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RESUMEN

Actualmente, es aceptado que los sistemas olfatorio principal y accesorio (SOP y SOA,
respectivamente) manifiestan respuestas sobrelapadas ante la presencia de odorantes y feromonas.
Durante este estudio, se llevaron a cabo registros electrofisiologicos de patch-clamp en modalidad de
célula completa con el objetivo de definir si existen interacciones entre los primeros relevos centrales
de estos sistemas: el bulbo olfatorio principal (BOp) y accesorio (BOA). Se evaluaron las respuestas de
neuronas principales (NPs) del BOA anterior (BOAa) ante la aplicacion de estimulos eléctricos
extracelulares en el BOp postero-dorsal. Adicionalmente, aplicamos estimulacion eléctrica en el BOA
posterior (BOAp) para determinar si hay interacciones neuronales entre ambas mitades del BOA;
registros complementarios fueron hechos en el BOAp para evaluar si las interacciones eran reciprocas.
Encontramos que neuronas del BOAa (n= 6) emiten colaterales hacia el BOp postero-dorsal, dada la
activaciéon antidromica de estas células ante la estimulacion del BOp en presencia de inhibidores
glutamatérgicos (CNQX y APV). Las NPs del BOAa respondieron con potenciales excitatorios post-
sinapticos (PEPS; n= 6) o con potenciales de accion (PAs) antidromicos (n= 8) a los estimulos
aplicados en el BOAp; mientras que en los registros complementarios de BOAp (n= 20) 7 y 2 NPs
manifestaron respuestas antidromicas y PEPS, respectivamente. La inspeccion de las neuronas
registradas a nivel del microscopio 6ptico revelo que en efecto, neuronas del BOAa envian colaterales
al BOp postero-dorsal y que ambas mitades del BOA estan reciprocamente conectadas a través de
axones que cruzan la linea alba. Reportamos también la presencia de una sub-poblacion de NPs del
BOA que exhiben rafagas de PAs ritmicas, dependientes de voltaje y generadas endégenamente. Este
proyecto permite concluir que: 1) hay una sub-poblacion de NPs del BOAa que emite pequefias
colaterales a la region del BOp postero-dorsal, 2) que ambas mitades del BOA se encuentran
reciprocamente conectadas y que 3) un porcentaje de NPs (~25%) del BOA corresponde a neurona de

tipo marcapaso previamente no descritas en el BOA
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SUMMARY

It is accepted that the main- and accessory- olfactory systems exhibit overlapping responses to
pheromones and odorants. We performed whole-cell patch-clamp recordings in adult rat olfactory bulb
slices to define a possible interaction between the first central relay of these systems: the accessory
olfactory bulb (AOB) and the main olfactory bulb (MOB). This was tested by applying electrical field
stimulation in the dorsal part of the MOB while recording large principal cells (LPCs) of the anterior
AOB (aAOB). Additional recordings of LPCs were performed at either side of the plane of intersection
between the aAOB and posterior-AOB (pAOB) halves, or linea alba, while applying field stimulation
to the opposite half. A total of 92 recorded neurons were filled during whole-cell recordings with
biocytin and studied at the light microscope. Neurons located in the aAOB (n = 6, 8%) send axon
collaterals to the MOB since they were antidromically activated in the presence of glutamate receptor
antagonists (APV and CNQX). Recorded LPCs evoked orthodromic excitatory post-synaptic responses
(n = 6, aAOB; n = 2, pAOB) or antidromic action potentials (n = 8, aAOB; n = 7, pAOB) when
applying field stimulation to the opposite half of the recording site (e.g., recording in aAOB;
stimulating in pAOB, and vice-versa). Observation of the filled neurons revealed that indeed, LPCs
send axon branches that cross the linea alba to resolve in the internal cellular layer. Additionally, LPCs
of the aAOB send axon collaterals to dorsal-MOB territory. Notably, while performing AOB recordings
we found a sub-population of neurons (~25% of the total) that exhibited voltage-dependent bursts of
action potentials. Our findings support the existence of: 1) a direct projection from aAOB LPCs to
dorsal-MOB, 2) physiologically active synapses linking aAOB and pAOB, and 3) pacemaker-like

neurons in both AOB halves.
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I. Introduccion

Los seres vivos poseemos diversos sistemas sensoriales que en conjunto nos permiten interactuar con el
ambiente que nos rodea (Wolfson & Landry, 1998; Elhilali & Shamma, 2008; Sosulski et al., 2011).
Estas interacciones se dan gracias a que algunas de las manifestaciones energéticas (estimulos) que son
susceptibles de incidir en un individuo son capaces de ser detectadas por dichos sistemas sensoriales,
hecho que permite a los seres vivos dotados de un sistema nervioso generar representaciones internas
del mundo exterior (Sosulski et al., 2011). Una vez que se ha llevado a cabo la deteccién del estimulo
en un organo sensorial (p. ej., retina, epitelio olfatorio, piel, coclea o papilas gustativas), el sistema
nervioso lleva a cabo un proceso de transduccion, en el que las cualidades de los estimulos, como
pueden ser el color o la orientaciéon de un objeto (visiéon; Crouzet & Serre, 2011; Wolfson & Landy,
1998), la concentracion o discriminacion de un olor (olfato; Banerjee et al., 2015; Rokni et al., 2014) y
la amplitud o la frecuencia de vibraciones en el aire (audicién; Elhilali & Shamma, 2008; McDermott,
2009), son representadas por un codigo de actividad eléctrica neuronal. Las caracteristicas del estimulo
-contenidas en patrones determinados de actividad neuronal- son conducidas jerarquicamente a
regiones cerebrales progresivamente mas complejas en donde finalmente ocurre la percepcion subjetiva

de las sensaciones.

En la naturaleza, existe una proporcion considerable de animales que guian algunas de sus conductas
basados en la percepcion de moléculas (quimicos) que se desprenden de otros individuos u objetos;
éstas moléculas son comtinmente denominadas odorantes (Dicke & Takken, 2006; Lledo et al., 2005) y
su deteccién por parte de un sistema sensorial especializado (el olfato) le permite a dichos individuos
identificar alimentos, congéneres y potenciales depredadores (Howard et al., 1968; Blaustein, 1981).
Otro tipo de quimicos fundamentales para la comunicacién animal, sobre todo en roedores, son las
feromonas (ver abajo; Boschat et al., 2002; Del Punta et al., 2002a). La union de odorantes y feromonas
a sus respectivos receptores (proteinas de membrana) en el epitelio olfatorio (EO) o en el érgano
vomeronasal (OVN), ubicados ambos dentro de la cavidad nasal, generara un proceso de transduccion,
es decir, ocurrird una conversion del tipo de energia que caracteriza al estimulo —en este caso quimica—
en otro tipo de energia (para los seres vivos dotados de sistema nervioso en energia eléctrica) (Buck &
Axel, 1991).

El estimulo, que es internalizado una vez que ha ocurrido el proceso de transduccién, sera conducido (a



través de la via anatomica correspondiente) en forma de un cédigo neuronal a las regiones
correspondientes en el sistema nervioso central (SNC), en donde eventualmente se generara una
representacion interna de la experiencia sensorial que le permite al sujeto obtener informacién de
algunos atributos de la naturaleza, como depredadores y comida en el caso de la comunicacién olfativa
(Buck, 1996; Haberly, 2001), o de estados sociales de otros individuos de la misma especie
encaminados a asegurar la supervivencia y la reproduccién, en el caso de las feromonas (Boschat et al.,

2002; Del Punta et al., 2002a).

Los olores

Entre los grupos de vertebrados que pueblan la Tierra existe un grupo de mamiferos que utiliza la
percepcion de odorantes como principal indicador de lo que ocurre en torno a ellos (Howard et al.,
1968; Blaustein, 1981), éstos mamiferos son conocidos como macrosmaticos y a diferencia de los
primates, que son mamiferos cuyas conductas se basan principalmente en la obtencién de informacion
visual (Laska et al., 2000), los mamiferos macrosmaticos guian sus conductas y el reconocimiento de

otros individuos, lugares u objetos preferentemente por medio de la inspeccién olfativa (Reece, 2009).

Las neuronas sensoriales que residen en el EO conducen sus axones hacia el bulbo olfatorio principal
(BOp; Fig. 1) y establecen contactos sinapticos excitatorios con procesos neuronales ubicados en los
glomérulos (ver abajo; Gire et al., 2012). El BOp es una estructura telencefalica organizada a manera
de capas de la siguiente manera: en la porcion superficial se encuentran la capa glomerular (CGl), cuya
estructura esta constituida por un neuropilo que aloja los procesos centrales (ax6n) de las neuronas
sensoriales, las dendritas apicales de neuronas principales -mitrales (MI) y empenachadas (EM)- y los
procesos dendriticos y axonales de interneuronas (Pinching & Powell, 1971; Shepherd, 1972). Por
debajo de los glomérulos se ubica la capa plexiforme externa (CPE), que como su nombre lo indica
tiene una alta densidad de procesos neuronales, es hipocelular y contiene los cuerpos neuronales de las
neuronas EMs asi como también dendritas basales y apicales de neuronas MIs y granulares (Grs),

respectivamente (Shepherd, 1972).

La capa MI se encuentra en posicion ventral a la CPE, y contiene de manera exclusiva los cuerpos de
las neuronas MIs (Shepherd, 1972). Por debajo de la capa MI se ubica una segunda capa plexiforme,

denominada interna; ésta es mas delgada que la CPE y contiene las fibras colaterales de las neuronas



EMs, botones terminales de fibras centrifugas y procesos dendriticos y axonales de neuronas profundas
de ax6n corto (Valverde, 1965; Eyre et al., 2008). Por otro lado, las dendritas apicales de las neuronas

Grs atraviesan esta capa de manera radial (Shepherd, 1972).

Finalmente, la capa mas profunda del BOp se denomina granular, en ella se encuentra la poblacion
neuronal mas numerosa del BOp (Levine & Marcillo, 2008; Shepherd, 1972), las llamadas células Grs,
que son neuronas locales, o interneuronas que generalmente ejercen una accién inhibitoria sobre su
blanco post-sindptico y juegan un papel fundamental en el procesamiento de la informacién olfativa
(Hirata et al., 1964; Yokoi et al., 1995; Galan et al., 2006; Schoppa, 2006; Arevian et al., 2008; Burton
& Urban, 2015). La informacién de los odorantes que es procesada -en el BOp- a nivel de los
glomérulos y de la capa granular, eventualmente sera conducida, a través de potenciales de accion
(PAs) generados por neuronas MIs y EMs, a las areas corticales correspondientes ubicadas en el 16bulo

temporal (Ojima, 1984; Sosulski et al., 2011).

Las feromonas

Ahora bien, existe otro tipo de estimulos de naturaleza quimica que son detectados en un 6rgano
sensorial que, al igual que el EO se encuentra dentro de la cavidad nasal y recibe el nombre OVN (Fig.
2). La estructura de éste ultimo y las proyecciones de los procesos centrales de sus neuronas sensoriales
(que seran discutidas con detalle mas adelante) difieren considerablemente de la estructura del sistema
olfatorio principal (SOP), lo que ha sugerido una segregacién funcional para ambos sistemas (Raisman,

1971; Halpern & Martinez-Marcos, 2003; Tirindelli et al., 2009).

El OVN detecta moléculas que son secretadas por otros individuos y que tienen que disolverse en la
mucosa nasal para poder unirse a sus receptores respectivos; en ultima instancia, dicha molécula tiene
la capacidad de generar una respuesta fisioldgica en el individuo receptor (Halpern & Martinez-
Marcos, 2003; Tirindelli et al., 2009). Las proyecciones -axones- del OVN se dirigen a una estructura
que también tiene un arreglo laminar y que se ubica en la porcion dorsal y posterior del BOp, dicha
estructura ha sido denominada bulbo olfatorio accesorio (BOA; Larriva-Sahd, 2008). La organizacién
anatémica del BOA es similar a la del BOp; sin embargo, estudios citoarquitectonicos detallados han
demostrado que hay diferencias importantes con respecto al BOp e incluso se ha propuesto modificar la

nomenclatura de las capas celulares debido a las disparidades en la organizacion celular y en las



poblaciones neuronales presentes en el BOA (Fig. 4; Larriva-Sahd, 2008).

En 1959, los entomdlogos Peter Karlson y Martin Liischer acufiaron el término feromona para referirse
a ciertas sustancias biol6gicamente activas que son secretadas “hacia afuera” por un individuo y son
percibidas por otro de la misma especie, en el que se desencadena una respuesta conductual o de
desarrollo especifica (Karlson & Liischer, 1959). En el mismo afio Butenandt caracteriz6 la primera
feromona de la que se tuvo conocimiento; el bombykol, cuya secrecién por parte del gusano de seda

hembra tiene un efecto de atraccién en los machos de la misma especie (Tirindelli et al., 2009).

En épocas recientes, se asumi6 que las funciones tanto del SOP como del sistema olfatorio accesorio
(SOA) son distintas, de tal forma que el primero de ellos estd encargado de detectar los estimulos
categorizados como “odorantes comunes/volatiles”, mientras que el segundo hace lo propio con las
feromonas. La evidencia estructural y funcional apoya en cierta medida lo anterior (Raisman, 1971;
Halpern & Martinez-Marcos, 2003; Tirindelli et al., 2009), sin embargo, durante los udltimos afios han
surgido trabajos, tanto de descripcion anatomica como fisiolégicos, en los que se sugiere
contundentemente o incluso se demuestra que ambos sistemas son capaces de detectar, o por lo menos
de participar en la deteccion de ambos tipos de estimulos -odorantes y feromonas- (Trinh & Storm,
2003; Lin et al., 2004; Xu et al., 2005; Spehr et al., 2006; Larriva-Sahd, 2008 & 2012; Matsuo et al.,
2015).

El objetivo del presente estudio fue caracterizar las propiedades electrofisioldgicas y de conectividad
de una poblaciéon neuronal ubicada en el BOA anterior (BOAa). El BOAa forma parte del limbo
olfatorio (LO; Figs. 5 y 6), ésta dltima es una zona de transicién ubicada entre el BOp y el BOA que ha
sido descrita recientemente (Larriva-Sahd, 2012). En breve (ver abajo), se destaca que la estructura
laminar de ambos bulbos desaparece gradualmente en el LO (Fig. 6). La region que se encuentra entre
el BOAa y la porcion posterior-dorsal del BOp parece ser importante para la detecciéon de una gran
cantidad de estimulos quimicos importantes para la generacion de respuestas adaptativas (ver
antecedentes y resultados). Las evidencias de conectividad de las neuronas que fueron estudiadas, sus
relaciones morfolégicas con los elementos circundantes y sus propiedades electrofisiolégicas sugieren
que la poblacién celular aludida durante este proyecto podria estar involucrada en el procesamiento de

informacion relacionada con la deteccion de tipos particulares de estimulos quimicos importantes para



la emergencia de conductas que son vitales para la supervivencia del individuo.

Para lograr dicho objetivo se obtuvieron rebanadas viables de encéfalos de rata adulta en orientacion
sagital, se llevo a cabo el registro de la actividad electrofisiolégica de las neuronas ubicadas en el LO
en la modalidad de patch-clamp y se estudiaron las respuestas de éstas ultimas ante la estimulacién
eléctrica del BOp y del BOA. De manera simultanea al registro electrofisiolégico las neuronas fueron
llenadas con biocitina, cuyo ulterior procesamiento permite analizar las caracteristicas morfol6gicas de
la neurona registrada. A continuacion, en la seccion de Antecedentes se discutira con mayor detalle los
elementos que componen al SOP y al SOA, asi como también las caracteristicas celulares y de
conectividad del LO; posteriormente, en la seccion de Material y Métodos discutiremos el disefio
experimental del proyecto llevado a cabo, los Resultados obtenidos y finalmente se discutira la

interpretacion de los mismos y la posible implicacion que podrian tener los resultados obtenidos.



II. Antecedentes

2.1 Epitelio olfatorio

La deteccion de odorantes volatiles comienza en el EO, esta es una estructura neuroepitelial que se
encuentra en la region posterior de la cavidad nasal. El EO podria ser conceptualizado como una
interfase entre el “mundo olfatorio exterior” y la representacion del mismo generada por un codigo
subyacente a la actividad neuronal a lo largo del SOP. Las neuronas encargadas de transducir los
estimulos olfativos no se encuentran, como es comun en otras modalidades sensoriales, en un ganglio;
sino que componen, junto con otros tipos celulares, un neuroepitelio (Graziadei & Monti-Graziadei,
1979). Destaca que las neuronas sensoriales del EO son capaces de regenerarse a lo largo de la vida a
partir de una poblacion de células progenitoras que igualmente residen en el neuroepitelio (Moulton et

al., 1970; Graziadei & Metcalf, 1971; para revisién, ver Schwob, 2002).

