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Introduccién?

La idea de que todas las neuronas del Sistema Nervioso Central de los mamiferos se
producian antes del nacimiento prevalecié hasta finales del siglo XX.? El predominio de
esta concepcion se debid principalmente a que se pensaba que la configuracion del
cerebro, una vez establecida, era demasiado elaborada para dar cabida al reemplazo
neuronal. Ademas, las técnicas utilizadas en esa época s6lo permitian identificar a las
neuronas maduras del cerebro adulto (Gross, 2000; Nicholls y Nicholls, 2001). Quiz4, el
arraigo a esta concepcion explica porqué los articulos sobre la neurogénesis adulta
publicados a principios del siglo XX (Allen, 1912; Sugita, 1918), asi como aquéllos
publicados en la década de los sesentas, tuvieron poco reconocimiento por parte de la
comunidad neurocientifica. Aun cuando, en estos Gltimos, se consiguié un importante
avance al demostrarse, con una nueva técnica de marcaje de proliferacion celular®, el
nacimiento de nuevas neuronas en una variedad de estructuras que incluian al bulbo
olfatorio, el hipocampo y la corteza cerebral de la rata adulta (Altman y Das, 1965,

1966; Altman, 1969).*

Fue hasta después de 1990, por tres eventos fundamentales, que se reconocio
ampliamente que nuevas neuronas se generaban e integraban en el cerebro adulto
(Kornack y Rakic®, 2001; Bedard y Parent, 2004; Sanai, et al., 2004). El primero se

debié a la demostracion de la neurogénesis en los canarios adultos; aunque en un

! para facilitar la comprension de este apartado, hay al final un apéndice con la descripcién detallada de
las estructuras y los componentes de la zona subventricular, la corriente rostral migratoria y el bulbo
olfatorio.

2 Aunque se sabfa que los astrocitos y ologodendrocitos conservaban su capacidad de division en el
cerebro adulto y que eran capaces de responder a lesiones aumentando su proliferacion (Nicholls y
Nicholls, 2001).

® La técnica de marcaje de proliferacion celular con timidita tritiada que se intercala en las cadenas del
acido desoxirribonucleico (ADN) durante la fase S del ciclo celular.

4 Ademas, tiempo después, al conjugarse el marcaje de proliferacion celular con la microscopia
electronica, se pudieron observar las dendritas y sinapsis de las nuevas neuronas (Kaplan y Hinds, 1977;
Kaplan, 1981).



principio se pensd que esto era irrelevante para el mamifero, esos experimentos fueron
la piedra angular para las investigaciones futuras (Gross, 2000; Nottebohm, 2002). El
segundo fue la construccion de un modelo que explicaba el origen celular y las rutas de
migracion de las nuevas neuronas en los roedores y primates (Lois y Alvarez-Buylla,
1993; Luskin, 1993; Morshead, et al., 1994; Kornack y Rakic, 1999; Gage, 2002).5 El
tercero fue la demostracion de que la neurogénesis adulta podia ser regulada, al menos
en el hipocampo, por factores tales como estrés, complejidad ambiental y aprendizaje, y
variacion hormonal (Kempermann y Gage, 1999; Gross, 2000; Conover y Allen, 2002;

Gould y Gross, 2002; Kempermann, 2002)

En la actualidad se acepta ampliamente que existen dos zonas del cerebro que
producen nuevas neuronas; una de ellas se encuentra localizada en el giro dentado del
hipocampo (Kempermann y Gage, 1999); y la otra, en las paredes de los ventriculos
laterales, especificamente en la zona subventricular, (Conover y Allen, 2002). Las
neuronas originadas en la capa subgranular del giro dentado (en su etapa de
neuroblasto) migran y se diferencian en neuronas granulares en el mismo hipocampo
(Kempermann y Gage, 1999). Las de la ZSV, que se mantienen proliferando, migran a
su vez a lo largo de la corriente rostral migratoria (CRM) para llegar al bulbo olfatorio

(BO), en donde se integran y se diferencian en las laminas granular y glomerular

%Para ello se aislaron y se cultivaron células con caracteristicas de autorrenovacién (la capacidad de
proliferar in vitro bajo la influencia de factores de crecimiento y dar origen continuamente a otras células
indiferenciadas) y multipotencia (la capacidad de dar origen a astrocitos, oligodendrocitos, y neuronas)
que, se propuso, correspondian in vivo a las células troncales que daban origen a las nuevas neuronas
(Morshead, et al., 1994; Gage, 2002). Ademas, mediante la transfeccion de genes reporteros se trazaron
las rutas de migracién y por medio de un nuevo marcador de proliferacion celular la 5-bromo-3’-
desoxiuridina (BrdU) (que también se intercala en las cadenas de ADN en la fase S del ciclo celular) y
marcadores especificos de linaje neuronal (por medio de anticuerpos dirigidos contra proteinas tales como
dablecortina (DCX), p—tubulina III (reconocida por el anticuerpo TUJ1) y MAP-2 todas ellas asociadas a
microtGbulos y que marcan estados comprometidos neuronales inmaduro, temprano y diferenciado
respectivamente; asimismo contra la proteina NCAM marcador especifico de neuroblasto (Gross, 2000;
Cooper-Kuhn y Kuhn, 2002; Bedard y Parent, 2004) se tuvo un mayor grado de confiabilidad de que las
células recién generadas eran neuronas; p. €. (Lois y Alvarez-Buylla, 1993; Luskin, 1993; Kornack y
Rakic, 1999).



(figural) (Doetsch y Alvarez-Buylla, 1996; Doetsch, et al., 1997; Garcia-Verdugo, et
al., 1998; Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; Gage, 2002; Winner, et al., 2002).
Asimismo, existen reportes que proponen que en la ZSV hay otros neuroblastos
originados también alli aunque éstos migran y se integran a la corteza y a la sustancia
nigra en roedores y primates (Altman, 1969; Kaplan, 1981; Gould, et al., 1999; Zhao, et
al., 2003); pero debido a la discrepancia entre los resultados de experimentos
reproducidos en diferentes laboratorios, no se acepta todavia que se puedan integrar
neuronas a otros circuitos, especialmente en la corteza(Gould, et al., 1999; Kornack y
Rakic, 2001% Nottebohm, 2002; Rakic, 2002; Zhao, et al., 2003; Frielingsdorf, et al.,

2004).
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Figura 1. Representacion esquematica del proceso de neurogénesis adulta de la zona subventricular
(ZSV). Los neuroblastos que son producidos en la ZSV, se mantienen proliferando y migran a través de
una via restringida formada por una red tubular de astrocitos denominada corriente rostral migratoria
(CRM) para alcanzar al bulbo olfatorio (BO) en donde se diferencian e integran a la capa granular (CGr)
y glomerular (CG). Ventriculo lateral (VL); Estriado (Est); Cuerpo calloso (CC); Corteza (Cx); bulbo
olfatorio accesorio (BOA); Tracto olfatorio (TO). Adaptado de (Menezes, et al., 2002)



Por otra parte, también se ha sugerido que el eje ventricular, la médula espinal, el BO y
la corriente rostral migratoria (CRM) contienen, como en el giro dentado del hipocampo
y en la ZSV, células troncales residentes que pueden dar origen a nuevas neuronas
(Weiss, et al., 1996; Fukushima, et al., 2002; Gritti, et al., 2002; Hack, et al., 2005). En
el caso especifico de la CRM originalmente se habia postulado que era tan s6lo la via de
paso que utilizaban los neuroblastos subventriculares en su camino al BO y que s6lo las
células troncales y las amplificadoras intermedias de la ZSV estaban implicadas en la
generacién de los neuroblastos que posteriormente se diferencian en neuronas
granulares y periglomerulares. Sin embargo, diversos estudios han mostrado que la

realidad puede ser mucho mas compleja.

Tomasiewicz, et al., (1993) reportaron que en ratones deficientes de la molécula PSA-
NCAM?® se detiene la migracion rostral de las células subventriculares y se observa una
acumulacion de neuroblastos no sélo alrededor de la ZSV sino también en la CRM, esto
podria indicar una generacion local de progenitores proliferantes. Posteriormente, Craig
et al., (1999), en un experimento de doble marcaje con timidita tritiada y el retrovirus f3-
gal, mostraron que no obstante la gran cantidad de células activamente proliferantes que
se pueden observar en la CRM s6lo una pequefia proporcion (6.5%) pertenece a las
células generadas en el ventriculo lateral cuando estdn migrando en ruta hacia el BO.
Subsiguientemente, Gritti et al., (2002) aislaron neuroesferas (presumiblemente células
troncales) de la CRM de animales cuyos neuroblastos subventriculares habian sido
eliminados mediante un inhibidor de la mitosis denominado citosina-arabinosa. Por su
parte, Smith y Luskin (1998) y Hack et al., (2005) encuentraron que cuando se marcan

con retrovirus las células ubicadas en el “codo” de la CRM aumenta el nimero de

® La proteina NCAM es sintetizada por los neuroblastos en forma poliasilisada y esta intrinsecamente
relacionada con la migracién celular (Gross, 2000; Cooper-Kuhn y Kuhn, 2002; Bedard y Parent, 2004).



interneuronas que llegan a la capa glomerular, lo que sugiere que, al menos en la CRM,
los precursores neuronales estan comprometidos a generar un solo tipo celular. Hack et
al., (2005) también observan que el 50% de las células periglomerulares llegan a la capa
glomerular 3 dias después del marcaje celular sistémico con BrdU, lo que concordaria
con un nacimiento celular en una region mas cercana que la ZSV. En conclusion y con
base en estos datos, se ha sugerido que existen células troncales residentes en la CRM
generadoras de progenitores neuronales proliferantes periglomerulares predominante o

exclusivamente.

