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RESUMEN

Se hace el analisis de diferenciacion y maduracion de los glomérulos olfatorios de ratones entre 17 dias de edad embrionaria
y 9 dias de edad postnatal, utilizando el método de Golgi y analisis ultraestructural con microscopia electronica de
transmision. La capa plexiforme del bulbo olfatorio de ratones E17 tiene una neuropila muy laxa con una alta proporcion de
elementos gliales y escasa cantidad de trayectos axonicos provenientes del nervio olfatorio. Al dia E19, las fibras aferentes a
los glomérulos se organizan, logrando su maxima expresion morfologica un dia después del nacimiento cuando alcanzan su
sitio definitivo. A partir del dia P3 se evidencian los primeros indicios de conformacion de los glomérulos como expresion
de la interaccion de los diversos elementos neuronales que lo conforman, observandose una disminucién de los elementos
gliales; caracteristicas que se consolidan al dia P5 cuando aumenta la densidad de la neuropila y se ven las estructuras
neuronales interactuando mas estrechamente aunque sin llegar a establecer verdaderas sinapsis. Es a partir del dia P7
cuando la estructura glomerular, morfolégicamente esta bien establecida y al dia P9 muestra su capacidad funcional como
lo demuestra la presencia de verdaderos contactos sinapticos. Estadisticamente se comprobo6 que entre los dias E17 y P5 el
diametro glomerular aument6 en 60,53%, mientras que entre P5 y P9 fue de 15,7%, corroborando que la primera fase es de
crecimiento y diferenciacion y la segunda es de maduracion y conformacion definitiva del glomérulo. El modelo
experimental permitié determinar el proceso maduracional citologico del glomérulo olfatorio.
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DEVELOPMENT OF OLFACTORY GLOMERULI IN NEONATAL MICE FORMED IN SITU

ABSTRACT

The differentiation and maturation of the olfactory glomeruli of mice from 17 days and 9 days of postnatal age, are here
analysed, using the Golgi’method and ultrastructural analysis by transmission electron microscopy. Plexiform layer of the
mouse olfactory bulb of E17 has a very loose neuropil with a high proportion of glial elements and a limited number of
axon routes from the olfactory nerve. On E19, afferent fibers to the glomeruli are better organized, and achieve their best
morphology one day after birth, when they reach their final site. From P3, the first signs of glomerulus formation, as a
manifestation of interacting the various neural elements that comprise it, are observed, with a decrease in the glial elements;
such features are consolidated at P5, when density increases neuropil and neuronal structures can be seen interacting more
closely, but without establishing real synapses. It is from P7 when the glomerular structure is well formed morphologically,
and on the P9, the functional capacity as demonstrated by the presence of true synaptic, can be observed. Statistically it was
found that between days E17 and P5 glomerular diameter increased by 60.53%, while between P5 and P9 was 15.7%,
confirming that the first phase is growth and differentiation, and the second is maturing and final form of the glomerulus.
The experimental model allowed us to determine the cytological maturational process of the olfactory glomerulus.

Keywords: glomeruli, olfactory bulb, formation in situ.
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El bulbo olfatorio, centro de enlace entre la periferia y los
centros cerebrales superiores, citoestructuralmente esta
constituido por un circuito neuronal sencillo pero de una
alta complejidad funcional determinada por las
interacciones establecidas entre las células mitrales,
células en penacho, células granulosas anaxonicas y
células periglomerulares, ademds de las fibras nerviosas
olfatorias que provienen de la mucosa olfativa y que
convergen hacia las dendritas de las células mitrales y
células en penacho para formar los denominados
glomérulos del bulbo olfatorio. Toda la informacion
procesada por este circuito neuronal bulbar, emerge a
través de los axones de las células mitrales que forman la
cintilla olfatoria que se dirige a los centros cerebrales

[1,2].

A pesar que se ha reportado la existencia de alteraciones
del sistema olfatorio en algunas enfermedades,
fundamentalmente neurolégicas y hepaticas, tales como
Parkinson, Alzheimer, sindrome de Korsakoff, sindrome
de Down, infecciones por VIH, encefalopatia hepatica y
sindrome de Kallmann [3-10], son pocos los estudios
histologicos y ultraestructurales que existen al respecto y
que aportarian informacion sobre los cambios citologicos
que ocurren en estas situaciones patoldgicas. Esto nos ha
motivado a profundizar, experimentalmente, en el estudio
del bulbo olfatorio, haciendo énfasis en la etapa de
formacion o neurogénesis, para tratar de aproximarnos al
conocimiento sobre el mecanismo de formaciéon de las
conexiones interneuronales y sus procesos de plasticidad
en las diferentes etapas del desarrollo del bulbo olfatorio
y tener un patrén normal de comparacion en casos de

enfermedades [11-16].

