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RESUMEN II

A pesar de que las aferencias sensoriales -provenientes del bulbo olfatorio (BO) establecen
contactos sinapticos en areas especificas de la corteza piriforme (CP), no existen estudios
sistematicos enfocados a llevar a cabo la caracterizacion de los sitios exactos de terminacion de
las fibras sobre las distintas regiones de la neurona piramidal de la CP. Desde los primeros
estudios de Ramén y Cajal y de Calleja surgié la nocion de que las fibras colaterales emitidas por
el tracto olfatorio lateral (TOL), cuyo origen son las neuronas mitrales y empenachadas del BO
establecen contactos sinapticos exclusivamente en la capa Ia de CP. Posteriormente, se llevaron a
cabo estudios que confirmaron esta idea mediante el uso de isétopos radioactivos transportados
de manera anterograda. El presente trabajo aborda a nivel de microscopia electronica (ME) la
distribucion topografica de las aferencias olfatorias en la CP, de manera complementaria se
analizaron las aferencias intrinsecas inmunoreactivas al neurotransmisor GABA. Se encontr6 que
las aferencias del BO no terminan exclusivamente en las regiones superficiales de la CP, sino que
lo hacen en regiones profundas (II) y se encuentran asociadas a somas y dendritas proximales. Al
respecto de las aferencias intrinsecas se encontrd un patrén de terminacion en diafisis dendriticas
de procesos inmunoreactivos a GABA y se confirm6 la presencia de contactos sinapticos axo-
axonicos en la CP. La evidencia anatomica aqui obtenida implica un esquema de conectividad
novedoso con relacién a las aferencias sensoriales recibidas por la CP; por lo tanto es necesario
también incorporar este concepto (las aferencias sensoriales en la CP no estan restringidas a la
primera capa) cuando se llevan a cabo estudios electrofisiolégicos que intentan aportar

conocimiento acerca del procesamiento de informacion en dicha corteza.



SUMMARY III

Altough sensory afferences originating in the olfactory bulb (OB) establish specific patterns of
termination in the pyriform cortex (PC), the exact topographic distribution of these fibers
provided by mitral and tufted neurons to pyramidal neurons in the PC is not known. It has been
accepted since Ramoén y Cajal and Calleja studies that collateral fibers emanating from the lateral
olfactory tract (LOT) restrict their synapses to the superficial half of layer I, especifically to layer
Ia. Studies using radioisotopes anterogradely transported by principal neurons of the OB
confirmed this idea at the light microscopy level. The present study addresses the distribution of
olfactory fibers in the PC at the electron microscope (EM) level, also it was addressed the
distribution of GABA immunoreactive processes. The results obtained indicate that mitral and
tufted axons originating in the OB go deeper than previously thought, they were found in
association with proximal dendrites and somata in layer II of PC, whereas immunoreactive
GABAergic processes were found to distribute mainly on dendritic shafts. It was further
confirmed the presence of axo-axonic synapses previously reported in the PC. The anatomical
evidence provided by this study implies a different pattern of connectivity regarding the sensory
afferences established in the PC, hence it should be necessary to take into account this concept
(sensory afferences in the PC are not restricted to the most superficial layer) when

electrophysiological studies intended to apport knowlegde on the processing of the PC are done.
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I. Introduccion

Los procesos evolutivos que actian sobre los seres vivos han generado mecanismos eficientes de
interaccion con el ambiente. Dicha interaccion es llevada a cabo por modalidades sensoriales de
distinta naturaleza que le permiten al individuo corresponder su conducta con un contexto
ecolégico cambiante, es decir, adaptarse al mismo. Una de estas modalidades sensoriales es la
percepcion de moléculas odoriferas, que le otorgan a los organismos la posibilidad de crear una
representacion —parcial- interna del mundo externo (aromas que se encuentran en su entorno)
(Lledo et al. 2005). Las moléculas odoriferas son detectadas a través del sentido del olfato, y la
representacion de las mismas (estimulo) se construye en la(s) estructura cerebral denominada

corteza olfativa primaria.

Tradicionalmente, todas aquéllas regiones
que reciben aferencias directas del bulbo
olfatorio (BO) a través del tracto olfatorio
lateral (TOL) han sido denominadas como
corteza(s) olfativa “primaria”, como lo
son el nicleo olfatorio anterior (NOA), el
tubérculo olfatorio (TO), la corteza
piriforme (CP), la amigdala (Am) y la
corteza entorinal (CE) (Fig. 1). Es en
estas areas cerebrales -pero en especial en
la. CP- en donde la informacién
procedente de estimulos odoriferos sera

procesada y enviada a otras estructuras

corticales -corteza orbitofrontal (COF)- en .
Figura 1. Areas cerebrales que reciben aferencias del BO. a.
donde ocurrirda la percepcién y la  Preparacién de “cerebro aplanado” de ratén en orientacién sagital,
se encuentran delimitadas las 4reas que reciben proyecciones del
discriminacion de los olores de manera BO, éstas son, NOA, TO, CP, Am y CE. b. Distribucién de las fibras
contenidas en el TOL en las regiones delimitadas en a; barra de
consciente (BUCk, 1996). medida: 700 pm. La cruz abajo a la derecha sefiala la ubicacién de
las estructuras sefialadas con respecto a los ejes corporales: Anterior,
Posterior, Ventral y Dorsal. Modificado de (Sosulski et. al 2011).



Ademas, estudios morfolégicos han demostrado que la CP proyecta a diversas estructuras que
estan involucradas en la integracion de estimulos sensoriales para la emisién de respuestas
conductuales (corteza prefrontal), en la asignacion de caracteristicas emocionales o
motivacionales al estimulo (Am) y en el establecimiento de una memoria asociada al mismo

(hipocampo) (Haberly, 2001).

El sistema olfativo procesa estimulos odoriferos por medio de un 6rgano sensorial denominado
“neuroepitelio olfativo o nasal”. Dentro de este epitelio se encuentran alineadas las células
sensoriales que se encargan de transducir (convertir un tipo de energia en otro) el estimulo
odorifero. El proceso de transduccién comienza cuando una molécula odorifera se une a 1 de

~1000 receptores posibles (Buck y Axel, 1991).

El receptor se encuentra en la superficie membranal de los cilios del proceso periférico (dendrita)
de la célula, mientras que el proceso central (axon) proyecta a regiones circunscritas dentro del
BO denominadas glomérulos; cuya estructura consiste de un neuropilo que contiene dendritas
apicales de neuronas mitrales y empenachadas, interneuronas y los procesos centrales de células
sensoriales. Estas ultimas, se concentran en el techo de la cavidad nasal y conllevan impulsos
excitatorios a las células mitrales y empenachadas, las que a su vez, formando el TOL conduciran

la informacion a las areas corticales olfativas (p. ej. CP) (Mori et al. 1999).

La informacion detectada por medio del sentido del olfato puede tener efectos importantes sobre
la conducta del animal y su supervivencia. Prueba de ello es que Mandiyan et al. (2005)
demostraron que los ratones a los que se les remueve el BO y/o que no presentan el canal
cationico activado por nucledtidos ciclicos CNGA2 presente en células sensoriales del epitelio
olfatorio (EO), son incapaces de generar conductas reproductivas o de agresividad y defensa, lo
que sugiere que la conducta reproductiva estd asociada al procesamiento odorifero e incluso
muestra cierta dependencia ante la entrada sensorial (olfato) para generar conductas

biologicamente relevantes.



Mas aun, se han obtenido evidencias experimentales de que la remocién del gen que codifica para
la proteina Golf -que activa a la enzima adenilato ciclasa y por consiguiente eleva los niveles de
AMPc- provoca una respuesta electrofisiolégica disminuida ante los odorantes presentados, esta
caracteristica es complementada con conductas que reflejan un estado andsmico en el animal
mutante. Por otro lado, la mayoria de los homocigotos (Golf -/-) muere a las 2 semanas de edad
debido a que no son capaces de succionar, el bajo porcentaje que sobrevive presenta
hiperactividad y las hembras que se reproducen despliegan conductas maternas alteradas

(Belluscio et al. 1998).

Evidencia bioquimica y genética revela que la elevacion en los niveles de AMPc es muy
importante para la transduccion de los estimulos olfativos, mientras que el papel que juega el
aumento en los niveles de IP3 -en vertebrados- es en gran medida desconocido, pero la
observacion de que los olores que no producen aumento en la [AMPc] en cilios aislados, si
elevan los niveles de IP3 podria sugerir que diferentes olores actiian a través de distintos

segundos mensajeros (Belluscio et al. 1998).

Este estudio fue planteado con el objetivo de obtener informacion acerca del sitio de terminacion
de las aferencias que recibe la neurona piramidal de la CP, de manera particular fueron estudiadas
las aferencias emanadas del BO y de la propia CP (neuronas GABAérgicas). La identificacion de
los sitios de terminacion (sinapsis) se llevo a cabo mediante el uso del microscopio electronico
(ME). Para poder visualizar las aferencias procedentes del BO se generé una lesién electrolitica
en la capa mitral del mismo, cuyo producto fue una degeneracién conspicua de las terminales de
dichas neuronas (mitrales y/ empenachadas) que fueron identificadas en la CP. Asi mismo, el
tejido de CP fue sometido a un procedimiento de inmunohistoquimica para determinar la
distribucion topografica de las terminales inmunoreactivas al neurotransmisor GABA (acido-y-

amino-butirico) sobre la neurona piramidal de la CP.



II. Antecedentes
1. Corteza Piriforme (Estructura)
1.1 Descripcion
El BO de especies macrosmaticas fue de las primeras areas corticales estudiadas por los
neuroanatomistas clasicos. Camilo Golgi realizo el primer dibujo descriptivo del BO con la
técnica de Golgi, mientras que Santiago Ramén y Cajal demostré que existia un control de fibras
centrifugas sobre las células mitrales (Larriva-Sahd, 2008). Ademas, también se llevaron a cabo

estudios descriptivos generales de la via olfatoria en los vertebrados (Calleja, 1893).

Posteriormente, O'Leary (1936) public6 un trabajo sobre la estructura de la corteza olfatoria
primaria, en el que describe la organizacion de las capas y los tipos neuronales, e incluso dedica
una porcion significativa del trabajo a la caracterizacion de las neuronas de ax6n corto
(interneuronas) y a la descripcion de los plexos axonales. Ademas sugiere algunas formas de
interaccion entre las neuronas observadas por él, infiriendo asi un modelo funcional basado en

observaciones anatomicas.

En afios subsiguientes los estudios de la corteza olfatoria primaria incidieron principalmente
sobre la caracterizacion de las vias de comunicacién dentro y fuera de ésta, es decir, se
obtuvieron datos que aportaron conocimiento sobre el flujo de la informacion olfatoria en el
cerebro y de la relacion que existe entre las estructuras que participan en dicho proceso, de tal
forma que por medio de experimentos de autoradiografia y de inyeccién de trazadores
retrégrados y anterégrados, los elementos centrales que concatenan la via olfatoria quedaron

establecidos.

Destacan los trabajos de Price (1973), Luskin y Price, (1983a, 1983b), Haberly y Price (1978) y
la monografia de Facundo Valverde (1965) que recopila sus observaciones del 16bulo piriforme
hechas en preparaciones de Golgi. En estos trabajos, se observé que hay patrones de terminacion
de fibras aferentes que se distribuyen de manera alternada y complementaria en las capas. Por
ejemplo, en el TO, NOA, CP, y Am las fibras provenientes del BO se alojan en la capa Ia,

mientras que las fibras procedentes de otras areas corticales (asociacién) se alojan en la capa Ib
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(Price, 1973).

El mismo autor también caracterizo los sitios de terminacion de fibras intracorticales, en donde se
observan dos grandes contingentes con patrones distintos de terminacion. El primer contingente
se origina en el NOA, la CP y el area lateral entorinal, y sus fibras se alojan predominantemente
en la capa Ib y III, mientras que el segundo contingente se origina en la corteza dorsal peduncular
(CDP), tenia tecta ventral (TTV) y la corteza periamigdaloide, y sus fibras establecen contactos

con las células de la capa II (Luskin y Price, 1983b).

Por otro lado, se determind al menos uno de los sitios de origen de las fibras centrifugas que
ejercen control sobre el bulbo olfatorio y los sitios de terminacion de las mismas. Por medio de
lesiones electroliticas se observo (Price, 1969) que el sitio de origen de estas fibras es el nicleo
del brazo horizontal de la banda diagonal, que a su vez recibe fibras provenientes del hipotalamo;
mientras que el sitio de terminacién de las fibras que emanan del mismo nticleo, es en la capa

plexiforme externa del BO (Price, 1968).

1.2 Descripcion de las capas celulares
Las areas corticales que reciben aferencias del BO estan compuestas principalmente por células
piramidales y poseen tres capas (a excepcion de la CE): La mads superficial (I) es una capa
plexiforme que contiene las dendritas apicales de células piramidales, plexos axonales y pocos
somas neuronales (Fig. 2a). Esta capa ha sido dividida en dos regiones en funcién de las
aferencias que recibe, una superficial (Ia) -aferencias del BO- y otra profunda (Ib) -aferencias de

otras zonas corticales (asociacion)- (Price, 1973).



