista y no 

agonista. Se expuso a un grupo de ratones desde el día P0, justo después del nacimiento, 

hasta el día P20 (98% vol/vol). Posteriormente, se expuso a diferentes grupos de ratones a 

heptaldehído desde el día P0 al día P20 (0.1, 1 y 10% vol/vol); del día P0 al día P5 (0.1, 1 y 

10% vol/vol); del día P10 a P15 (0.1% vol/vol); del día P50 a P70 (10% vol/vol), y del día P5 y 

P10 a P20 (10% vol/vol). La mitad de los ratones expuestos a heptaldehído 10% del día P0 

al día P20 fueron inmediatamente sacrificados, mientras que la otra mitad se mantuvo sin 

el odorante 30 días más. El heptaldehído se diluyó en DMSO (J.T. Baker) para mantener una 

adecuada solubilidad. Los grupos expuestos a heptaldehído ó acetofenona y los no 

expuestos se colocaron en cuartos diferentes en un vivario de ventilación en circuito 

cerrado para evitar efectos cruzados entre los grupos. 

9.3. ANÁLISIS DE LOS GLOMÉRULOS I7  

Los ratones fueron sacrificados por decapitación y los bulbos olfatorios fueron disecados. 

Éstos fueron colocados por separado en una laminilla, y comprimidos con un cubreobjetos 

hasta obtener un ancho del tejido de 110 ± 20m con el objetivo de mejorar la resolución 

de las imagenes. Los glomérulos fueron identificados con la iluminación de epifluorescencia 

por una lámpara de tungsteno y un microscopio vertical LEICA DM6000 vertical. Las 
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imágenes fueron obtenidas mediante el uso del software LAS AF, utilizando los objetivos 

20x y 40x. Las imágenes fueron obtenidas hasta 2 horas después del sacrificio, sin aparente 

degeneración de las estructuras o la disminución de la intensidad de la marca. Sólo se 

consideraron glomérulos sin axones truncados para el análisis. El parámetro para 

considerar las estructuras I7tGFP positivas como glomérulos fue que tuvieran un volumen 

de al menos 1000m3  con los axones íntegros. La medición del volumen glomerular fue 

realizada con la herramienta Volumest del programa Image J (Merzin, 2008). Las imágenes 

usadas para la reconstrucción del volumen glomerular se tomaron cada micra de grosor, 

por lo tanto el volumen se obtuvo multiplicando el área glomerular de cada imagen x 1m, 

y luego se hizo la suma de las imágenes.  

De manera adicional se realizó una inmunofluorescencia para visualizar los glomérulos en 

el contexto celular del bulbo olfatorio. Para esto los ratones fueron anestesiados con 

pentobarbital sódico y perfundidos transcardialmente con PBS, seguido de una solución de 

paraformaldehído al 4%. Después de un periodo de postfijación de 3 horas, los cerebros 

fueron crioprotegidos con un buffer de sacarosa al 30%, por 2 días a 4°C. Se obtuvo 

rebanadas (20 micras) con un criostato y se montaron en laminillas. Posteriormente las 

rebanadas fueron lavadas con PBS 0.1M e incubadas con solución de bloqueo de suero 

normal de caballo al 10% y tritón al 0.3% por 1 hora. Para marcar las estructuras I7tGFP 

positivas, las rebanadas fueron incubadas con el anticuerpo policlonal de cabra anti-GFP 

(aBCAM, CAT. NO. AB6673) a una concentración de 1:1000 en solución de bloqueo por 24 

horas a 4°C. Posteriormente, éstas se lavaron y fueron incubadas por 2 horas con el 

anticuerpo secundario de burro anti cabra-Alexa 555 (Invitrogen) y contrateñidas con DAPI. 

Las rebanadas se montaron en cubreobjetos usando medio de montaje acuoso (DAKO). Los 

glomérulos fueron identificados con la iluminación de epifluorescencia por una lámpara de 

tungsteno y un microscopio vertical LEICA DM6000 vertical. Las imágenes se obtuvieron 

mediante el uso del software LAS AF utilizando un objetivo 20x y utilizadas con fines 

únicamente de representación. 