Histologicamente en el bulbo olfatorio después del
nacimiento se distinguen seis capas: la del nervio
olfatorio, la glomerular, la plexiforme externa, la de las
células mitrales, la plexiforme interna y la de células

granulosas. Los axones que llegan desde la periferia al
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bulbo olfatorio hacen contacto, a nivel de los glomérulos
olfatorios, con las dendritas de las células mitrales y de
las células en penacho. Ademas, el bulbo olfatorio recibe
informacion desde otras zonas del sistema nervioso
central como son el locus ceruleus, los nicleos del rafe,
el nucleo olfatorio anterior y el bulbo olfatorio
contralateral. Por su parte, las células de la corteza
olfatoria establecen conexiones con el nucleo olfatorio
anterior, la corteza piriforme y la corteza entorrinal
lateral. Estas fibras de asociacion se distribuyen en la

corteza olfatoria.

Los glomérulos olfatorios constituyen el primer sitio de
relevo del sistema nervioso central para el procesamiento
de la informacion olfativa, al establecerse alli las
primeras sinapsis entre los axones de las neuronas
sensoriales olfativas del epitelio nasal y las
prolongaciones neuronales propias del bulbo olfatorio
[17-21]. Segin diversos autores, las células
periglomerulares cumplen una importante funcion en la
conformacion de la informacion olfativa, ya que ellas son
las responsables de modular y transferir la informacién a

las células mitrales [22-30].

El objetivo del presente trabajo es analizar, desde el
punto de vista morfo-estructural, el proceso de formacion
y maduraciéon de los glomérulos olfatorios, utilizando
como modelo ratones NMRI de edades prenatal tardias y

postnatal tempranas.

MATERIALES Y METODOS

Se extrajeron bulbos olfatorios de ratones NMRI de 17,
19 y 21 dias de edad embrionaria (E) yde 0, 1, 3,5, 7y
9 dias de edad postnatal (P), suministrados por el
Bioterio Central de la Universidad de Los Andes. Los
animales seleccionados para el estudio fueron tratados de
acuerdo a la Reglamentacion del Comité de Bioética del
referido Bioterio, enmarcada en las exigencias

establecidas en las Normas para la utilizacion de
74



Davila-Vera et. al.

animales en investigacién contenidas en el Codigo de
Bioética y Seguridad del Fondo Nacional de Ciencia,
(FONACIT-Caracas,
Venezuela) y por el NIH (National Institute of Health-
USA).

Tecnologia e Innovacion

Las hembras de ratones en gestacion (dos por cada edad
gestacional) y los ratones de edad postnatal (cinco por
cada edad) fueron anestesiados con Ketamina® a una
dosis de 240 mg/Kg-peso. A las hembras de ratones con
los tiempos de gestacion programados, se les practico una
incision abdominal para exponer el Utero y extraer los
embriones, los cuales fueron colocados inmediatamente
en solucion fijadora. Posteriormente, se procedid a
extraer los bulbos olfatorios tanto de los embriones como
de los ratones de edad postnatal, haciendo una incision
antero-posterior y otra latero-lateral en el tercio anterior
del craneo, lo cual permite la exposicion de la region
bulbar. Los bulbos olfatorios fueron inmediatamente
sometidos al proceso de fijacion, siguiendo dos
modalidades: impregnaciéon con el método cromo-

argéntico de Golgi y estudio ultraestructural.

Para la impregnacion cromo-argéntica los bulbos
olfatorios fueron transferidos a la mezcla cromante Golgi
44 [31-35], preparada en el momento previo a ser
utilizada y compuesta por 44 ml de solucion acuosa de
dicromato de sodio al 2%, 2 ml de glutaraldehido al 50%,
3ml de formaldehido al 37% y 1 ml de acido acético
glacial. Los tejidos fueron fijados durante un tiempo
promedio de 24h, después del cual se lavaron con
abundante agua destilada y se incubaron en una solucién
acuosa de nitrato de plata al 1,5% durante un minimo de

16h.

Después, los bulbos olfatorios fueron lavados varias
veces con agua destilada y sumergidos en alcohol
isopropilico al 80%. Se hicieron cortes de un espesor

promedio de 50 pum utilizando un microtomo Sorvall JB-
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4. Se complet6 la deshidratacion de los cortes utilizando
alcohol isopropilico al 90% y al 100% y se clarificaron
con xilol. La observacion se hizo a través de un
microscopio fotonico Polyvar Reichert Jung, utilizando

un sistema fotografico con digitalizacion incorporada.