Los odorantes que acceden a la cavidad nasal se unen a receptores olfatorios (ROs) en el EO, dichos
ROs pertenecen a la gran familia de receptores acoplados a proteinas G; la sub-familia de ROs fue
inicialmente clonada en roedores (Buck & Axel, 1991), en donde se demostré en el trabajo seminal de
Richard Axel y Linda Buck, que los roedores disponen de al menos 1000 genes dedicados a la
deteccion de odorantes; mientras que en humanos existen ~300 (Ben-Arie et al., 1994). El
descubrimiento de esta familia tan grande de genes, dedicada exclusivamente a la deteccion de
odorantes, impulso la investigacion de esta modalidad sensorial y estudios posteriores determinaron
que de este gran repertorio de genes, cada célula sensorial en el EO expresa uno y s6lo un RO de

manera mono-alélica (Chess et al., 1994, Ishii et al., 2001; Lewcock & Reed, 2004).

Estudios posteriores demostraron que en el EO hay un arreglo espacial que manifiesta una incipiente
topografia en funcion del RO expresado por cada neurona, de tal forma que las neuronas sensoriales del
EO se encuentran distribuidas en zonas a lo largo de los ejes antero-posterior y dorso-ventral; la
expresion de los ROs es simétrica entre ambos EOs y el patron de expresion de los receptores es
bastante similar entre individuos (Strotmann et al., 1992; Ressler et al., 1994; Vassar et al., 1994). Sin
embargo, cabe destacar que las neuronas sensoriales que expresan el mismo RO no se encuentran todas
en un mismo sitio de expresion, por lo que emerge un patron no contiguo de neuronas con mismos

perfiles de expresion de ROs (Ressler et al., 1994; Vassar et al., 1994).



La demostracion de que s6lo un RO se expresa en cada neurona sensorial y lo hace de manera mono-
alélica (Lewcock & Reed, 2004), condujo a la hipotesis de que probablemente el gen del RO seria
importante para la sorprendente convergencia axonal que manifiestan las neuronas sensoriales que
expresan el mismo receptor al formar glomérulos en el BOp (ver abajo; Fig. 1). En efecto, se demostro
que deleciones o mutaciones puntuales en los genes olfativos se manifestaban en una conduccion

deficiente del axén hacia el glomérulo correspondiente (Mombaerts et al., 1996; Wang et al., 1998).

La idea esbozada en el parrafo anterior es de suma importancia, ya que unos afios antes se habia
demostrado que todas y cada una de las neuronas sensoriales del EO que expresan el mismo receptor,
conducen sus axones a uno o dos glomérulos del BOp ipsilateral (Fig. 1; Ressler et al., 1993; Vassar et
al.,, 1993; Mombaerts et al., 1996); el anterior es uno de los ejemplos mas sorprendentes de
convergencia axonal hasta ahora conocidos en el SNC. Evidentemente, este descubrimiento
inmediatamente sugiri6 la nocién de que los estimulos sensoriales detectados en el EO eran
representados en el BOp a manera de un mapa espacial de activacion glomerular. Por lo tanto, los
experimentos tratando de comprobar esta idea no se hicieron esperar y se demostr6 de manera
contundente que las aferencias sensoriales procedentes del EO generan un mapa espacial de actividad
glomerular para representar las cualidades de los odorantes en BOp (Fig. 1; Rubin & Katz, 1999;
Uchida et al., 2000; Wachowiak & Cohen, 2001; Spors & Grinvald, 2002; Lin et al., 2006).

2.2 Bulbo olfatorio principal

Los axones de las neuronas sensoriales proyectan hacia el BOp y ahi establecen contactos sinapticos
excitatorios en estructuras esféricas denominadas glomérulos. Los glomérulos son un neuropilo
conformado por las dendritas apicales de neuronas MIs y EMs -que constituyen el componente eferente
del BOp-, por los procesos neuronales de interneuronas de la CGl, denominadas en conjunto neuronas
juxtaglomerulares y por los propios axones de las neuronas sensoriales (Fig. 1; Golgi, 1875; Ramon &
Cajal, 1890; Valverde, 1965). Como se ha mencionado anteriormente, cada glomérulo en el BOp recibe
aferencias de neuronas sensoriales que expresan el mismo RO, lo que genera un patrén de actividad
espacial en el BOp ante la estimulaciéon sensorial (Rubin & Katz, 1999; Uchida et al., 2000;
Wachowiak & Cohen, 2001; Spors & Grinvald, 2002; Lin et al., 2006). En la CGl y posteriormente en



la granular, complejas interacciones neuronales y de procesamiento de informacion ocurren a este nivel
tan “temprano” en la jerarquia de procesamiento de la via olfativa, a continuacién se dara un breve

resumen del conocimiento que hasta ahora se ha generado al respecto.

CNO

CaGl

CPE

CMI

CGr

Figura 1. Esquema representativo del BOp. En el esquema se representan los tipos celulares presentes en cada capa; CGl: neuronas periglomerulares (gris),
neuronas superficiales de axén corto (café), neuronas empenachadas externas (rosa); CPE: neuronas empenachadas (negro); CMI: neuronas mitrales
(diversos colores, afiliadas a un sélo glomérulo); CGr: neuronas granulares (gris). Notese como los axones de las neuronas sensoriales que expresan el
mismo receptor (mismo color) hacen sinapsis en un mismo glomérulo. CNO; capa de nervios olfatorios; CPI; capa plexiforme interna.

Neuronas juxtaglomerulares
En la CGl, ademas de las dendritas apicales de neuronas MIs y EMs, residen interneuronas locales que
participan en el procesamiento y decodificacion de los impulsos nerviosos procedentes de las neuronas

sensoriales. Las neuronas superficiales de ax6n corto, las neuronas periglomerulares (Pinching &



Powell, 1971) y la neuronas EMs externas (Tatti et al., 2014) en conjunto, son conocidas como
neuronas juxtaglomerulares (Fig. 1; Nagayama et al., 2014). En general las neuronas juxtaglomerulares
son una poblacion neuronal compleja, en la que continuamente se proponen nuevos sub-tipos
neuronales en base a marcadores celulares de distinta naturaleza (Nagayama et al., 2014; Kosaka &

Kosaka, 2015).

Las neuronas superficiales de ax6n corto, que sintetizan y liberan tanto GABA como dopamina
(Hokfelt et al., 1975; Liu et al., 2013; Banerjee et al., 2015; consultar Aungst et al., 2003) emiten
axones largos que pueden alcanzar distancias de hasta ~15 glomérulos (Fig. 1; Aungst et al., 2003;
Kiyokage et al., 2010). Estas neuronas reciben sinapsis excitatorias de neuronas sensoriales y de
neuronas EMs externas (Aungst et al., 2003). Por lo tanto, la activacién de las neuronas superficiales
de axon corto en una unidad glomerular podria: 1) inducir la inhibicion di-sinaptica de MIs/EMs
ubicadas en glomérulos lejanos, a través de los -paraddjicamente- largos axones de estas células que
predominantemente activarian neuronas periglomerulares (Aungst et al., 2003), 2) directamente inhibir
neuronas EMs externas (Whitesell et al., 2013) y/o 3) tener un efecto bi-fasico (inhibitorio-excitatorio)
sobre neuronas EMs externas, mediado respectivamente por la liberacion de GABA y dopamina
(Kiyokage et al., 2010; Liu et al., 2013). Mas atin, estudios recientes hechos in vivo, sugieren que esta
poblacién neuronal ejerce funciones que permiten modular de manera directa la intensidad de las
aferencias sensoriales (ganancia de control) en la actividad del micro-circuito, posibilitando la
modulacion de la actividad “de salida” del glomérulo a través de interacciones sinapticas y eléctricas
con neuronas EMs externas (Banerjee et al., 2015), éstas ultimas son consideradas importantes

“compuertas” de la eferencia glomerular (De Saint Jan et al., 2009).

Las neuronas periglomerulares son las mas pequefias y numerosas de la CGl (Fig. 1; Parrish-Aungst et
al., 2007). En base a la orientacion de sus procesos neuronales y las aferencias que reciben se han
clasificado en dos grupos; las de tipo I, que reciben sinapsis por parte de las neuronas sensoriales y las
de tipo II, que no reciben aferencias de neuronas sensoriales pero participan en el procesamiento de
informacién intraglomerular (Shao et al., 2009; Kosaka et al., 1997; Najac et al., 2015). Asi como las
neuronas superficiales de axon corto, las neuronas periglomerulares también han sido reportadas como
células capaces de co-liberar GABA y dopamina (Kosaka & Kosaka, 2007, Maher & Westbrook,

2008). Al respecto, se ha propuesto que neuronas periglomerulares y superficiales de axén corto



GABA"/dopamina’, se podrian distinguir por el tamafio del cuerpo y por su origen embrionario
(Pignatelli et al., 2005; Kosaka & Kosaka, 2009). Las descripciones originales de las neuronas
periglomerulares atribuian a este tipo celular la posesion de un axon (Pinching & Powell, 1971), sin
embargo, también han sido descritas como neuronas sin axon (Najac et al., 2015). Al parecer, el
impacto funcional de estas neuronas en el circuito intraglomerular es ubicuo y sinapticamente se han
relacionado a practicamente todos los tipos celulares de la CGl (Nagayama et al., 2014); de manera
especifica, se ha descrito que estas células inhiben pre-sindpticamente a las aferencias sensoriales (Hsia
et al.,, 1999) y son importantes mediadores de la inhibicion intraglomerular, constituyendo asi un
elemento mas que regula la actividad eferente del glomérulo (Gire & Schoppa, 2009; Najac et al.,

2015).

Con respecto a las neuronas EMs externas, se han descrito al menos dos sub-poblaciones de este tipo
celular (Fig. 1; Macrides & Schneider, 1982, Schoenfeld et al., 1985). Una de ellas carece de dendritas
basales, su cuerpo se restringe exclusivamente a la CGl y su axén al BOp, es decir, no proyecta a
regiones extra-bulbares (ver abajo); la otra poblacion tiene caracteristicas opuestas; posee dendritas
basales, el cuerpo puede ubicarse en la CPE y son neuronas de proyeccion (Macrides & Schneider,
1982, Schoenfeld et al., 1985). Un estudio mas reciente en el que se corroboraron los aspectos
morfologicos de estas dos sub-poblaciones, contribuy6 datos adicionales que muestran que estos dos
tipos de neuronas EMs externas también difieren en sus propiedades electrofisiolégicas intrinsecas

(Antal et al., 2006).

Se ha demostrado en repetidas ocasiones y de manera clara que las neuronas EMs externas poseen
actividad ritmica generada endogenamente y dependiente de voltaje (McQuiston & Katz, 2001; Hayar
et al., 2004a; Liu & Shipley, 2008). La actividad de estas neuronas es potencialmente muy relevante,
dado que se ha descrito que los axones de las neuronas EMs externas constituyen el llamado sistema de
asociacion intra-bulbar, que conecta glomérulos mediales y laterales que reciben aferencias de neuronas
sensoriales que expresan el mismo receptor (Schoenfeld et al., 1985; Liu & Shipley, 1994; Belluscio et
al., 2002; Lodovichi et al., 2003). Mas aun, algunas de estas neuronas EMs externas, emiten axones que
decusan a través de la comisura anterior y terminan en la porcion externa del nicleo olfatorio anterior,
en donde a su vez, neuronas piramidales emiten axones que modulan la actividad de glomérulos

homotipicos contra-laterales (Yan et al., 2008). Seria interesante conceptualizar a estas neuronas EMs
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ritmicas que establecen circuitos de asociacion intra- e inter-bulbares como agentes de sincronizacion
entre regiones de un mismo bulbo o de ambos bulbos para posiblemente generar ventanas temporales
de excitacion o inhibicion que propiciaran que la informacién relacionada a ROs semejantes se
transmitiera fielmente a estructuras cerebrales mayores en la jerarquia del procesamiento de

informacion.

Finalmente, hace un par de afios se reportod una sub-poblacion mas de neuronas EMs externas (Fig. 1),
cuya ubicacion (cuerpo celular) se restringe exclusivamente a la CGI; las caracteristicas
electrofisiologicas y morfoldgicas son similares a las de las neuronas EMs externas descritas aqui
correspondientes a la CGl, sin embargo, destaca de manera importante que el 30% de esta novedosa
sub-poblacion también es capaz de sintetizar y liberar GABA (Tatti et al., 2014). Funcionalmente, los
autores encontraron que estas neuronas son importantes en la transferencia de informacién dentro de un
glomérulo, ya que la opto-estimulacion de estas neuronas EMs externas es seguida de la inhibicién de

la actividad de neuronas MIs y EMs (Tatti et al., 2014).

Neuronas mitrales y empenachadas

Las neuronas principales del BOp, esto es, neuronas que emiten dendritas glomerulares (generalmente
s6lo una) y reciben aferencias mono-sinapticas de las neuronas sensoriales, envian sus axones a
regiones cerebrales extra-bulbares y liberan glutamato, son las células MIs y EMs. Las neuronas Mls
residen exclusivamente en la capa homénima (Fig. 1; Golgi, 1875; Ramén & Cajal, 1890; Valverde,
1965), mientras que las EMs se distribuyen en la extensiéon dorso-ventral de la CPE (Fig. 1; Haberly &
Price, 1977).

Diversos estudios recientes han sugerido que las neuronas MIs/EMs podrian codificar aspectos
complementarios de la informacion contenida en un estimulo odorifero. Especificamente, se ha
demostrado que las neuronas EMs reciben de manera preferente contactos mono-sinapticos por parte de
las neuronas sensoriales (Hayar et al., 2004a; De Saint Jan et al., 2009; Gire et al., 2012), que requieren
de menores concentraciones de un estimulo para responder a él y lo hacen de manera invariante a
cambios de concentracion (Igarashi et al., 2012; Kikuta et al., 2013) y que la actividad de ambos tipos
celulares predomina en fases opuestas del ciclo respiratorio (Fukunaga et al., 2012). Un elegante

estudio in vitro, demostré que una buena parte de estas diferencias se debe a distintas propiedades
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biofisicas entre neuronas Mls y EMs, en particular, a que las neuronas EMs son intrinsecamente mas

excitables que las MIs (Burton & Urban, 2014).

Estas valiosas contribuciones forman parte de un marco teérico emergente en el que se construye una
nocion general del papel que juega cada una de estas dos poblaciones de neuronas principales en el
procesamiento de odorantes. De tal forma, se ha propuesto que las neuronas EMs podrian representar
en su actividad electrofisiol6gica la identidad del estimulo (Igarashi et al., 2012; Fukunaga et al., 2012),
mientras que las neuronas MIs representarian en su forma de disparo cualidades dindmicas del
estimulo, dependientes de contexto y susceptibles de ser modificadas en el tiempo (Igarashi et al.,

2012; Fukunaga et al., 2012).

Mecanisticamente y de acuerdo a la informacién mostrada aqui, la estimulacion sensorial, que activaria
preferentemente a las neuronas EMs (Gire et al., 2012) provocaria que éstas ultimas excitaran a
neuronas juxtaglomerulares (Hayar et al., 2004a); de manera paralela y dependiente de concentracién,
establecerian contactos sinapticos excitatorios con neuronas MIs (De Saint Jan et al.,, 2009)
pertenecientes a la misma “columna” o mddulo glomerular (Willhite et al., 2006; Kikuta et al., 2013)
y/o, a través del reclutamiento de neuronas periglomerulares tendrian la facultad de inhibir di-
sinapticamente a las neuronas MlIs, “retrasando” asi las respuestas de éstas ultimas a la estimulacién

sensorial (Fukunaga et al., 2012).

Los patrones de proyeccion axonal de las neuronas MIs/EMs del BOp también han sido estudiados
desde hace décadas. Estudios pioneros de trazado axonal de neuronas tnicas demostraron que las
células MIs distribuyen sus axones en practicamente todos los relevos centrales de la via olfativa
(Ojima et al., 1984), mientras que las neuronas EMs restringen la inervacion axonal a estructuras
rostrales (Haberly & Price, 1977; Scott, 1981). De manera mas especifica, estudios recientes han
demostrado a través del trazado de axones de neuronas MIs y EMs comprometidas en la deteccion de
odorantes, que efectivamente, las neuronas EMs proyectan exclusivamente a el ntcleo olfatorio
anterior, al tubérculo olfatorio y a la corteza piriforme anterior (Nagayama et al., 2010; Igarashi et al.,
2012), mientras que las neuronas MIls proyectan a las mismas estructuras y ademas a la corteza
piriforme posterior, a la corteza entorrinal lateral, al niicleo del tracto olfatorio lateral (TOL) y a los

nucleos corticales anterior y postero-lateral de la amigdala (Nagayama et al., 2010; Igarashi et al.,
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2012). Destaca que las proyecciones de ambos tipos neuronales no se sobreponen en las regiones
bulbares rostrales en las que coinciden (Nagayama et al., 2010; Igarashi et al., 2012) y también que
existen reportes de que las proyecciones del BOp hacia la corteza piriforme y la amigdala difieren es su
“flexibilidad”, es decir, los axones bulbares en la corteza piriforme poseen un arreglo espacial
distribuido y variable, mientras que los axones bulbares en la amigdala poseen un arreglo espacial
estereotipado e invariable; los autores de este estudio sugieren que este puede ser el sustrato anatémico
de circuitos involucrados en conductas aprendidas (piriforme) e innatas (amigdala; Sosulski et al.,

2011).