9.4. ANÁLISIS DE LOS GLOMÉRULOS M72  

Los glomérulos M72tLacZ positivos fueron revelados con la tinción de X-gal en 

preparaciones completas (Zou et al., 2004). Los ratones se anestesiaron mediante 

pentobarbital sódico y perfundidos con PBS seguido de paraformaldehído al 4%. 

Posteriormente los bulbos olfatorios se disecaron e incubaron durante 5 horas en una 

solución de revelado con lo siguiente: fosfato de sodio 100mM (pH 7.4), 2mM MgCl2, 

0,01% de desoxicolato de sodio, 0,02% Nonidet P40, 5mM de ferrocianuro de potasio, 

5mM de ferricianuro de potasio y 1mg / ml de X-gal. Posteriormente, el tejido se lavó 10 

minutos en PBS (pH 7.4). Las imágenes de los glomérulos M72tLacZ positivos fueron 

tomadas con un microscopio estereoscópico Leica EZ4D y digitalizadas mediante el 

software LEICA FireCam. El parámetro para considerar las estructuras glomerulares 

M72tLacZ positivas fue que al menos 5 fibras visibles o un haz de fibras que coalescen en 

una estructura con forma glomerular, debido a que no es posible cuantificar el volumen en 

este tipo de preparación. 
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9.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Las pruebas estadísticas se realizaron en el programa GraphPad Prism 5. Los datos 

cuantitativos se presentaron como promedios ± error estándar. El análisis estadístico se 

realizó teniendo en cuenta cada hemibulbo de manera independiente en todos los ratones 

(Zou et al., 2004; Kerr y Belluscio, 2006; Oliva et al., 2010), ya que la probabilidad de 

encontrar "n" número de glomérulos por hemibulbo en el mismo ratón es igual a la 

probabilidad de encontrar “n” número de glomérulos en los hemibulbos de distintos 

ratones. Cada figura muestra la prueba estadística usada y la “n” utilizada. Los análisis se 

realizaron sin sesgo por parte de un mismo observador. 
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10. RESULTADOS 

10.1. EL NÚMERO DE REPETICIONES GLOMERULARES SE MANTUVO CONSTANTE EN UN 

AMBIENTE OLFATORIO CONTROL  

Con el propósito de examinar si en realidad hay una tendencia a que el número de 

glomérulos aumente (Pomeroy et al., 1990) o disminuya (Zou et al., 2004) en un ambiente 

olfatorio control, se contó el número de glomérulos M72 e I7 en ratones control. Se 

encontró que en los ratones no expuestos a odorantes, el número promedio de 

repeticiones glomerulares por hemibulbo permaneció constante (FIGURA 9).  

 

FIGURA 9: No hay cambio en el número de los glomérulos I7 y M72 durante el desarrollo 

postnatal en un ambiente olfatorio control. La figura muestra el curso temporal del 

número promedio de glomérulos I7 y M72 por hemibulbo a lo largo del desarrollo 

postnatal, no existe diferencia significativa en ninguno de los puntos. Kruskal-Wallis 

P>0.05. 

10.2. LA EXPOSICIÓN CRÓNICA A ODORANTES (ECO) CAUSÓ LA FORMACIÓN DE 

PEQUEÑOS GLOMÉRULOS SUPERNUMERARIOS  

Con el objetivo de examinar el efecto de la ECO sobre el circuito glomerular se expusó a los 

ratones a heptaldehído y acetofenona, ligandos naturales agonistas de los receptores a 

odorantes I7 y M72, respectivamente (Bozza et al, 2002; Nguyen et al., 2007; Tan et al., 