No obstante los experimentos anteriores, el continuo trénsito y proliferacion de los
neuroblastos de la ZSV a través de la CRM han dificultado la confirmacion tanto de la
existencia de las células troncales residentes como del tipo neuronal que generan. Por
eso, los objetivos de este estudio fueron: determinar si la CRM genera neuroblastos a
partir de células troncales residentes, establecer si estos neuroblastos migran, y mostrar
a qué capa del BO se integran. Para ello, diseiamos un modelo experimental en el cual
la migracion de los neuroblastos provenientes de la ZSV es interrumpida por medio de
una barrera fisica que separa completamente el polo anterior del 16bulo frontal y el BO

del resto del telencéfalo.



Hipotesis
Existen células troncales residentes en la corriente rostral migratoria que generan

predominantemente neuronas periglomerulares.

Estrategia experimental

Los objetivos particulares que se describiran a continuacion se llevaron a cabo para: 1)
Permitir la observacion y estudio de la posible generacion neuronal en la CRM sin la
presencia de los neuroblastos de origen subventricular; 2) Establecer si la operacion o la
insercion de la BF tiene un efecto en el peso corporal de los animales; 3) Determinar si
existe produccion de neuroblastos en la CRM y ver el efecto de la manipulacion
experimental en la cantidad producida; 4) Investigar la cantidad neuroblastos generados
en la CRM a lo largo del tiempo tomando como referencia tres periodos (12, 46, y 108
dias, después de la insercion de la BF); 5) Estudiar si los neuroblastos generados en la
CRM, como los producidos en la ZSV, mantienen la capacidad de proliferar. 6) Ubicar
a las probables células troncales residentes en la CRM; 7) Definir si los neuroblastos

generados en la CRM migran y a qué capa del BO se integran.

Objetivos particulares

1. Bloquear la migracion de los neuroblastos originados en la ZSV por medio de la
insercion de una barrera fisica al inicio de la CRM en ratas macho adultas’
2. Registrar cambios en el peso corporal en las ratas control, en las implantadas

con barrera fisica (BF), y en las operadas falsamente (sham)®

! Con base en el tiempo de cicatrizacién de la herida en la cabeza y el tiempo que necesitan los
neuroblastos migratorios que se encuentran en la CRM para llegar al BO (Hack, et al., 2005). Se tom6 un
periodo de recuperacion de 12 dias en todos los grupos experimentales.

2 Ver el apartado de Grupos experimentales en el capitulo de Material y métodos.



3. Establecer la efectividad de la BF para impedir el transito de los neuroblastos
subventriculares a traves de la CRM

4. Documentar la presencia de neuroblastos en la CRM y cuantificar su nimero en
la CRM, en los animales de los grupos control, implantados con BF y sham, 46
dias después de la operacién de los dos primeros,® mediante las técnicas de
inmunocitoquimica (ICQ) para doblecortina (DCX)*, microscopia de campo
claro y estereologia.

5. Contar el nimero de neuroblastos localizados en la CRM en los animales control
y en los implantados a los 12 dias® y 108 dias® después de la insercién de la BF
en el segundo grupo, mediante las técnicas de ICQ para DCX, microscopia de
campo claro y estereologia.

6. Determinar, por medio de las técnicas de ICQ para BrdU, microscopia de campo
claro y estereologia, el nimero de células que estan proliferando constantemente
en la CRM de los animales control y en los implantados con BF, que fueron
inyectados con una sola dosis de 5"-bromo-3"-desoxiuridina (BrdU)’, doce dias
después de implantada la BF, y sacrificados 2 horas después de la inyeccion.

7. Contar, por medio de las técnicas de ICQ para BrdU, microscopia de campo
claro y estereologia, el nimero de células BrdU localizadas en la CRM, en las

capas granular (CGr) y glomerular (CG) del BO de los animales control y BF,

® 12 dias de recuperacién, 4 dias de tratamiento con BrdU (ver abajo y material y métodos) y 30 dias
después.

* La doblecortina es una proteina de citoesqueleto que sélo se detecta en los neuroblastos entre los 2 y 10
dias después del nacimiento celular. Esta proteina auxilia el proceso de migracion neuronal regulando la
organizacion y estabilidad de los microttbulos (Cooper-Kuhn y Kuhn, 2002)

% S6lo se permiti6 el tiempo de recuperacion

® 12 dias de recuperacion, 6 dias de tratamiento con BrdU (ver abajo y material y métodos) y tres meses
después

" La 5-bromo-3"-desoxiuridina (BrdU) es un marcador de proliferacién celular que se intercala en las
cadenas de ADN en la fase S del ciclo celular (Nowakowski, et al., 1989).



que fueron inyectados con cuatro dosis de BrdU y sacrificados 46 dias después

de implantada la barrera.



Material y métodos

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (300-350grs de peso corporal), las cuales se
mantuvieron con iluminacién (7:00a.m.- 6:00 p.m. de luz), temperatura (22°C) y
humedad controlada, y con acceso libre a comida (Beta Chip, Nepco) y agua
(deionizada adicionada con &cido clorhidrico (10ml/25l)). Todos los procedimientos y
los protocolos de experimentacion fueron aprobados por el comité local para uso y
cuidado de los animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

Grupos experimentales

En la tabla 1, se muestran los diferentes grupos de animales y un resumen de las
condiciones experimentales, las regiones del cerebro estudiadas y los datos que se

buscaron en cada uno de ellos.

Se utilizd, ademés, otro grupo cuyas células subventriculares fueron marcadas con

fluoresferas.



Tabla 1. Descripcion general de los grupos de animales, las condiciones experimentales y las regiones del
cerebro estudiadas en los diferentes grupos. Corriente rostral migratoria (CRM), Capa granular (CGr), CG
(Capa glomerular), Bulbo olfatorio (BO).

Protocolo de Region
Grupo
) administracion de ICQ conteo Dato que se busco
experimental
BrdU celular
NUmero de células en
C/12 1 dosis 2 ho_rgs_ Brdu/DCX | CRM constante proliferacion
antes del sacrificio y numero de
neuroblastos
BF/12 ‘o BrdU/DCX | CRM Lo
Una dosis diaria, NUmero de células de
C/462 durante 4 dias, 30 | Brqu/DCX | CRM lenta proliferacion y
dias antes del ndmero de neuroblastos
sacrificio
BF/46° o BrdU/DCX | CRM o
Sham/46 “ o BrdU/DCX | CRM Ntmero de
neuroblastos
Una dosis diaria, Numero de células
b durante 4 dias, 30 CGry marcadas que llegaron
Cr46 dias antes del BrdU CG al BO
sacrificio*
b “ w CGry o
BF/46 BrdU cG
Una dosis diaria, NUmero de
C/108 durante 6 dias, 30 DCX CRM neuroblastos
dias antes del
sacrificio?
BF/108 o DCX CRM “

Sentido y estructura de cada uno de los grupos

Para determinar y evaluar la produccion de nuevas neuronas (células DCX-IR) en la

CRM, en un principio, se usaron 17 ratas divididas en tres grupos: A los animales

agrupados en el primero de ellos, denominado BF/462 (n=6) (y a todos los implantados

! La doble inmunocitoquimica (ICQ) BrdU/DCX dificulta el conteo de las células BrdU-IR en el BO, por
ello se dividieron los grupos y en el segundo solo se realizé la ICQ para BrdU

2 Por razones de tiempo ya no se incluyeron en este documento los resultados de las células BrdU-IR de
estos dos Ultimos grupos.




con BF), se les insertd una BF cerca del inicio de la CRM (ver abajo y figura 3b). Esta
maniobra, separd enteramente el polo frontal y el BO del resto del cerebro. Al los
animales del segundo grupo, llamado sham/46 (n=4), se les efectu6 la misma
manipulacion quirurgica que al primero pero no se les insert6 la BF. A los animales del
tercer grupo, nombrado C/46* (n=7)%, no se les someti6 a ninguna manipulacién
quirdrgica. Ademas, para identificar a las probables células troncales residentes en la
CRM, a los tres grupos de animales se les aplico un tratamiento sistémico de BrdU, una
dosis durante 4 dias, doce dias después de la operacion de los dos primeros grupos.
Treinta dias después de la Gltima aplicacion de BrdU, todos los animales fueron
sacrificados y sus cerebros fueron procesados para la doble ICQ contra BrdU/DCX y las
células inmunoreactivas para doblecortina (DCX-IR) e inmunoreactivas para BrdU
(BrdU-IR)” fueron contadas por estereologia. Los pesos de los tres grupos de animales

fueron registrados durante 6 semanas.

A continuacion, para establecer la efectividad de la BF para impedir el trénsito de los
neuroblastos subventriculares a través de la CRM se utilizaron dos grupos de animales
uno control (n=4) y uno con BF (n=5). Doce dias después del implante en el grupo BF,
en ambos grupos se marcaron a los neuroblastos subventriculares con fluoroesferas y 15

dias después se evalud la migracion de los neuroblastos a través de la CRM.

Posteriormente, con el objetivo de cuantificar el nimero de neuroblastos localizados
en la CRM a lo largo del tiempo, se afiadieron dos grupos de animales méas, uno control
(C/12; n=6) y otro implantado con BF (BF/12; n=5). Pero ademas, para observar si los

neuroblastos mantenian la capacidad de proliferar, a todos los animales se les aplic una

% La diferencia en la n de los grupos es porque no a todos los animales se les implanté correctamente la
BF, cuando esto sucedia se descartaban en el conteo celular.