Capa granular (neuronas)

La poblacion celular mas numerosa en el BOp y por lo tanto de interneuronas es la de las neuronas Grs
(Fig. 1; Levine & Marcillo, 2008; Shepherd, 1972). La neuronas Grs residen en la capa homénima y
regularmente se agrupan en “islotes” horizontales (Shepherd et al., 2004); estas interneuronas
GABAérgicas son pequefias (6-8 pm) y carecen de axén (Golgi, 1875). El descubrimiento inicial de
que este tipo neuronal establece sinapsis reciprocas con neuronas MIs (Hirata et al., 1964; Isaacson &
Strowbridge, 1998) y la subsecuente manipulacion farmacol6gica de las mismas condujo a hipotetizar
que éstas eran importantes para la discriminacion de odorantes estructuralmente similares (Yokoi et al.,
1995). Sin embargo, en afios recientes, diversos estudios han mostrado que las interacciones neuronales
en la CGl son suficientes para la emergencia de procesos como el contraste o inhibicién/activacion
entre glomérulos (Aungst et al., 2003; Shirley et al., 2010; Whitesell et al., 2013; Banerjee et al., 2015).
Mas aun, un estudio reciente ha demostrado que la inhibiciéon evocada por estimulaciéon sensorial
persiste ante la inactivaciéon de neuronas Grs pero se ve interrumpida ante la inhibicion de la actividad

glomerular (Fukunaga et al., 2014).

Sin embargo, la actividad inhibitoria de neuronas Grs se ha relacionado de manera importante con la
fina modulacion -control- temporal de la actividad eléctrica de neuronas MIs y EMs. Este aspecto del
procesamiento olfativo es por demds importante, ya que esta regulacién hipotéticamente establece el
orden temporal de la informaciéon que serd enviada a las areas corticales correspondientes, de tal
manera que la discriminacién olfativa, entre otros procesos, sea efectiva. Diversos grupos han
demostrado los efectos que tiene la inhibicién establecida por neuronas Grs, como inhibicion

dependiente de actividad (Arevian et al., 2008; Geramita et al., 2016), regulacion temporal de espigas
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en neuronas MIs/EMs y/o sincronizacion (Schoppa, 2006) y des-inhibicién de otros tipos neuronales

(Burton & Urban, 2015)

Especificamente se ha demostrado que las neuronas Grs son capaces de ejercer influencias inhibitorias
a distintas escalas temporales, al respecto se ha comprobado que esta variabilidad en el efecto temporal
de la inhibicién puede inducir correlaciones en el disparo de neuronas MIs/EMs (Giridhar et al., 2011).
Por otro lado, este mismo afio se ha demostrado también que las neuronas Grs son capaces de ejercer
efectos inhibitorios en neuronas MIs y EMs dependiendo del estado de actividad en el que se
encuentren éstas dltimas (Geramita et al., 2016). Los autores demuestran que las neuronas EMs son
efectivamente inhibidas cuando estan activas en frecuencias de disparo bajas (~25 Hz), mientras que las
neuronas MlIs son inhibidas en rangos de actividad intermedios (~50 Hz), los autores proponen que esta
inhibicién diferencial surge por una concomitante conectividad diferenciada, es decir, neuronas EMs
establecen conexiones sinapticas de manera preferente con neuronas Grs superficiales, que son
intrinsecamente mas excitables, mientras que las MIs hacen lo propio con neuronas Grs profundas

(Geramita et al., 2016).

Estudios poblacionales de imagen han demostrado, a través del seguimiento temporal de la actividad de
neuronas Grs, que la actividad poblacional es dindmica en el tiempo, pero que neuronas tinicas poseen
latencias de respuestas sorprendentemente constantes cuando se estimula el mismo glomérulo y
latencias variables cuando se estimulan otros glomérulos; los autores concluyen que la actividad
poblacional -inhibitoria- de neuronas Grs contribuye a generar patrones de actividad especificos en
neuronas MIs (Kapoor & Urban, 2006). Estudios de imagen mas recientes han permitido explorar la
actividad de las neuronas Grs ante la presencia de odorantes in vivo, en donde se ha demostrado que las
neuronas Grs son capaces de compartamentalizar su activacion en distintos segmentos dendriticos,

cuya actividad puede ser evocada por odorantes disimiles (Wienisch & Murthy, 2016).

Por otro lado, varios estudios han demostrado que en registros electrofisiol6gicos poblacionales, la
actividad de las neuronas MlIs se de-correlaciona con el tiempo (Bathellier et al., 2008; Cury & Uchida,
2010); mas tarde se demostré que este fenomeno se da gracias a la actividad inhibitoria de las neuronas
Grs (Gschwend et al., 2015), cuyo efecto es el de mejorar el desempefio de roedores en tareas de

discriminacion olfativa (Abraham et al., 2010; Nunez-Parra et al., 2013). La aceleracion de la
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discriminacion olfativa también ha sido demostrada al interrumpir la inhibicién ténica a la que estan
sujetas las neuronas Grs (Nunes & Kuner, 2015) por parte de neuronas profundas de ax6n corto (Eyre
et al., 2008; Boyd et al., 2012; Burton & Urban, 2015). Finalmente, es importante mencionar que las
neuronas Grs son también moduladas por aferencias centrifugas que establecen contactos sindpticos en
zonas dendriticas distintas de aquellas en las que las neuronas MIs efectdan las sinapsis reciprocas
(Balu et al., 2007), lo que afiade mas complejidad al papel de las neuronas Grs en el procesamiento

olfativo.

2.3 Organo vomeronasal

En el afio 1813, el anatomista danés Ludvig Jacobson describid la estructura de un 6rgano previamente
desconocido ubicado dentro de la cavidad nasal de algunos mamiferos (Fig. 2); observé y describi6 de
manera detallada su morfologia glandular, inervacion y la irrigacion sanguinea; en su descripcion
original mencioné que “se encuentra tan cuidadosamente protegido que ha escapado al meticuloso
escrutinio de los mas grandes anatomistas, entre otras cosas por que el érgano se encuentra rodeado por
una capsula cartilaginosa” (Dgving & Trotier, 1998). Jacobson asumié que dicha estructura era
principalmente secretoria, pero también sospech6 una funcién sensorial; el 6rgano aludido es conocido
hoy como OVN y se sabe que la funcion del mismo tiene que ver con la percepcion de feromonas

(Dgving & Trotier, 1998; Leinders-Zufall et al., 2000; Holy et al., 2000).

Figura 2. Dibujo del crdneo de un venado (Cervus sp.) y de su érgano vomeronasal. En FI se observan los nervios
vomeronasales en su camino hacia el bulbo olfatorio accesorio, FII es un 6rgano aislado, la linea punteada delimita al
lumen y FIII es un corte transversal del 6rgano, las imagenes no estan a escala. Tomado de (Dgving & Trotier, 1998).
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Algunas décadas después surgi6 la primera evidencia experimental de que la estructura descubierta por
Jacobson podria tener funciones sensoriales. Retzius en 1894, mediante impregnaciones de Golgi,
observé que la morfologia y el arreglo general de las células que componen al epitelio del OVN eran
muy parecidas a las células sensoriales del BOp (Dgving & Trotier, 1998). La descripciones de
Jacobson fueron profundas y las llevd a cabo en un gran nimero de animales, se basé principalmente
en las observaciones hechas en animales domésticos, como el gato, el perro, la vaca, el caballo, el
cerdo, la oveja y la cabra; pero también hizo estudios en tigre, camello, bifalo, venado y ballena
(Dgving & Trotier, 1998). La presencia de dicho érgano ha sido confirmada en la mayoria de los
mamiferos y también esta presente en marsupiales. Con respecto a los primates, el OVN se encuentra
bien desarrollado en Nycticebus tardigradus (1émur) y Cebus capucinus o mono capuchino, mientras

que esta practicamente ausente en el mono rhesus Macaca mulatta (Dgving & Trotier, 1998).

El epitelio vomeronasal forma parte del OVN de Jacobson, un tejido con forma tubular que se
encuentra contenido en una estructura 6sea (en carnivoros y ungulados y cartilaginosa en lagomorfos y
roedores; Salazar et al.,, 2008) a cada lado de la base del septo nasal; ambos OVNs (estructuras
simétricas), junto con la vasculatura “cavernosa”, que adopta un arreglo elongado, se encuentran
contenidos en las cavidades 6seas y cartilaginosas mencionadas (Meredith & O'Connell, 1979). Debido
a que la luz del ducto vomeronasal esta orientada hacia la cavidad nasal (a diferencia de otros animales
en los que se abre hacia la cavidad/canal nasopalatina), el mecanismo de acceso de los estimulos al
organo receptor se mantuvo como una incognita, mas aln si se toma en cuenta que la apertura del
epitelio —en su porcion anterior— es demasiado estrecha (~50-100 pm dependiendo de la especie), por
lo que la entrada de particulas (estimulos) seria despreciable, o bien demasiado lenta (Meredith &
O'Connell, 1979; Salazar et al., 2008). Probablemente Broman, en 1920 (Dgving & Trotier, 1998), fue
el primero en sugerir que el OVN era una estructura cuya funcion estaba basada en el transporte de
moléculas a través de fluidos biolégicos secretados por otros individuos; postulé que los quimicos
contenidos en dichos fluidos biolégicos eran “succionados” al lumen del 6rgano a través de un

mecanismo de bombeo; esta idea fue posteriormente confirmada (Fig. 3; ver abajo).
En 1961, el chileno Guillermo Mann llev6 a cabo un elegante estudio histoldgico en una variedad de

especies del orden Chiroptera (murciélagos) que abarc6 4 géneros, en dicho estudio observé que habia

un “elaborado y complejo tejido eréctil a lo largo del tubo que contiene al epitelio que sirve para
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llenarlo y vaciarlo” (Fig. 2) (Mann, 1961). Observé también, en los 4 géneros, que individuos
sexualmente motivados frecuentemente generaban una retraccion del labio superior a través de la
contraccién del musculo levator labii, cuyo efecto es un desplazamiento hacia arriba de la porcién
anterior-dorsal del drgano de Jacobson y consecuentemente, que la porcion anterior-ventral alcanzara
una apertura maxima hacia el foramen incisivo; esta conducta (cominmente conocida como flehmen),
acoplada a la vaso-constriccion del tejido eréctil contribuirian a que los estimulos tuvieran un acceso

mas facilitado al OVN (Mann, 1961).

VASA ERECTA VASA COLLAPSA

Figura 3. Organo vomeronasal. Del lado izquierdo se observa la compresién ocasionada por el “aparato
vascular constrictor” del lumen del é6rgano vomeronasal, con la consecuente evacuacioén de las secreciones
nasales (flecha), del lado derecho se muestra el proceso inverso; el lumen de el OVN incorpora materia.
Modificado de (Mann, 1961).

En 1979, Meredith y O'Connell, basados en los resultados de sus maniobras experimentales en
hamsters, propusieron que existia un mecanismo por medio del cual era posible “jalar” material al
lumen del OVN, de tal forma que los estimulos fueran accesibles a las células receptoras. De acuerdo a
la interpretacion hecha por parte de los autores, el mecanismo se basaba en un cambio local de la
resistencia vascular, que redundaria en una mayor capacidad del OVN para engullir sustancias

(Meredith & O'Connell, 1979; Eccles, 1982).

Los mencionados cambios en la resistencia de la vasculatura estan controlados por fibras contenidas en
el nervio nasopalatino, cuya estimulacion eléctrica los activa. Ademas, demostraron que de manera
independiente se podia provocar vaso-constriccion (por activacion de aferencias simpaticas), cuyo
efecto es el de aumentar el flujo de liquido al interior del OVN, y vaso-dilatacion (control
parasimpatico; Fig. 3), con un efecto opuesto al previo (Meredith & O'Connell, 1979; Eccles, 1982).
Finalmente, a través de registros unitarios, demostraron que neuronas del BOA pueden ser afectadas
por “odorantes” asociados al OVN cuando la aplicacion de éstos tultimos se encuentra acoplada a la

estimulacion del nervio nasopalatino (Meredith & O'Connell, 1979).
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En resumen, debido a su inaccesibilidad, el epitelio vomeronasal no puede ser contactado por el flujo
de aire y/o liquido que transita de ordinario en la cavidad nasal. Por tal motivo, para alcanzar dicho
epitelio, las moléculas disueltas en el moco nasal deben ser succionadas hacia el lumen de dicha
estructura (Fig. 3). Esto es conseguido gracias a que en las regiones laterales del lumen hay una gran
cantidad de vasos sanguineos cuyo control por parte del sistema nervioso autébnomo permite que €stos
capilares actiien de manera analoga a una bomba, logrando asi un efecto de succion, ademas de que,
como se ha mencionado, existe un mecanismo complementario que facilita el acceso de los estimulos al
OVN (flehmen), por lo que ambas estrategias, ésta tltima conductual, le permiten a los individuos que
las despliegan un “muestreo del ambiente feromonal” mas eficaz (Meredith & O'Connell, 1979;

Meredith et al., 1980; Meredith, 1994) .

2.4 Epitelio vomeronasal

En la parte medial del OVN (que posee una superficie céncava) se encuentra alineado un neuroepitelio
pseudoestratificado que estd poblado por tres tipos celulares: neuronas sensoriales (en adelante
neuronas vomeronasales), células de soporte y células basales; las células basales -como su nombre lo
implica- se encuentran en una posicion adyacente a la membrana basal del epitelio, sin embargo, a
diferencia de las células basales del EO, no forman una capa propiamente dicho (p. ej. estd
desorganizada); las células de soporte se encuentran en la porcién mas superficial del epitelio

(Giacobini et al., 2000).

En las ratas neonatas, el epitelio vomeronasal esta poblado ya por los tres tipos de células mencionados,
sin embargo, existe una cantidad similar de neuronas inmaduras y plenamente diferenciadas; alrededor
de los ~14 dias todas las neuronas presentan caracteristicas ultraestructurales de neuronas maduras,
como una cantidad considerable de reticulo endoplasmico liso y rugoso, neurotubulos, centriolos
apicales y microvellosidades en el apice de las células. Para los ~21 dias, se considera que el epitelio
vomeronasal es plenamente maduro (Garrosa & Coca, 1991). Las neuronas vomeronasales poseen una
sola dendrita y vellosidades apicales, mientras que en la porcion basal del epitelio los axones de dichas
neuronas atraviesan la membrana basal y se fasciculan formando nervios vomeronasales que viajan

entre ambos bulbos e ingresan a la region postero-dorsal de éstos (BOA).

18



En términos electrofisiologicos, las neuronas vomeronasales poseen resistencias de entrada demasiado
altas (en el orden de los GQ; Liman & Corey, 1996; Shimazaki et al., 2006), resultando esto en que una
corriente entrante de unos pocos picoamperios sea capaz de llevar a la neurona a su umbral de disparo
(Ackels et al., 2014). Estas caracteristicas electrofisiolégicas pasivas podrian constituir una de las
razones por las que la actividad espontanea de estas neuronas es prominente (Holy et al., 2000) y por lo
consiguiente su relacion sefial/ruido es demasiado alta (Arnson & Holy, 2011; Arnson & Holy, 2013).
Sin embargo, las neuronas del BOA son capaces de mejorar dramaticamente (mas del doble) la tasa de
ruido-sefial (Meeks et al., 2010). Otras caracteristicas importantes son que las neuronas vomeronasales
son especialmente sensibles a los estimulos que las activan, ya que son capaces de detectar feromonas
en concentraciones muy bajas (de hasta 10™'M; Leinders-Zufall et al., 2000) y al parecer, a diferencia

de la mayoria de células sensoriales, no exhiben adaptacion en sus respuestas (Holy et al., 2000).