2010), durante los primeros 20 días de vida. Los ratones expuestos mostraron un aumento 

en el número promedio de glomérulos por hemibulbo. Dicho aumento fue específico, ya 

que el heptaldehído provocó el aumento sólo de glomérulos I7 y acetofenona de 

glomérulos M72 (FIGURA 10). En ambos casos la distribución espacial de los glomérulos fue 

de menos de 700 m de distancia unos de otros (FIGURA 10).  
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FIGURA 10: La exposición crónica a odorantes (ECO) durante los primeros 20 días de vida 

causó la formación de glomérulos supernumerarios. Figuras A-C ilustran glomérulos I7 

positivos a GFP correspondientes a ratones no expuestos y expuestos a acetofenona o 

heptaldehído. Escala = 100m. Figuras D-F ilustran glomérulos M72 positivos a -

galactosidasa, correspondientes a ratones no expuestos y expuestos a acetofenona o 

heptaldehído. Escala = 500m. Recordar que el heptaldehído es el ligando del receptor I7 

y la acetofenona del M72. Notar el incremento de glomérulos y la especificidad de la 

respuesta para cada circuito (gráfica de barras G y H). Kruskal-Wallis P<0.01 seguida de 

comparación múltiple de Dunn: **, P<0.01; ***, P<0.001. 

Por otro lado, en ratones expuestos a heptaldehído, la aparición de los glomérulos 

supernumerarios I7 se acompañó de una redistribución del volumen de cada uno de ellos 

con relación al volumen del glomérulo equivalente en ratones no expuestos (FIGURA 11A). 

A pesar del alto número de glomérulos I7 en expuestos a heptaldehído, aproximadamente 

la mitad del volumen total se concentró en un sólo glomérulo (Glomérulo mayor) y la otra 

mitad en los glomérulos supernumerarios (FIGURA 11B).  
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FIGURA 11: La exposición crónica a odorantes (ECO) causó la redistribución del volumen 

glomerular. El histograma en A muestra la distribución del volumen de la población total 

de glomérulos en 20 hemibulbos en ratones no expuestos y expuestos a heptaldehído 

10% al día P20. La gráfica de barras en B muestra el volumen promedio del glomérulo 

más grande (mayor) y la suma promedio del volumen de los glomérulos supernumerarios 

por hemibulbo, en ratones no expuestos y expuestos a heptaldehído. 10%. Kruskal-Wallis 

p<0.01 seguida de comparación múltiple de Dunn: ***, P<0.001. 

De manera interesante, al nacimiento, la mayoría de los hemibulbos tienen un glomérulo I7 

formado (FIGURA 12), lo cual sugiere que los glomérulos supernumerarios I7 pueden ser 

formados después de la formación inicial del glomérulo I7. Esta idea es apoyada por la 

evidencia que en ratones expuestos a heptaldehído a partir del día P5 y P10 también se 

generó una gran cantidad de glomérulos supernumerarios (FIGURA 13).  

 

FIGURA 12: Los ratones al nacimiento tienen 64% de sus hemibulbos con un glomérulo I7 

formado. Las figuras A y B muestran axones y glomérulo I7, respectivamente, justo 

después del nacimiento. Escala = 100m. Se observaron dos diferentes posibilidades: 

hemibulbos con axones I7 dispersos de una forma local pero sin coalescer (A), y 
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hemibulbos con axones I7 coalesciendo formando un glomérulo (B). Las poblaciones 

fueron separadas cualitativamente, y se encontró que 22 de 34 hemibulbos (64%) 

analizados tenían al menos un glomérulo I7 formado.  

 

FIGURA 13: La ECO después del día posntatal 5 (P5) y P10 generó glomérulos 

supernumerarios. Las figuras A y B muestran glomérulos I7 positivos a GFP en ratones 

expuestos a heptaldehído 10% (10% Hep). Escala = 100m. La gráfica de barras en C 

muestra el número promedio de glomérulos I7 por hemibulbo en cada condición 

experimental. Kruskal-Wallis p<0.01 seguido de comparación múltiple de Dunn: ***, 

P<0.001. 