Figura 2. a. Tincién de toluidina obtenida durante el estudio donde se muestra la organizacién laminar de la CP; el TOL, la
capa | (plexiforme), II (piramidal) y III (polimérfica). Escala de medida: 1mm. b. Tincién de toluidina donde se observa la capa
II de la CP densamente poblada de cuerpos neuronales. Escala de medida: 230 pm (cortes semi-finos sagitales).

La segunda capa (II) (Fig. 2b) esta compuesta por células piramidales densamente empaquetadas
que en algunas regiones presenta una subdivision (Ila) que aloja otra poblacion de células
principales denominadas semilunares (SL), mientras que en la region mas profunda de la segunda
capa (IIb) se ubican los somas de las células piramidales superficiales (PS) (Haberly y Price

1978).

Por ultimo, en la tercera capa (III) (Fig. 2b) se puede observar una variedad de células
polimorficas con un gradiente estructural que va de superficial a profundo, de tal forma que en la
porcién superficial se ubican células piramidales profundas (PP) y pocas células multipolares,
mientras que en la regién profunda de la capa III se encuentra una mayor densidad de células
multipolares e intrinsecas (interneuronas) y pocas células PP's (Haberly y Price 1978). En todas
las areas el sistema eferente lo constituyen las células piramidales -y en menor proporcién las
semilunares- y también existe una gran variedad de células de ax6n corto o interneuronas

(O'Leary, 1936).



2. Procesamiento de estimulos olfativos (Funcion)

2.1 Percepcién de moléculas odoriferas (Bulbo Olfatorio)

Comprender el fenomeno de la percepcion de los odorantes que se encuentran en el ambiente
supone un importante problema en cuanto a su procesamiento (codificacion) dentro del SNC,
pues a diferencia de otras modalidades sensoriales los estimulos no son representados en
correspondencia con su ubicacion en el espacio (vision y somatosensorial), ni son conducidos de
manera ordenada a lo largo de toda la via anatémica (audicion) (Stettler y Axel, 2009). En otras
palabras, los olores no tienen un orden determinado en el espacio, por lo que la percepcion de los

mismos generada en el SNC, esta lejos de ser bien entendida.

La entrada sensorial al sistema olfativo esta mediada por moléculas odoriferas que representan un
enorme rango variable de estructuras. Para poder lidiar con dicha variabilidad de moléculas
odoriferas, los mamiferos han desarrollado (por medio de proceso evolutivos) una gran
diversidad de receptores (~1000) (Buck y Axel, 1991) que se expresan en la superficie
membranal de los cilios de las células sensoriales del EO. La informacion es conducida al SNC
por medio de los axones (o procesos centrales) de las células sensoriales, y es procesada e

integrada como la cualidad olfativa de los objetos.

En el BO existe una segregacion en las proyecciones que provienen del EO y hasta hace poco se
afirmaba que todas las células sensoriales que expresan un mismo receptor convergen en uno o
dos glomérulos (Mombaerts et al. 1996), sin embargo, se ha demostrado que un mismo glomérulo
puede recibir aferencias de células que expresen receptores distintos, siempre y cuando el ligando
de estos receptores sea similar en su estructura molecular, por lo que a esta caracteristica se le
asigno el nombre de rango receptivo molecular (RRM). Dicho de otra forma, el RRM de los
glomérulos en el BO se refiere al conjunto de moléculas que comparten caracteristicas
estructurales como la estereo-quimica de la cadena de carbonos, el tipo y la posicion del grupo
funcional adherido y que pueden ser detectadas por modulos glomerulares segregados

espacialmente (Mori et al. 1992).



Por lo anterior, se sugiere que los médulos glomerulares pueden ser conceptualizados como
unidades de deteccion o extracciéon de caracteristicas moleculares, y es posible que, debido a que
un odorante normalmente presenta mas de una caracteristica molecular diferente, la informacion
sea procesada en base a un patron de actividad espacial en el BO. El patron de actividad espacial
es generado también en las neuronas mitrales y/o empenachadas que envian sus dendritas

apicales a los modulos glomerulares correspondientes.

Dicho patréon de actividad espacial seria entonces conducido a la CP para que en ella se genere
una representacion unificada de los distintos componentes moleculares que integran un odorante.
De tal forma que si dos células mitrales y/o empenachadas que envian sus dendritas apicales a
modulos glomerulares con distintos RRM's convergen en la misma neurona de la CP, la actividad
de la neurona cortical representaria la combinacion de dos caracteristicas moleculares que

pudieran ser parte de un olor particular (Mori et al. 1999).

En apoyo a lo mencionado previamente, se ha observado que la inhalacion de moléculas
odoriferas provoca en el BO una oscilacion en los potenciales locales de campo (PLC) de 30 a 80
Hz, lo que sugiere que la generacién de potenciales de accion por parte de las neuronas mitrales
y/o empenachadas se lleva a cabo de manera sincrénica, esto seria mediado por las conexiones
dendro-dendriticas presentes entre neuronas granulares (de naturaleza GABAérgica) y neuronas
mitrales y/o empenachadas. Finalmente, la sincronizacion en la descarga de las células eferentes
del BO contribuiria a facilitar la activacion de las neuronas corticales del area olfativa (Mori et al.

1999).

2.2 Percepcién de moléculas odoriferas (Corteza Piriforme)

Como se ha mencionado anteriormente, la representacion de moléculas odoriferas en la CP no se
lleva a cabo mediante una correspondencia espacial en cada uno de los relevos de la via hasta
llegar a las cortezas primarias (somatosensorial, auditiva y visual), ademas el sistema olfativo es
la inica modalidad sensorial que no requiere de un relevo sinaptico en el talamo antes de llegar a

la corteza primaria correspondiente; estas caracteristicas distinguen al sistema olfativo en general



y a la CP en particular del procesamiento canénico que se lleva a cabo en otros sistemas

sensoriales.

Por otro lado, la CP presenta dos caracteristicas que le otorgan un menor grado de complejidad y
por lo tanto resulta ser un buen modelo para llevar a cabo estudios de procesamiento cortical. La
primera caracteristica es que, como ya se ha mencionado, la CP es una paleocorteza
filogenéticamente antigua cuya organizacion celular es mdas simple, ya que solo presenta tres
capas, mientras que las isocortezas (neocorteza) contienen seis capas (Brodal, 1980). Esta relativa
simplicidad evidentemente implica un nivel de procesamiento de menor complejidad, sin
embargo, no se descarta que de ella se pueda obtener informacién valiosa que sugiera principios

generales de procesamiento cortical (Suzuki y Bekkers, 2006).

La segunda caracteristica es que la informacion sensorial se conduce a la CP desde el érgano
receptor a través de solamente dos sinapsis (células sensoriales a neuronas mitrales y/o
empenachadas y neuronas mitrales y/o empenachadas a neuronas principales de CP). De tal
forma que la estructura anatomica de esta modalidad sensorial es relativamente sencilla y solo
requiere del procesamiento local que ocurre en el BO para llegar a la CP, mientras que en las
otras modalidades sensoriales la informacion es “filtrada” por el tdlamo, lo que indudablemente
le confiere al procesamiento de dichas modalidades un nivel de complejidad mayor (Suzuki y

Bekkers, 2006).

La CP es también un buen modelo para llevar a cabo estudios de memoria, ya que los estimulos
olfativos tienen acceso al hipocampo a través de la CE y se ha observado que la CP participa en
procesos asociativos durante el aprendizaje (Zinyuk et al. 2001). Ademas se han obtenido
resultados que demuestran que en las ratas al llevar a cabo una tarea de discriminacién olfativa, la
actividad de células piramidales en CP no solo representa o construye la cualidad de los
odorantes, sino que también estd relacionada a la informacién contextual de experiencias previas
y toma de decisiones. Estos datos fueron obtenidos al registrar la actividad extracelular en CP y
COF, por lo que se infiere que las conexiones entre CP y COF subyacen al procesamiento arriba

mencionado (Schoenbaum y Eichenbaum, 1995).



Este estudio se efectu6 en la CP por el motivo de que es la mayor area cortical olfativa y por ende
recibe una proporcion mayor de aferencias provenientes del BO en relacion con las otras regiones
de la corteza “olfativa primaria” (Zinyuk et al. 2001), por ello se hard una breve revisién de los
estudios relevantes que intentan aportar informacién acerca de la participacion de dicha

estructura en el procesamiento de los estimulos olfativos.

En la década de los 80, Ojima (1984) realiz6
inyecciones intracelulares de peroxidasa de

rabano (HRP) en el BO con la finalidad de

poder observar la trayectoria y el patron de

“arborizacion” de los axones de las células
mitrales y empenachadas en las areas olfativas
a las que proyecta. Los resultados mostraron V {,
que la mayoria de las células mitrales E-EL\B-:
inyectadas conducen sus axones al NOA y a la

CP, mientras que solo una cuarta parte de ellas ‘r
proyecta al TO; se observé de manera b

consistente que el axon principal (contenido

en el TOL) emite delgadas fibras colaterales a

Figura 3. Dibujo representativo de las regiones olfativas
lo largo de su curso y éstas se distribuyen de del roedor en vista sagital (a) y ventral (b). Epitelio
olfativo (EO), bulbo olfatorio (BO), nucleo olfatorio
anterior (NOA), corteza piriforme (CP), tubérculo
olfatorio (TO), corteza entorinal (CE) y Amigdala (Am).

manera heterogénea en “parches” elongados

en el eje antero-posterior.

Por otro lado, se observo una correspondencia entre el sitio de inyeccion en el BO y la
distribucion del axén en el NOA, lo que sugiere una organizacion topografica. En contraste, dicha
organizacion no fue detectada en las proyecciones a la CP. Las estrcuturas mencionadas en este

parrafo se muestran en la figura 3.

En afios mas recientes, la distribucion de las aferencias provenientes del BO han sido estudiadas

con la aplicacion de trazadores retrégrados y anterogrados. Tras inyectar en regiones dorsales y
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ventrales del BO la lectina Phaseolus vulgaris (PHA-L), se observaron axones cuyas
ramificaciones (fibras colaterales) se distribuyen en regiones telencefalicas como la corteza

piriforme anterior (CPa), corteza piriforme posterior (CPp), CE y Am (Kang et al. 2011).

De manera particular, en este estudio se demostré que las células principales del BO proyectan al
nicleo medial de la amigdala (MeA), previamente identificado como region eferente del bulbo
olfatorio accesorio (BOA). Ademas se determin6 que las fibras colaterales de un mismo axon se
distribuyen tanto en CPa como en CPp, lo que siguiere que las dos estructuras pueden acceder a
la informacién transmitida por un mismo ax6n. Finalmente, se observd que las otras regiones de
la amigdala que reciben aferencias del BO son el nicleo cortical anterior (ACo) y el nticleo
cortical postero-lateral (PLCo), mientras que el ntcleo cortical postero-medial (PMCo) no recibe

aferencias provenientes del BO (Kang et al. 2011).

La representacion de olores en la CP ha sido estudiada con registros electrofisiol6gicos,
imagenologia de sefiales intrinsecas (p. ej. calcio) y por medio del estudio de genes de expresion
inmediata (Fos, Arc) activados por estimulos odoriferos (Illig y Haberly, 2003; Poo e Isaacson,
2009; Rennaker et al. 2007). En dichos estudios se han registrado células piramidales
individuales en diversas regiones de la CPa, y se han obtenido datos que muestran que un
odorante particular recluta células piramidales dispersas a lo largo de la corteza y que una

neurona piramidal puede activarse ante diversos odorantes (Rennaker et al. 2007).

Por otro lado, Poo e Isaacson (2009) han demostrado que la actividad evocada por estimulos
olfativos en la CPa es amplia y distribuida; ademéas observaron que al presentar odorantes mono-
moleculares el porcentaje de células que se activa es generalmente alrededor del 10%. Mas atn,
reportaron que en dicha region emerge un mecanismo de “inhibicién global” gracias a que las
interneuronas de la CP reciben una mayor cantidad de aferencias provenientes del BO que las

neuronas principales de las capas II/II1.

De tal forma que la estimulacién del TOL produce mas potenciales excitatorios post-sinapticos

(PEPS) en interneuronas y solamente las neuronas principales que reciben fuertes y/o preferentes
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estimulos excitatorios son activadas. Por ultimo, los autores describen una oscilacién en la
actividad sinaptica de la CPa (15-30 Hz) observada a través de PLC; la “inhibicion global”
(interneuronas reciben estimulos excitatorios de manera coordinada) ocurre en fase con los PLC,
por lo que en la CPa se genera una pequefia ventana temporal que restringe la actividad de las

células excitatorias (eferentes) (Poo e Isaacson, 2009).

Por medio de imagenologia de fluor6foros sensibles a la concentraciéon de calcio intracelular,
Stettler y Axel (2009) observaron que las respuestas de la CP a la estimulacion olfativa se
organizan de una manera ampliamente distribuida y que un odorante es representado por un
ensamble Unico -pero disperso- de neuronas piramidales, cada neurona puede formar parte de
ensambles que representen olores con caracteristicas diferentes y las neuronas que responden a
determinados odorantes estan distribuidas sin una preferencia espacial observable, por lo que
existen neuronas contiguas con campos receptivos disimiles. Los estudios hechos con el patrén
de expresion del gen Fos han llegado basicamente a la misma conclusion, en donde se demuestra
que las células que son activadas en respuesta a un odorante estan distribuidas a lo largo de la

corteza sin ningun patrén o arreglo espacial particular (Illig y Haberly, 2003).