Con respecto a la decodificacion de los estimulos en el OVN, se ha demostrado que la actividad de
neuronas unicas es capaz de detectar aspectos fundamentales como el género del que proviene la
muestra (He et al., 2008). Por otro lado, se ha demostrado también que las neuronas vomeronasales que
expresan receptores relacionados son capaces de detectar distintos intermediarios de una ruta
metabolica (esteroides sulfatados, acidos carboxilicos esteroideos; Arnson & Holy, 2013; Fu et al,,
2015) o distintas proteinas urinarias mayores (Kaur et al., 2014) a través de la actividad combinada
(que genera un cdodigo) de las neuronas vomeronasales activadas; este codigo combinatorio permitiria
discriminar la identidad y la concentracién de componentes de una “mezcla feromonal” (Arnson &
Holy, 2013) asi como también permitiria evocar conductas distintas en funciéon de la combinacién de
feromonas presentes en una muestra (Kaur et al., 2014) y finalmente podria también representar una

forma de detectar informacioén a nivel individual y de cepa (He et al., 2008).

Las neuronas vomeronasales se encuentran segregadas formando dos poblaciones, una basal y otra
apical (Giacobini et al., 2000). Se ha demostrado en una variedad de estudios y con diversas técnicas
que en el neuroepitelio vomeronasal existen -al menos- 2 poblaciones de neuronas vomeronasales; uno
de los estudios pioneros fue llevado a cabo en el conejo por Mori y colegas (Mori et al., 1987), en
donde, a través de la utilizacién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra un homogenado de
nervios (axones vomeronasales), descubrieron que un par de sus anticuerpos tenian afinidades

selectivas por dos poblaciones axonales, aparentemente complementarias. Uno de esos anticuerpos, el
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R4B12 marca de manera selectiva, y por lo tanto permite también la identificacion de una subclase de
neuronas receptoras que proyectan sus axones hacia el BOAa, mientras que otro anticuerpo, el R5A10
resultd ser selectivo a otra clase de neuronas receptoras que proyectan sus axones a el bulbo olfatorio
accesorio posterior (BOAp), cabe destacar que los axones de ambos tipos de neuronas se encuentran
“mezclados” en su trayecto hacia el bulbo, sin embargo, las regiones en las que establecen sus

contactos sinapticos se encuentran segregadas (Mori et al., 1987).

La molécula de adhesion olfativa (OCAM, por sus siglas en inglés), es el antigeno reconocido por el
anticuerpo R4B12, y se expresa solamente en las neuronas vomeronasales que poseen una dendrita
corta y que proyectan al BOAa (von Campenhaussen et al. 1997; Yoshihara et al., 1997); por otro lado,
los anticuerpos CC1 y CC6, que también son monoclonales y cuyo antigeno de reconocimiento se
encuentra en los glucolipidos, marcan neuronas sensoriales que proyectan sus axones a la region
anterior y posterior, respectivamente (Schwarting & Crandall, 1991; Schwarting et al. 1994). La
presencia y distribucion diferencial de proteinas G en el OVN ha sido estudiada en la zarigiieya
(Halpern et al., 1995) y en el raton (Berghard & Buck, 1996) utilizando inmunoreactividad. En el
neuroepitelio vomeronasal, el anticuerpo Gai2 se une a las neuronas vomeronasales apicales, mientras
que el anticuerpo Gao es inmunoreactivo a neuronas vomeronasales basales. L.a presencia de las
proteinas G detectadas a través de este medio se encuentra enriquecida en las microvellosidades
apicales de las neuronas vomeronasales, en donde ocurre la transduccion del estimulo (Berghard &

Buck, 1996).

Le deteccién feromonal en el OVN por lo tanto, corre a cargo de al menos dos poblaciones neuronales
que a nivel del epitelio vomeronasal se encuentran segregadas (Imamura et al., 1985; Mori et al., 1987).
Las neuronas vomeronasales apicales expresan de manera exclusiva receptores vomeronasales de la
familia 1 (V1R; Dulac & Axel, 1995), mientras que las neuronas vomeronasales ubicadas en la porcion
basal del epitelio expresan receptores vomeronasales de la familia 2 (V2R; Herrada & Dulac, 1997;
Matsunami & Buck, 1997; Ryba & Tirindelli, 1997). Notablemente, la segregacion recién descrita para
las neuronas vomeronasales (apicales y basales), ademas de mantenerse en el BOA con respecto a las
zonas de éste tltimo que cada poblacion de neuronas vomeronasales inerva, se manifiesta también con

respecto a los ligandos que cada poblacion reconoce (Fig. 4; ver abajo).

Es interesante mencionar que dentro de la sub-poblacion de neuronas vomeronasales basales también
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se ha descrito una sub-divisién en funcion de la expresion de genes del complejo Mhc de la clase 1
(genes H2-Mv). Las neuronas H2-Mv" y H2-Mv" (ambas poblaciones V2R") se encuentran, de manera
respectiva en la porcion superior e inferior de la base del epitelio vomeronasal y esta segregacion se
mantiene en las proyecciones de estas neuronas hacia el BOA, de tal forma que las células H2-Mv"*
proyectan hacia la porcion mas posterior del BOAp y las H2-Mv' a la region anterior del BOAp (Ishii &

Mombaerts, 2008).

Funcionalmente, se ha demostrado que las neuronas vomeronasales apicales son activadas ante la
presencia de feromonas que se encuentran en la orina de individuos de la misma especie (Leinders-
Zufall et al.,, 2000; Boschat et al., 2002; Del Punta et al., 2002a), como los esteroides sulfatados
(Nodari et al., 2008; Hammen et al., 2014) y los acidos carboxilicos esteroideos, que podrian ser
especificos al sexo del individuo (Fu et al., 2015). Adicionalmente, se ha descrito este mismo afio que
las heces fecales poseen altas cantidades de dacidos biliares (moléculas derivadas del colesterol
producidas en el higado) que al ser aisladas, constituyen una potente sefial que activa a las neuronas
apicales del OVN (Doyle et al., 2016). Por otro lado, las neuronas vomeronasales basales son activadas
por proteinas y/o moléculas de mayor peso molecular, como las proteinas urinarias mayores (Chamero
et al., 2007; Kaur et al., 2014), los ligandos peptidicos que se unen a los complejos mayores de
histocompatibilidad (Leinders-Zufall et al., 2004) y por péptidos derivados de glandulas extra-
lacrimales (Kimoto et al., 2005). De los anteriores estudios se ha derivado la nocién de que, en general
el sistema vomeronasal-apical-BOAa reconoce ligandos que tienen que ver con la reproduccion y la
deteccion de individuos de la misma especie, mientras que el sistema vomeronasal-basal-BOAp es

activado por ligandos que evocan conductas de territorialidad y de agresion entre machos.

Una de las primeras distinciones importantes entre el SOP y el SOA es evidente en la conectividad
establecida entre el érgano sensorial y el bulbo respectivo. En el caso del SOP, como se ha revisado ya,
ocurre una convergencia axonal en la que todas las neuronas sensoriales del EO que expresan el mismo
receptor convergen sus axones en uno o dos glomérulos; sin embargo, en el SOA, los axones de las
neuronas vomeronasales no exhiben el grado de convergencia discutido y desafortunadamente son
pocos los estudios que se han hecho para obtener informacion al respecto. Los primeros aportes
evidenciaron la distincién mencionada, pues se demostré que cada neurona vomeronasal puede inervar

entre 6 y 30 glomérulos (Belluscio et al., 1999; Rodriguez et al., 1999).
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Estudios posteriores habian reportado que, a pesar de que cada neurona vomeronasal efectivamente
inerva entre 3 y 10 glomérulos, las neuronas del BOA poseen dendritas multi-glomerulares que sin
embargo, se afilian a glomérulos que reciben aferencias de neuronas vomeronasales expresando el
mismo receptor (Del Punta et al., 2002b). No obstante, unos afios después, se demostré que en el BOA
se genera un mapa en la CGl, en el que cada glomérulo recibe aferencias de neuronas vomeronasales
que expresan receptores de la misma sub-familia (Wagner et al., 2006). Los autores de este trabajo
demuestran que una célula principal del BOA puede recibir aferencias -en un mismo glomérulo- de
neuronas vomeronasales que expresen genes -V1R- distintos, pero de la misma sub-familia, lo que en
teoria implicaria que una dada neurona principal (o glomérulo) integraria informacion procedente de

ligandos estructuralmente similares (Fig. 4; Wagner et al., 2006; ver Meeks et al., 2010).

2.5 Bulbo olfatorio accesorio

Como se ha mencionado anteriormente, las proyecciones centrales de las neuronas vomeronasales se
dirigen hacia la parte posterior-dorsal del BOp y ahi establecen contactos sinapticos excitatorios en los
glomérulos del BOA. Este es el primer relevo sinaptico en el SNC de la informacién internalizada por
las neuronas vomeronasales y es la primera estructura -al igual que el BOp con respecto a los
odorantes- en la que la informacion contenida en los estimulos feromonales es procesada en el
encéfalo. La deteccién feromonal desencadena varias conductas de deteccién intra-especificas, como la
identificacion del sexo, la reproduccion y la agresion entre individuos de la misma especie (Leypold et
al.,, 2002; Stowers et al., 2002). Estudios clasicos han demostrado con claridad las conductas

especificas y contexto-dependientes que son mediadas por el SOA (Bruce, 1959; Vandenbergh, 1975).

A diferencia de la gran cantidad de investigadores estudiando el SOP, la atencién centrada en los
estudios del SOA y en particular del BOA ha sido mucho menor en impacto y cantidad. Virtualmente,
no existe informacion disponible acerca de la fisiologia y el papel que desempefian los tipos celulares
del BOA en aspectos puntuales del procesamiento de informacién, con algunas excepciones que seran
discutidas a continuacion; por tal motivo en esta seccion se hablara de la estructura anatomica del
BOA, enfatizando las distinciones con respecto al BOp y también se discutiran los estudios funcionales

que se han hecho en el BOA.
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Figura 4. Esquema representativo del BOA. En el esquema se muestra la organizacién general del BOA, la linea vertical corresponde a la linea alba y
divide al BOA en una porcién anterior y posterior; cada mitad recibe aferencias de neuronas vomeronasales que expresan familias de genes distintos (V1R
y V2R). CGl: glomérulos; CCE: las neuronas principales del BOA se distribuyen a lo largo del eje dorso-ventral de la capa celular externa, nétese que sus
dendritas se afilian a mas de un glomérulo distinto. CCI: en la capa celular interna se ubican las neuronas Grs del BOA. GIC: glomérulos del cuello. Los
axones de neuronas que expresan receptores de la misma sub-familia (colores similares) pueden inervar el mismo glomérulo, referido de Wagner et al.,
2006.

Anatomia del BOA

En breve, algunas de las diferencias anatomicas mas notorias entre el BOp y BOA son que los axones
que componen el nervio vomeronasal de éste, colateralizan antes de inervar su glomérulo
correspondiente; adicionalmente, la CGl en el BOA es mucho mas gruesa y los limites de los
glomérulos son imprecisos. Por otra parte, no obstante que las neuronas de proyeccion del BOA
comparten ciertas caracteristicas con las neuronas MIs, rara vez presentan un cuerpo celular con
morfologia MI (ver Resultados), por lo que dicho término resulta inadecuado y las neuronas analogas a

las MIs y EMs son referidas como neuronas principales (NPs). En lo referente al axén de la NP del
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BOA, éste es recurrente y emite fibras colaterales en la extension antero-posterior del BOA, antes de

integrarse al TOL (ver Resultados; Larriva-Sahd, 2008).

Por otro lado, mientras que la localizacion de las células Mls en el BOp se circunscribe a una capa
(MI), las NPs del BOA se estratifican y distribuyen en la extension dorso-ventral de la capa celular
externa (CCE; Takami & Graziadei, 1991; Yonekura & Yokoi, 2008; Larriva-Sahd, 2008). Con respecto
a éste ultimo término (CCE), es importante destacar que la nomenclatura de las capas del BOA,
esencialmente por extensién, pero sobre todo por un desconocimiento citoarquitecténico fino de la
estructura, fue homologada con la del BOp. Lo anterior fue expuesto claramente en el notable trabajo
de Larriva-Sahd (2008), en el que ademas de la descripcién detallada de las diferencias esbozadas en
los pérrafos previos con respecto a la estructura BOp, el autor exhibe de manera elegante numerosas
razones por las cuales la nomenclatura en las capas del BOA no corresponde con la del BOp, por lo que
se sugiere denominarlas (de dorsal a ventral): CGIl, CCE y capa celular interna (CCI); éstas dos tltimas

son intersectadas por el TOL (para detalles ver Larriva-Sahd, 2008).

Otra distincién importante del BOA con respecto al BOp, se manifiesta en la conectividad de las NPs
con sus respectivos glomérulos, ya que se ha demostrado en varios estudios que éstas poseen dendritas
multiglomerulares, es decir, generalmente las dendritas de una sola neurona inervan mas de un
glomérulo y este fendmeno muy probablemente implica que la integracién de la informacién sensorial
también difiere con respecto a la del BOp (Takami & Graziadei, 1991; Yonekura & Yokoi, 2008;
Larriva-Sahd, 2008). Finalmente, un aspecto destacable de la organizacion del SOA, y por ende del
BOA, es la segregacion del sistema en -al menos- 2 “canales de procesamiento” desde el érgano
sensorial hasta algunas de las regiones cerebrales mas centrales en la jerarquia de la representacion
sensorial (Mohedano-Moriano et al., 2007; consultar Von Campenhaussen & Mori, 2000). Como se ha
discutido en la seccion precedente, el epitelio vomeronasal alberga poblaciones de neuronas sensoriales
que expresan familias de receptores distintas y que son activadas por estimulos diferentes. Las
proyecciones centrales de dichas poblaciones de neuronas vomeronasales, se mantienen segregadas en
sus blancos glomerulares en el BOA y por lo tanto emerge una organizacion celular que divide dicha

estructura en dos porciones a lo largo del eje antero-posterior (ver Fig. 4; BOAay BOAp).

Ademas de los marcadores moleculares que permiten la distincién entre estos dos sub-sistemas
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(Halpern et al., 1995; Berghard & Buck, 1996; Mori et al., 1987; Yoshihara et al., 1997), existe también
una referencia anatomica que divide al BOA en dos mitades especulares, denominada linea alba (Fig.
4; Larriva-Sahd, 2008). Al dia de hoy, a saber del autor de esta tesis, no hay estudios que reporten si
existen interacciones (conectividad) entre ambas mitades del BOA (ver Resultados), cuestién que es de
suma relevancia para el entendimiento de como el BOA maneja la informacion procedente del OVN,
pero sobre todo con respecto a la influencia que un tipo de sub-sistema (vomeronasal-apical-BOAa vs.

vomeronasal-basal-BOAp) pueda tener sobre el otro.

Con respecto a los sitios de proyeccion de las NPs del BOA, se ha demostrado desde hace tiempo que
éstas se dirigen hacia el nucleo lecho del TOL, el nicleo medial de la amigdala, el nucleo lecho de la
estria terminal y al nucleo cortical postero-medial de la amigdala (Scalia & Winans, 1975; Davis et al.,
1978; de Olmos et al., 1978; Yoshihara et al., 1999). Sin embargo, en afios mas recientes, un par de
estudios han sugerido la convergencia de vias olfatorias y feromonales en neuronas GnRHérgicas del
area pre-6ptica medial (Boehm et al., 2005; Yoon et al., 2005). Por otro lado, se ha descrito una
poblacién de neuronas, también en el area pre-optica medial que expresan Galanina y que
aparentemente regulan de manera directa la emergencia de conductas parentales hacia individuos

neonatos; notablemente, la actividad de estas neuronas depende de un OVN intacto (Wu et al., 2014).

Fisiologia del BOA

Como se ha mencionado anteriormente, los estudios de caracterizacion funcional del BOA
(electrofisiolégicos o de imagen), tanto in vitro como in vivo, son comparativamente mucho mas
escasos que lo reportado hasta ahora en el BOp, por lo que una discusion de las funciones atribuidas a
capas o grupos neuronales en especifico no es factible. Por tal motivo, se expondran aqui los hallazgos
funcionales mas relevantes con respecto a como el BOA maneja la informacion procedente de las

neuronas vomeronasales.

Debido a la dificultad que implica un registro in vivo en el BOA, son pocos los estudios que han
reportado registros de la actividad eléctrica de neuronas en el BOA en respuesta a estimulos naturales
controlados por el investigador (Luo et al., 2003; Zhang et al., 2007; Hendrickson et al., 2008; Ben-
Shaul et al., 2010; Tolokh et al., 2013; Zylbertal et al., 2015; Kahan & Ben-Shaul, 2016). El primero de

estos trabajos resalta por que en él se reportan respuestas de unidades antes estimulos feromonales
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(exploracion a otros animales), destacan las respuestas selectivas de algunas neuronas a combinaciones
especificas de sexo y cepa, respuestas inhibitorias de algunas unidades ante la exploracién y la
persistencia en las respuestas a pesar de ya no haber estimulacion sensorial (ver Discusion; Luo et al.,

2003).