“ Al observar que no hubo diferencias significativas entre el nimero de neuroblastos localizados en la
CRM de los animales control y sham, se decidi6 trabajar s6lo con los grupos control e implantados. Es
por ello que sdlo se contaron a las células DCX-IR en el grupo sham 46



dosis de BrdU, doce dias después de realizado el implante de la BF en el grupo
correspondiente, dos horas antes del sacrificio. Las muestras fueron recolectadas y
procesadas para la doble ICQ BrdU/DCX y las células DCX-IR y BrdU-IR, localizadas

en la CRM, fueron contadas por estereologia.

A continuacion se ampli6 el andlisis temporal de la cantidad neuroblastos en la CRM
con dos grupos més uno control (C/108; n=6) y otro con BF (BF/108; n=6). Estos
animales fueron sacrificados 108 dias después de la operacion del grupo BF y sus
cerebros fueron procesados para la ICQ contra DCX y las células fueron contadas por

estereologia.

Finalmente, para establecer a que capa del BO se integraban la células BrdU-IR
generadas en la CRM se utilizaron 12 animales mas divididos en dos grupos Cl46°
(n=6) y BF/46" (n=7). Los animales de estos grupos, fueron inyectados con cuatro dosis
de BrdU, una diaria (doce dias después del implante en los animales BF), y sacrificados
30 dias después de la Gltima inyeccion®. Las muestras fueron procesadas para la 1ICQ
contra BrdU vy las células BrdU-IR fueron contadas en la CRM, capa granular (CGr) y

glomerular (CG) del BO.

Procedimiento quirargico: Insercion de la barrera fisica (BF)

Los animales de los grupos implantados con BF fueron anestesiados con un vaporizador
de halotano (Vapor 19.1, Plarre) (que mantiene el suministro constante de anestesia) y
montados en un aparato estereotaxico. Una vez fijada en el aparato, la cabeza fue lavada
y rasurada. Entonces, con un bisturi se realiz6 una incisién medial de 2 centimetros de

longitud aproximadamente, se reflejo el masculo temporal y se efectué con un taladro

® Se decidi6é aplicar 4 dosis de BrdU debido a la lenta proliferacién de las células troncales (28 dias
aproximadamente en la ZSV; (Morshead, et al., 1994) y se esper6 un mes para que las células marcadas
sistémicamente con BrdU, terminaran su proceso de migracion en la CRM, y diferenciacion e integracion
en el BO (Winner, et al., 2002).



(Modelo 770, Dremel Multipro 7.2V) una craneotomia transversal (AP:2.5mm de
Bregma) cuya longitud abarco la extension correspondiente al hemisferio derecho.
Hecha la craneotomia, se introdujo a través de ella una lamina estéril de polipropileno
(4mm de ancho, 6mm de alto, 60-80um de grosor) hasta alcanzar la parte ventral del
cerebro. Una vez realizada la implantacion, se control6 la hemorragia por compresion
suave con un algodon y se suturd la piel (Atramat 3.0). Finalmente, se aplico violeta de
genciana topicamente sobre la herida, y se administrd intraperitonealmente un

antibiotico (Baytril 5%; Bayer) para prevenir infecciones postoperatorias.

Marcaje con fluoroesferas

Doce dias después del implante de la BF, todos los animales (control y BF) fueron
anestesiados con halotano y montados en un aparato estereotaxico. Una vez fijada la
cabeza en el aparato, fue lavada y rasurada. Entonces, con un bisturi se realiz6 una
incision medial de 2 centimetros de longitud aproximadamente, se reflejo el masculo
temporal y se hizo un orificio (con un taladro modelo 770, Dremel Multipro 7.2V)
(AP:0.0; L:1.1mm de Bregma) por donde se insertd una aguja (7758-02, Hamilton)
(DV:4.5mm de Bregma) que sirvié para administrar 5ul de fluoroesferas diluidas al
10% en agua estéril (Red-orange 0.04pm, Fluospheres fluorescent color kit, Molecular
probes). Al término de esta maniobra se mantuvo introducida la aguja durante 5 minutos
mas para evitar el regreso de las fluoroesferas, y se retir6 la aguja, se limpid el orificio
con un algodon y se suturd la piel (Atramat 3.0). Finalmente, se aplicé violeta de
genciana topicamente sobre la herida, y se administrd intraperitonealmente un

antibiotico (Baytril 5%; Bayer) para prevenir infecciones postoperatorias.



Marcaje de BrdU

Para marcar a las células en proliferacion, se inyect6 5 -bromo-3"-deoxiuridina (BrdU;
Sigma, St. Louis, MO, USA) intraperitonealmente a una dosis de 50ug/g de peso de

acuerdo a los protocolos descritos en la tabla 1.

Obtencion de las muestras

Los animales fueron profundamente anestesiados con pentobarbital sodico (140mg/kg
de peso), y perfundidos a traves del corazon, primero con una solucion salina (0.9%) y
luego con paraformaldehido (4%) amortiguado con fosfatos (PB 0.1M; pH 7.4).
Después, con una guillotina se decapitaron y sus cerebros fueron disecados y posfijados
a temperatura ambiente durante 12 horas en el mismo fijador. Terminado ese plazo, se
les trasfirid a soluciones crioprotectoras constituidas por sacarosa (20% y 30%) hasta
que se infiltraron completamente. Posteriormente, los cerebros fueron congelados en 4-
metilbutano preenfriado con hielo seco, y se almacenaron a hasta su uso (-74°C).
Finalmente, se realizaron cortes sagitales seriados del hemisferio derecho (60um de
grosor) con un criostato y se colectaron en cajas de cultivo de 24 pozos llenos de

amortiguador de fosfatos (PB 0.1M; pH 7.4).

Inmunocitoquimicas (ICQ)

Se estandarizaron las ICQ sencilla para DCX y doble para DCX-BrdU. Todo el proceso
se realiz6 por flotacion y a temperatura ambiente. Algunos lavados se llevaron a cabo
con amortiguador de fosfatos (PB 0.1M; pH 7.4) y otros con amortiguador de fosfatos
adicionado con triton (PBT 0.1M; pH 7.4; triton X-100, 0.3%). Cada lavado se repiti6 3
veces durante 10 minutos. Los anticuerpos primarios utilizados fueron, un monoclonal
dirigido contra-BrdU (1:500; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) y un anticuerpo

policlonal obtenido en cabra dirigido contra el carboxilo terminal de la DCX humana



(1:500; Santa Cruz, Santa Cruz, CA). Los anticuerpos secundarios biotinilados
utilizados fueron, uno de cabra anti-inmunoglobulinas de raton (1:500; Chemicon,
Temecula, CA) y otro de conejo anti-inmunoglobulinas de cabra (1:500; Chemicon);
todos ellos se diluyeron con una solucion de bloqueo constituida por suero de caballo
(5%) en PBT. Para identificar y amplificar la sefial del anticuerpo secundario se uso el
complejo avidina-peroxidasa (Elite ABC kit, Vector, Burlingame, CA), y para revelar la
actividad de peroxidasa se empleo el cromégeno 3,3-diamino-bencidina (DAB), con
niquel para obtener una coloracién negra y sin niquel para obtener una coloracion café
(Vector Laboratories). El substrato se utilizd de acuerdo a las recomendaciones del

proveedor.

El protocolo se inicio incubando los cortes con perdxido de hidrégeno al 3% (Sigma)
diluido en PBT durante 10 minutos. Los cortes se lavaron con PBT para ser después
incubados en HCI (1N) a 37° C durante 30 minutos. Los cortes se enjuagaron por 10
minutos en una solucién de borato de sodio (0.1M; pH 8.5), y se incubaron de nuevo en
una solucion desenmascaradora de antigenos (Inmuno-retriver; Diagnocell) a 65° C por
30 minutos. Terminado el periodo, los cortes se dejaron reposar por 15 minutos més a
temperatura ambiente. Una vez finalizado este procedimiento, los cortes fueron
incubados con los anticuerpos primarios contra DCX, BrdU o DCX/BrdU durante una
noche. Al dia siguiente, en el caso de las ICQ sencillas para DCX o BrdU, los cortes
fueron lavados nuevamente con PB y se incubaron con el anticuerpo secundario conejo
anti-cabra 0 cabra anti-raton respectivamente por 2 horas. Después de los lavados, los
cortes fueron incubados con avidina-peroxidasa durante 90 minutos. Nuevamente,
después de los lavados, los cortes se incubaron con DAB (con niquel para DCX vy sin
niquel para BrdU) durante 4 minutos, la reaccion fue detenida lavando los cortes en PB

durante 10-15 minutos. En el caso de la doble ICQ, después de realizada la incubacion



con los anticuerpos primarios juntos, al dia siguiente, los cortes fueron lavados con PB
y se incubaron con el anticuerpo monoclonal dirigido contra la BrdU durante 2 horas.
Después de lavados, los cortes se incubaron con avidina-peroxidasa durante 90 minutos.
Una vez mas, los cortes se lavaron y después se incubaron con DAB més niquel durante
4 minutos. La reaccion se detuvo lavando los cortes en PB durante 10-15 minutos. A
continuacion, los cortes fueron incubados con el anticuerpo secundario conejo anti-
cabra por 2 horas, seguido de una sesién de lavado con PB. Al término de ésta, los
cortes se incubaron con avidina-peroxidasa durante 90 minutos, seguido de una sesion
de lavado con PB. Por altimo, los cortes se incubaron con DAB sin niquel durante 4
minutos. La reaccion se detuvo mediante un lavado con PB durante 10-15 minutos.
Terminado el protocolo, los cortes se montaron en laminillas y en el caso de las
muestras de los grupos C/12, BF/12, C/46° Y BF/46" las laminillas se contratifieron con
verde de metilo de acuerdo al protocolo suministrado por el proveedor (Vector
Laboratories). Finalmente, las laminillas se montaron con cytoseal y se observaron en
un microscopio de campo claro (Optiphot-2, Nikon) equipado con una camara de video

digital (Coolpix, Nikon).