Sin embargo, los patrones de actividad neuronal no permiten discernir si las proyecciones
axonales provenientes del BO se encuentran segregadas o distribuidas ni tampoco si son azarosas
0 estan genéticamente determinadas en las areas olfativas correspondientes. Conocer estos
aspectos es fundamental para entender la percepcion olfativa; si la representacion de odorantes en
la CP es aleatoria, esto podria explicar el desarrollo de conductas aprendidas en asociacion a
estimulos odoriferos pero no explicaria el desarrollo de conductas innatas; por otro lado, es

probable que éstas ultimas estén determinadas genéticamente (Sosulski et al 2011).

Por tal motivo, el grupo de Richard Axel (Sosulski et al. 2011) desarroll6 una técnica para trazar
las proyecciones de neuronas principales del BO y asi poder seguirlas a las areas olfativas
principales y determinar su distribucion (Fig. 1). Esto se hizo al aplicar tetrametil-rodamina
(TMR-dextran) por medio de una electroporacion auxiliada de un microscopio de dos fotones.

Esta técnica produce el marcaje de neuronas mitrales y empenachadas que inervan un solo
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glomérulo y tiene la capacidad de resolver las terminaciones de las mismas en diversas areas
relacionadas al procesamiento olfativo. El marcaje de glomérulos en ratones que expresan la
proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control de la region promotora de receptores odoriferos
permite determinar si existe alglin patrén o estereotipo en la distribucién de los axones de las

células mitrales y/o empenachadas que inervan glomérulos cuya identidad es conocida.

Los resultados obtenidos demuestran que las proyecciones axonales de un solo glomérulo se
distribuyen en la CP, Am, CE, TO y NOA. Todos los glomérulos examinados proyectan a las
regiones mencionadas independientemente de la localizacion de los mismos dentro del BO. En la
CP se observo un patron de representacion distributivo, mientras que en la Am, particularmente
en el PLCo las proyecciones bulbares se distribuyen a manera de parches densos focalizados

rodeados por zonas de menor densidad.

A pesar de la naturaleza difusa de las proyecciones, distintos glomérulos aparentan enviar fibras
colaterales a regiones anatomicamente distintas y espacialmente invariables del PLCo. El patron
de proyecciones azarosas y espacialmente variables en la CP y la distribucién constante de las
mismas en el PL.Co pueden servir de sustrato anatémico para las diversas conductas mediadas por

el sentido del olfato en las que participan ambas estructuras (Sosulski et al. 2010).

Finalmente, dentro de esta seccion se hara alusion a trabajos publicados recientemente que han
abordado el procesamiento de la informacion olfativa desde el punto de vista de redes o circuitos
neuronales. El afo pasado, (Franks et al. 2011) introdujeron chanelorodopsina-2 (ChR2) en
rebanadas de CP de raton con el fin de caracterizar los circuitos intrinsecos (activados por pulso
de luz) y evaluar su efecto sobre la actividad de las neuronas piramidales, cuya activacion es

dependiente de las aferencias sensoriales provenientes del BO.

Por los resultados obtenidos, proponen que un odorante cualesquiera puede generar entradas
sinapticas supra-umbrales en un grupo pequefio de neuronas piramidales en la CP, este pequefio
grupo de neuronas “activas” podra entonces generar -mediante fibras colaterales recurrentes-

excitacion recurrente para reclutar un mayor numero de neuronas piramidales que reciben
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entradas sinapticas sub-umbrales. La potente retro-inhibicién evocada por el circuito recurrente
(interneuronas excitadas por axones recurrentes) evitaria la generacion de nuevos potenciales de
accién; en casos extremos, neuronas que no reciben aferencias sensoriales pueden ser reclutadas a

través de este circuito recurrente (Franks et al. 2011).

De manera semejante, Poo e Isaacson (2011) llevaron a cabo un estudio en el que evaluaron la
contribucion del componente asociativo de la CP en el procesamiento de los estimulos odoriferos.
La inhibicién selectiva de las fibras de asociacién de la CP por un agonista de receptores tipo
GABARB (pre-sinapticos en los axones recurrentes) permite aislar la actividad de las aferencias
sensoriales de las asociativas (intracorticales) y en consecuencia evaluar su efecto sobre la

transmision sinaptica excitatoria generada en la CP de manera independiente.

Los resultados muestran que las representaciones de los odorantes son moldeadas por las
aferencias intracorticales, a juzgar por las respuestas electrofisiol6gicas evocadas por un grupo de
odorantes (n = 8), las neuronas piramidales se dividen en dos grupos: aquellas que se encuentran
“sintonizadas” a la mayoria de los odorantes presentados (7/8) y aquellas “sintonizadas”
solamente a uno (1/8); cuando se aplica baclofen (agonista de receptores tipo GABAB), el grupo
de neuronas sintonizadas a un rango amplio de odorantes (7/8) reduce su capacidad de deteccion
a uno o dos, mientras que el grupo de neuronas sintonizadas a solamente un odorante permanece

practicamente igual (Poo e Isaacson, 2011).

Esto ultimo sugiere una influencia diferencial de las aferencias sensoriales y asociativas en la
transmision sindptica excitatoria, de tal forma que las aferencias sensoriales ejercen una mayor
influencia en las neuronas que responden con potenciales de accion a uno de ocho odorantes
presentados y las fibras de asociacién practicamente determinan el rango amplio de selectividad
para el grupo de neuronas que es capaz de responder a la mayoria de los odorantes presentados

(Poo e Isaacson, 2011).

En un trabajo del mismo afio y que utiliza un modelo semejante de inhibicién intracortical,

Suzuki y Bekkers (2011), después de llevar a cabo una caracterizacién electrofisiolégica de las
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neuronas SL y PS en la CP concluyen que las neuronas SL, ubicadas en la porcion superficial de
la segunda capa (Ila), reciben aferencias de mayor intensidad provenientes del BO, mientras que
las neuronas PS reciben aferencias de mayor intensidad por parte de otras neuronas PS y SL

(asociacion/intracorticales) (Suzuki y Bekkers, 2011).

Lo anterior sugiere que estas dos poblaciones de neuronas principales proporcionan dos “capas o
sustratos de procesamiento” sinaptico, la primera encargada de procesar la informacién sensorial
(SL) y la segunda de hacer lo propio con la informacién intracortical de asociacion (PS). Dentro
de este modelo, el procesamiento de la informacién odorifera seria de la siguiente manera; al
recibir estimulaciéon odorifera, la actividad evocada en el BO recluta -casi exclusivamente-
neuronas SL, cuya transmision sinaptica excitatoria evocaria la actividad las neuronas PS y de

otras SL (Suzuki y Bekkers, 2011).

Los reultados obtenidos en los trabajos arriba mencionados parecen poner de manifiesto que la
actividad intracortical en la CP generada por las aferencias sensoriales puede modular en gran
medida el procesamiento de informacion odorifera. Por otro lado en dos de los trabajos se
sugieren 2 grupos funcionales de neuronas que estan involucradas en etapas o aspectos distintos

del procesamiento cortical.

3. Técnicas para el estudio de la conectividad neuronal

3.1 Generalidades

A grandes rasgos, el estudio del sistema nervioso se ha enfocado en el establecimiento de los
tipos celulares que le pueblan y las conexiones entre los grupos celulares que conforman redes
neuronales; sin embargo, las relaciones funcionales entre estos componentes estan lejos de ser
bien comprendidas en muchas de las estructuras cerebrales. Por lo anterior es de vital importancia
establecer como estan interconectadas las neuronas; y para ello ha sido necesario desarrollar
técnicas que permitan visualizar poblaciones especificas de neuronas con el fin de analizar las

relaciones anatémicas y funcionales presentes en diversas areas del SNC.
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Un objetivo central del presente estudio fue establecer los sitios especificos de terminaciéon de
aferencias sensoriales e intracorticales (p. ej. GABAérgicas) sobre las neuronas principales de la
CP, lo cual fue investigado mediante dos procedimientos de marcaje técnicamente diferentes
realizados en el mismo sujeto experimental. De manera mas especifica, se combind la lesion del
BO que tiene como producto la degeneracion ortégrada de las fibras del TOL, seguido de
sacrificio y marcaje de interneuronas mediante la visualizacién inmunohistoquimica de las
terminaciones sindpticas inmunoreactivas a GABA (irGABA); mediante esta estrategia fue
posible determinar los sitios de terminacion de los botones sinapticos olfatorios y locales sobre la

neurona piramidal de la CP.

3.2 Transporte axonal de moléculas

A principio de la década de los setenta Kristensson y Olsson (1971) demostraron que la enzima
peroxidasa de rabano (HRP) podia ser transportada retrogradamente al tejido de médula espinal
tras ser inyectada intra-muscularmente. Posteriormente LaVail y LaVail (1974) hicieron lo propio
en el SNC al observar el transporte desde la retina hasta el nuicleo istmo-6ptico del pollo; la
deteccién de la actividad enzimatica de la HRP es obtenida indirectamente a través de la

visualizacion de un producto de reaccion oxidado por la enzima.

En un medio adecuado, la HRP que se encuentra unida al tejido de interés reacciona y se une con
el sustrato peroxido de hidrégeno (H202), resultando de esta unién un complejo capaz de oxidar
variadas moléculas cromégenas donadoras de hidrogenos. Los cromdgenos adquieren un color
denso en su estado oxidado y se precipitan, lo que permite su detecciébn como marcadores de la

actividad de la HRP.

La técnica histoquimica requiere la seleccion de un cromogeno adecuado: debe ser soluble en la
solucion de reaccion, debe cruzar las membranas biologicas libremente y debe tener una alta
afinidad para ser oxidado por el complejo HRP-H202. Ademas el cromogeno oxidado debe
adoptar un color que sea visible, debe formar polimeros insolubles y estables que se precipiten y

permanezcan en los sitios de oxidacion, y por ultimo no debe causar retardo alguno en la reaccion
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enzimatica de HRP para permitir la suficiente acumulacion del producto de reaccion.

En un estudio comparativo y cuantitativo, Mesulam y Rosene (1979) obtuvieron que el
cromoégeno Tetrametilbencidina (TMB) al ser utilizado en las condiciones 6ptimas de incubacion,
resulta ser el crom6geno que otorga mayor sensibilidad de deteccion a la técnica. Las razones por
las que el método de deteccién por TMB resulta ser el mas efectivo no son del todo conocidas,
pero se sabe que este es un compuesto mas soluble en lipidos que los demas (cromégenos), por lo
que su accesibilidad a la HRP a través de las vesiculas membranosas no estaria tan dificultada,
ademas esta propiedad también permite al cromégeno producir un polimero con mayor tendencia
a la precipitacion, sobre todo en medios polares; por otro lado, el producto de reaccion posee un

color azul obscuro que puede facilitar su observacién al microscopio 6ptico.

3.3 Técnicas de trazado neuronal

El surgimiento de la técnica histoquimica de HRP, ha sustituido en gran medida el estudio de las
aferencias por degeneracion retrograda, sin embargo, casi a la par han surgido otras técnicas que
utilizan trazadores de distinta naturaleza y con diferentes potenciales para el trazado de
conexiones neuronales, como los aminoacidos marcados con radiactividad, macromoléculas con
propiedades tipo lectina, neurotransmisores, nucleosidos y recientemente trazadores de origen

viral (Mesulam, 1982).

Entre las moléculas con propiedades de lectina (toxina tetanica, toxina del colera, factor de
crecimiento nervioso), destaca la aglutinina de germen de trigo (WGA), pues se une de manera
especifica a componentes membranales (N-acetil-D-glucosamina, N-acetilneuraminico). De tal
forma que, al unir covalentemente HRP con WGA, la incorporacion de la HRP a las neuronas de
interés serd mas especifica por dos razones: 1) la probabilidad de la incorporaciéon de HRP se
incrementa por la afinidad que posee la WGA a componentes membranales y 2) en cada evento
de captura es posible que se incorpore mas de una molécula de HRP, esto debido a que, al
momento de preparar el conjugado HRP-WGA se pueden producir complejos que contengan mas

de una molécula de HRP por cada una de WGA (Mesulam, 1982).
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Destaca también, otro tipo de trazadores que otorgan un alto valor informativo y que son de
origen viral. La especificidad neuronal y el conocimiento de las propiedades virales, en especial
su ciclo de replicacién le confieren a esta técnica de marcaje una enorme precisién, ya que los
virus son incorporados y transportados retrogradamente y de manera transneuronal incluso en
relevos sinapticos de tercer orden en funcién del periodo de sobrevivencia entre la inoculacion y
el sacrificio. Otra propiedad por la que el virus puede ser detectado en neuronas alejadas del sitio
de inyeccién es que poseen una capacidad auto-amplificadora, es decir, tienen la capacidad de
replicarse dentro de su contenedor (neurona) y asi continuar haciéndolo de manera secuencial en

la neurona sucesiva (Morcuende et al. 2002).