10.3. FORMACIÓN DE GLOMÉRULOS SUPERNUMERARIOS POR ECO DEPENDIÓ DE LA 

CONCENTRACIÓN DEL ODORANTE  

Los ratones expuestos a heptaldehído mostraron un aumento en el número de glomérulos 

supernumerarios I7 dependiente de la dosis, siendo la de 10% en la que se encontró el 

mayor aumento (FIGURA 14).  
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FIGURA 14: La formación de glomérulos supernumerarios por ECO dependió de la 

concentración del odorante. La figura muestra glomérulos I7 positivos a GFP al día P20 

correspondientes a: ratones no expuestos (A), expuestos a heptaldehído 0.1% (B), 

expuestos a heptaldehído 1% (C), y expuestos a heptaldehído 10% (D). Escala = 100m. 

La gráfica de barras en E muestra el número promedio de glomérulos I7 y M72 por 

hemibulbo a concentraciones crecientes de heptaldehído. Kruskal-Wallis P<0.01 seguida 

de comparación múltiple de Dunn: **, P<0.01; ***, P<0.001. 

10.4. GLOMÉRULOS SUPERNUMERARIOS PERMANECIERON Y AUMENTARON SU 

VOLUMEN DESPUÉS DE LA INTERRUPCIÓN DE LA ECO  

El refinamiento glomerular es un proceso frecuente durante el desarrollo (Zou et al., 2004). 

Por lo tanto, decidimos examinar si los glomérulos supernumerarios generados durante la 

etapa postnatal permanecen hasta la etapa adulta o si se refinan. Se expuso un grupo de 

ratones a heptaldehído 10% durante la etapa postnatal temprana (día P0-P20). No hubo 

cambios estadísticamente significativos en el número promedio de glomérulos I7 por 

hemibulbo del día P20 al P50 (FIGURA 15). Esto quiere decir que no hay refinamiento de 

glomérulos supernumerarios después de la ECO. De manera coincidente se encontró que 

en los ratones no expuestos no existe refinamiento de glomérulos I7 y M72, durante todo 

el desarrollo postnatal (FIGURA 9). 
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FIGURA 15: Los glomérulos supernumerarios permanecieron después de la interrupción 

de la ECO. Las figuras A y B muestran glomérulos I7 (verde) en cortes coronales teñidos 

con DAPI (rojo) correspondientes a ratones no expuestos y expuestos a heptaldehído 

10%, y mantenidos hasta el día P50 sin el odorante. Las flechas muestran los glomérulos 

supernumerarios. Escala = 100m. La figura en C muestra un esquema representativo del 

bulbo olfatorio que indica la posición anterior ventro-lateral de los glomérulos I7 

correspondientes a ratones no expuestos y expuestos a heptaldehído 10%, la posición es 

prácticamente la misma. La gráfica de barras en D muestra el número de glomérulos I7 

por hemibulbo 30 días después de la interrupción de la ECO. Kruskal-Wallis P<0.01 

seguida de comparación múltiple de Dunn: ***, P<0.001. 

El aumento de tamaño de los glomérulos es un parámetro de maduración del circuito 

(Pomeroy et al., 1990), por lo tanto se decidió estudiar si los glomérulos supernumerarios 

aumentaban de tamaño. Se encontró que al día P50 el volumen es mayor con respecto al 

día P20 (FIGURA 16).  
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FIGURA 16: Los glomérulos supernumerarios aumentaron su volumen después de la 

interrupción de la ECO. Las figuras A y B muestran glomérulos I7 GFP positivos al día P20 

y P50, respectivamente, en ratones expuestos a heptaldehído 10%. Escala = 100m. La 

gráfica de barras en C muestra el volumen I7 glomerular por hemibulbo, al día P20 y P50, 

del glomérulo mayor en no expuestos, y del glomérulo mayor y de los glomérulos 

supernumerarios en expuestos a heptaldehído 10% (Hep 10%). Prueba T no pareada: **, 

P<0.01; ***, P<0.001. 