Conteo celular

El conteo celular lo realiz6 el experimentador conforme se terminaban de procesar las
muestras en los diferentes experimentos. El conteo de las células DCX-IR y BrdU-IR se
realizé en la CRM, en la capa granular (CGr) y en la capa glomerular (CG) del BO. El
conteo celular realizado en la CRM se extendié desde el “codo” hasta su entrada al BO
antes de alcanzar a la capa granular (Ver figura 3%y 3b). Para llevar a cabo el conteo, se
utiliz6 un procedimiento sistematico al azar con una prueba denominada “fraccionador
Optico” (West, et al, 1991), en un equipo semiautomético de estereologia

(Stereoinvestigator, MicrobrightField, Colchester, VT, USA). El tamafio de los cuadros



de conteo, de las rejillas de muestreo y la periodicidad de las secciones para cada tipo
celular en cada zona se presentan en el tabla 2. La altura de los cuadros de conteo fue de
15 um y las zonas de guarda fueron de 2um arriba y debajo de éstos. Las células IR que
intersectaron la zona de guarda superior asi como las lineas laterales de exclusion no
fueron incluidas en el conteo. El estimado del nimero total de células fue determinado
por el programa de estereologia Stereoinvestigator 7 que considera el nimero de células
contadas con relacion al &rea de la region de interés trazada, y el promedio del grosor
muestreado en maltiples zonas elegidas al azar. Todos los conteos se realizaron con un
aumento de 100x, y la consistencia y confiabilidad de los mismos se determinaron

estimando el coeficiente de error de Gundersen, el cual siempre fue menor o igual a 0.1.

Andlisis estadistico

Los datos estan expresados como el promedio + el error estdndar (ES). Para comparar
grupos equivalentes se utilizaron las pruebas t-Student (prueba de normalidad
aprobada). Para realizar comparaciones multiples se utiliz6 ANOVA de una via, seguida

de la prueba post-hoc Holm-Sidack. Los niveles significativos se asumieron a p<0.05.



Tabla 2 Dimensiones de los diferentes parametros estereoldgicos utilizados en la estimacion del nimero
total de células DCX-IR y BrdU-IR en la corriente rostral migratoria (CRM), capa granular (CGr) y capa
glomerular (CG) en el cerebro de ratas adultas

Gr_upo Regionde Marcador  Cuadro de Rejilla Peridoedli;isdad
experimental conteo celular conteo espaciadora SECCIONES

C/12 CRM DCX 25X 25 150 X 150 2
BrdU 45 X 35 130 X 130

BF/12 CRM DCX 25X 35 135 X 135 2

BrdU 45 X 35 130 X 130 1

Cl46? CRM DCX 25 X 25 130 X130 2

CRM BrdU 45 X 35 55 X 55 2

BF/462 CRM DCX 25 X25 120 X120 2

CRM BrdU 45 X 35 50 X 50 2

Sham/46 CRM DCX 25 X 25 120 X 120 2

C/46° CGr BrdU 25 X 25 300 X 300 4

CG BrdU 45 X 35 150 X 150 5)

BF/46" CGr BrdU 25 X25 | 100X100 4
160 X 160

CG BrdU 45 X 35 140 X 140 3

C/108 CRM DCX 25X 25 150 X 150 2

BF/108 CRM DCX 25X 25 110 X 110 2




Resultados

Para establecer si la operacion o la insercion de la BF tenian un efecto en el peso
corporal de los animales, los tres grupos, C/46°, BF/46® y sham/46, fueron pesados antes
y después de la operacion. En general, la herida de aquellos animales que sufrieron
algun tipo de manipulacion quirurgica tardd en sanar entre 5-7 dias. En la figura 2 se
muestra la ganancia de peso semanal de todos los animales. Como se puede observar, el
grupo control presenta un aumento lineal de peso corporal a lo largo de las 6 semanas
con un incremento promedio del 4%. Los animales de los grupos sham y BF fueron
operados entre la semana 2 y la semana 3. Notese que en la semana 3 ninguno de los
dos grupos mostré aumento de peso e inclusive los animales BF disminuyeron 4g en
promedio. Sin embargo, en las semanas subsiguientes, los dos grupos de animales
recuperaron peso aumentando finalmente, como los animales controles, un promedio del

4% de peso corporal.

La figura 3 ilustra los resultados obtenidos después de la implantacion cronica de la
barrera fisica (BF) en el polo frontal del cerebro. Cabe sefialar que no se muestran los
cortes representativos del grupo sham/46 debido a que fueron similares a los del grupo
control. Como puede observarse al comparar los cerebros C/46* con aquellos
implantados (BF/46%), la BF interrumpié eficazmente el paso de los neuroblastos,
originados en la ZSV y marcados con doblecortina (DCX-IR), hacia el codo y el brazo
horizontal de la CRM. Dichos neuroblastos se acumularon en la cara posterior de la
barrera incrementando el grosor de la ZSV. Es importante destacar que no obstante la
magnitud del bloqueo obtenido se observan, del otro de la barrera, neuroblastos a lo

largo de la CRM aunque en menor cantidad.



Posteriormente, para demostrar que los neuroblastos observados en la CRM de los
animales implantados no provenian de la ZSV y demostrar la efectividad de la BF, se
marcaron a los neuroblastos subventriculares de los grupos control y BF (doce dias
después del implante) con fluoroesferas y 15 dias después se evalud su migracion. La
figura 4 muestra la presencia de los neuroblastos marcados con fluoroesferas a través de
la CRM de los animales control y la gran acumulacion de neuroblastos en la cara

posterior de la BF en notable ausencia de neuroblastos en la CRM de los animales

implantados.
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Figura 2. Grafica que representa el peso corporal de los grupos de animales C/46°, BF/46% y Sham/46 a lo
largo del tiempo. Nétese el incremento gradual del peso de los animales C/46% La operacion en los grupos
BF/46% y Sham/46 se llevé a cabo entre la semana 2 y la semana 3, obsérvese como en esta tltima no
existi6 ganancia de peso en estos grupos, sin embargo, hacia la semana 6 los animales manipulados
quirdrgicamente se recuperaron mostrando inclusive un incremento promedio de peso corporal
ligeramente mayor que en el grupo control.
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Figura 3. Fotomicrografias que ilustran cortes sagitales del hemisferio derecho del cerebro de una rata
control (a,c,e) y de una rata implantada con barrera fisica (b,d,f), tefiidos para DCX y obtenidos 46 dias
después del implante de la BF. Los contornos en la CRM en a y b indican el area en donde se realizaron
los conteos celulares estereoldgicos. La linea punteada en b especifica el sitio de insercion de la BF
(escala 2mm). Los recuadros ¢ y d muestran la distribucién de los neuroblastos DCX-IR a lo largo del
brazo vertical de la CRM y en la pared anterior de la ZSV en las ratas control y con BF respectivamente
(escala 500um). Notese el grosor de la CRM y la ZSV antes de la BF (linea punteada en d). Los insertos
muestran a mayor aumento a la CRM en ambos grupos (escala 50um). Los recuadros e y f muestran la
distribucién de los neuroblastos a lo largo de la CRM (escala 100um). A pesar de la reduccion del grosor
de la CRM todavia existen neuroblastos DCX-IR (inserto en f) como en el caso de su contraparte control
(inserto en €) (escala 20um).



CONTROL

Figura 4. Fotomicrografias sobrepuestas (marcaje azul DAPI, marcaje rojo fluoroesferas) que ilustran
cortes sagitales del hemisferio derecho del cerebro de una rata control (a,c,e) y de una rata implantada
con barrera fisica (b,d,f), marcados 12 dias después del implante y obtenidos 15 dias después del marcaje
con fluoroesferas. En a y b se observa una panoramica general del marcaje celular (escala 2mm). Los
recuadros ¢ y d muestran la distribucion de los neuroblastos marcados con fluoroesferas (puntos rojos)
migrando por la CRM (flechas blancas) y el punto de inyeccion de las fluoroesferas (flechas verdes).
Notese la gran acumulacion de marca en la cara posterior del sitio de insercion de la BF (flecha amarilla)
y en la ZSV de ambos animales (flechas rosas) (escala 500um). Los recuadros e y f muestran la
distribucién de los neuroblastos a lo largo de la CRM (flechas blancas) en los animales control y la
notable ausencia de los mismos en los animales con BF (escala 100um).

A continuacion, para estimar la cantidad de neuroblastos originados exclusivamente en
la CRM vy determinar si la manipulacién quirdrgica tenia alguna influencia en la

generacion de ellos, se realiz6 un conteo estereoldgico de las células DCX-IR en la



CRM de los grupos C/46°, BF/46% y sham/46. Como se puede observar en la grafica de
la figura 5, el nimero de neuroblastos en los animales BF/46% disminuyd
significativamente con respecto de los animales Sham/46 (59%) y C/46% (49%)
(BF/46°= 9372 + 854; Sham/46 =20803 + 2289; C/46% =18249 + 858). A pesar del aumento
en la cantidad de neuroblastos en los animales Sham/46 (19%) con respecto de C/46%,

los datos obtenidos entre estos dos grupos, no mostraron diferencias significativas.
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Figura 5. Grafica que representa el nimero de neuroblastos localizados en la CRM de los grupos control
(n=7), Sham (n=4) e implantados con BF (n=6), 42 dias después de la operacion. Notese el aumento, no
significativo, en el grupo de animales sham y la sensible disminucién de neuroblastos en los animales
implantados con BF. Los datos estan presentados como el promedio del estimado del ndmero total de
células DCX-IR en la CRM = ES. *Estadisticamente significativo p<0.001. ANOVA de una via seguida
de una prueba post-hoc Holm-Sidack.