Actualmente se tienen a disposicion dos clases de virus para el estudio de la conectividad
neuronal, aquéllos derivados de los alfa-herpesvirus (virus del Herpes, virus de la pseudo-rabia) y
los denominados rhabdovirus (virus de la rabia). Existen variadas diferencias entre las dos clases
de virus mencionadas; pero destaca que los alfa-herpesvirus provocan degeneraciéon neuronal y
en ocasiones pueden producir falsos positivos, mientras que el virus de la rabia (rhabdovirus) es
el tnico trazador que es transportado en direccion retrograda, de manera transneuronal y sin

afectar en lo mas minimo el metabolismo neuronal (Ugolini, 2009).

La capacidad secretoria que poseen las neuronas les permite incorporar elementos de su entorno
extracelular y transportarlos a los sitios de liberacion (transporte axonal de moléculas), permite
identificar poblaciones especificas neuronales y sus conexiones sinapticas. En efecto,
aminoacidos depositados en el entorno inmediato del soma son rapidamente incorporados al
citoplasma y utilizados para sintesis, entre otras proteinas, de los neurotransmisores. La
translocacion y acumulacion sucesiva de éstos en los botones pre-sinapticos durante el proceso de
neurosecrecion, permitirian el marcaje anterégrado. En efecto, la aplicacion de inyecciones
minutas de aminoacidos marcados con is6topos y su acumulacion posterior en los sitios de
conexién presuntiva, y la deteccién de éstos mediante autorradiografia, permiten inferir un
vinculo mono-sinaptico. Esta técnica, perfeccionada en la década de los 70, permiti6 confirmar o,

frecuentemente, corregir la conectividad de un enorme nimero de areas y nucleos en el SNC
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3.4 Degeneracion de botones sinapticos.

Se sabe que la lesion accidental o experimental de un grupo de neuronas, es seguida de un
proceso dinamico y predecible de degeneracién que progresa centrifugamente, desde el soma
hasta la(s) sinapsis (Brodal, 1980). Dicho proceso se conoce como degeneracién ortégrada (DO)
o anterdgrada y en periodos cortos de sobrevivencia al dafio, usualmente de dos a tres dias,
permite inferir el primer relevo sindptico y, por ende, la localizacién de la primera y segunda

neurona del circuito estudiado.

Para poder estudiar los relevos sinapticos de las neuronas involucradas en el proceso de
degeneracion, es preciso observar las preparaciones al microscopio electrénico, ya que es la
mejor forma de observar directamente las especializaciones sinapticas, tal y como lo documenta
el estudio realizado por Gray y Hamlyn (1962), quiénes determinaron los cambios sufridos por

axones, terminales sinapticas y glia del tectum de pollo posteriores a la seccion del nervio optico.

En efecto, el dafio letal de las neuronas es seguido por un proceso de degeneracion sinaptica, en
el que se destaca la desapariciéon de sus vesiculas dentro de los primeros 8 dias, la
desorganizacién de las mitocondrias, una acumulacién conspicua de neurofilamentos dentro del
citoplasma pre-sinaptico y en periodos mas prolongados de sobrevida la porcion pre-sinaptica es
internalizada por los astrocitos, o bien desaparece, quedando en su lugar procesos gliales. En
conjunto estas caracteristicas le otorgan a la terminal degenerada una apariencia electrén-densa al

observarla al microscopio electronico (Gray y Hamlyn, 1962).

En breve, las alteraciones estructurales subsecuentes al dafio del soma, o bien, del axén, y su
identificacion permite establecer su conectividad terminal, sin embargo, se deben tomar en cuenta
las siguientes consideraciones cuando se llevan a cabo estudios de conectividad sinaptica basada

en los cambios degenerativos (Ebbesson, 1970):

* Se deben poder diferenciar los axones que estan sufriendo degeneracién de los que no.

* Se debe poder determinar si todos los axones o solamente una porcion de los que han
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sufrido degeneracion estan tefiidos o son observables.
» Es preciso diferenciar entre los botones sinapticos y otras estructuras.

e Para poder afirmar con seguridad que un botén en proceso de degeneracién estaba
haciendo contacto sinaptico con otra neurona se deben poder observar las estructuras

post-sinapticas.

En ocasiones se han intentado demostrar los cambios degenerativos en base a tinciones de
neurofilamentos, pues se ha observado en diversas preparaciones que éstos sufren cambios
evidentes en terminales sinapticas, sin embargo, también se debe tomar en cuenta dos aspectos

importantes:

* Cuando los procesos degenerativos son demostrados exitosamente con técnicas de tincion
para neurofilamentos, esto se debe a que algunos componentes de la neurona
(neurofilamentos) presentan cambios conspicuos en las terminaciones sinapticas y en
otros sitios axénicos no sinadpticos, pero existen otros casos en los que no se observa esta
modificacién en ningin lugar del axon. Esto demuestra que los proecsos degenerativos
nos son homogéneos a través del sistema nervioso.

* Los métodos basados en tinciones de neurofilamentos distinguen estructuras sindpticas

degeneradas en raras ocasiones.

4. Integracion sinaptica

4.1 Generalidades

En su articulo de 1967, Wilfrid Rall proponia que “...en particular, un modelo tedrico que permita
manipular el tiempo y el transcurso de las entradas sinapticas, ademas de la localizacion somato-
dendritica de las mismas, haria posible el estudio del efecto que tienen estas dos caracteristicas de
entrada sindptica sobre la forma del potencial sinaptico producido...”. Sugiri6 algunos puntos a
considerar para modelar las propiedades eléctricas pasivas de las dendritas, y para ello utilizo tres
parametros de la teoria del cable; resistencia axial (ri), que es la resistencia al flujo de corriente

ionica a través de un axén o dendrita (disminuye si aumenta el radio del proceso neuronal y

20



aumenta en proporcion con la distancia), capacitancia de membrana (Cm), que se refiere a la
capacidad que tiene la membrana de separar y almacenar carga (aumenta en funcién del area
membranal) y conductancia de membrana (Gm) que representa la suma de todas las conductancias

ionicas de la membrana (es el reciproco de la resistencia).

El flujo de corriente sindptica a través de la conductancia de membrana (Gm) y capacitancia de la
misma (Cm) produce un cambio en el potencial de membrana que depende de la geometria de la
neurona y de las tres propiedades de cable que se han manifestado. La resistencia axial provoca
una fuga en el voltaje entre el sitio de sinapsis y el soma (la zona de integracion de los estimulos),
por lo tanto, el “filtrado” que sufren las entradas sindpticas distales (p. ej. en dendritas distales)
provocaria un PEPS de menor amplitud en el soma y a la vez un tiempo mayor en la integracion
temporal del mismo. Los andlisis teéricos de Rall sugerian que las sinapsis serian identificadas
funcionalmente en base a su localizacién dendritica y que el impacto de sinapsis individuales

disminuiria conforme maés alejadas estuvieran del soma (Rall, 1967).

4.2 Sumacion espacial y temporal de entradas sinapticas

El efecto del lugar de entrada sindptica sobre la generacion de potenciales de accién ha sido
estudiado principalmente en el hipocampo, neocorteza y motoneuronas de la médula espinal, la
evidencia acumulada hasta ahora indica que las caracteristicas de la integracion sinaptica son

practicamente independientes de la localizacion del estimulo (sinapsis).

En uno de los primeros estudios, Andersen et al. (1980) concluyeron que las sinapsis distales y
proximales establecidas por las colaterales de Schaffer pueden provocar patrones de disparo muy
similares en las neuronas piramidales de CA1l. El grupo de Magee ha hecho registros duales de
patch-clamp en los que han podido determinar que la amplitud del potencial excitatorio post-
sinaptico (PEPS) registrado en el sitio dendritico de estimulacién sufre un aumento de tres o
cuatro veces -al ser registrado en el soma- en funcién de la distancia de la sinapsis al sitio de

integracion (Magee, 2000).
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Estos datos indican que la amplitud local de un PEPS aumenta lo suficiente como para
contrarrestar lo efectos de “filtrado”, por lo que cualquier entrada sinaptica distribuida en un sitio
cualesquiera de la dendrita presentara un PEPS de amplitud similar en el soma. Debido a que casi
cualquier PEPS dura aproximadamente lo mismo en las neuronas de CA1, la sumacion temporal

de los mismos en el soma es virtualmente independiente de la localizacion de la sinapsis.

En contraste con la amplitud de PEPS's unitarios y la sumacion temporal, se ha observado una
ligera dependencia en cuanto a la localizacion de la sinapsis para llevar a cabo la sumacién
espacial en las neuronas piramidales de CA1. Al utilizar glutamato liberado iontoforéticamente,
Cash y Yuste (1999) han demostrado que cuando se aplican dos estimulos en regiones distintas
del arbol dendritico apical, la sumacién espacial de dichos estimulos es menor a la sumacién
linear esperada por los dos eventos independientes; dicha “sub-linearidad” fue observada

solamente para estimulos distales y desaparece tras aplicar estimulacion repetida.

El impacto de los canales dendriticos en la forma y la sumacién de los PEPS's unitarios de
neuronas piramidales se ha estudiado en cierto grado y se conoce que en intervalos de tiempo
cortos (0-5 ms) la sumacién de dos estimulos temporalmente cercanos entre si parece ser linear o
incluso supralinear, mientras que en intervalos de tiempo mas grandes (95-100ms) la sumacion

parece ser sublinear.

La aplicacién de ciertos farmacos modifica estos comportamientos; al aplicar antagonistas de los
canales dependientes de voltaje de Na+, Ca++, y NMDA la sumacion supralinear disminuye o
desaparece, mientras que si se aplican inhibidores de los canales de K+ y K+ activados por
despolarizacion la sumacion sublinear disminuye, también se ha determinado que la capacidad de
cualquier sinapsis de ser sumada de manera supralinear es facilitada por la estimulacion repetida,
por tal motivo los ultimos PEPS's de un tren de estimulacion seran de mayor amplitud y tendran
mas posibilidades de generar espigas dendriticas. En neuronas piramidales de CA1 esto se debe a
que durante el tren de estimulacion los canales dependientes de voltaje de K+ tipo A se

encuentran desactivados (Magee, 2000).
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En practicamente todas las dendritas de mamiferos estudiadas hasta ahora se han encontrado
canales ionicos dependientes de voltaje (propiedades activas), aunque la distribucion de éstos en
regiones sub-celulares es particular a cada neurona, las corrientes conducidas por estos canales
son importantes para las propiedades integrativas. También se ha demostrado que los canales
ionicos dependientes de voltaje ubicados en las dendritas permiten que potenciales de accion
generados en el axén puedan viajar de manera retrograda, en donde pueden sumarse con nuevas
entradas sinapticas. Esta “electrogénesis” dendritica puede afectar en gran medida la integracién
de potenciales sinapticos distales, como los que son recibidos en las dendritas distales de
neuronas piramidales neocorticales de la capa V (Magee, 2000) y como ocurre de manera similar

en la CP.

Para examinar si la amplitud de los PEPS's somaticos depende del lugar de la entrada pre-
sinaptica, Williams y Stuart (2002) llevaron a cabo registros de PEPS's unitarios entre neuronas
piramidales de capa II/IIl y V; los analisis de los resultados indican que la amplitud de los PEPS's
unitarios en el soma declina de manera exponencial conforme la entrada sindptica se aleja del
sitio integrador (soma). De manera inesperada se observo que las propiedades dinamicas de los
PEPS's unitarios presentan una dependencia sobre el lugar de entrada sindptica, ya que en
dendritas distales se presentd el fendmeno de depresiéon por pulsos pareados, mientras que los

PEPS's unitarios en dendritas proximales no presentaron esta caracteristica.

La disminucion dendro-somatica (40x) del voltaje en PEPS's distales -que no puede ser
compensada por el aumento de ~4 veces en la amplitud de sinapticos distales- sugiere que este
tipo de estimulos (distales) no representan un efecto mayor sobre la tasa de disparo de la neurona.
Sin embargo, la observacion de que en las regiones apicales de las dendritas se generan rafagas
dependientes de Na+ y Ca++ motivo a los autores a postular que los PEPS's distales solo pueden
afectar la tasa de disparo de la neurona a través de la generacién de espigas dendriticas. Para
probar esta hipotesis se generaron PEPS's artificiales en zonas proximales y distales sin aplicar
bloqueadores para el canal In (corriente cationica activada por hiperpolarizacion) (Williams y

Stuart, 2002).
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Las espigas dendriticas fueron evocadas solamente cuando 2 PEPS's artificiales coincidieron
temporalmente o cuando la separacién -temporal- entre los dos estimulos fue menor o igual a 5
ms; las espigas se propagaron al soma para generar potenciales de accién y en promedio siempre
generaron un mayor numero de potenciales de accién que los que son producidos al estimular en

las mismas condiciones el soma (Williams y Stuart, 2002).

Finalmente, Tamas et al. (2002) registraron simultaneamente tres neuronas neocorticales in vitro,
con el objetivo de investigar el efecto que tienen dos entradas sinapticas (hechas por neuronas
diferentes) convergentes sobre la sumacién de las mismas por la neurona post-sinaptica en
comun. Los resultados mostraron que cuando las entradas sinapticas coincidentes (ya sean
excitatorias o inhibitorias) se encuentran disgregadas en los dominios somato-dendriticos ocurre
una sumacion linear de los mismos, tanto en neuronas piramidales como en neuronas
GABAérgicas, por otro lado, si las entradas sinapticas son cercanas entre si, ocurre una sumacion

sublinear.