10.5. FORMACIÓN DE GLOMÉRULOS SUPERNUMERARIOS POR ECO OCURRIÓ DURANTE 

UN PERIODO SENSIBLE DEL DESARROLLO  

La actividad sensorial a menudo modula el desarrollo de las proyecciones sensoriales 

dentro de un periodo de tiempo particular. En general, es el periodo postnatal temprano, 

durante el cual el cerebro es especialmente plástico (Hubel y Wiesel, 1970; Grubb y 

Thomson, 2004). Para evaluar si la formación de glomérulos supernumerarios por ECO se 

limita a un periodo sensible, se compararon los efectos de la ECO durante la etapa 

postnatal temprana (día P0-P20) y durante la edad adulta (P50-P70). Se encontró que 

cuando la ECO se inicia en la etapa adulta, no se forman glomérulos supernumerarios 

(FIGURA 17). 
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FIGURA 17: La ECO no forma glomérulos supernumerarios en la etapa adulta. Las figuras 

A y B muestran glomérulos I7 GFP positivos correspondientes a ratones no expuestos y 

ratones expuestos a heptaldehído 10% durante la adultez, respectivamente. Las flechas 

blancas señalan la autoflorescencia de las células periglomerulares, siendo común en los 

adultos. Escala = 100m. La gráfica de barras en C muestra el número promedio de 

glomérulos por hemibulbo en ratones expuestos durante la etapa postnatal temprana 

(día P0-P20) y la edad adulta (P50-P70). Mann-Whitney: ***, P<0.001. 

10.6. REORGANIZACIÓN LOCAL DE LAS AFERENTES PRIMARIAS GLOMERULARES 

DURANTE LA ECO 

La redistribución del volumen y la cercanía topológica entre los glomérulos 

supernumerarios I7 y M72 sugirió que un crecimiento local re-dirigido de las aferentes 

primarias podría ser la base de la formación de los glomérulos supernumerarios en ratones 

expuestos a odorantes. Para evaluar esta posibilidad, analizamos los glomérulos I7, cinco 

días después del inicio de la ECO. Las aferentes primarias de los ratones no expuestos 

mostraron un punto de destino único al día P5 (FIGURA 18). En contraste, los ratones 

expuestos a heptaldehído mostraron aferentes que unen a los glomérulos mayores y a los 

glomérulos supernumerarios. Éste fue el caso para los ratones expuestos a diferentes dosis 

de heptaldehído entre día P0 y P5 (FIGURA 18). El mismo fenómeno se observó en ratones 

expuestos entre el día P10 y P15. Estas observaciones apoyan la idea de que la 

reorganización axonal local podría contribuir a la formación de glomérulos 

supernumerarios y que las aferentes primarias muestran una fase de crecimiento axonal 

que se prolongó al menos dos semanas después del nacimiento en las condiciones 

experimentales estudiadas (FIGURA 18). Otra posibilidad que podría contribuir al 

fenómeno de glomérulos supernumerarios sería la neurogénesis de las neuronas 

sensoriales olfatorias que incorpora nuevas fibras al bulbo olfatorio de forma continua 

(Kawauchi et al., 2004); lo cual necesita ser explorado en otros estudios. Un hallazgo más 

relacionado a la reorganización de las aferentes primarias fue que a pesar que los 

glomérulos supernumerarios y mayor aumentaron su volumen durante el desarrollo 

postnatal (FIGURA 16), el volumen glomerular total no fue mayor que el volumen del 

glomérulo correspondiente en ratones no expuestos, al menos al día P20 (FIGURA 19). Esto 

podría significar que las aferentes primarias redistribuyeron el volumen entre el glomérulo 

mayor y los glomérulos supernumerarios.  
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FIGURA 18: Reorganización de las aferentes primarias durante la ECO. La figura muestra 

glomérulos I7 positivos a GFP correspondientes a ratones no expuestos y expuestos a 