La gréfica de la figura 6 muestra el estimado de nimero total de neuroblastos
localizados en la CRM de los animales control (C/12, C/46% y C/108) y con BF (BF/12,
BF/46% y BF/108), en los tres tiempos estudiados (12, 46 y 108 dias después del
implante). Como se puede observar, los tres grupos de animales implantados con BF

muestran una disminucion significativa con respecto de sus grupos control (29%, 49%



y 39% respectivamente) (BF/12= 13091 + 1231; BF/46°= 9372 + 854; BF/108= 8863 + 718;
C/12= 18402 + 1533; C/46°= 18249 + 858; C/108= 14513 + 493). Ademas, no existieron
diferencias significativas entre los grupos control C/12 y C/46° pero si entre C/12 y
C/108. Tampoco hubo diferencia significativa entre los grupos BF/12 y BF/46% pero si

entre BF/12 y BF/108.
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Figura 6. Gréafica que muestra el nimero de células DCX-positivas (neuroblastos) localizadas en la CRM
de animales control (C/12 n=6; C/46% n=7; y C/108 n=6) y con barrera fisica (BF/12 n=5; BF/46° n=6; y
BF108 n=6), sacrificados a los 12, 46 y 108 dias después del implante. Obsérvese la notable disminucion
de neuroblastos en los animales BF de los tres grupos. *, ¢ , & , « Estadisticamente significativo p<0.001;
ANOVA de una via seguida por una prueba post-hoc Holm-Sidack. Los datos estan presentados como el
promedio del estimado total del nimero de células DCX-positivas en la CRM + ES.

Posteriormente, para determinar si las células generadas en la CRM migran hacia el BO,
se examinaron y compararon el nimero de células BrdU-IR en la CRM de los grupos
BF/12 y C/12 contra BF/46% y C/46° Los animales sacrificados 2 horas después de la

inyeccion de BrdU (BF/12, C/12) muestran una gran cantidad de células BrdU-IR en la



CRM (figura 7 a y c). Es importante enfatizar que a pesar de que no todas las células
BrdU-IR presentan co-localizacion con DCX, la morfologia de sus ndcleos fue muy
similar a la de los neuroblastos DCX-IR (figura 8 a y b). En contraste, los cerebros de
los animales sacrificados 30 dias después de la Gltima inyeccion de BrdU (BF/46° y
C/46%) exhiben muy pocas células BrdU o BrdU/DCX-IR (figura 7 b y d; figura 8 c y d).
Sin embargo, las células BrdU que se aprecian son de morfologia variada predominando
aquellas que son pequefias (=8um) y redondas (figura 8 e y f). Por otra parte, los
resultados del conteo de las células en proliferacién activa obtenidos de los grupos C/12
y BF/12 muestran que los promedios del estimado total nimero de células BrdU-IR en
la CRM fueron similares para ambos grupos (BF/12= 2461 + 314; C/12= 2367 + 115)
(figura 7 e). Igualmente, el conteo de las células BrdU-IR (de lenta proliferacion) en los
grupos de animales C/46% y BF/46 presentan un promedio similar con una ligera
disminucion (12%) no significativa del grupo BF/46* con respecto de su control

(BF/46°= 540 + 66; C/46°= 616 + 70) (figura 7 f).
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Figura 7. Fotomicrografias que ilustran la vista sagital de la CRM del cerebro de una rata control (a,b) y
de una rata implantada con barrera fisica (c,d,). Los animales fueron sacrificados 2 horas (a,c) (C/12,
n=6; BF/12, n=5) y 30 dias (b,d) (C/46° n=6; BF/46% n=6) después de la administracion de BrdU. Los
cortes fueron procesados para la doble ICQ BrdU/DCX vy contratefiidos con verde de metilo. Nétese la
gran cantidad de células BrdU-IR que se pueden observar en a y ¢, y que no se distinguen en b y d
(escala 100 um). En e y f se muestran las gréficas del conteo de las células BrdU-IR en los diferentes
grupos. Los resultados estan presentados como el promedio de los datos + ES. No hubo diferencia
estadisticamente significativa.
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Figura 8. Fotomicrografias que muestran en detalle a las células BrdU-IR y/o DCX-IR en la CRM de los
grupos C/12 (a), BF/12 (b) y C/46" (c,e), BF/46° (d,f). Obsérvese, en los paneles a y b, a las numerosas
células BrdU-IR (cabeza de flecha roja) de los animales inyectados con BrdU dos horas antes del
sacrificio y a los neuroblastos DCX-IR (cabeza de flecha azul). En los paneles c,d,e,f, se muestran a las
células localizadas en la CRM de los animales sacrificados 30 dias después de la administracion de BrdU,
como se puede apreciar en su mayoria son neuroblastos DCX-IR (cabeza de flecha azul), con ocasionales
células BrdU-IR pequefias y redondas (flecha roja) (escala 10 pm).

En seguida, para determinar a que capa del BO se integraron las células BrdU-IR
marcadas en los grupos C/46° y BF/46° se realizé un conteo de las mismas en la capa
granular (CGr) y glomerular (CG). Los datos obtenidos indican que en la CGr, los

animales implantados mostraron un decremento significativo (78%) de las células



BrdU-IR incorporadas con relacién a sus controles (BF/46°=25773 + 6157; C/46°=

115837 + 15368) (figura 9).
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Figura 9. Fotomicrografias que muestran cortes sagitales representativos de la capa granular (CGr) del
bulbo olfatorio, de una rata control (a) (C/46° n=6) y de una rata implantada con barrera fisica (b) (BF/46°
n=6), procesados por ICQ contra BrdU y contratefiidos con verde de metilo (escala 100 pum). Los
recuadros muestran a un mayor aumento a la células BrdU (escala 20um) Adviértase la gran cantidad de
células BrdU-IR (flechas rojas) localizadas en los animales controles en comparacion con los de BF. El
panel ¢ muestra dos tipicas células BrdU-IR (cabeza de flecha) localizadas en la CGr, cuya morfologia es
redonda y su tamafio de 6-8um. caracteristico de las interneuronas granulares (escala 10 um). En d se
presenta la gréafica del conteo de las células BrdU-IR en la CGr de los dos grupos. Los datos estan
presentados como el promedio + ES. *Significativamente diferente p<0.001 con una prueba t-Student.

Por otra parte se advirtié una disminucion no significativa del 36% de células BrdU-IR
incorporadas a la capa glomerular (BF/46°= 8513 + 1169; C/46°= 13205 + 1382)

(Figura 10 d).
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Figura 10. Fotomicrografias que muestran cortes sagitales representativos de la capa glomerular (CG) del
bulbo olfatorio de una rata control (a) (C/46, n=4) y de una rata implantada con barrera fisica (b) (BF/46,
n=4) procesados por ICQ contra BrdU y contratefiidos con verde de metilo (escala 100 um). Los
recuadros muestran como alrededor de los glomérulos se encuentran los somas de las células
periglomerulares (flechas rojas) (escala 20 um). En ¢ se observa una interneurona periglomerular (cabeza
de flecha). En d se presenta la grafica del conteo de las células BrdU-IR en la CG de los dos grupos. Los
datos estan presentados como el promedio + ES. *Significativamente diferente p<0.02 con una prueba t-
Student

Finalmente, basados en el conteo celular, los resultados muestran que, el
promedio de nimero total de células BrdU-IR que se incorporaron al BO en los
animales C/46" fue de 129 042. De este total, el 90% (115 837) se observaron en la CGr,
mientras que sélo el 10% (13 205) se incorpord a la CG. Por otra parte, el promedio del

nimero total de células BrdU-IR incorporadas al BO en las ratas B/46" fue de 34 286.



De este total 75% (25 773) de ellas se observaron en la CGr mientras que sélo el 25% (8
513) se incorpor6 en la CG. Sin embargo, si asumimos que el nimero de células BrdU-
IR en el BO de C/46° representa a las que vienen de la ZSV y CRM en conjunto y que
las células BrdU-IR en el BO de B/46” corresponde solamente a la porcion de células
suministradas por la CRM, nosotros estimamos que las produccion local en la CRM de
células que se incorporan al BO es del 27%. En este mismo sentido, las células
granulares representan el 22% y la glomerulares el 64% del total del nimero de células

que se incorporan al BO.

Discusion

Durante la Gltima década, se fortalecid la evidencia que sostiene que existen dos zonas
neurogénicas en el cerebro adulto: la zona subventricular (ZSV) y el giro dentado del
hipocampo. Sin embargo, investigaciones mas recientes sugieren que hay otras regiones
que pueden contener nichos de células troncales con la capacidad para producir nuevas

neuronas.

Los principales trabajos que apoyan esta idea para la CRM sugieren que: 1) existen
células troncales residentes productoras de progenitores neuronales proliferantes en esa
zona (Tomasiewicz, et al., 1993; Craig, et al., 1999; Gritti, et al., 2002); y 2); que los
precursores neuronales en la CRM estan comprometidos a la generacion de un solo tipo
celular (Smith y Luskin, 1998; Hack, et al., 2005). Sin embargo, el continuo transito y
proliferacion de los neuroblastos generados en la ZSV a través de la CRM ha
dificultado la investigacion de este tema. Es en este contexto donde nuestro trabajo

cobra importancia debido a que aislamos a la CRM de las células que nacen en la ZSV.