Estos resultados llevaron a los investigadores a proponer que cuando hay pocas entradas
sinapticas activas, las operaciones llevadas a cabo por la neurona post-sinaptica presentan una
integracion linear, preservando asi la informacién otorgada por cada sinapsis, mientras que
cuando existen muchas sinapsis activas y cercanas entre si, las neuronas integran la informacion

de manera sublinear, confiriendo un “menor peso” a estas dltimas (Tamas et al. 2002).

En un estudio subsecuente, Tamas y Szabadics (2004) registraron las respuestas
electrofisiolégicas de neuronas piramidales a entradas sindpticas unitarias establecidas en el
segmento inicial del axén (SI) y determinaron la posiciéon y el nimero de contactos hechos por
cada neurona pre-sinaptica (axo-axonica); de acuerdo a lo establecido por ese mismo grupo
recientemente (ver arriba), se observé que la sumacion de potenciales inhibitorios post-sinapticos

(PIPS) ocurre de manera sublinear.
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4.3 Integracion sinaptica en la CP

En el 2009, el grupo de Bathellier llevo a cabo registros simultaneos en la modalidad de “patch-
clamp” en soma y dendritas junto con estimulacion extracelular minima de las fibras del TOL
para investigar las propiedades integrativas de la CPa sobre las entradas sensoriales. De manera
particular, los registros fueron hechos en las tres clases de neuronas principales identificadas en la
CP. Los datos obtenidos muestran que las dendritas apicales de neuronas piramidales y
semilunares presentan propagacion retrégrada de los potenciales de accion, entrada de Ca++ y
espigas dendriticas locales. A diferencia de otras neuronas piramidales de mamifero, las espigas
dendriticas generadas en la capa Ia tienen un efecto despreciable sobre el disparo de las neuronas,
sin embargo, las espigas dendriticas en regiones mas proximales (capa Ib) si contribuyen a la

generacion de potenciales de accion (Fig. 18).

Se ha visto que la presencia de espigas locales (Calcio, Sodio o dependientes de NMDA) controla
los procesos integrativos en otras neuronas corticales, lo que sugiere que existe un segregacion
funcional de la integracién sinaptica en los arboles dendriticos de la mayoria de las neuronas
corticales; por ello se resalta la importancia de los conjuntos de sinapsis establecidos en
determinadas regiones espaciales de la neurona (convergencia de entradas sinapticas funcional y
espacialmente similares). En el caso de las neuronas de la CP parece no haber eventos
regenerativos (en compartimientos subcelulares activos) que contribuyan con la generacion de
potenciales de accién y parece ser que estas neuronas no reciben contactos sinapticos

coincidentes, tanto espacial como temporalmente (Bathellier et al. 2009).

Los estudios computacionales han sugerido a las neuronas que presentan espigas dendriticas
como un sistema analogo a una bicapa de procesamiento informativo. Por otro lado, los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que una red neuronal cuyas células presentan un
unico umbral de respuesta o activacién puede ser suficiente para llevar a cabo las operaciones
informaticas necesarias para la discriminacion de odorantes. En la discusion, los autores
comentan que por la relacion que existe entre el arreglo “compacto” de las dendritas apicales y la

pérdida de corriente a lo largo de las mismas, el efecto de las entradas sinapticas tiende a ser
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practicamente independiente de los lugares donde se establezcan las mismas y que la generacion
de potenciales de accién es mas eficiente cuando las neuronas reciben entradas sinapticas

distribuidas a lo largo del arbol dendritico distal (Bathellier et al. 2009).

De tal forma que proponen lo siguiente; entre el 10 y 20% del total de espinas dendriticas
apicales (de neuronas piramidales y semilunares) deben ser activadas para alcanzar el umbral de
disparo de una neurona cuyo potencial de membrana tiene un valor de -75 mv, esto quiere decir
que se necesitarian ~30-40 fibras provenientes del LOT para “activar” a una neurona piramidal.
La excepcidn la constituyen las neuronas semilunares, que solo requeririan estimulacion por parte
~10 aferentes sensoriales para generar potenciales de acciéon (Bathellier et al. 2009), esta

sugerencia es consistente con los datos obtenidos por Suzuki y Bekkers en el 2011.

I11. Justificacion

Es claro que el SNC en general y la corteza cerebral en particular, decodifican estimulos
ambientales y de otros centros nerviosos interrelacionados estructural y funcionalmente para la
emision de respuestas de adaptacién que condicionan la viabilidad del sujeto. El sistema olfativo
representa uno de los organos de relacion directamente involucrados con la identificacion de
alimentos, reconocimiento de congéneres y depredadores, procesos sustantivos en la
conservacion y reproduccién de las especies, por lo que el estudio de la via olfatoria es vital para
la obtencién de datos que proporcionen informacion acerca del procesamiento y la integraciéon de

estimulos sensoriales.

Este proyecto de investigacién basica se enfoco en la continuacion de una sucesién de estudios
relacionados con la estructura celular del sistema nervioso de los mamiferos (Larriva-Sahd, 2008;
Paredes y Larriva-Sahd, 2010) y expandirlos al estudio de su conectividad. Para llevar a cabo este
estudio, se desarrollé un procedimiento que combina dos maniobras experimentales para obtener
la caracterizacion topografica de las aferencias bulbares e intrinsecas (interneuronas) sobre las

células piramidales de la CP.
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El estudio secuencial de poblaciones novedosas en el SNC mediante el disefio, implementacion y
uso de técnicas actuales de inmunohistoquimica e inmuno-electron-microscopia reviste especial
interés e impacto en el campo general de la neurobiologia. Es en base a este tipo de estudios que
se determinara la circuiteria del sistema nervioso. En la CP, al igual que en la neocorteza, las
neuronas piramidales constituyen la célula de respuesta o eferente. A diferencia de ésta y del
hipocampo (arquicorteza), en que se conoce la distribucién topografica de aferencias sobre sus
neuronas piramidales, el sitio de terminacion de las fibras olfatorias e interneuronas sobre la

neurona piramidal es en buena medida desconocido.

Relevante para el estudio a realizar son las observaciones de Johnson et al. (2000), ya que
demuestran que las células piramidales de la CP emiten fibras colaterales practicamente a todo el
hemisferio al que corresponden, incluyendo areas corticales y sub-corticales relacionadas con el
procesamiento olfativo. Esto sugiere que la CP establece nexos funcionales reciprocos con areas
corticales de integracion sensorial y con areas sub-corticales que le imprimen al estimulo
caracteriticas emocionales, de memoria y de toma de decisiones (Schoenbaum y Eichenbaum,
1995). El conocimiento de las influencias sinapticas que recibe la célula piramidal y la topografia
de éstas, son una aproximacion preliminar, pero necesaria para el eventual establecimiento de la

fisiologia de la corteza olfatoria primaria.

IV. Hipétesis
La distribucion de las aferencias olfatorias e intrinsecas en las diferentes partes de la neurona

piramidal de la corteza olfatoria primaria esta en funcion de su sitio de origen.

V. Objetivos

Para el desarrollo de este proyecto, se propuso como objetivo general la utilizacion de una técnica
que combina degeneracion anterograda e inmunohistoquimica para establecer el patrén de
distribucion de las aferencias sensoriales e intrinsecas sobre la neurona piramidal de la CP. De
manera especifica, combinamos de manera sucesiva, en un mismo sujeto, dos maniobras

experimentales de marcaje, como sigue:
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* Degeneracion anterograda en los axones de las neuronas principales (mitrales y
empenachadas) del BO mediante lesiones eclectroliticas de la corteza bulbar.
* Inmunohistoquimica dirigida al neurotransmisor GABA en tejidos de CP provenientes de

ratas con lesion electrolitica.

Los objetivos particulares arriba mencionados permitieron obtener informacién acerca de la
distribucién topografica de las aferencias olfativas/sensoriales (BO) e intrinsecas (CP,

inmunoreactivas a GABA) en las neuronas piramidales de la capa II de la corteza piriforme.

VI.Material y Métodos

1. Sujetos experimentales
Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos bioéticos del Instituto
de Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México para el uso de animales
experimentales, de acuerdo con las normas estipuladas en la “Guide for care and use of

laboratory animals” del NIH (1996).

Los experimentos se realizaron en 31 ratas albinas (cepa Wistar) cuya edad fue de 10 semanas,
sexo masculino y un peso de entre 390 y 400 gramos. De las 31 ratas usadas, 16 fueron utilizadas
con la poca fortuna de no haber podido observar sus tejidos de CP en el ME, esto ocurri6 por
varias razones; el proceso de aprendizaje para llevar a cabo la lesion en el estereotaxico, el
proceso de aprendizaje de perfusion, la estandarizaciéon de la inmunohistoquimica pre-inclusion
(cuya técnica recién fue introducida al laboratorio) e incluso algunos animales que murieron

durante la cirugia.

Otras 5 ratas fueron sacrificadas y perfundidas con el tinico propésito de observar la estructura de
la CP en tejidos intactos (control), este grupo fue ampliado con 2 sujetos mas pero en condiciones
ligeramente distintas, es decir, se hizo cirugia estereotaxica con el objetivo incial de lesionar el
BO, sin embargo, la lesion no fue bien dirigida y ain asi el animal fue sacrificado y su tejido de

CP procesado para observacion en el ME (sin inmunohistoquimica). Las 8 ratas restantes de las
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31 utilizadas fueron sometidas a las dos maniobras experimentales (lesion del BO e

inmunohistoquimica), seguidas de sacrificio por perfusion intravascular.

De cada una de las ratas cuyos tejidos fueron observados en el ME, se obtuvieron entre 10 y 15
bloques de epon con contenido cortical y de cada bloque se obtuvieron de 2 a 3 rejillas de cortes
finos, en cada una de las rejillas se obtienen ~15 cortes. En las ocasiones en las que se llevaron a
cabo observaciones en cortes seriados, éstos fueron obtenidos en rejillas especiales con forma de
dona, cuyo orificio esta hueco, a estas rejillas se les aplico un polimero (formvar) que sirvié de
sostén a los cortes seriados; la utilizacién de estas rejillas evita que los “barrotes” de las rejillas
comunes impidan el seguimiento de estructuras a través de varios cortes. Las series de cortes
podian ser de 20 hasta 80 cortes. Las reconstrucciones tridimensionales fueron hechas con la

ayuda del software de acceso libre RECONSTRUCT.

Finalmente, dentro de los 5 animales intactos usados para estudiar el neuropilo de la CP en
condiciones no experimentales, se obtuevieron cortes finos de 3 de ellos para llevar a cabo conteo
de sinapsis en la capa II de la CP. Para cada animal se capturaron ~50 micrografias que contenian
-c/u- alrededor de 784 pm de tejido y se obtuvo el porcentaje relativo de los tipos de sinapsis
observadas (axo-espinosa, axo-dendritica y axo-somatica)L.as observaciones se realizaron en un

microscopio electronico Jeol 1010.

2. Doble Marcaje
Tras provocar una lesion electrolitica en el BO, se obtuvieron rebanadas parasagitales del
encéfalo que contenian a la CP, y éstas fueron sometidas a un tratamiento inmunohistoquimico

seguido de procesamiento, corte y observacion mediante microscopia electronica de transmision

(Larriva-Sahd et al. 1985; Larriva-Sahd, 2008).

2.2 Degeneracion Ortégrada.
Con el objeto de provocar degeneraciéon ortograda del TOL se hicieron lesiones electroliticas
(30mAmp durante 30 segundos) en el BO principal de ratas Wistar macho de 10 semanas de edad

(390-400 g.) mediante cirugia esterotaxica (8.3 mm de bregma; 0.9mm, y 1.5mm;
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anteroposterior, lateral y vertical, respectivamente) (Paxinos y Watson, 1982). El sacrificio se
llevé a cabo a las 72 horas mediante perfusion intravascular con aldehidos (PFA 4%,
Glutaraldehido 2.5% en buffer de fosfatos 0.15 M), seguido de un periodo de ~2 hrs. de post-
fijacion. Posteriormente, los encéfalos fueron crio-protegidos con inmersion en sacarosa en

concentraciones de 10%, 20% y 30%.

Para confirmar el sitio de lesién se obtuvieron los BO's de animales lesionados, se incluyeron en
Tissue-tek (polimero) y se cortaron en un criostato; los bulbos fueron orientados para obtener
cortes coronales de 40 pm de grosor. Después de llevar a cabo un proceso de deshidratacion con
alcoholes en concentraciones ascendentes, los tejidos son tefiidos con violeta de cresilo y
observados al microscopio para determinar el sitio y la extensiéon de la lesion electrolitica en BO

(ver resultados).

2.3 Inmunohistoquimica
Se llevo a cabo por el método de pre-inclusion. Pre-inclusion (Larriva-Sahd et al. 1986); Los
encéfalos sin BO's y cuya lesion en la capa mitral fue confirmada (Fig. 3) fueron sumergidos en
Nitrogeno liquido durante 15 segundos, posteriormente se obtuvieron cortes de 50 pm en
orientacion sagital y éstos fueron sometidos a un proceso de inmunohistoquimica por flotacion

de la siguiente manera:

e Lavar durante 1 a 2 horas o durante toda la noche en PBS.

* Tratar los tejidos con borohidruro de Sodio al 1% en PBS 0.1 M, a temperatura ambiente

durante 30 minutos y en rotacion.
* Lavar los tejidos 2 veces (media hora cada vez) en PBS 0.1M, en rotacion.
* Incubar en BSA al 1% en PBS durante 2 horas en rotacion.