heptaldehído. Notar que las aferentes primarias se reorganizan de formas variables entre 

los glomérulos mayores y los glomérulos supernumerarios (flechas). El efecto se observó 

en todos los hemibulbos analizados (n = 10 en cada condición) en ratones expuestos del 

día P0 al día P5. En ratones expuestos del día P10 al día P15 se observó en 8 de 10 

hemibulbos analizados. Escala = 100m; cuadro interior tiene magnificación 2X.  
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FIGURA 19: La ECO no lleva al aumento del volumen glomerular total. En la gráfica de 

barras se aprecia que en ninguna de las dos condiciones de expuestos a heptaldehído 

(0.1% y 10%), a pesar de haber más glomérulos, hay un volumen glomerular total / 

hemibulbo aumentado, incluso a heptaldehído 10% existe una disminución significativa 

con respecto al control. Comparación múltiple de Dunnett: *, P<0.05.  
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11. DISCUSIÓN 

Es bien sabido que la experiencia sensorial induce el refinamiento, remodelación y 

plasticidad de circuitos neuronales en el cerebro en desarrollo (Hubel y Wiesel, 1970; Shatz 

y Stryker, 1978; LeVay et al., 1980; Schmidt et al., 2002; Grubb y Thomson, 2004; Alonso et 

al., 2006; Clem et al., 2008; Dunfield y Hass, 2009; Di Marco et al., 2009; Case et al, 2011; 

Carrasco et al., 2011). Sin embargo, con respecto a la formación inicial de los circuitos, se 

piensa que la actividad espontánea a través de los diferentes relevos sinápticos es 

precisamente el factor que promueve su formación (Katz y Shatz, 1996; Grubb y Thomson, 

2004; Yu et al., 2004; Feller, 2009; Xu et al., 2011). A pesar de estas ideas, el presente 

trabajo provee evidencias a favor del papel que tiene la experiencia sensorial acerca de la 

formación de glomérulos olfatorios, ya que la exposición crónica a odorantes induce a su 

vez la formación de glomérulos supernumerarios de manera dependiente de la dosis y del 

tiempo de desarrollo. En específico, la exposición a heptaldehído y acetofenona durante los 

primeros 20 días de vida postnatal conllevó a la formación permanente de glomérulos I7 y 

M72, respectivamente. La exposición a acetofenona no resultó en la formación de 

glomérulos I7, ni la exposición a heptaldehído a glomérulos M72. Estas modificaciones sólo 

sucedieron cuando la exposición se realizó durante el desarrollo postnatal temprano, no 

durante la adultez, y dependieron de la concentración del odorante de forma directa. De 

manera adicional, no sólo estos glomérulos supernumerarios permanecieron a lo largo del 

tiempo, sino también crecieron de manera significativa conforme los ratones maduraron. El 

hecho de que los glomérulos I7 y M72 se forman de manera prenatal y postnatal, 

respectivamente, sugiere que la experiencia odorífera crónica antes, durante o después de 

la formación de los glomérulos (FIGURA 10, 13 y 18) promueve la formación de un mayor 

número de estos circuitos que, proponemos, servirían para el procesamiento de la 

información olfatoria entrante. 

El fenómeno de formación de glomérulos supernumerarios también ha sido reportado en 

otros estudios. En realidad, se ha documentado en ratones modificados genéticamente en 

los que se altera la expresión de moléculas para la guía de axones (Nguyen-Ba-Charvet et 

al., 2008). Por lo tanto, nuestros resultados pueden ser en parte explicados por la 

diferencia en la disponibilidad de estas moléculas (e.g., señales de repulsión o adhesión, 

Serizawa et al., 2006). En apoyo a esta posibilidad, se documenta la redistribución del 

volumen y la cercanía topológica entre los glomérulos supernumerarios I7 y M72, además 

de la reorganización de las aferentes primarias del glomérulo mayor en ratones expuestos 

a los ligandos odorantes agonistas, incluso después de la formación glomerular inicial 