En Zhang et al., (2007) los autores llevan a cabo registros extracelulares in vivo de neuronas MlIs del
BOA en zarigiieyas; reportan que la mayoria de las neuronas (registradas en machos) responden de
manera preferente a la orina de hembras (~70%). En general, los investigadores encontraron dos
perfiles de respuesta ante la orina presentada, neuronas que podian responder al estimulo con
incrementos en la frecuencia de disparo seguidos por periodos de inhibicién y neuronas que exhibian

decrementos en la frecuencia de disparo ante el estimulo (Zhang et al., 2007).

Trabajos posteriores con registros extracelulares in vivo confirmaron que las NPs del BOA son
altamente selectivas en la deteccion de estimulos feromonales presentes en la orina (Hendrickson et al.,
2008; Tolokh et al., 2013) y en la saliva (Ben-Shaul et al., 2010), la actividad de estas neuronas refleja
la capacidad del SOA para discriminar entre orina procedente de hembras o machos (Hendrickson et
al., 2008; Ben-Shaul et al., 2010; Tolokh et al., 2013). Un trabajo de este mismo afio reporta por
primera vez que la actividad de las neuronas del BOA es modulada por secreciones vaginales, orina y
saliva en funcion de la cepa y el estado reproductivo del donador y que la deteccion de determinados
estados fisiologicos (p ej., estro) requiere la actividad concertada de multiples unidades (Kahan & Ben-
Shaul, 2016). Mas aun, se ha demostrado que la inhibicion lateral en el BOA juega un papel importante
en la deteccion de dichos estimulos, determinada por la selectividad de las respuestas neuronales en
funcion del sexo del que proviene la muestra de orina (Hendrickson et al., 2008; Tolokh et al., 2013) y
que la actividad de unas cuantas neuronas en el BOA, analizando los cambios en la tasa de disparo en
escalas temporales de segundos, es suficiente para discriminar fielmente la cepa y el sexo de los

individuos donadores (Tolokh et al., 2013).

2.6 Interacciones entre el SOA y el SOP, respuestas compartidas

En esta tltima seccién dentro del apartado de Antecedentes, se discutiran las evidencias que muestran

que ambos sistemas -SOA y SOP- son capaces de participar en la detecciéon de odorantes y feromonas,
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especialmente el BOp. Se revisaran vias paralelas dentro del SOP dedicadas a la deteccion de
feromonas y se discutiran los novedosos descubrimientos hechos en afios recientes relativos a nuevas
familias de receptores descritas en los diversos 6rganos quimio-sensoriales presentes en la cavidad
nasal. Destaca de manera importante que practicamente todas las células sensoriales que expresan
receptores no-canénicos (distintos de ROs, V1Rs y V2Rs) y que median conductas especificas

proyectan sus axones a la zona de interseccion entre el BOp y el BOA; el LO (Fig. 5).

La observacion de que ambos sistemas pueden ser activados y/o son necesarios para la deteccion de
odorantes y feromonas (Trinh & Storm, 2003; Lin et al., 2004; Xu et al., 2005; Spehr et al., 2006;
Larriva-Sahd, 2008 & 2012; Ferrero et al.,, 2011; Matsuo et al., 2015) es relevante para el
planteamiento de la hipotesis puesta a prueba en este estudio. La ausencia de interacciones neuronales
reportadas entre el BOA y el BOp ha derivado en que las respuestas compartidas o “funcién cruzada”
entre ambos sistemas sean atribuidas a la convergencia de informacion en areas cerebrales “rio abajo”
en la jerarquia del procesamiento olfativo, por lo que uno de los objetivos del presente estudio fue

preguntar si existen conexiones neuronales directas entre el BOA y el BOp.

Como se ha mencionado, el descubrimiento en los dltimos ~15 afios de una variedad de nuevas familias
de receptores dedicados a la deteccién de estimulos quimicos, que en la mayoria de los casos detectan
moléculas que generan respuestas conductuales especificas o sefializan factores claves para la
supervivencia del animal (Munger et al., 2010; Ferrero et al., 2011; Greer et al., 2016), sugiere que los
sistemas de deteccion olfatorios actian de manera sinérgica y que podria haber una comunicacion

directa entre el BOA y el BOp.

Por ejemplo, se report6 la presencia de una sub-clase de neuronas sensoriales en el EO que expresan a
la guanilato ciclasa-D (GC-D) como receptor de membrana (Fulle et al., 1995; Juilfs et al., 1997); estas
neuronas proyectan sus axones a la zona del LO, especificamente a la region de los glomérulos del
cuello (Fig. 5; Shinoda et al., 1989; Cockerham et al., 2009b; Munger et al., 2010), que fueron descritos
inicialmente como estructuras esenciales para las interacciones entre madre y cria durante la lactancia
(Teicher et al., 1980). Se ha demostrado en afios posteriores que estas neuronas detectan ligandos
especificos como hormonas peptidicas y estimulos gaseosos (Leinders-Zufall et al., 2007; Hu et al.,

2007; Cockerham et al., 2009b; Munger et al., 2010); notablemente y a diferencia de lo que ocurre en
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los glomérulos canoénicos del BOp, los glomérulos del cuello son inervados por neuronas sensoriales
que expresan receptores distintos y existe una gran cantidad de conexiones neuronales entre estos

glomérulos (Cockerham et al., 2009a).

Este mismo afio se demostré que la poblacion de neuronas sensoriales del EO que expresan a la GC-D
como receptor, también expresa una familia novedosa de receptores denominados MS4A (4 dominios
trans-membranales), los axones de las neuronas que expresan estos receptores proyectan de manera
exclusiva a la region de los glomérulos del cuello -LO- (Fig. 5) y parecen ser activadas por acidos
grasos (presentes en semillas que constituyen parte de la dieta de roedores) y por una feromona
naturalmente aversiva (Greer et al., 2016). El resultado mas sobresaliente del estudio, debido a que
implicaria un cambio de paradigma en la organizacion de los sistemas olfativos, es que las neuronas
que expresan estos receptores, pueden expresar mas de uno diferente en una sola célula (Greer et al.,

2016).

RO
VIR
TAAR
FPR
MS4A

Figura 5. Aferencias sensoriales del limbo olfatorio. En el esquema se representa la variedad de axones expresando familias de genes distintos que
inervan la zona del limbo olfatorio (RO,V1Rs, TAARs, FPRs, MS4As), en especifico los glomérulos del cuello (azul claro).
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Otra nueva familia de receptores en el EO fue descrita recientemente, los receptores asociados a trazas
de aminas (TAARs por sus siglas en inglés; Liberles & Buck, 2006), que también son expresados en el
ganglio de Grueneberg (Fleischer et al., 2007). Notablemente, se ha demostrado que los receptores
TAAR4 y TAARS median, de manera respectiva, conductas de repulsién y de atraccion especificas
(Ferrero et al., 2011; Dewan et al., 2013) y que las proyecciones de estas neuronas inervan glomérulos
adyacentes en la zona del LO (Fig. 5; Johnson et al., 2012). Todas las neuronas sensoriales del EO que
expresan TAARs, convergen sus axones a la zona del LO (Johnson et al., 2012; Pacifico et al., 2012).
Por otro lado, las neuronas en el ganglio de Grueneberg que expresan esta familia de receptores

también envian sus axones a la zona del LO (Fuss et al., 2005; Storan & Key, 2006).

También en el EO, se demostro que existe una poblacion neuronal que expresa el receptor TRPM5 y
que éste es presuntamente activado por feromonas (Lin et al., 2007). Estudios subsecuentes
demostraron que estas neuronas sensoriales forman parte de un circuito paralelo en el SOP dedicado a
la deteccion de feromonas relevantes para la reproduccion; especificamente, se demostré que estas
neuronas proyectan sus axones a glomérulos ventro-mediales del BOp y que éstos, a su vez, envian la
informacién de las feromonas detectadas a la amigdala medial (Thompson et al., 2012), un blanco
sinaptico no canonico del BOp (ver arriba). Estos reportes son consistentes con los de otro grupo que
habia descrito que el BOp ventral se activa ante la presencia de feromonas del sexo opuesto y que del

BOp ventral emanan proyecciones que terminan en la amigdala medial (Kang et al., 2009 & 2011).

Con respecto al SOA, se ha demostrado que en la porcion apical del epitelio vomeronasal, se expresan
miembros de la familia de receptores a péptidos formilados (FPRs por sus siglas en inglés; Liberles et
al., 2009; Riviere et al., 2009); la activacion de estos receptores sefializa estados patolégicos para el
individuo receptor y su deteccion genera aversion (Boillat et al., 2015). Por otro lado, existe también un
reporte de que en el OVN apical existen neuronas que expresan ROs canonicos (Levai et al., 2006) y
también, este mismo afio, se reportd la expresion del RO canonico Olfr692 en el OVN basal; dicha
expresion presenta dimorfismo sexual y es dependiente del estado social del individuo (Nakahara et al.,
2016). Las neuronas vomeronasales apicales que expresan FPRs y ROs candnicos proyectan a la region
mas anterior del BOAa (Dietschi et al., 2013; Levai et al., 2006). El reporte de la expresion de al menos
dos tipos de ROs candnicos en el OVN abre la posibilidad de que el SOA sea capaz de detectar

odorantes volatiles; alternativamente, los ligandos de estas neuronas vomeronasales podrian evocar
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conductas especificas.

Como es claro, el reciente descubrimiento de varias familias de receptores sensibles a quimicos
mediadores de conductas especificas; le afiade un grado mas de complejidad al estudio y entendimiento
del ya de por si complicado sistema olfatorio. El hecho de que ciertas conductas especificas,
desencadenadas por estimulos también muy especificos sean mediados por el SOP y que
probablemente formen parte de circuitos genéticamente determinados es interesante y no se esperaria
de acuerdo a la concepcion tradicional de que el SOP detecta principalmente odorantes volatiles. Estas
respuestas cruzadas deben ser estudiadas a fondo y una nueva hipoétesis de trabajo debe emerger con
respecto a la deteccion de quimicos en el ambiente, que considere a los sistemas de deteccion como

complementarios.

La region de los bulbos olfatorios comprendida entre el BOAa y la porcion postero-dorsal del BOp
(LO), recibe aferencias de una variedad de érganos sensoriales y de células que expresan todas las
familias de receptores quimiosensoriales descubiertos hasta ahora. La activacién de la mayoria de estos
receptores, independientemente del Organo sensorial en el que se expresen, sefializa aspectos
determinantes para la supervivencia del individuo y evocan conductas especificas. Dada la
heterogeneidad estructural descrita entre el BOA y el BOp; es decir, en el LO (Fig. 6; Larriva-Sahd,
2012) y el reporte del que el BOp dorsal es necesario para la emergencia de conductas evocadas por la
deteccion feromonal (Matsuo et al., 2015), es plausible que haya comunicacion sinaptica entre el BOA

y el BOp y en este proyecto nos propusimos contestar esta pregunta.
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Figura 6. Organizacién celular del limbo olfatorio. La figura muestra un corte sagital del limbo olfatorio tefiido con azul de toluidina; el inserto arriba
muestra las zonas del limbo olfatorio; de derecha a izquierda: las capas celular externa y glomerular del bulbo olfatorio accesorio, el intersticio del limbo
olfatorio (iLO), zona caracterizada por la pérdida de laminacién en la organizacion celular, la zona de los glomérulos del cuello (GLN) y la regién pre-
olfatoria, caracterizada por una disminucién en la densidad de neuronas mitrales (flechas); el asterisco marca el limite entre el limbo olfatorio y el bulbo
olfatorio principal, el doble asterisco sefiala el limite entre el bulbo olfatorio accesorio y el propio limbo olfatorio. El inserto abajo muestra el nivel del
corte.
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III. OBJETIVO

* Obtener informacion acerca de las caracteristicas electrofisiologicas de las neuronas ubicadas en el

LO y de la conectividad de las mismas.

* Conocer si existe conectividad entre el BOAa y el BOp postero-dorsal.

* Conocer si existe conectividad entre el BOAa y el BOAp

3.1 Objetivos particulares:

* Caracterizar las propiedades electrofisiolégicas intrinsecas de las NPs del BOA en modalidad de

patch-clamp.

* Registrar en rebanada in vitro de rata adulta la actividad eléctrica de las NPs en repuesta a la

estimulacion eléctrica extracelular del BOp postero-dorsal y del BOAp.

* Obtener registros complementarios de neuronas ubicadas en el BOAp y determinar las respuestas de

éstas ultimas ante la estimulacién eléctrica extracelular del BOAa.

* A través del llenado con biocitina de las neuronas durante su registro, obtener informacion

neuromorfolégica adicional.

IV. Relevancia e impacto del proyecto (JUSTIFICACION)

Los estudios anatomicos realizados (Larriva-Sahd, 2008 & 2012) sugieren a un grupo neuronal
especifico (NPs del BOAa) como el sustrato de interaccién entre el BOP y el BOA. El estudio de las
relaciones funcionales entre dichas neuronas y ambos sistemas (BOP y BOA) podra aportar
informacion acerca del papel que éstas llevan a cabo en el procesamiento de ambas modalidades y del
efecto/modulacion que pueden ejercer sobre uno u otro sistema. Mas atn, los datos que obtuvimos en

este disefio experimental aportaran informacion necesaria para el estudio integral de ambos sistemas.
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V. Estrategia experimental y métodos

5.1 Animales

Durante el desarrollo de este estudio, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar. Las ratas utilizadas y
de las cuales se obtuvieron los resultados presentados aqui tuvieron todas una edad de ~8 semanas (55
+ 3.4 dias de nacidas). La manipulacién y el sacrifico de los animales se hizo siempre atendiendo a los
lineamientos de cuidado recomendados por el comité de bioética de nuestro Instituto y con la
aprobacion de dicha instancia. La manipulacion y uso de animales experimentales criados en el bioterio
del Instituto de Neurobiologia de la UNAM esta aprobada para nuestro laboratorio (A-01), con el
registro del proyecto “Organizacion citolégica del encéfalo de los mamiferos”, registrado con el

namero de folio 060.

5.2 Obtencion de rebanada viables de encéfalo y registro electrofisiologico

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (63 mg/Kg) y sacrificadas por perfusion intravascular
de liquido cefaloraquideo artificial modificado (LCRAm): La solucion de LCRAm contiene (en mM):
238 de sacarosa, 3 de KCl, 2.5 de MgCl,, 25 de NaHCOs, y 30 de D-glucosa (pH = 7.4; Alvarado-
Martinez et al., 2013). Al finalizar la perfusion, el animal es decapitado y el cerebro extraido y disecado
en frio. Los bulbos olfatorios son separados del resto del encéfalo y pegados a un bloque de agar por su
porcion medial, de manera que los cortes obtenidos sean para-sagitales. Durante todo este proceso, el
tejido encefalico es sumergido continuamente en LCRA normal con perfusién continua de gas
carbogeno (95% O, y 5% CO,). La composicion del LCRA normal es la siguiente (en mM): 119 NaCl,
3 KCl, 1.5 CaCl2, 1 MgCl2, 25 NaHCO3 y 30 D-glucosa (pH 7.4).

Una vez que el bulbo olfatorio se encuentra adherido al bloque de agar, la preparacion es colocada en
una caja Petri con LCRA y ésta a su vez es acoplada a un vibratomo (Leica VT1000S) para obtener las
rebanadas parasagitales de bulbo olfatorio con un grosor de 350-400 pm. Se obtienen 2 rebanadas por
cada BO, que son incubadas inmediatamente en LCRA con gaseo de carbdgeno durante 1 hora para su
recuperacion. Finalmente, las rebanadas son transferidas a la camara de registro ubicada en un
microscopio (Eclipse E600FN; Nikon, Melville, NY) equipado con iluminacién que genera contraste
diferencial por interferencia. En la camara de registro, la rebanada es ubicada en un pozo que puede

contener hasta 3 ml y a través de un sistema de perfusion por bombeo de mangueras, el LCRA (32 +
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0.5 °C) oxigenado circula por la camara de registro con una tasa de flujo de 17 ml/m. Un total de 30 ml
de LCRA recircula continuamente a través de dicha camara. Los registros fueron hechos con pipetas
(G150F-4; Warner Instruments, Handem, CT) “estiradas” en un puller P-97 (Sutter Instruments,
Novato, CA). Las resistencias de dichas pipetas fue de 2-5 MQ; éstas son llenadas con una solucion
interna que contiene (en mM): 140 de gluconato de potasio, 1 de CaCl2, 10 EGTA, 2 MgClz, 4 Na,ATP,
4 LiGTP, 10 HEPES (pH 7.3-7.4) y biocitina al 1%.