* Incubar el anticuerpo primario durante toda la noche a temperatura ambiente y en
rotacion. GAD 65 (1:1000), GABA (1:2000).
» Lavar 3 veces con PBS (5 minutos cada vez) en rotacion.

* Incubar durante dos horas con el anticuerpo biotinilado IgG en cabra anti-conejo (1:2000
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y 1:3000) y mantener en rotacion.

* Preparar el kit ABC media hora antes de usarlo.

» Lavar 3 veces con PBS (10 minutos cada vez) en rotacion.

* Incubar con el kit ABC durante dos horas en rotacion (5ml PBS + 1 gota de A + 1 gota de
B).

* Lavar 3 veces con tris 0.05 M pH 7.5 (10 minutos cada vez) en rotacion.

* Incubar en DAB por 7 minutos a temperatura ambiente (2.5 ml de agua destilada + 1 gota
de buffer + 2 gotas de DAB + 1 gota de agua oxigenada) en rotacion.

* Lavar 3 veces con PBS (10 minutos cada vez) en rotacion.

* Obtener los bloques para la microscopia electrénica.

2.4 Inclusion en resinas epoxicas
Una vez obtenidos los bloques de tejido para la inclusiéon en resinas epodxicas, éstos son
fotografiados bajo el microscopio Optico con el fin de observar la distribucion de la
inmunoreactividad en cada bloque (ver resultados). El proceso de inclusion es el siguiente; los
bloques de tejido son post-fijados en glutaradehido al 3% en PBS 0.1 M por quince minutos, en
tetrabxido de Osmio al 1% durante media hora (PBS 0.1 M) y son contrastados con acetato de

Uranilo acuoso al 2% durante 15 minutos.

La deshidratacion de los mismos es con acetona en concentraciones ascendentes (60%, 70%,
80%, 90% y 3x100%) de 10 minutos cada una, los tejidos son incubados toda la noche en epon
final y acetona (1:1) y la mafiana siguiente se afiade otra parte de acetona (2:1). Finalmente, los
bloques de tejido son colocados en un molde al que se le afnadira el epon final en estado liquido,

la polimerizacion se lleva a cabo en una estufa a 60 °C por 24 hrs.

2.5 Microscopia electronica
Los cortes para ME fueron obtenidos en un ultramicrotomo; al estar polimerizado el bloque que
contiene el tejido éste es rebajado a mano con una navaja para moldear la superficie de corte a

manera de trapecio (piramide), después el bloque es montado y cortado con una cuchilla de
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vidrio. Primero se obtuvieron cortes semi-finos con un grosor de ~500-600 nm, éstos fueron
montados en un porta-objetos y tefiidos con azul de toluidina para observar al microscopio de luz
y definir la regién del bloque que se observo con el microscopio electrénico (ver resultados). La
piramide moldeada en un principio fue rebajada nuevamente para reducir la superficie de corte de
manera que ésta se limite solamente a la region que se quiere observar. Se obtuvieron cortes finos
con un grosor aproximado de 70-90 nm, éstos fueron montados en una rejilla de niquel y

contrastados con acetato de Uranilo (10 min.) y citrato de Plomo (10 min.)

2.6 Interpretacion del doble marcaje.
La observacion a nivel del microscopio electronico (ME) de especimenes procesados con la doble
técnica permitié identificar en una misma preparacion las terminales degeneradas procedentes del
BO y las de interneuronas GABAérgicas por su inmunoreactividad a los anticuerpos contra GAD
y GABA. Los sitios de terminacion de los axones cuyas neuronas se alojan en el area lesionada,
se evidencian por cambios degenerativos consistentes en incremento en la densidad electrénica,

retraccion, vesiculacién y/o degeneracién neurofibrilar.

Adicionalmente, la visualizacion inmunohistoquimica de las sinapsis GABAérgicas
(inmunopositivas a GAD 65/67 y GABA) permitio establecer la distribucion de éstas en la
neurona piramidal. Los sitios especificos de terminacion de interneuronas y de las aferencias del
BO (degeneracion ortograda) se determinaron seleccionado previamente al microscopio de luz las

areas que tuviesen neuronas piramidales (capa II de CP).

La identificacion de las neuronas piramidales al microscopio electrénico es posible de inferir, ya
que las neuronas que se encuentran en la capa II y que no presentan inmuno-reactividad al
neurotransmisor GABA tienen grandes probabilidades de ser neuronas glutamatérgicas
(piramidales o semilunares, ambas de proyeccién). Las observaciones hechas en cortes seriados
fue una herramienta con la que se pudo conocer la identidad de las neuronas de proyeccion, pues
permite determinar las caracteristicas ultraestructurales a lo largo del eje z. Esto dltimo permite
obtener mayor informacion acerca de las neuronas observadas, como su tamafio aproximado,

caracteristicas citoplasmicas o incluso la formacion de mielina sobre el SI de un axo6n; en
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conjunto estos atributos permitieron diferenciar a las neuronas de proyeccion de las locales.
Las observaciones al ME permitieron establecer la presencia de elementos marcados (ver arriba)

y, en su caso, de las aferencias a lo largo del soma y dendritas de la célula piramidal.

VII. Resultados
1.1 Doble marcaje en la CP

Para poder obtener cortes finos con el doble marcaje y observarlos al ME, en primera instancia
fue necesario confirmar que la lesion electrolitica fue dirigida a la zona deseada (p. ej. corteza
bulbar), por tal motivo, los bulbos de los animales lesionados fueron separados y procesados de
manera independiente al resto del encéfalo para llevar a cabo un proceso histologico (ya descrito
en la seccién de métodos) que permitiera observar el sitio afectado en el BO. La figura 4 esta
compuesta por una serie de fotografias representativas de las lesiones hechas en 8 ratas y también

se presenta la histologia de animales intactos por razones comparativas.

...-t_h: E i E g - IV

Figura 4. Tincién de Nissl (violeta de cresilo) en la que se muestran fotografias de cortes coronales de BO intacto (paneles
superiores) y cortes de la lesién electrolitica (paneles inferiores) a lo largo del eje anteroposterior del BO (A-P), las flechas
seflalan la region tisular dafiada por efecto de la lesion. Barra de medida: 1mm

Una vez que se determing el sitio del dafio tisular, los encéfalos de los animales cuya lesién fue
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confirmada fueron procesados por inmunohistoquimica dirigida al neurotransmisor GABA o
GAD 65/67. La inmuno fue hecha en flotacién y de los encéfalos procesados (rebanadas de 40
pm) se obtuvieron y fotografiaron bloques que contenian CP inmunoreactiva al neurotransmisor
GABA. Posterior a la inclusion en epon, se obtuvieron cortes semi-finos que pueden ser
comparados con las fotos del mismo bloque tomadas en fresco; finalmente, del corte semi-fino se
delimit6 con una navaja una regiéon de interés mediante la confeccion de una “piramide”
(trapecio) muy pequefia, los cortes finos son obtenidos de dicha regién previamente observada en

el microscopio de luz (Fig. 5).

Figura 5. Proceso de obtenciéon de cortes finos para ME. a. Fotografia de un bloque de CP ir a GABA previo a la inclusién.
Escala de medida: 0.5 mm b. Corte semi-fino del mismo bloque que en a (regién delimitada) tefiido con toluidina en donde se
observa la ir a GABA. Escala de medida: 50 pm c¢. Un mayor acercamiento que en b, permite obervar con claridad los somas
inmunoreactivos a GABA, ademas se representa la zona que sera obtenida por el corte fino, el asterisco sefiala un capilar que
sirve de referencia en los tres cortes; todos los cortes fueron obtenidos en orientacion sagital. Escala de medida: 35 pm

Los cortes finos obtenidos fueron observados al ME, en donde se confirmé que la lesiéon del BO
produce cambios degenerativos conspicuos (Fig. 6 a y b) en las terminales axo6nicas de las fibras
que conforman el TOL, dichos cambios consisten en retraccion, fragmentacion membranal y en

la asociacién de los botones degenerados con procesos gliales (astrocitos).
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Destaca de manera importante, que los axones de las neuronas de proyeccién del BO emiten
colaterales a lo largo de la corteza olfativa primaria y los resultados obtenidos permiten confirmar
la presencia de las aferencias provenientes del BO (botones degenerados) en regiones profundas

de la CP, particularmente en la capa II de la misma.
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Figura 6. Micrografia que confirma que la lesién de la capa mitral del BO provoca la degeneracién de terminales de neuronas
mitrales en la CP. En a se observan 2 terminales en proceso de degeneracion (flechas), el botén denotado con la flecha blanca se
presenta a un aumento mayor en b.

Por otro lado, fue posible llevar a cabo la identificacién de la inmunoreactividad a GABA en los
somas y procesos neuronales a nivel ultra-estructural (Fig. 7). El marcaje que se observa en la
micrografia es especifico, pues se encuentra delimitado en regiones circunscritas (procesos
neuronales). La exitosa identificacion de las aferencias provenientes del BO y de las generadas en
la propia CP (GABAGérgicas) permitieron determinar la distribucién de las mismas sobre las

distintas regiones de las neuronas piramidales de la CP (soma, dendritas proximales, axéon).

35



B : s o T - g
S o : R R e s
Figura 7. En el panel se muestran imagenes de un soma y dos procesos neuronales inmunoreactivos a GABA. En a se observan
dos cuerpos neuronales adyacentes, el de la derecha presenta inmuno-reactividad ante GABA y el de la izquierda no. En b se
muestran dos procesos neuronales adyacentes, en este caso el de la izquierda (rojo) es inmuno-reactivo a GABA y el de la derecha
no (café).

1.2 Distribucion de las aferencias olfatorias e intrinsecas en la CP

Como se ha mencionado, las células mitrales y/o empenachadas conducen la informacion
-procesada localmente- de los estimulos sensoriales a las dareas corticales olfativas

correspondientes por medio de la emision de fibras colaterales derivadas del TOL.

La distribucion de las mismas y de las interacciones sinapticas que llevan a cabo con las
poblaciones neuronales de la CP son en gran medida desconocidas, aqui se reporta que las fibras
colaterales emanadas del TOL no estan restringidas a la porcion superficial de la primera capa

(Ia) y se encuentran asociadas a cuerpos neuronales ubicados en la capa II (Fig. 8).

Esta observacion contrasta con el modelo de conectividad “candnico” establecido para la CP que
fue propuesto en los afios setenta (Price, 1973) y hasta la fecha no se ha debatido, pues en todos
los trabajos recientes se afirma que las aferencias provenientes del BO solamente hacen contactos
sinapticos con las dendritas distales de neuronas piramidales en la capa Ia (Bathellier et al. 2009;

Poo e Isaacson 2009; Suzuki y Bekkers 2011).
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Figura 8. Micrografias de la CP que muestran botones en proceso de degeneracién. En a) solamente se observa un botén en
proceso de degeneracién (flecha negra) que se encuentra asociado a un cuerpo neuronal, en b) se observa de igual forma un

botén degenerado en posicién adyacente a un cuerpo neuronal (flecha negra), ademds se observan otros botones degenerados
cercanos al soma (flechas rojas). N= nticleo.

Estas observaciones permiten inferir que las terminales axonicas procedentes del BO establecen
contactos sinapticos directamente con el soma de neuronas piramidales en la capa II de CP,
cualidad que -potencialmente- le otorga a las células principales del BO una mayor probabilidad
de generar potenciales de accién sobre las neuronas blanco, es decir, de reclutar a las neuronas

eferentes del sistema al que proyectan.

Asi mismo, se han observado botones en proceso de degeneracion asociados a dendritas
proximales de neuronas piramidales en la capa II (Fig. 9), en este caso, la presencia de una
sustancia Nissl abundante y bien desarrollada en la region perinuclear de la célula permite

sugerir que se trata de una neurona piramidal.
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Figura 9. Las aferencias provenientes del BO establecen contactos sinapticos putativos con dendritas proximales en la capa IT de
la CP. a. Dos botones en proceso de degeneracion se encuentran asociados a una dendrita proximal de una neurona piramidal en
la capa II (flechas), notese la sustancia Nissl bien desarrollada (*). b. Micrografia a mayor aumento del recuadro en a, nétese que
entre el boton degenerado y la dendrita no hay procesos intervinientes.
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Figura 10. Botones sinapticos terminales con contenido vesicular asociados a los botones en proceso de degeneracién. En los
dos paneles se muestran botones sinapticos en proceso de degeneracion (asterisco blanco) asociados a botones sindpticos con
vesiculas (asterisco rojo), lo que sugiere que puede haber un mecanismo de modulacién pre-sindptica de las aferencias que
provienen del BO.

La presencia de botones en proceso de degeneracion asociados a cuerpos neuronales y dendritas

proximales en la capa II de la CP, aunado con el bajo conteo de sinapsis axo-somaticas y sinapsis
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establecidas en segmentos dendriticos proximales (ver abajo) sugiere que estas colaterales
axénicas (procedentes del BO) pueden ejercer un impacto considerable sobre la generacion de

potenciales de accién en la poblacion neuronal de la segunda capa cortical piriforme.