Bajo estas circunstancias, encontramos neuroblastos DCX-IR presentes en la CRM a los
12, 46 y 108 dias después del bloqueo; lo que indica que, en esta zona, existen células

troncales residentes que generan a estos neuroblastos.

En la presente investigacion se utiliz6 el parametro del peso corporal como un
indicador indirecto del estado de salud de los animales. Los animales manipulados
quirargicamente fueron operados entre la semana 2 y 3 en donde ninguno de los grupos
mostré aumento de peso e inclusive los animales con BF disminuyeron ligeramente su
promedio. Lo anterior lo atribuimos al proceso de restablecimiento de la operacion. Sin
embargo, al observarse una recuperacion del peso corporal de los animales manipulados
quirdrgicamente y al no encontrar diferencias significativas entre los pesos de los tres
grupos a lo largo de las 6 primeras semanas, concluimos que ni la operacién ni la
insercion de la BF produjeron evidente dafio adicional a la lesion cerebral en los
animales operados y evaluados 46 dias después de la operacion. Ademaés, cabe sefialar
que al no encontrar diferencias significativas en el nimero de neuroblastos localizados
en la CRM de los grupos sham/46 y C/46°%, deducimos que la manipulacion quirdrgica

no influia en la presencia o en la cantidad de neuroblastos generados en esta zona.

Por otra parte, era importante confirmar que la BF impedia efectivamente el transito
de los neuroblastos de origen subventricular a través de la CRM. Esto lo hicimos
mediante el marcaje con fluoroesferas. Como se observa, hay gran cantidad de
fluoroesferas en la CRM de los animales control con notable ausencia de las mismas en
los animales con BF. Pero es posible, ademés, observar la gran acumulacion de las
fluoroesferas en la cara posterior de la BF de los animales implantados, justo donde
también se acumula el marcaje de los neuroblastos DCX-IR, lo que nos hace concluir
que, en los animales control, los neuroblastos fueron marcados con las fluoroesferas y

continuaron su migracion. Mientras que en los animales con BF los neuroblastos de



origen subventricular se acumularon alrededor de la ZSV y no continuaron su traslado a

través de la CRM.

Con respecto del transito de los neuroblastos producidos en la CRM, nosotros
observamos una gran cantidad de células BrdU-IR con una morfologia similar a la de
los neuroblastos DCX-IR, e inclusive células BrdU/DCX-IR, dos horas después del
marcaje con BrdU. Sin embargo, 30 dias después de la administracion de BrdU, sélo se
observaban esporédicas células de este tipo de morfologia variada (sin asociacion de
DCX y con morfologia diferente a los neuroblastos); predominantemente, aquéllas
pequefias y redondas a lo largo de toda la CRM. Este resultado aunado a las numerosas
células BrdU-IR que se encontraron en el BO de estos mismos animales, sugiere que los

neuroblastos generados en la CRM también migran hacia el BO.

Asimismo, debido a que la tasa de proliferacion de las células troncales en la ZSV es
de aproximadamente 28 dias (Morshead et al., 1994), el hecho de haber localizado en
los animales implantados nucleos fuertemente tefiidos para BrdU a lo largo de la CRM
treinta dias después de la administracion de BrdU, robustece la idea que sugiere la
existencia de células B (putativas células troncales; Doetsch et al., 1997; Garcia-
Verdugo et al., 1998) en la CRM (Giritti et al., 2002). Otro precedente que apoya esta
idea es el trabajo en ratones deficientes de la molécula PSA-NCAM que esta
involucrada en la migracion celular. En estos ratones es posible observar una gran
acumulacion de células no sélo en la ZSV si no también a lo largo de la CRM, esto
sugiere otra vez la existencia de células troncales en ambos sitios (Tomasiewicz et al.,

1993)

El hecho de que nuestros resultados muestren que no hay diferencia significativa en el
niamero de células BrdU-IR en la CRM en los animales cronicamente implantados y

sacrificados 30 dias después de la administracion de BrdU, junto con el precedente de



que tres dias después de la administracion local de timidita tritiada en la ZSV se marcan
neuroblastos y no células B (Lois, et al., 1996; Fukushima, et al., 2002), apoya la
nocion de que la ZSV adulta no provee a la CRM de células troncales. Sin embargo no
podemos excluir la posibilidad de que éstas entren a la CRM durante la vida
embrionaria o posnatal para posteriormente llegar a formar una poblacién local

permanente.

Un aspecto importante que se debe discutir, se relaciona con el papel fisioldgico de
las células troncales en la CRM. Algunos estudios, por un lado, proponen la idea de que
la CRM posee un microambiente que favorece el compromiso de algunos de los
precursores neuronales migratorios/proliferativos hacia el fenotipo celular glomerular
(Smith y Luskin, 1998; Fukushima, et al., 2002; Li, et al., 2002; Hack, et al., 2005) y
por otro, también sugieren que podrian existir células troncales residentes en la CRM
que producirian este tipo de neuronas (Smith y Luskin, 1998; Hack, et al., 2005). El
presente estudio es compatible con la segunda idea, aunque tiene més alcance, ya que,
segn nuestro estimado, el mayor porcentaje de células periglomerulares (64%) se
producen en la CRM. Sin embargo, no se debe olvidar que, aunque en mucha menor
proporcion (22%), también se producen neuronas granulares. Para apoyar este
concepto, esta el hecho de que en las ratas lesionadas en la CRM se observa una
disminucién importante en los porcentajes de las células periglomerulares (Fukushima,
et al., 2002). Finalmente, nuestras estimaciones en las ratas implantadas sugieren que el
64% de la poblacion de células periglomerulares se pueden producir en la CRM. Esto
no esta lejos del porcentaje estimado por Hack et al., (=50%). Estamos consientes de
que se requeriria una doble ICQ para marcar a las neuronas que llegaron a las diferentes
capas y, con eso, se obtendria una mayor precision de la interpretacion de nuestros

datos.



Por otra parte, durante el desarrollo temprano del cerebro, la decision del fenotipo de
una neurona esta influida por el sitio de origen de sus precursores a lo largo del tubo
neural. En otras palabras, existe informacion posicional a lo largo del tubo neural que
imprime identidad segmental a la neurona en diferenciacion, lo que posteriormente
determina su destino fenotipico. Por lo tanto, la compartamentalizacion no es un
concepto desconocido en el sistema nervioso en desarrollo, debido a que parece ser un
principio de organizacion del cerebro asociado con la generacion de la diversidad
celular. Por esto, no deberia de sorprendernos que regiones capaces de producir
diferentes linajes celulares y clases de neuronas en el cerebro adulto pudieran estar
anatbmicamente segmentadas. En apoyo a esta posibilidad, previos trabajos en el
cerebro posnatal y adulto sugieren que la ZSV contiene diferentes zonas que
preferentemente producen neuronas gliales o granulares (Luskin, 1993; Suzuki y
Goldman, 2003; Hack, et al., 2005). En la CRM, al parecer, la especificacion fenotipica
también estd compartamentalizada con una mayor cantidad de progenitores de neuronas
periglomerulares especificadas en posiciones méas rostrales que los precursores
neuronales granulares (Hack, et al., 2005). Nuestros datos apoyan no solamente la idea
de que la especificacion fenotipica esta compartamentalizada a lo largo de la CRM, sino
también la produccion celular. Ciertamente, el hecho de que la CRM produzca grandes
cantidades de nucleos BrdU que se incorporan a las estructuras glomerulares favorece

este concepto.

Finalmente, pensamos que nuestros resultados sugieren que la hipotesis de dos
precursores para la generacion de células periglomerulares puede ser correcta; en tanto
que propone la existencia de dos distintas regiones de progenitores neuronales
periglomerulares: una localizada cerca del BO, y la otra situada a una mayor distancia

en la ZSV (Guillemot y Parras, 2005). Sin embargo, queda por resolver un asunto



importante: si el sitio de generacion esta relacionado con el linaje neuronal de los

distintos tipos de células periglomerulares.

En conclusion, en nuestro modelo, al no mezclarse las células producidas en la ZSV
con las de la CRM, nosotros podemos decir que: 1) En la CRM se producen tanto
células granulares como periglomerulares; y 2) Que efectivamente la mayor produccion
de células periglomerulares se producen en la CRM. Por lo tanto, afirmamos que,
ademas de la zona subventricular y el giro dentado del hipocampo, la corriente rostral
migratoria tiene células troncales residentes capaces de generar neuroblastos que
mantienen su cualidad proliferante y que, de igual manera, migran tanto a la capa

granular como a la capa periglomerular del bulbo olfatorio.



Apéndice

La corriente rostral migratoria (TRM), la zona subventricular (ZSV) y el bulbo olfatorio
(BO) participan en la neurogénesis localizada en el cerebro anterior de la rata adulta. En
la ZSV se producen los neuroblastos que migran a través la CRM para llegar al corazén
del BO donde se distribuyen radialmente en las ldminas granular y periglomerular en
donde se diferencian como interneuronas (Fig.11). A continuacion se describiran
algunas caracteristicas de los principales tipos celulares que se encuentran en la ZSV, la

conformacion la CRM vy la estructura del BO.

Fig.11. El sistema zona subventricular-corriente rostral migratoria-bulbo olfatorio (ZSV-CRM-BO).

Vista esquematica sagital del cerebro de la rata adulta. La ZSV se observa a lo largo de la
pared lateral del ventriculo lateral (LV, azul). Nuevas neuronas estan constantemente produciéndose en

toda la ZSV. Los neuroblastos se alinean a lo largo de las cadenas (lineas rojas) que forman una

compleja red de vias interconectadas. Muchas de esas cadenas, se vinculan en la parte anterior de la ZSV
con la CRM que conduce a los neuroblastos al corazon del BO. En el BO, las células se dispersan

radialmente (lineas punteadas) y completan su diferenciacion como interneuronas granulares o
periglomerulares. NC, neocorteza; CC, cuerpo calloso.(Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002).