Se utilizo la técnica de patch-clamp visual en modalidad de “célula completa” para la obtencion de los
registros. Las sefiales biologicas fueron medidas a través de un amplificador Axoclamp 2B (Axon
Instruments, Foster City, CA; Pefia et al., 2010). Las registros siempre fueron enfocados a neuronas
ubicadas en la CCE del BOA, particularmente, se obtuvieron 72 registros de neuronas ubicadas en el
BOAa y 20 registros complementarios de neuronas ubicadas en el BOAp. Una vez obtenido el sello y
la configuracion de célula completa; se obtuvo el patrén de disparo y las caracteristicas intrinsecas de
las neuronas registradas inyectado a éstas pulsos de corriente hiperpolarizante y despolarizante.
Durante estas inyecciones de corriente, las neuronas siempre permanecian en un valor de potencial de
membrana estable (variable entre neuronas) y aquellas neuronas con alta actividad espontanea fueron
hiperpolarizadas hasta reducir su tasa de disparo al minimo, todos los registros fueron hechos en la

modalidad de “fijacién de corriente”.

Las variables electrofisiol6gicas medidas fueron: 1) Potencial de membrana en reposo (Vn): el voltaje
trans-membranal (mV) medido inmediatamente después de haber obtenido la configuracion de “célula
completa”; 2) Umbral del PA: medido como el valor del voltaje membranal (mV) mas negativo
inmediatamente antes de que la célula genere la caracteristica deflexién de “todo o nada” del PA. Para
todas las células, se midi6 el umbral del PA al menos en 5 pulsos de corriente despolarizante; 3)
Potencial “sag”: medido como la diferencia entre el valor maximo del voltaje desplazado (mV) y la
etapa estable del mismo durante un pulso de corriente hiperpolarizante de 1 segundo, dicho pulso
desplaza el potencial de membrana a valores mas negativos que -80 mV, en cuyo caso se puede advertir
si la célula presenta o no el potencial “sag”; las neuronas que presentaron una diferencia en dicho
potencial mayor o igual a 2 mV fueron consideradas como neuronas que poseen dicha caracteristica;

todas las mediciones fueron obtenidas al promediar al menos 5 ensayos; 4) Constante de tiempo de

membrana (Tm): medida (mseg) al ajustar una curva exponencial a la fase de decaimiento de un pulso
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sub-umbral de corriente despolarizante; 5) Frecuencia de disparo: medido como el ntimero de PAs
generados por una neurona durante un pulso supra-umbral de corriente despolarizante de 1 segundo de
duraciéon (Hz); para todas las neuronas, se definieron valores minimos de pulsos de corriente
despolarizante capaces de evocar al menos 1 PA y dichos valores de corriente se multiplicaron por 2
para cuantificar la frecuencia de disparo; 6) Adaptacion en la frecuencia de disparo: obtenido
dividiendo t2/t1, en donde t2 es el tiempo transcurrido entre los dos ultimos PAs de una rafaga y tI el
tiempo transcurrido entre los dos primeros PAs de la misma rafaga; 7) Reobase: definido como la
cantidad minima de corriente despolarizante inyectada capaz de generar al menos un PA en la neurona
estudiada; 8) Duracién media: medido como la duracion (mseg) del primer PA de una rafaga al 50% de
su amplitud maxima; 9) Resistencia: medida utilizando la ley de Ohm, al dividir el voltaje desplazado

entre la corriente inyectada, durante al menos 5 pulsos de corriente hiperpolarizante.

Para las neuronas que presentaron rafagas de potenciales de accién ritmicas de manera espontanea (ver
Resultados) se obtuvieron los siguientes parametros: 1) Intervalo entre las rafagas (IER), definido aqui
como el tiempo que pasa entre el pico (amplitud méxima) del dltimo PA de una rafaga y el pico del
primer PA de la siguiente rafaga; 2) Duracion de las rafagas (DR), medido como el tiempo que
transcurre entre el pico del primer PA de una rafaga y el pico del dltimo PA de la misma rafaga; y 3)
Frecuencia de disparo de las rafagas (FR), medido al dividir el nimero de PAs entre el tiempo (seg) que
dure la rafaga. Para cada pardmetro se utilizaron los datos de 60 mediciones. Estos pardmetros fueron
medidos antes y después de incubar a la rebanada con 20 pm de CNQX y DL-APV (Sigma, St Louis,
MO). Buscamos diferencias estadisticamente significativas comparando los promedios de cada variable
para cada neurona en su condicién control y experimental y también comparando el promedio global de

cada parametro en ambas condiciones utilizando pruebas t de student pareadas.

Para determinar principios de conectividad entre el BOP y el BOA y dentro del BOA, aplicamos
estimulos eléctricos de campo extracelulares en la region dorsal-posterior del BOP (inmediatamente
anterior al LO; Larriva-Sahd, 2012) y/o en el BOAp cuando los registros fueron hechos en el BOAa,
mientras que la estimulacion eléctrica se aplico en el BOAa y en la region postero-dorsal del BOP
cuando las neuronas registradas se encontraban en el BOAp. Los estimulos eléctricos fueron aplicados
con un electrodo concéntrico bipolar, con una separacién entre sus puntas de 50 pm (Pefia et al., 2002,

2010; Zavala-Tecuapetla et al., 2014). Con este instrumento, se aplicaron breves pulsos cuadrados de
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corriente (100 pseg, 0.05 Hz) y la amplitud del estimulo fue variada en funcion de la respuesta

obtenida.

La mayoria de los registros fueron hechos con una frecuencia de muestreo de 1 KHz, sin embargo, se
obtuvieron registros adicionales con una frecuencia de muestreo de 10 KHz con propositos
verificativos. Se utilizé un headstage HS-2 (Molecular Devices) con una ganancia de 0.01 MU. Las
sefiales fueron muestreadas con una tarjeta anal6gico-digital (BNC-2110, National Instruments) para
convertir la sefial biolégica (andloga) en una sefial digitalizada. Las sefiales registradas fueron
monitoreadas en linea con un software hecho a la medida (Lemus-Aguilar et al., 2006) y con un
instrumento de adquisicién (National Instruments, Austin, Tx) y fueron almacenadas en una

computadora para su posterior analisis.

5.3 Histoquimica

Una vez hecho el registro, se llevo a cabo un procedimiento histolégico para revelar la presencia de
biocitina dentro de la neurona registrada y por lo tanto, la morfologia de la misma. Para este objetivo
decidimos utilizar la estrategia histoquimica de los acoplamientos avidina-biotina-peroxidasa de
rabano. Los registros duraron minimo 30 minutos y hasta 2 horas, al terminar el experimento, la pipeta
de registro fue removida del cuerpo neuronal de manera gentil para evitar el dafio a éste tultimo; la
rebanada se deja “reposar” in situ para que la biocitina difunda a los procesos distales. El

procedimiento de “revelado” fue el siguiente:

® La rebanada se sumerge en fijador Saborsky durante al menos 48 horas: paraformaldehido al
4%, acido picrico al 1% en 100 ml de PBS.

® Lavar la rebanada en KPBS 1x 3 veces durante 25 minutos.

® Incubar la rebanada en peroxido de hidrégeno (H:0.) al 3% durante una hora para eliminar la
actividad de peroxidasas endogenas. El H,O; se diluye en PBS.

® En una cdmara multipozos o en un frasco independiente para cada rebanada, incubar el tejido en
1 ml de TBS-Triton + 10 pl avidina y 10 pl de la enzima biotinilada del kit ABC (Vector
Laboratories, Buringham, CA) durante toda la noche.

® Lavar las rebanadas con PBS 3 veces por 25 minutos cada lavado.
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Para llevar a cabo la reacciéon con el cromégeno diaminobencidina (DAB), disolver una tableta
de TBS y una de DAB en 15 ml de agua desionizada, incubar las rebanadas, e inmediatamente
después adicionar 0.003% de perdxido de hidrogeno (H,O,).

Lavar con KPBS 1x dos veces para detener la reaccion.

Montar las rebanadas en un portaobjetos.

Observar al microscopio.
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VI. RESULTADOS

Propiedades electrofisiolégicas de neuronas principales del BOA

Durante este estudio, reportamos registros de patch-clamp, en configuracion de célula completa, de 92
neuronas del BOA. Los registros fueron dirigidos en su mayoria a neuronas ubicadas en la porcion
anterior del BOA (BOAa; n = 72) y en menor medida a neuronas de la porcion posterior del BOA
(BOAp; n = 20). El objetivo principal de la obtencion de dichos registros fue determinar principios de

conectividad entre el BOA y el BOp y entre ambas mitades del BOA.

Cuando los registros fueron hechos en el BOAa, se aplico estimulacién eléctrica extracelular en la
region postero-dorsal del BOp y en el BOAp, mientras que los registros obtenidos en el BOAp fueron
acompafados de estimulacion eléctrica extracelular del BOAa y del BOp. En total, 28 neuronas (30%)
evocaron respuestas ante los estimulos aplicados. Dichas respuestas fueron clasificadas como
antidromicas y/o ortodromicas, por la direccion en la que viaja el estimulo en la neurona registrada, es
decir, desde el ax6n hacia el cuerpo de la neurona registrada o desde las dendritas hasta el cuerpo
neuronal, respectivamente. La obtencion de una u otra respuesta permitié concluir: 1) si existen
conexiones entre las regiones estudiadas y 2) en qué direccion se establecen dichas conexiones
neuronales. Especificamente, las respuestas antidromicas son sugerentes de que la célula registrada
envia axones (o colaterales) a la region estimulada, mientras que aquellas células que ante la
estimulacién eléctrica generan respuestas ortodromicas, reciben aferencias de neuronas activadas por el

estimulo eléctrico aplicado.

En todas las neuronas registradas, medimos algunas variables electrofisiolégicas. Para cada neurona,
aplicamos pulsos de corriente hiperpolarizante y despolarizante con duracion de 1 segundo; las

respuestas de las neuronas ante dichas inyecciones de corriente nos permitieron obtener los siguientes

parametros poblacionales (media + error estandar). V,= 63.5 £ 0.51 mV; tm= 85.4 + 5.2 ms; reobase=
129.7 + 15 pA; umbral del PA= 45.45 + 0.86 mV; adaptacién en la frecuencia de disparo= 1.23 + 0.07;
duracion media= 2.72 + 0.12 ms; resistencia= 88.43 £ 5 MQ y frecuencia de disparo= 10.21 + 0.51 Hz.

La figura 7 muestra histogramas de frecuencia de cada una de las variables medidas.
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Figura 7. Propiedades electrofisiol6gicas intrinsecas de neuronas en el bulbo olfatorio accesorio. a. Trazos representativos del protocolo de inyeccién de
corriente hiper y despolarizante; el trazo azul representa la corriente inyectada después de haber determinado la reobase (negro; ver métodos), el
asterisco muestra el potencial “sag”. b. Histogramas que muestran la distribucién poblacional de los valores obtenidos para cada una de las variables
electrofisiolégicas medidas; para cada variable, se muestra entre paréntesis el rango de los valores obtenidos. c. Histogramas que muestran el valor (mV)
al que las neuronas que presentaron potencial “sag” activan la corriente subyacente (izquierda) y el voltaje desplazado por las neuronas que presentaron
el potencial “sag”, las neuronas que desplazaron més de 2 mV fueron categorizadas como células que poseen esta caracteristica (derecha, barras sélidas).

Encontramos que de la poblacién total de neuronas registradas, solo el 40% (n = 37) de ellas presento
el potencial “sag”, que es una deflexién en el V, que se activa a valores de voltaje > -90 mV y es
acarreada por una corriente cationica (Angelo & Margrie, 2011; Angelo et al., 2012; Fig. 7c). 28
neuronas del BOAa presentaron dicha caracteristica, mientras que 9 mostraron lo propio en el BOAp.
Las caracteristicas (p. ej., la amplitud) de esta propiedad biofisica han sido demostradas como una

“distincién” de afiliaciéon glomerular en el BOp (Angelo et al., 2012).
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Figura 8. Post-potenciales en neuronas del bulbo olfatorio accesorio. a. 42% de las neuronas registradas mostraron post-hiperpolarizaciones (PHP;
flecha). b. Otras neuronas mostraron post-despolarizaciones (PDP; flecha) o disparo persistente después de haber cesado la inyeccién de corriente
(trazo gris; en total, 17%), mientras que algunas neuronas (6.5%) mostraron PHPs de cinética lenta (asterisco) después de una PDP. c. Promedio y error
estandar del voltaje desplazado en las PHPs y PDPs.

Adicionalmente, encontramos que el 42% de las neuronas registradas (n = 45) mostraron post-
hiperpolarizaciones (3.2 + 0.31 mV) inmediatamente después de un tren de PAs evocado por un pulso
de corriente despolarizante (Fig. 8a, c), mientras que el 17% de las neuronas (n = 17) presentaron una
caracteristica opuesta, es decir, generaron post-despolarizaciones (3.94 + 0.52 mV) después de una
rafaga de PA (Fig. 8c). En 9 de dichas células, las post-despolarizaciones se sostuvieron a tal grado que
generaron en la célula rafagas de PAs sostenidas durante 1-10 segundos en ausencia de estimulacién
(inyeccién de corriente). Seis células exhibieron post-despolarizacién y post-hiperpolarizacion, ésta

ultima emergiendo justo después de la post-despolarizacién (Fig. 8b).
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Las neuronas principales del BOA producen rafagas de potenciales de accién ritmicas,

dependientes de voltaje y generadas intrinsecamente

El registro sistematico de NPs del BOA nos condujo a la descripcion y confirmacion de que, asi como
en el raton (Gorin, 2014; Gorin & Spehr, 2014), el BOA de la rata adulta posee una sub-poblacion de
NPs capaces de generar rafagas de PAs ritmicas, generadas endégenamente y cuya frecuencia depende
del Vi (Fig. 9). Del total de 92 neuronas incluidas en este estudio, 22 de ellas (24%) presentaron esta
caracteristica; 19 fueron registradas en el BOAa y 3 en el BOAp (26% y 15%, respectivamente). Para
una fraccion de estas neuronas (n = 5), medimos algunos de los atributos de su peculiar forma de

disparo (Fig. 9c¢).

Por lo tanto, obtuvimos los valores de el intervalo entre las rafagas (3.21 £ 0.27 seg.), la duraciéon de las
rafagas (1.41 + 0.24 seg.) y la frecuencia de disparo de las rafagas (15.02 + 1.91 Hz; Fig. 9¢) antes y
después de la aplicacion de los antagonistas de la transmision sinaptica glutamatérgica CNQX y APV
(20 pM; Zavala-Tecuapetla et al., 2008, 2014). En experimentos posteriores, neuronas ritmicas fueron
incubadas tanto con inhibidores de transmision sinaptica excitatoria (CNQX y APV) como inhibitoria
(Bicuculina y Estricnina; 30 pM; n = 2; Fig. 10). El disparo ritmico de estas células persistio ante la
presencia de los farmacos mencionados, lo que nos permitié concluir que la generacién de dichas

rafagas ritmicas es generada por mecanismos endégenos y no por actividad sindptica episédica.
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Figura 9. En el bulbo olfatorio accesorio hay una sub-poblacion de neuronas principales con propiedades electrofisiolégicas “ritmicas”. a. Trazo
representativo de la actividad espontdnea de las neuronas ritmicas (arriba), la neurona presenta rafagas de potenciales de accion ritmicas en presencia
de inhibidores de la transmisi6n sindptica glutamatérgica (CNQX y APV; 20 pM; abajo). b. La frecuencia de las rafagas de potenciales de accién
ritmicas es dependiente de voltaje. c. En 5 neuronas ritmicas, comparamos los parametros mostrados en las graficas antes y después de la incubacién
con CNQX y APYV; poblacionalmente, no encontramos diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, encontramos que los parametros
medidos si cambiaron significativamente en algunas células comparandolas con si mismas (asteriscos).