Finalmente, se ha observado de manera consistente que los botones que se encuentran en un
proceso degenerativo (indicativo de que ese boton tiene su origen en el BO) estan asociados a
botones sinapticos integros en su estructura (Fig. 10), es decir, las caracteristicas
ultraestructurales de estos tltimos son bien identificables y ademés proporcionan un control
interno de la integridad estructural del tejido. Esta interacciéon anatomica podria servir de sustrato

para un mecanismo de modulacion pre-sinaptica de las aferencias provenientes del BO.

Con respecto a las aferencias originadas en la propia CP, se determiné que la mayoria de los
procesos inmunoreactivos a GABA establecen contactos sinapticos con las diafisis dendriticas o
ejes dendriticos (Fig. 11), sin embargo, también se observaron procesos inmunoreactivos a

GABA asociados a espinas dendriticas .

Figura 11. Aferencias inmunoreactivas a GABA dentro de la CP. Sinapsis
axo-dendritica entre una neurona ir a GABA y una dendrita no marcada.

Por otro lado, el analisis del tejido de la CP en ratas sin manipulacion experimental permitio

confirmar la presencia de contactos axo-axonicos en la capa II de la CP, en la figura 12 se
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muestra de manera representativa una serie de 30 cortes finos obtenidos de manera seriada (10 en

la figura), en donde se presenta el segmento inicial de un axo6n (SI).

El SI fue cortado de manera transversal y se pueden observar con claridad las caracteristicas que
le distinguen de otras regiones del propio ax6n, como el material sub-membranal electron-denso
y la agrupacion de microtibulos en fasciculos (Westrum, 1970). Las interacciones sinapticas axo-
axonicas son mediadas -en la porcion pre-sinaptica- por interneuronas inhibitorias
(GABAérgicas) cuya morfologia somato-dendritica y axénica son distinguibles, de hecho, el
nombre de dichas neuronas alude a la morfologia de las colaterales ax6nicas, que mimetizan un
“candelabro” que envuelve los SI's de neuronas, de tal forma que la actividad de dichas
interneuronas axo-axonicas tiene la potencialidad de controlar el “disparo” de las neuronas con

las que establece contactos sinapticos.
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Figura 12. En el panel se muestran diez imagenes (a-j) que representan una serie de 30 cortes transversales a través del SI de un
axo6n en la CP. Se observan las dos caracteristicas que distinguen al SI de un axén. Las flechas rojas sefialan los fasciculos de
mictrotibulos y sobre las lineas negras se aprecia la densidad sub-membranal. La regién sombreada en b denota una sinapsis axo-
axonica.

En este trabajo se presenta la correlacion ultraestructural de las relaciones morfoldgicas
reportadas por Larriva-Sahd (2010) y de los analisis inmunohistoquimicos hechos por Wang y
Sun (2012), quienes reportan la presencia de dicha poblacién neuronal en la CP; la figura 13
muestra la reconstruccion tridimensional del mismo SI recibiendo una aferente para formar una

sinapsis axo-axoénica.
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2.5 micras

Figura 13. Reconstruccion tridimensional del SI de un axén (morado) de la CP mostrado en la figura previa. El SI estd
recibiendo una sinapsis axo-axdnica (café) y se puede observar la especializacion sindptica (representada en negro en la figura
inferior derecha).

1.3 CP de animales intactos: una breve resefia y comparacién con el material experimental

obtenido

Como se ha mencionado, la CP presenta una division a manera de capas con diferencias
importantes en los componentes que la constituyen. Mas importante aun es que la diferencia
estructural también refleja una diferencia funcional y una segregaciéon de la informacién que
recibe y que emite cada una de las regiones de la CP. Por lo anterior, se hace una breve
descripcion de la ultraestructura con el propoésito de identificar los componentes celulares de las

capas y las estructuras sinapticas, esto permitio llevar a cabo una comparacion de los eventos
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estructurales observados en tejidos control y en el material experimental.

En la figura 14 se observa una interaccion entre una célula glial (astrocito) y un capilar, cuyo
componente principal es una célula endotelial que esta siendo envuelta por los procesos del
astrocito. Esta micrografia corresponde a la capa I de la CP y en conjunto estos elementos
conforman la barrera hematoencefalica que se encuentra en todos los vasos sanguineos del SNC,

a excepcion de algunas éareas localizadas en la periferia de los ventriculos (Joly, et al. 2007).
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Figura 14. a. Astrocito (verde) en capa I de la CP envolviendo a una capilar (azul). La flecha sefiala un proceso del astrocito b.
Sinapsis axo-espinosa (flecha negra) y axo-dendritica (flecha blanca), los asteriscos sefialan las estructuras pre-sinapticas (axén)
contenidas con vesiculas sinapticas (blanco) y los procesos post-sinapticos (negro).

En la misma figura se observa el neuropilo de la capa II de CP, en donde se muestran los dos tipos
principales y mas frecuentes de sinapsis observadas en el SNC y en la CP; la sinapsis axo-
espinosa, que estd conformada por un botén pre-sinaptico (ax6n) y una espina dendritica (post-
sinaptico) y la sinapsis axo-dendritica que esta formada por la misma estructura en la porcion pre-
sindptica que la anterior, pero en este caso la estructura post-sinaptica es el eje dendritico (Peters
et al. 1976).

El conteo semi-cuantitativo de sinapsis en material de ratas intactas (ver secciéon de métodos)
arrojo porcentajes de sinapsis axo-espinosas del ~67%, mientras que el nimero de sinapsis

establecidas entre axones y ejes o diafisis dendriticas fue del ~30%. La sinapsis axo-somatica es
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el evento estructural que menos fue observado y representa un ~2% del ntimero total de sinapsis

obervadas.

Es prudente sefialar que en ambas micrografias la ultraestructura se encuentra bien preservada,
esto es alin mas notorio en la figura 14a en la que se aprecia que los elementos que constituyen al
neuropilo parecen “encajar” muy bien unos con otros, no hay retraccién y las membranas estan

bien preservadas.

Esto es importante por que también notamos la ausencia de perfiles o procesos cuya estructura
asemeje a botones en proceso de degeneracion, situaciébn que constrasta con el material
experimental en donde hay presencia de dichos perfiles degenerados de manera frecuente y
consistente. En la figura 15 se presenta una neurona piramidal (ubicada en la capa II) y algunos
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Figura 15. a. Neurona piramidal putativa y sus organelos: Nu: nticleo, asterisco: lisosoma, punta de flecha: Golgi, trazo azul:
reticulo endoplasmico rugoso, flecha: mitocondria. b. Dos neuronas piramidales (P1 y P2), en la neurona de la izquierda se
observan los procesos dendriticos emanando del soma (P1).

Los lisosomas son cuerpos electron-densos (asterisco) que contienen en su interior enzimas
hidroliticas, el trazo azul sefiala la regién donde se encuentra el reticulo endoplasmico rugoso o
sustancia de Nissl, que estd asociado a la sintesis de proteinas, la punta de flecha sefiala el

complejo de Golgi, que consiste de una serie de vesiculas aplanadas en donde las proteinas sufren
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modificaciones post-traduccionales, y la flecha sefiala a una mitocondria en forma de Y, en este
ultimo organelo se lleva a cabo la fosforilaciéon oxidativa, proceso que le otorga a la célula su

principal fuente de energia.

También en la figura 15 se observan los somas de dos células piramidales de la capa II, y en una
de ellas (izquierda) se pueden distinguir con claridad los procesos dendriticos emanando de la
region peri-nuclear, nétese que los microtibulos en el citoplasma de las dendritas confinan a los
organelos asemejando a un triangulo, estas caracteristicas (junto con el tamafio, ubicacion etc...)

permiten distinguir a las neuronas piramidales de otras poblaciones neuronales.

Finalmente, en la figura 16 se muestra otro panel que contiene 10 imagenes representativas de
una serie de 44 cortes, la serie contiene la dendrita proximal de una neurona de la CP que recibe

cuando menos 5 aferencias sinapticas, la reconstruccién tridimensional de dicha dendrita y sus

dendrita proximal de una neurona en la CP.

Para llevar a cabo esta reconstruccion tridimensional se siguieron 44 cortes finos en el ME,
durante el andlisis de las micrografias no se encontraron procesos neuronales con caracteristicas
ultraestructurales distintivas de un proceso degenerativo, mas aun, en los 2 animales cuya lesion
no fue exitosa pero se prosigui6 con el procesamiento del tejido y se llev6 a cabo observacion en

el ME, tampoco se observaron procesos degenerados (imagenes no mostradas), éstas

44



observaciones indican que la lesion es selectiva y que al llevarla a cabo correctamente se genera

un perfil morfolégico identificable en los sitios de proyeccion de las neuronas lesionadas (p. ej.

neuronas mitrales y/o empenachadas).

Figura 17. Reconstruccion tridimensional hecha a partir de una serie de 44 cortes en CP. En a) se observa una dendrita
proximal, mientras que en b) se muestra la misma con las aferencias que recibe. La linea roja divide la regién somética de la

dendrita. El grosor es de 3.5 pm.

La ausencia de perfiles neuronales degenerados a lo largo de los mas de 40 cortes que componen
a esta imagen nos permite sugerir que la presencia de botones degenerados en dendritas
proximales de material experimental (p. ej. ratas que recibieron lesion en el BO) puede

corresponder o representar algunas de las aferencias recibidas por la dendrita reconstruida.
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VIII. DISCUSION

El sistema olfativo es una de las modalidades sensoriales que le permite a los individuos llevar a
cabo interacciones ecologicas, esto es, procesos continuos de intercambio de informacién con
otros individuos (ya sea de la misma especie o de una distinta) y el mundo fisico que los rodea.
Ha sido gracias a este tipo de interacciones que la vida en general ha podido subsistir a través del
tiempo, pues es absolutamente necesario para el mantenimiento de la misma que cualquier tipo de
organismo (desde una simple célula hasta el ser humano) tenga la capacidad de obtener
informacion acerca de su entorno. Los procesos evolutivos han producido una serie de
mecanismos de interaccion entre las células y el ambiente que los rodea, de modo que han
surgido “sensores” de distintos tipos que le permiten al portador recibir y procesar estimulos
(energia) de diferentes caracteristicas y en consecuencia responder (con movimiento o secrecion)

ante tal estimulacion.

Una de las modalidades sensoriales que le permite a los individuos recibir y procesar estimulos
de naturaleza quimica es el sentido del olfato (la otra modalidad es el gusto). El “ambiente
olfativo” es fundamental para algunos de los procesos biol6gicos importantes como la conducta
sexual, la alimentacion y la identificacion de depredadores (Belluscio et al. 1998; Mandiyan et al.
2005), por tal motivo, la correcta identificacién de estos estimulos y la relacion que tienen con los

aspectos bioldgicos mencionados es de gran importancia.

Las estructuras encargadas de recibir y procesar la informacién de los odorantes en el ambiente
son; (de la periferia al SNC) el EO, el BO y las regiones corticales que reciben aferencias de este
ultimo (NOA, TO, CP, Am y CE). Como ya se ha mencionado, a excepcion de la CE todas son
cortezas (estructuras organizadas a manera de capas) filogenéticamente antiguas que en conjunto
han sido designadas con el término paleocorteza. Esta nomenclatura implica -aparentemente- un
nivel de complejidad menor que el de la isocorteza (neocorteza), tanto en la organizacion celular
como en la funcional. Ademas, es importante mencionar que con el desarrollo de la dltima la
paleocorteza ha disminuido su tamafio relativo, por lo que en el ser humano ocupa una pequefia

porcion de la region medial-ventral del 1ébulo temporal, cerca de la circunvolucion del

46



hipocampo, mientras que en otros vertebrados, como los peces, anfibios y reptiles, la

paleocorteza ocupa un porcentaje significativo de la masa encefalica (Brodal, 1981).

El estudio de la paleocorteza, y en particular de la CP ha atraido cada vez mas atencion de los
investigadores por varias razones; en roedores es una estructura cortical accesible a la
manipulacion y experimentacion incluso en condiciones in vivo (Schoenbaum y Eichenbaum
1995; Stettler y Axel 2009), es un modelo relativamente simple de procesamiento cortical y las
caracteristicas de las representaciones internas generadas en la via olfativa aun se desconocen en
gran medida, sobre todo si se toma en cuenta el conocimiento que se ha producido en otras
modalidades como la visién, el oido o la sensaciéon somatica. Por tal motivo, estudiar el
procesamiento de informacién que lleva a cabo el sistema olfativo es de gran interés, ya que
ademas de la informacion faltante, las representaciones neuronales generadas deben construirse
en base a estimulos que no tienen un orden determinado en el espacio, y a pesar de esto, es
posible generar mediante su percepcién aprendizajes y conductas que promueven la

supervivencia.

Los estudios electrofisioldgicos recientes han generado informacién valiosa acerca de aspectos
puntuales del procesamiento llevado a cabo en la CP (Franks et al. 2011; Poo e Isaacson, 2009 y
2011; Rennaker et al. 2007; Suzuki y Bekkers, 2006, 2011 y 2012). Sin embargo, en todos ellos
se asume que las aferencias de la CP que provienen del BO solamente se distribuyen, y por ende
establecen contactos sinapticos en la capa Ia con dendritas distales de neuronas cuyos somas se
ubican en porciones mas profundas (Fig. 18). Este modelo de conectividad fue propuesto en base
al trazado de la via olfativa con isétopos radioactivos (contenidos en aminoacidos) incorporados

de manera activa a las neuronas (Price, 1973).