Zona subventricular

La ZSV se localiza en las paredes laterales de los ventriculos laterales. Cuatro son los
tipos celulares que se han identificado con base en su morfologia, su ultraestructura y
sus marcadores moleculares (tabla 3 y 4). Las células de tipo A o neuroblastos, las de
tipo B o astrocitos, las altamente proliferativas de tipo C, y las células E o ependimales
que recubren a los ventriculos (Fig.12). También se distinguen otros tipos celulares
como neuronas, microglia, tanacitos, macrofagos y endotelio aunque en menor

proporcién (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002).

Fig. 12. Organizacion y linaje de la ZSV. lzquierda, vista esquematica coronal del cerebro de la rata
adulta indicando la localizacién de la ZSV en la pared lateral del ventriculo lateral (VL). Derecha,
Composicion y organizacion de la ZSV; las cadenas de neuroblastos (células A, rojas) estan rodeadas por
las células B (azules) que tienen caracteristicas astrociticas y forman estructuras tubulares, ademas se
observan agrupaciones de células C altamente proliferativas (verdes) que estan asociadas con las cadenas
de neuroblastos; las células E forman una capa epitelial que separa a la ZSV del ventriculo (LV). Arriba,
las células B generan a las transitorias células amplificadoras C que, a su vez, generan a las células A.
(Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002).



Las células A o neuroblastos se originan a lo largo de toda la pared de los ventriculos
laterales. Entre sus principales caracteristicas ultraestructurales se encuentran: la de
tener un cuerpo celular alargado con uno o dos procesos. Su nicleo muestra abundante
cromatina laxa con dos a cuatro pequefios nucleolos. Su citoplasma escaso y oscuro, y
contiene muchos ribosomas, una cisterna corta de reticulo endoplasmico rugoso, un
aparato de Golgi pequefio, muchos microtubulos orientados a lo largo del eje de las
células. Ademads, tienen contornos suaves que contactan a otros tipos de células A
mediante uniones adherentes. También se observan vesiculas endociticas. (Fig.13)

(Doetsch, et al., 1997; Garcia-Verdugo, et al., 1998).

Pueden distinguirse dos tipos de células B, Bl y B2. Ambas tienen caracteristicas
ultraestructurales de astrositos. Asi, poseen mdltiples procesos que se intercalan
extensamente entre otras células. Estos procesos estan soportados por filamentos
intermedios ricos en proteina acidica fibrilar (GFAP). Muestran ademas, depésitos
electrodensos en su citoplasma y uniones comunicantes entre si. Las B1 son ligeramente
mas largas, tienen un citoplasma més claro y un nucleo con cromatina més dispersa al
ser comparadas con las células B2. Ambos tipos envuelven a los neuroblastos
migratorios, solo que las B1 estan en contacto con la capa ependimal (Fig.13) (Doetsch,

et al., 1997; Garcia-Verdugo, et al., 1998; Lim y Alvarez-Buylla, 1999).

Las células de tipo C tienen una forma mas redondeada y menos procesos que los
tipos anteriores. También son més electrolicidas que las células A pero maés
electrodensas que las B. Ademaés, poseen un nacleo largo con un nucleolo reticulado y
cromatina laxa. Su citoplasma contiene un aparato de Golgi en forma alargada y una
menor cantidad de ribosomas que las células A. Frecuentemente se observan pequefias
uniones adherentes con las que contactan a las células A (fig.13). Las células C, se

encuentran en relacion con las cadenas de células migratorias a todo lo largo de la red



de la ZSV aunque no estan uniformemente distribuidas ya que se encuentran en menor
namero en la parte caudal. Se considera que las células C son las que proliferan méas

activamente (Doetsch, et al., 1997; Garcia-Verdugo, et al., 1998).

Por ultimo, se encuentran las células E que forman una capa epitelial que separa a la
ZSV de la cavidad ventricular. En la superficie expuesta a la cavidad ventricular, estas
células presenta microvellosidades y cilios. Cuentan con un nucleo esférico de
cromatina dispersa. Su citoplasma es electrolicido, contiene muchas mitocondrias y
cuerpos basales localizados en el citoplasma apical (Fig.13) (Doetsch, et al., 1997;
Garcia-Verdugo, et al., 1998). Se pensaba que estas células constituian la poblacion de
células troncales. Sin embargo datos recientes sugieren que son aquellas que dan origen
a las células C y estas a su ves a las Al (Doetsch, et al., 1999; Alvarez-Buylla, et al.,
2001; Conover y Allen, 2002); estos Ultimos, una vez generados comienzan su camino

hacia el BO en la CRM.

! Alvarez-Buylla y su grupo de investigacién, proponen un modelo diferente al clasico que sugiere que las
neuronas y glia se derivan de dos lineas celulares separadas y explican como las células B con
caracteristicas astrociticas pueden ser las células troncales progenitoras de los neuroblastos migratorios.
En su modelo, las células neuroepiteliales (en el embrion) dan origen ya sea a la glia radial o a los
neuroblastos corticales. La glia radial, a su vez, se divide asimétricamente y produce neuronas Yy glia, en
la etapa perinatal, cuando las células radiales desaparecen, se transforman en astrocitos, los cuales
contintan produciendo neuronas adn en la etapa adulta (p. j. Alvarez Buylla et al., 2001).



Tabla 3. Marcadores moleculares de las células del la ZSV

PSA-NCAM TUJ-1 DCX GFAP Nestina
Tipo A +++ +++ +++ -- +
Tipo B --- --- --- ++ ++
Tipo C --- - - - +
Tipo E --- --- --- + +++

La intensidad relativa de la tincién inmunohistoquimica se traduce en cruces: + claro; ++ intermedio;

+++0scuro; --- sin tincion Adaptado de (Doetsch, et al., 1997; Garcia-Verdugo, et al., 1998)




Figura 13. Micrografia electronica que muestra los tipos celulares en la ZSV del ratdon adulto. La
identificacién de los diferentes tipos celulares fue realizada en reconstrucciones seriadas, y no todas las
caracteristicas ultraestructurales estan presentes en cada fotomicrografia. A, tres tipos de células A (a)
mostrando un aparato de Golgi pequefio (flecha). La superficie de las células A es relativamente suave; su
forma alargada no es visible en este corte. Las células tipo A estan frecuentemente separadas por espacios
extracelulares abiertos (asteriscos) y unidas por uniones complejas especializadas. Magnificacion, 10
500x. B, las células tipo B1 tienen haces gruesos de filamentos intermedios (flecha) y contornos
irregulares que penetran en ESpacio intracelular alrededor de ellos. Las células tipo B1 estan localizadas
en la interface entre las células ependimales (e) y el tejido adyacente. Magnificaciéon 13 000x. C, las
células tipo B2 (b) tienen cuerpos densos en su citoplasma (flechas) y estan localizadas basalmente en la
interface del parénquima estriatal y las células tipo A (a). N6tese los contactos de las células tipo B2 con
los axones mielinizados y desmielinizados del parénquima estriatal. Magnificacion 8 000x. D, las células
tipo C contienen un claro aparato de Golgi (flecha). Magnificacion, 6500x. E, células ependimales (e)
yacen en la linea ventricular y frecuentemente estan ciliadas, las gotas lipidicas (flechas) son Gnicas en las
células ependimales. No6tese dos tipos de células B. Magnificacion 3,800x. F, G. Tanacitos (d) son células
oscuras no ciliadas que contactan el ventriculo exhiben ramificaciones laterales (flechas) que se
interdigitalizan con las células ependimales (e) y con las células B. Magnificacion 6 000x en F; 4 500x en
G (Doetsch, et al., 1997).



Tabla 4. Ccaracteristicas morfoldgicas de los diferentes tipos celulares de la ZSV

A B1 B2 C E
Neuroblastos | Astrositos Astrocitos Precursores Ependimales
migratorios intermedios
Tamafio (um) 31 58 43 62 117
Contorno Alargado, Irregular Irregular Uniforme, Interdigital
uniforme eliptico
Citoplasma Oscuro, escaso Claro (mas que | Claro Intermedio entre | Muy claro
las B2) AyB
Nucleo Alargado Irregular Irregular Largo, esférico Esférico
Nucleolo 2-4 la2 la2 Reticulado la2
Cromatina Dispersa No compacta Compacta La mayoria | No compacta
dispersa, alguna
compacta
RER + ++ ++ +++ +
Golgi Pequefio Medio Medio Largo Pequefio
Mitocondria + + o+ ++ e+
Ribosomas libres e+t + ++ 4+ +
Filamentos No Si Si No Si
intermedios
Microtubulos et + + ++ +
Gotas lipidicas No No No No Si
Cuerpos densos No Si Si No Si
Cilios, No Algunas veces No No Ambos
microvellosidades
Contactos A-A A-C B-B, B-E B-B, B-E C-C,C-A E-E, E-B

Estas caracteristicas estan basadas en la reconstruccién ultrafina de secciones seriadas de los diferentes
tipos celulares. RER, reticulo endoplasmico rugoso; + poco; ++ intermedio; +++ abundante;
extremadamente abundante Adaptado de (Doetsch, et al., 1997).