(FIGURA 13). De manera complementaria o alternativa, nuestros resultados pueden ser 

atribuidos a patrones modificados de actividad espontánea y/o actividad presináptica y/o 

postsináptica (O’Rourke et al., 1994; Zou et al., 2004; Yu et al., 2004; Oliva et al., 2008; 

Mobley et al., 2010), a cambios en la disponibilidad de AMPc asociados a la actividad del 

receptor a odorantes (Imai et al., 2006; Mobley et al., 2010), a la activación diferencial de la 

proteína G o de la adenilato ciclasa (Imai et al., 2006; Chesler et al., 2007; Biju et al., 2008) 

y/o a cambios en la disponibilidad de BDNF (Cao et al., 2007; Oliva et al., 2008). Todos 
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estos factores modifican el grado de coalescencia y arborización de las aferentes primarias 

olfatorias, y la distribución espacial y número de los glomérulos. El mérito de cualquiera de 

estas posibilidades es digno de consideración en futuros estudios. 

A diferencia de otros estudios similares que analizan el efecto de la exposición a odorantes 

a través de la madre (ingesta de los odorantes y aplicación de odorantes en la teta), 

durante la etapa fetal y la etapa postnatal temprana (Kerr y Belluscio, 2006; Todrank et al., 

2011), nuestro estudio se centró en el efecto de la exposición independiente de la madre, 

también llamada exposición no condicionada (Kerr y Belluscio, 2006). La importancia de 

esto se relaciona a los efectos diferenciales sobre el número de repeticiones y tamaño de 

los glomérulos. La exposición a través de la madre provoca un aumento en el tamaño de 

los glomérulos activados y acelera su refinamiento (Kerr y Belluscio, 2006; Todrank et al., 

2011), mientras que nuestros resultados muestran una disminución en el tamaño y 

aumento en el número de los glomérulos nominalmente activados en respuesta a la 

exposición crónica a odorantes (ECO) (Ver resultados similares en Oliva et al., 2010). Las 

razones de tal discrepancia no están claras; sin embargo, de laboratorio a laboratorio se 

reportan comúnmente diferencias en el número de glomérulos P2 y M72 en el bulbo 

olfatorio (Zou et al., 2004; Biju et al., 2008; Mombaerts et al., 2004; Royal y Key, 1999; 

Zheng et al., 2000; Lin et al., 2000; Schaefer et al., 2001), una circunstancia que se ha 

sugerido es debida a diferencias en el ambiente olfatorio (Oliva et al., 2010). De este modo, 

los estudios futuros deben comparar los diferentes protocolos de exposición a odorantes 

para evaluar diferentes respuestas plásticas en la población de glomérulos, entre otras 

posibilidades, tal como se ha sugerido previamente (Todrank et al., 2011).  

Existen dos modelos que pueden explicar los cambios que se producen en los circuitos 

neuronales durante la etapa postnatal temprana: el primero es el constructivista en el cual 

el número de unidades neuronales (neuronas, sinápsis o módulos) aumentan en número 

durante el desarrollo (Pomeroy et al., 1990; Quartz y Sejnowski, 1997). El otro modelo es el 

seleccionista, en el cual el número de unidades tiende a reducirse durante el desarrollo, 

siendo este proceso guiado principalmente por la actividad sensorial (Pomeroy et al., 1990; 

Quartz y Sejnowski, 1997; Zou et al., 2004; Di Marco et al., 2009). Para el caso del circuito 

glomerular se han encontrado evidencias contradictorias. Por un lado se ha reportado el 

aumento progresivo en la población total de glomérulos olfatorios durante el desarrollo 

postnatal temprano y, por el otro, se ha documentado refinamiento progresivo de 

glomérulos supernumerarios de algunos circuitos específicos (Pomeroy et al., 1990; Zou et 

al, 2004; Kerr y Belluscio, 2006). 