La interpretacion de los resultados produjo la conclusion arriba mencionada; los axones emitidos
por el TOL establecen contactos sinapticos unicamente con procesos neuronales en capa la. El
analisis estructural de la via anatomica a través de la observacion a nivel del microscopio éptico
revel6 dicha organizacion, sin embargo, estudios de mayor resolucién no fueron hechos y esta

nocién no ha sido debatida desde entonces.
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Figura 18. Esquema representativo del consenso que existe acerca de la conectividad entre el BO y la CP (circulos rojos). Los
registros hechos en rebanadas de CP asumen esta organizacion, por lo que la interperetacién y explicacién de los resultados
obtenidos se basa en esta distribucién de las aferencias sensoriales. Modificado de (Davison y Ehlers, 2011; Poo e Isaacson,
2009; Suzukiy Bekkers, 2006, 2011 y 2012).

Los resultados mostrados en este trabajo demuestran que las aferencias provenientes del BO no
se encuentran restringidas a la porcion superficial de la primera capa, es decir, a la capa Ia. Mas
aun, la presencia de botones sometidos a un proceso degenerativo (por efecto de la lesién del BO)
fue observada en regiones mas profundas de lo que se tenia establecido (p. ej. capa II). Se
encontraron botones degenerados asociados a cuerpos de neuronas ubicadas en capa II y también
se determind esta asociacion entre botones degenerados y dendritas proximales de neuronas

piramidales (Figs. 8 y 9).

La conclusion de que estos procesos neuronales degenerados tienen un origen bulbar y por ende
corresponden a los axones de la neuronas de proyeccion -lesionadas- de este tiltimo esta basada

en lo que a continuacién se expone: la frecuencia de los botones degenerados (Fig. 8b) en un area
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determinada de tejido es mayor a la que uno esperaria encontrar de manera natural, es decir, la
frecuencia de eventos degenerativos por procesos naturales (p. ej. no provocados por lesiones) es
menor a la observada en este material (ver resultados de tejidos de ratas intactas); la confirmacion
de la lesion por medios histologicos (Fig. 4) avala la sugerencia de que los botones observados en
la CP son de origen bulbar, sin mencionar el conocimiento que se tiene de que las neuronas

principales del BO envian su axones —a través del TOL- a la CP.

Finalmente, el propio tejido observado al ME proporciona un control interno, es decir, la
presencia de botones degenerados en proximidad con otros procesos neuronales estructuralmente
intactos (membranas, organelos, vesiculas etc..) apoya atin mas la sugerencia de que los botones
degenerados pertenecen a las neuronas mitrales y/o empenachadas lesionadas en el BO y que lo

observado no es un artefacto producido por una mala perfusion.

Evidentemente, la proposicion de un esquema de conectividad distinto al establecido puede tener
implicaciones funcionales para el procesamiento y la representacién de la informacién odorifera.
En primera instancia, podria pensarse que la capacidad de las neuronas de proyeccién del BO de
establecer contactos sinapticos con regiones mas cercanas (p. ej. soma o dendritas proximales) al
sitio de integracion redundaria en una influencia mayor de estas tltimas para producir (reclutar)

la actividad de las neuronas eferentes del sistema al que proyectan (CP).

Un estudio reciente hecho con el objetivo de determinar las caracteristicas de integracion
sinaptica de las neuronas principales de la CP, concluye que independientemente de la
localizacion dendritica de la entrada sinaptica (tomando en cuenta que éstas no se distribuyen
mas alla de capa Ia), la “potencia” de las aferencias bulbares es homogénea y éstas se distribuyen
de manera difusa en el arbol dendritico distal. Ademas también determinaron que la presencia de
espigas locales en la dendritas tiene un efecto practicamente despreciable sobre la generacion de

potenciales de accién (Bathellier et al. 2009).
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En dich j m 1 apli ien .
dicho trabajo, se demuestra que al aplicar corriente SOMma dendrita

despolarizante en las diversas regiones dendriticas de las

neuronas principales de la CP, solamente se evocan ILGT © 500
potenciales de acciéon en el soma cuando la inyeccion de =
corriente se lleva a cabo en regiones contenidas en la parte &
profunda de la capa Ib en adelante (p. ej. capa II) (Fig 19). +400
La interpretacién es la siguiente; para que impulsos Layer Q
1a
provenientes del BO puedan evocar potenciales de accién = -,
en el soma, es necesario que se hagan contactos sustantivos | [0 E
y distribuidos en el arbol dendritico apical, puesto que si los 2 E
contactos son espacialmente cercanos, se lleva a cabo una Layer =
1b s [2uo §
sumacion sublinear de los mismos (Bathellier et al., 2009, — o -
Tamas et al. 2002). a .
L
- 100
Layer &
Franks e Isaacson (2006) demostraron que ante la 7,
estimulacién minima de las fibras del TOL, un solo axén en |
algunas ocasiones es capaz de temer un impacto | gyer =0

considerable sobre el disparo de neuronas piramidales Figura 19. Diagrama representativo de la

actividad neuronal evocada por inyecciones de
corriente en distintas regiones dendriticas. Los
simbolos blancos representan las zonas
estimuladas en las que no se pudo evocar
espigas somaticas, mientras que los simbolos
negros indican que hubo espigas sométicas.
La posicion (p. €j. izq. o der.) de los simbolos
denota en que regién se generé primero la
espiga, los tridngulos representan neuronas
semilunares 'y los circulos neuronas
piramidales. Tomado de (Bathellier et al.
20009).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo pueden conciliar con estos dos puntos de vista,

individuales, a diferencia de lo propuesto por Bathellier y
colaboradores, argumentaron que la coincidencia espacial
de algunos cuantos axones activos es suficiente para

generar potenciales de accion en las neuronas piramidales.

pues la observacion de las sinapsis “fuertes” establecidas por axones tnicos emitidos por el TOL
podria explicarse con la aceptacion de que las fibras provenientes del BO (contenidas en el TOL)
son capaces de establecer contactos sinapticos directamente con el soma o con dendritas
proximales, contribuyendo asi en mayor grado a la generacién de potenciales de accién por parte

de las neuronas principales de la CP.

50



Los experimentos hechos por Williams y Stuart (2002) demuestran que la amplitud de los PEPS's
unitarios en el soma declina de manera exponencial conforme la entrada sindptica se aleja del
mismo, esto ultimo permite sugerir que las entradas sinapticas establecidas en regiones muy

lejanas al soma tienen un efecto minimo para generar potenciales de accion.

El reporte de que las espigas locales generadas en la capa Ia de la CP tienen también una pobre
influencia sobre el disparo de las neuronas (Bathellier et al. 2009) invita a pensar en la
posibilidad de que los botones degenerados observados en asociacion con cuerpos neuronales y
dendritas proximales en capa II, sean capaces de establecer contactos sinapticos que influyan en
el disparo de las neuronas, y por qué no, incluso representar el sustrato anatomico de las sinapsis
“fuertes” establecidas por fibras tnicas del TOL (Franks e Isaacson, 2006). Esto ultimo no
descalifica la posibilidad de que se pueda reclutar a las neuronas principales de la CP a través de
los mecanismos propuestos por Bathellier, simplemente es una opciéon mas para explicar los

fenémenos observados.

Finalmente, se hace alusion a la observacion de que los botones en proceso de degeneracion
frecuentemente estan asociados a botones sinapticos estructuralmente intactos con contenido
vesicular y vesiculas grandes densas (Fig. 10), esta interaccion estructural sugiere la existencia de
un control endégeno de la informacion sensorial proveniente del BO, es decir, un mecanismo de
modulacion pre-sinaptica como el que se conoce en la médula espinal y que implica un control
que ejercen las neuronas intrinsecas de ésta para modular la informaciéon conducida por las

aferentes primarias.

Sin embargo esta sugerencia debe tomarse con cautela, pues si bien es cierto que la asociacion
estructural es un hecho, se debe hacer un estudio mas sistematizado de dicho fenémeno, ademas
es necesario poder determinar sin ambigiiedad la existencia de las especializaciones estructurales
que caracterizan a las sinapsis, es decir, los engrosamientos sinapticos. Como ya se menciono6 en
la seccién de los antecedentes, cuando se llevan a cabo estudios de conectividad mediante la
lesiéon de regiones cerebrales, es imperativo poder identificar los engrosamientos sinapticos del

proceso no degenerado para poder afirmar que una interaccién sinaptica fue llevada a cabo entre
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el proceso degenerado y el intacto.

Por otro lado, es prudente mencionar también que en regiones corticales (tanto de isocortezas
como de paleo y arquicortezas) no han sido observadas interacciones sinapticas entre dos botones
terminales (Merchan-Pérez et al. 2009). Sin embargo, la naturaleza filogenéticamente antigua de
la CP y las peculiaridades de la via anatémica (pocas sinapsis hasta llegar a CP y falta de relevo
sinaptico en el talamo) pueden representar una etapa o0 mecanismo de procesamiento con
diferentes caracteristicas a las observadas en otras regiones corticales, por lo que no se puede

descartar la existencia de dicho mecanismo.

Con relacion a los procesos neuronales inmunoreactivos a GABA, se pudo observar que éstos
establecen contactos sinapticos en la mayoria de las ocasiones con los ejes dendriticos o diafisis
de las dendritas (Fig. 11). Esta observacion va de acuerdo con la informacion general que se tiene
de la frecuencia de los sitios de contacto sindptico en funcién del tipo neuronal, es decir, se sabe
que las neuronas principales (generalmente excitatorias) establecen contactos sinapticos en la
mayoria de las ocasiones con espinas dendriticas, mientras que las neuronas intrinsecas o
interneuronas (generalmente inhibitorias) hacen lo propio en la region peri-somatica, diafisis de

las dendritas y SI (Peters et al. 1976).

Es preciso mencionar que la identificacion de las aferencias intrinsecas de la CP (p. e]j. neuronas
inmunoreactivas a GABA que establecen contactos sinapticos con neuronas principales) fue en
gran medida impedida por una serie de limitaciones y/o problemas técnicos, como el pobre
marcaje de los anticuerpos y la incapacidad de los mismos de penetrar mas alla de unas 5 pm en
el tejido, por esta razon los cortes finos obtenidos en el ultramicrotomo debian ser hechos sin
rebajar mucho el bloque de corte, la ubicacion de las regiones superficiales del mismo, y por ende
de los sitios donde habia marcaje se advertia por las indentaciones generadas en el tejido al
momento de cortarlo en el vibratomo (ver métodos y Fig. 5), de manera inevitable hubo
ocasiones en las que el tejido fue rebajado y la zona de reactivivdad a los anticuerpos fue

eliminada.
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A pesar de lo anterior, el estudio de tejido de CP proveniente de animales control revel6 la
presencia de contactos sinapticos axo-axonicos establecidos entre un boton terminal (porcion pre-
sindptica) y el SI (porcion post-sindptica) de neuronas en capa II. Esta observacion de igual forma
permite sugerir a estas interacciones estructurales como el correlato ultraestructural de estudios
previos hechos a un nivel de resoluciéon menor, como el de Larriva-Sahd (2010), en donde fue
reportada la morfologia de neuronas tipicamente reconocidas como ‘“candelabros” y sus
relaciones anatémicas con neuronas piramidales, cuya principal caracteristica es la presencia de
las terminales sinapticas en forma de candelabro rodeando el SI; este mismo afio fue publicado un
trabajo que apoya estas observaciones, ya que por medio de la visualizacion de anticuerpos
especificos para estos dos tipos de procesos neuronales (SI y terminales en candelabro) se
confirmo la presencia de sinapsis axo-axénicas establecidas por neuronas en “candelabro” en la

CP (Wang y Sun, 2012).

Como comentario final, se hace énfasis en las observaciones estructurales reportadas, en donde se
propone que las aferencias de la CP provenientes del BO se distribuyen en regiones mas
profundas de lo que se tenia establecido, de modo que se encuentran asociadas a somas y
dendritas proximales de neuronas piramidales putativas, esta relacién estructural permite sugerir
interacciones sinapticas que en principio tendrian un efecto mayor sobre la generacion de
potenciales de accién, de modo que también es probable que los resultados electrofisiolégicos ya

discutidos tengan que ser re-interpretados asumiendo este reporte.
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IX. CONCLUSIONES

Las aferencias de la CP provenientes del BO se distribuyen en regiones mas profundas de
lo que se ha reportado (p. ej. la capa II).

Los botones en proceso de degeneracién fueron observados en asociacién con somas y
dendritas proximales en la capa II de CP.

Se propone la existencia de sinapsis establecidas entre fibras emitidas por el TOL y
cuerpos neuronales y dendritas proximales en la CP.

Se sugiere que la presencia de botones degenerados en capa II es un correlato anatémico-
ultraestructural de las “sinapsis fuertes” reportadas por Franks e Isaacson en el 2006.

Las sinapsis establecidas por las neuronas inmunoreactivas a GABA se observaron con
mayor frecuencia en las diafisis dendriticas y también se muestra el correlato
ultraestructural de las sinapsis axo-axénicas reportadas en la CP (Larriva-Sahd, 2010;
Wang y Sun, 2012).

La evidencia anatomica obtenida aporta informacién valiosa que amerita la re-

interperetacion de la conectividad del BO a la CP
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