Corriente rostral migratoria

La CRM es una via bien delimitada formada por dos tipos celulares: los neuroblastos
migratorios y los astrocitos tipo B1. Los neuroblastos tienen una forma alargada y se
encuentran estrechamente agrupados y unidos por especializaciones de membrana. Los
grupos de neuroblastos migran de una forma especial denominada “migracion en
cadena” (Lois, et al., 1996; Peretto, et al., 1997; Pencea, et al., 2001). Una caracteristica
importante de los neuroblastos es que contintan dividiéndose durante su migracion, a
diferencia de la mayoria de los neuroblastos del SNC (Smith y Luskin, 1998; Alvarez-
Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; Conover y Allen, 2002). La proliferacion de los
neuroblastos, sin embargo, disminuye considerablemente conforme se aproximan al
bulbo olfatorio. En los roedores, la distancia total que recorren durante la migracion es
de 5-8mm. La velocidad de desplazamiento es de aproximadamente 30um por hora; por
lo que tardan entre 7-11 dias en llegar a su destino final, el BO (Lois, et al., 1996;

Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002).

Por su parte los astrocitos tipo B1 envuelven a los neuroblastos formando una red
tubular a través de la cual estos dltimos migran (Fig.14). Las caracteristicas
ultraestructurales de estas células son muy parecidas o inclusive iguales a las que se
observan en la ZSV, aunque con una tasa de proliferacion mucho menor (Lois, et al.,
1996; Doetsch, et al., 1997; Garcia-Verdugo, et al., 1998). Aunque se desconoce su
funcién ya que se ha mostrado que no son esenciales para la migracion en cadena
(Wichterle, et al., 1997), pero factores secretados por ellos parecen aumentar la

migracion de los neuroblastos (Mason, et al., 2001).




Fig. 14. A, Micrografia electronica sagital la CRM del raton adulto. Células A (a), forman cadenas
flanqueadas por células B (b). Una célula en mitosis (flecha vacia) se presenta en una cadena de células
A. Dos células muriendo (d) con nucleos picndticos estan presentes en la periferia la CRM. B,
representacion esquematica de la migracion en cadena. Los neuroblastos (rojo) en la red de la ZSV y en la
CRM, migran continuos formando largas cadenas envueltas por células gliales (azul) que tienen
caracteristicas astrociticas, incluyendo densos paquetes de filamentos intermedios inmunoreactivos GFAP
y pies terminales sobre vasos sanguineos (flecha roja). Se ilustran dos cadenas, en la parte inferior
solamente algunos de los astrocitos han sido dibujados para mostrar la apretada organizacion de los
neuroblastos dentro de las cadenas. Las caracteristicas intracelulares de algunas células B (azul claro) y
células A (amarillo) son ilustradas. La mitosis de una célula A esta representada en la cadena inferior a la
derecha.(Lois, et al., 1996; Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002).

Bulbo olfatorio

El BO es una estructura que esta constituida por seis capas (Fig. 15) que son: 1) La
lamina del nervio olfatorio; 2) La lamina glomerular; 3) La lamina plexiforme externa;
4) La capa de las células mitrales; 5) la lamina plexiforme interna y 6) La lamina
granular (G. M. Shepherd, 1972). Los neuroblastos migratorios que se generan en la
ZSV migran en cadena, llegan al corazén del BO y se distribuyen radialmente a las
ldminas granular y glomerular en donde se diferencian como interneuronas (Smith y
Luskin, 1998). Nada se conoce acerca de las sefiales que en el BO inducen el cambio de
la forma de migracion ya que la glia radial no esta presente, ni de los procesos de
diferenciacion (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002). Ademas se ha reportado que
el BO no es necesario para la migracion rostral de los neuroblastos (Jankovski, et al.,

1998; Kirschenbaum, et al., 1999).




Fig. 15. Representacion esquematica de un corte histologico del bulbo olfatorio mostrando la estructura
de la organizacion laminar; CPG capa periglomerular; CPE capa plexiforme externa; CM capa mitral;
CPI capa plexiforme interna; CG capa granular. Ndtese que la conexion olfatoria ha sido simplificada
para mayor entendimiento. Adaptado de (Gordon M. Shepherd y Greer, 1998).

A continuacion se presenta de manera muy resumida los elementos neuronales que
constituyen a la via olfatoria (Fig. 16). La entrada sensorial esti dada por los axones de
las neuronas sensoriales olfatorias (NSO), cuyo neurotransmisor principal es el
glutamato. Una vez que los axones de las NSO atraviesan la ldmina basal del
neuroepitelio olfatorio, después de atravesar a la lamina cribosa, entran al bulbo
olfatorio y se dirigen hacia los glomérulos olfatorios. Los glémérulos son estructuras
esfericas de neurdpilo que tienen entre 40 y 100 um de didmetro que, ademas de recibir
a la aferente primaria sensorial, contienen las dendritas apicales de las neuronas
mitrales. En uno de los casos méas extremos de convergencia en el sistema nervioso,
miles de axones de las NSO establecen sinapsis con las dendritas de s6lo 5-25 células
mitrales en cada glomérulo; sin embargo esta proyeccion es especifica a ciertos

glomérulos (Gordon M. Shepherd y Greer, 1998; Doetsch y Hen, 2005).

La salida de informacion del bulbo olfatorio esti dada por los axones de las células
mitrales y las células en penacho, ambas glutamatérgicas. Cada célula mitral origina una

dendrita primaria, la cual atraviesa la capa plexiforme externa (CPE) y termina dentro



de un glomérulo elaborando un penacho. El penacho tiene un diametro de 50-150 um vy
se extiende en todo el glomérulo. Cada célula mitral da origen a varias dendritas
secundarias que se ramifican discretamente en la CPE. Los axones de las celulas
mitrales forman al tracto olfatorio lateral. Dentro del bulbo olfatorio, los axones dan
origen a colaterales recurrentes, las cuales permanecen en la capa granular y en la capa
plexiforme interna. Las células en penacho (15-20 um de diametro) estan localizadas
mas superficialmente en la CPE. Esta denominacion es genérica puesto que se han
descrito diversos subtipos para estas células. Sin embargo, tienen en comun una
dendrita primaria que termina dentro de un glomérulo elaborando un penacho
relativamente limitado. Ademas sus axones también constituyen una fraccion del tracto

olfatorio lateral (Gordon M. Shepherd y Greer, 1998; Doetsch y Hen, 2005).

Alrededor de los glomérulos se encuentran los somas de las células periglomerulares
(PGC), interneuronas con 6-8 um de diametro. Cada PGC posee una pequefia y tupida
dendrita que arboriza alrededor de 50-100 pum dentro de un glomérulo; siendo muy raras
las PGC que inervan a dos glomérulos. Sus ramas dendriticas se conectan con las
terminales de los axones olfatorios y las ramas de las células mitrales y en penacho. El
axén de las PGC se distribuye lateralmente dentro de regiones extraglomerulares,
extendiéndose hasta cinco glomérulos posteriores. Debido a que su axén permanece
dentro del bulbo olfatorio, las PGC son clasificadas como células de axén corto. Las
células periglomerulares producen GABA y dopamina, y se ha reportado una amplia
variedad fenotipica e incluso la colocalizacién de ambos neurotransmisores en la misma

PGC (Gordon M. Shepherd y Greer, 1998; Doetsch y Hen, 2005; Hack, et al., 2005).

Debajo de la capa de células mitrales se encuentra una capa gruesa que contiene los
somas de las células granulares (GRC), interneuronas cuyo tamafio (6-8 um de

didmetro) las coloca como una de las células méas pequefias del SNC. Los somas de las



GRC se encuentran agrupados en la capa granular. Cada GrC da origen a un proceso
superficial que se extiende radialmente a través de la superficie y se ramifica y termina
en la CPE; su campo de ramificacion se extiende entre 50-200 um. Las GrC poseen otro
proceso que se ramifica discretamente dentro de la capa granular. Asi como en las
periglomerulares, existe una diversidad de subtipos de las GrC, sin embargo todas
poseen la caracteristica notable de la ausencia de axon. Las GrC son GABAérgicas y
glicinérgicas. Existe un ultimo grupo de interneuronas en el bulbo olfatorio, las células
de axdn corto, las cuales se pueden encontrar escasamente en la capa glomerular y mas
frecuentemente en la capa granular. En esta Gltima capa, se han descrito diversos
subtipos con arboles dendriticos de longitud variable, y axones que se ramifican en la

CPE o la capa granular (Gordon M. Shepherd y Greer, 1998; Doetsch y Hen, 2005).

El bulbo olfatorio también recibe aferentes desde las neuronas piramidales de la
corteza olfatoria las cuales terminan en la capa granular. De igual manera, el nacleo
olfatorio anterior manda proyecciones hacia la misma capa y hacia la capa glomerular.
Desde el tallo cerebral llegan fibras noradrenérgicas provenientes del locus coeruleus,
asi como serotoninérgicas provenientes del complejo del raphé rostral; ambas inervan
principalmente a la capa glomerular (Gordon M. Shepherd y Greer, 1998; Doetsch y

Hen, 2005).
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Fig. 16. Circuito del bulbo olfatorio (BO). Las neuronas sensoriales olfatorias (NSO) expresan el mismo
receptor que converge dentro de un solo glomérulo y hace sinapsis con las células mitrales (M), las
principales células de salida del BO. Las células mitrales envian una sola dendrita apical al glomérulo y
extienden numerosas dendritas laterales en la capa plexiforme externa. Las células tutfed no se
representan por simplicidad. Las neuronas periglomerulares (P) y granulares (G) son interneuronas
inhibitorias. Las neuronas periglomerulares se encuentran en la capa glomerular y hacen sinapsis dendro-
dendriticas con las dendritas de la célula apical mitral y las NSOs. Las neuronas granulares hacen sinapsis
dendro-dendriticas con las dendritas laterales de las células mitrales y median la inhibicion lateral.
Adaptado de (Doetsch y Hen, 2005)
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