El presente trabajo indica que durante la plasticidad en respuesta a la ECO, se generan y 

consolidan glomérulos supernumerarios de manera independiente de un proceso de 

refinamiento. En ningún caso se observó la disminución del número de glomérulos ni en 

ratones control ni en los expuestos. Sin embargo, es de notarse que este proceso no 

conllevó al aumento total del volumen glomerular de cada circuito (FIGURA 19), es decir, 

muy probablemente el aumento del número de glomérulos ocurrió a expensas de la 

reorganización de las fibras del glomérulo mayor (FIGURA 18). Estos resultados son 
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compatibles con la idea final que, al menos en respuesta a la ECO antes, durante o después 

de la formación glomerular, el bulbo olfatorio utiliza una estrategia constructivista de 

desarrollo altamente dinámica en respuesta a las demandas sensoriales.  
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12. RECOPILACIÓN Y CONCLUSIONES 

1. La exposición crónica a odorantes (ECO) durante la etapa postnatal temprana 

produce glomérulos supernumerarios cuando se utiliza el ligando odorante específico del 

circuito. 

2. El número de glomérulos supernumerarios generados por la ECO se relaciona con la 

concentración del odorante. 

3. Los glomérulos supernumerarios pasan por un periodo de maduración en el que 

aumentan de tamaño. 

4. La generación de glomérulos supernumerarios por ECO tiene un periodo sensible 

restringido a etapas tempranas de desarrollo. 

5. La ECO provoca la reorganización o reacomodo de las aferentes primarias entre el 

glomérulo mayor y los glomérulos supernumerarios. 

6. La generación de glomérulos supernumerarios por ECO es un proceso 

constructivista. 

7. La experiencia sensorial tiene un efecto sobre la formación de circuitos 

neuronales y no sólo sobre su refinamiento. 
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13. RELEVANCIA Y PERSPECTIVAS 

El constructivismo neuronal es un modelo que explica la formación de circuitos neuronales 

a lo largo del desarrollo postnatal (Quartz y Sejnowsky, 1997). Este estudio es una 

evidencia más que apoya esta teoría como mecanismo fundamental para la consolidación 

de circuitos neuronales hacia la adultez y recalca la importancia de la experiencia sensorial 

sobre el proceso de formación de los circuitos y no sólo sobre su refinamiento. 

El constructivismo neuronal podría ser un fenómeno muy ubicuo en la naturaleza, los 

experimentos utilizando heptaldehído 0.1% evidencian dicha posibilidad. Si la ECO causó la 

formación de glomérulos I7 utilizando bajas concentraciones de heptaldehído, es muy 

probable que en el hábitat natural en el que viven los ratones, con la gran diversidad de 

odorantes, también ocurra.  

Es necesario estudiar las consecuencias fisiológicas y conductuales del fenómeno 

constructivista. En la primera sería estudiar cómo cambian los mapas de activación 

glomerular en el bulbo olfatorio. La estimulación con cada odorante genera mapas de 

activación glomerular estereotipados en el bulbo olfatorio (Wachowiak y Cohen, 2003); por 

lo tanto, debido a que la ECO modifica la anatomía glomerular, sería importante 

correlacionar ambas variables, lo cual podría explicar posibles cambios en la conducta 

olfatoria.  

Con respecto a la conducta sería importante estudiar los umbrales de detección al 

odorante agonista utilizado y la capacidad de discriminación en relación con otros 

odorantes no agonistas, por medio de la utilización de curvas psicofísicas a fin de detectar 

diferencias sutiles. Proponemos lo anterior debido a que, en los sistemas sensoriales, los 

umbrales de detección son determinados por las aferentes primarias y discriminación, 

debido a que la ECO podría cambiar la forma como los ratones perciben el odorante en el 

largo plazo. El llevar a cabo estas pruebas en el contexto de este fenómeno de plasticidad, 

permitiría tener una aproximación a una pregunta fundamental en la biología de los seres 

vivos: ¿Cuál es la relación entre forma y función?. 
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