Todas las neuronas ritmicas que fueron visualizadas a través del proceso histoquimico de revelado (n =
8; ver métodos) y fueron analizadas morfologicamente, presentaron caracteristicas somato-dendriticas
cualitativamente indistinguibles de aquellas descritas para las NPs del BOA (Fig. XX). Dichas

caracteristicas son: 1) presencia de una o mas dendritas glomerulares y 2) el axon cursando a través del
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TOL. Mas aun, las neuronas ritmicas frecuentemente poseian mas de una dendrita glomerular; de
manera sobresaliente, una de estas neuronas posee una dendrita glomerular larga, que se extiende a
regiones que corresponden al BOp (Fig. 11i). Finalmente, también es importante destacar que la mitad
de las neuronas que concluimos generan una proyeccion axonal hacia el BOp (ver abajo), presentan

actividad ritmica (Fig. 12).
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Figura 10. Las rafagas de potenciales de accién ritmicas en las neuronas principales del bulbo olfatorio accesorio son generadas endégenamente. El
coctel de farmacos inhibidores de la transmision sindptica (excitatoria: CNQX y APV -20pM-; inhibitoria: Bicuculina y Estricnina -30 pM-)
permiti6 demostrar que la actividad ritmica en estas neuronas es intrinseca (n= 2).
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Citologia

La morfologia de la mayoria de las neuronas visualizadas (n = 41/44; Fig. 11) corresponde a aquella
descrita para las NPs del BOA (Takami & Graziadei, 1991; Yonekura & Yokoi, 2008; Larriva-Sahd,
2008). En ambas mitades del BOA las neuronas registradas poseen caracteristicas distintivas que
permitieron clasificarlas sin ambigiiedad como NPs; éstas caracteristicas son: el tamafio del cuerpo
neuronal, la presencia de dendritas glomerulares y la incorporacion del axon hacia el TOL. Para esta
poblacién de NPs, obtuvimos tres medidas del cuerpo; el largo (20.41 £ 0.87 pm), el ancho (12.47 +
0.64 pm) y el area (204.44 + 18.44 pm?), ademas de el ndimero de dendritas glomerulares (3.1 + 0.23).

50 um

50 um

Figura 11. Neuronas principales del bulbo olfatorio accesorio. a-i. Fotografias representativas de neuronas principales del bulbo olfatorio accesorio. Note la
variabilidad en morfologia somatica, nimero de dendritas glomerulares y posicién de la neurona en el eje dorso-ventral; las neuronas en d, e, i son ritmicas.
Cabe destacar que la neurona en i envia una de sus 2 dendritas glomerulares afuera del bulbo olfatorio accesorio y parece inervar glomérulos del cuello. j.
Posiciones aproximadas en la rebanada sagital de bulbo olfatorio de las neuronas mostradas en la fotografias.
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De manera consistente con reportes previos (Yonekura & Yokoi, 2008; Larriva-Sahd, 2008), las NPs
del BOA, a diferencia de las MIs/EMs del BOp, no se encuentran en una capa celular definida, es decir,
su disposicion es aleatoria en toda la extension dorso-ventral de la CCE y como se ha mencionado, la
mayoria de ellas emiten mas de una dendrita glomerular y en algunas ocasiones hasta 6. Estas
caracteristicas morfologicas son distintas de las encontradas en neuronas MIs/EMs del BOp, en las que
hay una especificidad en la inervacion de los glomérulos, ya que la mayoria emiten una tnica dendrita
glomerular y por lo tanto, reciben informacién sensorial de uno o pocos receptores olfativos (Larriva-

Sahd, 2008; Zibman et al., 2011)

Las neuronas principales del BOAa emiten colaterales hacia el BOp

Para las neuronas registradas en el BOAa (n = 72), encontramos que una proporcion de ellas (n = 6,
8%) respondi6 ante la estimulacion eléctrica del BOp con PAs antidrémicos (Fig. 12b, izquierda). Las
respuestas antidromicas evocadas en una célula nunca fueron precedidas de eventos sub-umbrales
(p.€j., potenciales sinapticos) y tenian siempre una latencia de respuesta muy corta (1.97 + 0.02 mseg).
Estas respuestas persistieron a pesar de encontrarse la preparacién en presencia de los inhibidores
glutamatérgicos CNQX y APV (20 pm) (Fig. 12b, centro), lo que implicaba que la respuesta generada
en la célula no era de naturaleza sinaptica. Mas aun, los PAs antidromicos fueron siempre sometidos a

pruebas de colision (Fig. 12b, derecha).

La prueba de colisién para respuestas antidromicas consiste en lo siguiente: generar un PA somatico
inducido por inyeccion de corriente a través de la pipeta de registro, seguido -con separacién de unos
cuantos mseg- de la estimulacion eléctrica del BOp. Esta maniobra abole el segundo PA (el evocado
por la estimulacion eléctrica), lo que permite concluir la direccion en la que se propaga el PA (p.ej., del
axon hacia el cuerpo de la neurona). Estos experimentos sugieren que las neuronas registradas emiten

axones o colaterales hacia la zona estimulada.

45



CNQX+APV

>

dorsal

-70 mV
_

rostral

5 seg

Figura 12. Una sub-poblacién de neuronas principales emite colaterales a la regién postero-dorsal del BOp. a. Esquema del disefio experimental (arriba) y
fotografia del dia del registro de la neurona mostrada en esta figura. b. Respuestas de la neurona registrada ante la estimulacién del BOp postero-dorsal; la
neurona responde con potenciales de accién antidrémicos ante la estimulacién (izquierda) y éstos persisten ante la presencia de inhibidores glutamatérgicos
(centro), las pruebas de colisién sugieren que la respuesta es de hecho antidrémica (derecha). c. Dibujo (izquierda) y composicion fotografica (derecha) de
la neurona registrada, destacan las colaterales que se dirigen hacia el BOp (p. €j., a la zona de estimulacién). d. La neurona registrada exhibe rafagas de
potenciales de accién ritmicas generadas endégenamente.

En efecto, la visualizacion post-hoc de las neuronas que respondieron ante la estimulacion del BOp con

PAs antidromicos, permiti6 demostrar que estas células emiten colaterales axonales que se dirigen
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hacia el BOp (p.ej., el sitio de estimulacion; Fig. 12c). Las caracteristicas somato-dendriticas de estas
neuronas nos permitieron concluir que corresponden a NPs, dado que poseen dendritas glomerulares y
su axon se incorpora al TOL. Por lo tanto, concluimos que en el BOAa existe una sub-poblacién de
NPs que envian colaterales a la region postero-dorsal del BOp. De manera sobresaliente, 3 de las 6
neuronas que evocaron PAs antidromicos ante la estimulaciéon del BOp exhibieron rafagas de PAs
ritmicas y dependientes de voltaje, que se mantuvieron en la presencia de inhibidores de la transmision

sinaptica glutamatérgica (Fig. 12d).

Ambas mitades del BOA estan reciprocamente conectadas

Como se ha mencionado anteriormente, los registros hechos en el BOAa (n= 72) fueron siempre
acompafiados de estimulacién eléctrica extra-celular del BOAp; con este disefio experimental 18
células en total (25%) respondieron ante los estimulos eléctricos aplicados a la mitad opuesta del BOA.
Estas neuronas respondieron con potenciales excitatorios post-sinapticos (PEPS; n= 6, 8%; Fig. 13b) o
con PAs antidrémicos (n= 8, 11%; Fig. 14a). La duracién media de los PEPS fue de 120 + 18.65 mseg
(media + error estandar), lo que sugiere que la respuesta sinaptica se debe a la activacion combinada de
receptores tipo AMPA y NMDA (Forsythe & Westbrook, 1988; Trombley & Westbrook, 1990;
Maccaferri & Dingledine, 2002). 4 de las 6 neuronas que presentaron PEPS tuvieron latencias de 3.07
+ 0.12 mseg (media + desviacion estandar), tasa de fallo de 8 + 4% y una variabilidad de estimulo a
estimulo con una rango de 45 a 130 pseg. Estos atributos sugieren que los PEPS son mono-sinapticos

(Doyle & Andresen, 2001).

Posteriormente, nos preguntamos sSi las respuestas sinapticas generadas eran de naturaleza
glutamatérgica, y para ello, aplicamos los inhibidores de la transmision sinaptica glutamatérgica CNQX
y APV (20 pm). En efecto, tras unos minutos en la preparacion los farmacos aplicados tuvieron el
efecto de bloquear por completo las respuestas evocadas (Fig. 13b). Estos resultados sugieren de
manera contundente que existe comunicacion mono-sinaptica entre las dos mitades del BOA. 2 de las 6
neuronas que respondieron ante la estimulacion del BOAp con PEPS exhibieron caracteristicas
morfolégicas semejantes a las de las interneuronas; especificamente, su cuerpo se encontraba en la
CCE y carecian de dendritas glomerulares, ademds, el axén de dichas neuronas generaba

arborizaciones complejas en la vecindad del propio cuerpo neuronal y no se observo que se incorporase
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al TOL (Fig. 13c); el resto de las neuronas poseian caracteristicas morfologicas que nos condujeron a

concluir que eran NPs (ver arriba).
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Figura 13. Las mitades anterior y posterior del bulbo olfatorio estan reciprocamente conectadas. a. Esquema del disefio experimental (arriba) y fotografia
del dia del registro de la neurona mostrada en esta figura. b. Arriba, respuestas sinapticas (sub-umbrales) de la neurona registrada al estimular con pulsos
pareados el bulbo olfatorio accesorio posterior, la respuesta se abate el inhibir la transmisién sinaptica excitatoria; abajo, curva que representa la amplitud
de los sinapticos evocados en funcién de la intensidad de la estimulacion (izquierda) y trazo control de la actividad sinaptica espontanea antes y después
de incubar la preparacién con CNQX y APV (dercha). c. Fotografia que muestra la morfologia de la neurona registrada en el bulbo olfatorio accesorio
anterior.

Para las neuronas registradas en el BOAa que respondieron con PAs antidromicos a los estimulos
eléctricos aplicados en el BOAp, encontramos que en todas ellas las respuestas evocadas (PAs
antidromicos) se mantuvieron a pesar de estar la rebanada en presencia de inhibidores glutamatérgicos,

asi como también pudimos aplicar -en todas las neuronas- pruebas de colisiébn que previnieron la
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generacion del PA provocado por la activacion eléctrica del BOAp (ver arriba; Fig. 14a). De notable
importancia es el hecho de que, la inspeccion histolégica de las neuronas registradas con dichas
respuestas nos permitié6 confirmar la conclusion, inicialmente inferida por las respuestas
electrofisiologicas, de que los PAs antidrémicos provocados se deben a que las neuronas emiten
colaterales que cruzan la linea alba (Larriva-Sahd, 2008). En efecto, NPs del BOAa emiten colaterales
axénicas que cruzan la linea alba y que terminan la porciéon opuesta a la zona donde se obtuvo el

registro, es decir, en el BOAp (Fig. 14b).

a CNQX+APV

20 mV

Figura 14. Las mitades anterior y posterior del bulbo olfatorio estan reciprocamente conectadas. a. Respuesta antidromica en neuronas del bulbo
olfatorio accesorio anterior ante la estimulacién del bulbo olfatorio posterior (izquierda), la respuesta persiste en presencia de CNQX y APV (centro) y el
potencial de accion colisiona (derecha). b. Fotografia de la neurona registrada y acercamiento (abajo) en donde se muestra el detalle de la colateral
emitida por la neurona, que cruza la linea alba y termina en la capa celular interna (CCI) del bulbo olfatorio accesorio posterior.
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Finalmente, una muestra adicional de neuronas en el BOAp fueron registradas. Esto dltimo con el
motivo de conocer si la activacién sindptica observada en neuronas del BOAa al estimular el BOAp es
un evento reciproco, es decir, si también existen neuronas del BOAp que sean activadas sinapticamente
al estimular el BOAa y/o si neuronas del BOAp emiten colaterales que cruzan la linea alba. Para tal
efecto, se registraron 20 neuronas adicionales y tal como lo habiamos esperado, las neuronas
registradas en el BOAp respondieron ante la estimulacién eléctrica del BOAa con PAs antidromicos
(n=7; 35%) o con PEPS (n= 2; 10%). Més aun, las pruebas de colisién y la inspeccién morfologica de
las neuronas que evocaron PAs antidrémicos nos permitieron concluir que, asi como las NPs del BOAa
emiten colaterales que cruzan la linea alba y resuelven en el BOAp, NPs del BOAp hacen lo propio.
Por otro lado, en las neuronas que evocaron respuestas sinapticas, éstas fueron abolidas por la

incubacién de farmacos inhibidores de la transmision sindptica excitatoria (ver arriba).

En conjunto, los experimentos descritos en las secciones precedentes nos permitieron demostrar que
ambas mitades del BOA se encuentran reciprocamente conectadas mediante dos mecanismos.
Especificamente, hemos demostrado que una neurona ubicada en el BOAa es capaz de: 1) recibir
aferencias sindpticas glutamatérgicas por parte de neuronas ubicadas en el BOAp y/o 2) una neurona
principal del BOAa es también capaz de emitir colaterales axonales que cruzan la linea alba y muestran
sitios de terminacion en el BOAp, que potencialmente podrian establecer comunicacion sinaptica con
neuronas del BOAp. Las mismas reglas basicas de conectividad aplican para neuronas ubicadas en el

BOAp.
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VIL. DISCUSION

Durante el presente estudio, se llevaron a cabo experimentos que nos permitieran obtener conocimiento
acerca de la organizacion basica de los circuitos neuronales del BOA y de la relacion de éste ultimo con
el BOp. Estudios fisiol6gicos y estructurales previos han demostrado que a diferencia del BOp, el BOA
posee una organizacion celular y de conectividad en la que emergen dos “canales” de procesamiento de
informacion dentro de dicha estructura; por lo tanto, en el BOA hay una clara segregacion entre la
mitad anterior y posterior. La evidencia estructural obtenida en nuestro laboratorio unos afios atras,
sugeria que podria haber interacciones entre ambas mitades del BOA a través de dos grupos de

€

procesos neuronales, a saber, dendritas “accesorias” y axones, que “zig-zagean” en el eje antero-

posterior del BOA antes de incorporarse al TOL (Larriva-Sahd, 2008).

De manera especifica, con la impregnacién de Golgi se ha descrito que las NPs del BOA poseen axones
complejos que exhiben una morfologia sinuosa con ramificaciones en angulos muy abiertos (~180°), es
decir, en direcciones opuestas en el eje antero-posterior, emitiendo colaterales definidas a cada lado.
Por otro lado, dendritas accesorias (p. ej., no glomerulares) de NPs del BOA atraviesan la linea alba
para resolver en el neuropilo de la mitad opuesta (Larriva-Sahd). Adicionalmente, estudios
morfologicos en el area transicional entre el BOp y el BOA (ver Larriva-Sahd, 2012) sugerian que esta
podria ser un area de integracion y/o de conectividad entre ambos sistemas (principal y accesorio). Con
esta informacién como un antecedente central, nos propusimos investigar si hay neuronas en el BOA
que sean reclutadas ante la estimulacion eléctrica de la porcion postero-dorsal BOp. Por otro lado,
preguntamos también si las neuronas de ambas mitades del BOA reciben contactos sinapticos de la
mitad opuesta en la que reside su cuerpo y/o si estas mismas neuronas distribuyen sus axones en la

mitad opuesta.

Finalmente y como se ha mencionado en secciones precedentes, el registro cotidiano de NPs en el BOA
nos condujo al descubrimiento de una sub-poblacién de neuronas con un perfil electrofisiol6gico
bastante llamativo y previamente no descrito en el BOA. Encontramos pues, que en ambas mitades del
BOA residen células principales que descargan rafagas de PAs de manera ritmica, dependiente de
voltaje y generadas endogenamente. Este hallazgo fue hecho simultdneamente por un grupo aleman,

cuyos registros electrofisiolégicos fueron hechos en ratén (Gorin, 2014; Gorin & Spehr, 2014).
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La presencia de neuronas con dichas caracteristicas en el BOA, sugiere que éstas células podrian
desempefiar un papel importante, si bien desconocido, en aspectos de organizaciéon temporal en el
procesamiento de la informacion que fluye a través de los circuitos del BOA. El hallazgo adquiere una
relevancia mayor, debido a que algunas de estas neuronas resultaron ser parte de la sub-poblacion de
NPs que emiten colaterales que se distribuyen en la region postero-dorsal del BOp (region estimulada
eléctricamente). Este tltimo resultado sugiere que podria haber una comunicacién sinéptica directa

entre la mitad anterior del BOA y el BOp.

Santiago Ramon y Cajal propuso que las neuronas Grs son el sitio en donde convergen aferencias
modulatorias extrinsecas y éstas células, a falta de su comprobacién experimental, podrian ser uno de
los blancos sinapticos de la proyeccion BOAa-----BOp aqui descrita (ver Resultados; Larriva-Sahd,
2012). La evidencia neurofisiol6gica obtenida durante este estudio abre la posibilidad de que las NPs
del BOA, tipicamente reclutadas por la deteccion feromonal por parte de neuronas sensoriales del
OVN, impongan un efecto sobre las neuronas MIs del BOp, a través de su interaccién putativa con

neuronas Grs del BOp (Martinez-Garcia et al., 1991; Pressler & Strowbridge, 2006).

BOp

BOA

Figura 15. Esquema representativo de los hallazgos hechos en este estudio. Una sub-poblacion de neuronas principales del bulbo olfatorio accesorio
anterior envian colaterales al bulbo olfatorio principal. Adicionalmente, ambas mitades del bulbo olfatorio accesorio se encuentran conectadas a través de
los axones recurrentes de las neuronas principales.
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Presencia de neuronas ritmicas en ambas mitades del BOA

La confirmacién (Gorin, 2014; Gorin & Spehr, 2014) de que al menos una sub-poblaciéon de NPs del
BOA posee un perfil electrofisiolégico que corresponde a tipicas células “marcapaso” es
potencialmente relevante en al menos dos aspectos: 1) la descripcion y el conocimiento del circuito del
BOA y 2) la proyeccion por parte de estas neuronas hacia el BOp. En nuestras manos, la poblacion de
NPs que poseen “ritmicidad” corresponde al 24%, por lo tanto, ademas de su descripcion en el ratén
(Gorin, 2014; Gorin & Spehr, 2014), confirmamos la presencia de dicho tipo celular en el BOA de la
rata adulta (Fig. 9).

Células con actividad ritmica de tipo “marcapaso” han sido descritas en el BOp. Se ha documentado
ampliamente que las neuronas EMs externas constituyen a una sub-poblacion, propia del BOp, que
posee caracteristicas electrofisiologicas similares a las reportadas en este estudio. Dichas neuronas
exhiben rafagas de PAs ritmicas generadas endégenamente (Hayar et al., 2004a & b; Liu & Shipley,
2008). Por otro lado, también se ha demostrado que un tipo de interneurona del BOp, las llamadas
neuronas de Golgi, son capaces de generar rafagas de PAs episddicas de manera estado-dependiente, es

decir, en funcion del valor al que se encuentre el Vi, (Pressler et al., 2013).

Las NPs del BOA descritas en este trabajo que presentan dicha actividad ritmica, generan rafagas de
PAs a una frecuencia mayor (15.6 + 1.91 Hz) con respecto a aquellas descritas en el BOp, en las que la
frecuencia de disparo de la rafaga ha sido reportada dentro del rango de la banda 6 (Hayar et al., 2004a;
Pressler et al., 2013). Esto ultimo sugiere que las descargas episodicas en neuronas del BOp emulan o
“siguen” la pauta temporal de la respiracion. Sin embargo, en el SOA, el acceso de los estimulos al
OVN es distinto y se logra mediante procesos mecanicos (Meredith & O'Conell, 1979) y conductuales
(Mann, 1961). Por lo tanto, las diferencias en la dindmica temporal en la que se detectan los estimulos
quimicos en sus respectivos 6rganos sensoriales (ya sean odorantes o feromonas), se observan también
en caracteristicas intrinsecas de neuronas que presentan perfiles electrofisiolégicos similares, pero

ajustados a operar dentro de sus contextos respectivos.
Otra diferencia conspicua que existe entre las neuronas “ritmicas” de ambos bulbos es su arborizacién
dendritica. Mientras que la gran mayoria de neuronas EMs externas exhibe una tnica dendrita

glomerular (Hayar et al., 2004a), las NPs del BOA exhiben de manera frecuente al menos dos dendritas
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glomerulares, y hasta 6 (3.1 + 0.23). Destaca también que las dendritas glomerulares de neuronas en el
BOA frecuentemente inervan glomérulos distintos, fendmeno que contrasta con la organizacién vista en
el BOp, en donde, invariablemente, las NPs (ya sean MIs o EMs) envian dendritas glomerulares a un
s6lo glomérulo. Es por demés destacable que una de las neuronas ritmicas que fueron registradas
durante este estudio, posee dos dendritas glomerulares, una de ellas comprometida con glomérulos del
propio BOA, mientras que la otra dendrita, de manera notable, se extiende a distancias que exceden los
limites del BOA para inervar los glomérulos del cuello (Fig. 11i). La morfologia de esta neurona abre la
posibilidad de que una unica célula(s) del BOA sea el blanco sinaptico -sitio de convergencia- de
neuronas sensoriales expresando receptores de cualquiera de estas familias: ORs, VIRs, GCs, MS4As y

TAARS.

La implicacién funcional de un perfil electrofisiolégico tan peculiar en el BOA es al momento
desconocida y debera ser estudiada a fondo de aqui en adelante. Sin embargo, dado que en el BOA es
posible que cada glomérulo reciba aferencias de neuronas sensoriales expresando distintos receptores
(Belluscio et al., 1999; Wagner et al., 2006) y que las neuronas de dicha estructura inervan a mas de un
glomérulo (Larriva-Sahd, 2008; Yonekura & Yokoi, 2008), una conjetura razonable es que éstas células
probablemente tengan la cualidad de servir en propositos de sincronizaciéon dentro de la red neuronal

del BOA (Hayar et al., 2004b; Pefia et al., 2004; Ramirez et al., 2004).

Independientemente del impacto funcional que tenga la descarga episddica de las neuronas ritmicas
descritas en este trabajo, es claro que éstas células estan comprometidas con la deteccion de estimulos
feromonales (Leinders-Zufall et al., 2000; Boschat et al., 2002; Del Punta et al., 2002a; Luo et al.,
2003) y algunas de éstas células envian colaterales al BOp; esta evidencia anatomica es sugerente de
que, al menos algunas feromonas puedan tener un efecto modulatorio/interactivo en el procesamiento
de odorantes volatiles por parte del BOp. Finalmente, a pesar de que en las neuronas que fueron
incubadas con inhibidores de la transmision sindptica glutamatérgica no encontramos diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los parametros que medimos, parece ser claro que el
glutamato modula la actividad de estas neuronas de manera diferencial (ver Fig. 9c). Para dos neuronas
con actividad ritmica, ademas de incubar la preparacion con los inhibidores ya mencionados, hicimos
lo propio con inhibidores de la transmisién sinaptica inhibitoria (Fig. 10); como era de esperarse, la

actividad ritmica persistio, lo que nos permitié descartar de manera contundente que las rafagas de PAs
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ritmicas fueran impuestas por interacciones sinapticas a través de neurotransmisores.

Propiedades electrofisiolégicas de las neuronas principales del BOA

Como se ha descrito en secciones previas, la mayoria de las neuronas registradas y cuya morfologia fue
revelada, poseen caracteristicas que nos permitieron catalogarlas como NPs. Aunque no fue nuestro
objetivo principal, definimos algunas de las propiedades electrofisiol6gicas que nos parecen relevantes.
Por ejemplo, encontramos que células principales en ambas mitades del BOA tienen la cualidad de
persistir en sus descargas una vez que el estimulo ha cesado (Fig. 8b). Esta propiedad ha sido reportada
para neuronas del BOA tanto en condiciones in vitro (Shpak et al., 2012), como in vivo (Luo et al.,
2003; Zylbertal et al., 2015). Se ha sugerido que esta propiedad intrinseca podria estar asociada a la
decodificaciéon de estimulos socialmente relevantes (Shpak et al., 2012) en el BOA y que puede

subyacer a procesos cognitivos complejos como la memoria de trabajo (Romo et al., 1999).

En un trabajo reciente se demostré que el mecanismo subyacente a esta actividad persistente se basa en
cambios lentos en las concentraciones intracelulares de ciertos iones en compartimientos especificos de
la neurona, en especifico en el penacho dendritico (Zylbertal et al., 2015). Por otro lado, como se
reporté en la seccion de resultados, algunas de las neuronas que no generaban PAs una vez que el
estimulo desaparecia (inyeccién de corriente despolarizante), exhibieron post-despolarizaciones.
Notablemente, éste dltimo atributo parece ser generado por mecanismos biofisicos distintos de aquél
que propicia el disparo persistente (Shpak et al., 2015) y se ha reportado que ambos fendmenos son

susceptibles de ser modulados por aferencias colinérgicas (Smith & Araneda, 2010; Shpak et al., 2015).

Proyecciones axonales del BOA hacia el BOp

La descripcion de la proyeccion axonal que emiten algunas de las NPs del BOA hacia la region
postero-dorsal del BOp (Figs. 12 y 15), podria representar un sustrato anatomico para explicar las
interacciones funcionales y/o respuestas sobrelapadas ampliamente reportadas en los sistemas
olfatorios accesorio y principal (Xu et al., 2005; ver Baum & Larriva, 2014). A favor de esta
interpretacién se encuentra el hecho de que, recientemente se reportd que la region dorsal del BOp es
un area necesaria y fundamental para la emergencia de conductas sociales clasicamente atribuidas a la
deteccién de feromonas, como la atraccion a la orina de la hembra por parte del macho, vocalizaciones

ultrasénicas durante el cortejo, quimio-investigacién, agresion hacia otros machos y conductas
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maternas (Matsuo et al., 2015). Esta ultima referencia seria consistente con la existencia de una
comunicacion directa entre ambos bulbos y la proyeccion documentada en este estudio no solo serviria
como una buen sustrato anatémico para las funciones sobrelapadas de ambos sistemas, sino que seria

un atributo necesario para la emergencia de las mismas.

Como se ha discutido en secciones previas, se hace muy relevante el hecho de que la mitad (3/6) de las
neuronas que generaron respuestas antidrémicas ante la estimulacién del BOp-dorsal manifestaron
actividad de tipo “ritmica” (Figura 12d), por lo que también es probable que la actividad de dichas
neuronas genere en las células con las que se comunica en el BOp, una actividad sincronizadora pre-
sindptica y/o ventanas temporales de inhibicién excitacién -a través de neuronas Grs del BOp- para la

generacion de PAs temporalmente precisos (Schoppa, 2006).

Si existe una proyeccion reciproca entre ambos bulbos (neuronas del BOp que emitan axones hacia el
BOA) es hasta este momento una cuestion no resuelta y abierta a posibles investigaciones futuras. Sin
embargo, estudios hechos en nuestro laboratorio han arrojado resultados que sugieren que si existe
dicha interaccion reciproca. A saber, la induccion de lesiones electroliticas en la region dorsal del BOp
curso con degeneracion -ortogroda- de botones sinapticos en el neuropilo de la CCE del BOA (Larriva-
Sahd, 2008). Existe en la literatura cientifica un reporte de que hay conexiones reciprocas entre el BOp
y el BOA en el reptil Podarcis hispanica (Martinez-Garcia et al., 1991), si bien es un vertebrado, este
organismo se encuentra alejado en la escala filogenética a los mamiferos y un estudio detallado es

necesario para esclarecer si el reporte de dicha interaccion es bidireccional o no en mamiferos.

Ambas mitades del BOA estan reciprocamente conectadas

Las observaciones morfolégicas preliminares hechas con la técnica de impregnacién de Golgi, con
respecto a la colateralizacion y distribucién de los axones de las NPs del BOA con respecto a la linea
alba, sugerian a la neurona principal del BOA como un sustrato por medio del cual ambas mitades del
BOA podrian comunicarse y establecer nexos funcionales. Esta idea se convirtié en una de la hipotesis
puestas a prueba durante este estudio. Los registros electrofisiologicos de patch-clamp, en la modalidad
de célula completa, nos permitieron demostrar que en efecto, ambas mitades del BOA estan conectadas.
Asi pues, la interpretacion de los datos obtenidos durante este estudio nos permite afirmar que 1) una

neurona ubicada en cualquiera de las dos mitades del BOA recibe aferencias (PEPS) evocadas por la
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estimulacion eléctrica extra-celular de la mitad opuesta en la que reside el cuerpo de la célula registrada
y 2) una neurona ubicada en cualquiera de las dos mitades del BOA emite colaterales axoénicas que
atraviesan la linea alba y terminan en la mitad opuesta del BOA con respecto al sitio de registro (Fig.

15).

Es posible que las aferencias registradas sean generadas por los axones -de neuronas que fueron
activadas por la estimulacion- que cruzan la linea alba y establecen contactos funcionales con la célula
registrada (Fig. 14). Alternativamente, la neurona registrada podria emitir una o varias dendritas
accesorias (Larriva-Sahd, 2008; Yonekura & Yokoi, 2008) que cruzan la linea alba y podrian recibir los
contactos sinapticos en la mitad opuesta a la que residen sus cuerpos (Fig. 13). El primer argumento
discutido en este parrafo encuentra una demostracion clara en las neuronas que responden a la
estimulacion eléctrica de la mitad opuesta con PAs antidromicos y con la posterior inspeccion
morfologica de las células registradas, en las que hemos podido corroborar que dichas respuestas se

deben a que la célula envia colaterales a la mitad del BOA que recibié el estimulo eléctrico (Fig. 14b).

Por otro lado, es importante también mencionar que al llevar a cabo el estudio morfolégico de las
neuronas que respondieron ante la estimulacion eléctrica de la mitad opuesta con PEPS (Fig. 13b), un
par de ellas poseian caracteristicas somato-dendriticas semejantes a las de neuronas tipicas de axon
corto; tales como un plexo axonal densamente ramificado en la vecindad del cuerpo de la neurona
registrada, carencia de dendritas glomerulares y de axdn ingresando al TOL (Fig. 13c). Por lo tanto,
queda abierta la posibilidad de que interneuronas de cualquiera de las dos mitades del BOA sirvan
como mediadoras y/o moduladoras de la comunicacién establecida en el eje anterior-posterior del
BOA. Las evidencias neurofisiol6gicas obtenidas durante este estudio, ademds de las descripciones
morfolégicas hechas previamente en nuestro laboratorio, constituyen un cuerpo de conocimiento
importante acerca de las interacciones celulares que ocurren en el BOA y que son necesarias para el
eventual entendimiento de como el circuito del BOA detecta y procesa la informacién procedente de

estimulos feromonales.
Asi como la implicacion funcional de la proyeccion del BOA hacia el BOp requiere mas estudios, la

conexion reciproca entre ambas mitades del BOA reportada aqui debera ser estudiada en el contexto del

procesamiento de informacién del BOA. En un estudio reciente, en el que se obtuvieron imagenes
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sensibles a la concentracién de Ca™ de la neurona vomeronasal en sus botones sinapticos, los autores
reportaron que las NPs del BOA responden de manera selectiva y por lo tanto, se encuentran
“sintonizadas” al sexo, la cepa y la especie de muestras de orina (Meeks et al., 2010; Hammen et al.,
2014). Basandose en dichos experimentos, los autores proponen que el BOA posee un arreglo modular
en el que, neuronas vomeronasales con propiedades o campos receptivos similares exhiben patrones de
inervacion definidos a lo largo del eje antero-posterior del BOA, recordando la organizacién columnar

que se ha reportado extensivamente en areas corticales.

Esta forma de organizacién podria asemejarse a aquella descrita en neocortezas, en donde una
determinada columna, o mddulo de procesamiento de informacion, posee conexiones horizontales con
modulos adyacentes; estos patrones de conectividad permiten la emergencia de interacciones
funcionales que permiten generar contraste y/o ventanas temporales de actividad neuronal entre

columnas.

En el BOA, en base a los resultados obtenidos en este estudio, las NPs que pertenecen a un
determinado mo6dulo de procesamiento de informacién feromonal, podrian establecer nexos funcionales
como los arriba descritos a través de la interacciones demostradas entre ambas mitades del BOA. Por lo
tanto, es posible que los axones que cursan en el eje antero-posterior del BOA, modulen la actividad de
otros “canales” de procesamiento potenciado -al excitar otras NPs directamente- o inhibiendo -al
excitar interneuronas- la actividad de mddulos de procesamiento contiguos. De manera consistente con
lo propuesto en este parrafo, un estudio en el que se registr6 la actividad eléctrica de neuronas en el
BOA in vivo y durante la presentacién de estimulos feromonales, deduce que procesos de inhibicién
lateral deben de ocurrir en el circuito, dado que neuronas que presentan respuestas excitatorias ante
determinados estimulos, son susceptibles de ser inhibidas ante la presencia de otros estimulos (Luo et

al., 2003).
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Conclusiones

Los resultados obtenidos durante este proyecto nos permiten concluir que: 1) existe una proyeccion
axonal (fibras colaterales) originada en el BOAa por NPs que tiene como blanco la zona dorsal-
posterior del BOp; 2) Ambas mitades del BOA se encuentran reciprocamente conectadas, a través de
sinapsis funcionales mediadas por el neurotransmisor glutamato; 3) NPs de ambas mitades del BOA
envian fibra colaterales que atraviesan la linea alba y distribuyen fibras terminales en la mitad opuesta
a la que reside el cuerpo de neurona en cuestion y 4) ambas mitades del BOA poseen una sub-poblacion
de NPs que poseen actividad ritmica, esto es, generan rafagas de PAs intermediadas por periodos de
“silencio” de manera intrinseca y dependiente de voltaje. Notablemente, algunas de estas neuronas

proyectan hacia el BOp.
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