Para el andlisis ultraestructural los bulbos olfatorios
fueron seccionados en fragmentos de aproximadamente 3
mm’ y sumergidos en mezcla fijadora 3:3 (glutaraldehido
al 3% mas formaldehido al 3% en tampon cacodilato 0,1
M y pH 6,3) [36], a 4°C, condiciones en las cuales se
preservaron durante 12h, luego fueron lavados con
abundante tampon cacodilato 0,1 M y pH 6,3, para
después ser postfijados durante 18h en tetrdoxido de
osmio al 1% preparado en la misma solucion tampon.
Después fueron lavados nuevamente en soluciéon tampon
y se realizd el proceso de deshidrataciéon con alcohol
etilico a concentraciones ascendentes e infiltracion

epoxidica.

Posteriormente, el material fue incluido en resina
epoxidica y se llevo a una estufa, a 60°C, durante 48h. Se
hicieron cortes gruesos de 1 a 2 um de espesor y cortes
ultrafinos de 90 nm de espesor, para ser observados con
microscopia de luz de alta resolucion y microscopia
electronica de transmision, después de haber sido
contrastados con p-fenil-endiamina y con acetato de
uranilo y citrato de plomo, respectivamente [37-39]. Las
secciones fueron realizadas utilizando un Ultramicrotomo
Sorvall Porter-Blum MT2-B y fueron observados en un
microscopio foténico Polyvar Reichert Jung y en un

microscopio electrénico Hitachi H-7000.

Se realizaron mediciones de los diametros de los
glomérulos olfatorios y los resultados se analizaron
aplicando el analisis estadistico de la varianza (ANOVA)
[40] para valorar las diferencias estadisticamente
significativas en los promedios de dichos didmetros.

Ademads, se hicieron comparaciones con la prueba de
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Tukey, para ello fue utilizado el programa estadistico
SPSS version 15.

Los valores obtenidos se expresaron en promedio de
media + error estandar (Promedio+DE), tomando el 95%
como indice de confiabilidad estadistica (p<0,05). Se
compararon los resultados de los andlisis estadisticos
para determinar si existia o no relacion entre el didmetro
de los glomérulos con el incremento de las edades de los

ratones estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los glomérulos olfatorios constituyen el primer sitio de
relevo del sistema nervioso central para el procesamiento
de la informacion olfativa, al establecerse alli el inicio de
las sinapsis entre los axones de las neuronas sensoriales
olfativas del epitelio nasal y las dendritas de las células
mitrales y células en penacho, moduladas por las
prolongaciones neuronales de las células
periglomerulares que, rodeando los glomérulos,
transfieren sefiales a las células mitrales, cumpliendo una

importante funcion en la conformacién de la informacion

olfativa [1, 14, 22].

En la edad mas temprana estudiada (E17) el limite
externo del bulbo olfatorio es irregular, la capa
plexiforme externa es bastante delgada y destaca la
presencia de escasas prolongaciones neuronales que
forman una neuropila muy laxa caracterizada por la
existencia de abundantes prolongaciones gliales y la
ausencia de contactos neuronales. Entre esa region
neuropilica se observa un reducido niumero de incipientes
formaciones glomerulares de ubicacion y magnitud
variables, aunque predomina la localizacion en el tercio
mas superficial de la capa plexiforme externa. Estos
esbozos glomerulares se originan a partir de las fibras del
nervio olfatorio que al ingresar al bulbo olfatorio se
distribuyen paralelos al limite bulbar externo, para luego
ramificarse perpendicularmente al mismo, formando el

elemento aferente del glomérulo (Fig. 1a).
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Fig. 1. (a) Fibras aferentes del nervio olfatorio (flechas
rectas) ramificandose (flechas curvas) para constituir las
formaciones glomerulares en el bulbo olfatorio E17. Al
dia E19 (b) hay una mejor organizacion de las fibras
ramificadas y en el dia E21 (c) se observa la interrelacion
inicial de las fibras que ingresan (flecha recta) con las
prolongaciones propias del bulbo olfatorio (flecha curva).

En los embriones de 19 dias aumenta la cantidad de
fibras que ingresan al bulbo olfatorio, lo cual permite que
al ramificarse adquieran una mejor y mas densa
organizacion (Fig. 1b) permaneciendo sin embargo,

proximos a la region periférica, aumentando la capa
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plexiforme externa ligeramente de espesor en funcion al

mayor ingreso de fibras del nervio olfatorio.

Entre los dias E21 y PO se inicia la aproximacién entre
los axones olfatorios que ingresan y las prolongaciones
neuronales propias del bulbo olfatorio que ascienden
(Fig. 1c), aun cuando los primeros no han completado su
descenso total para ocupar su sitio definitivo en la capa
glomerular propiamente dicha, permaneciendo ambas
prolongaciones inmersas entre amplios procesos gliales
que impiden el contacto entre los componentes
neuronales. No es sino hasta después del nacimiento,
especificamente en P1, cuando los glomérulos alcanzan
su topotipia, para lo cual es necesario que los haces de las
fibras olfatorias que descienden después de su ingreso al
bulbo, experimenten un proceso de elongacion,
alejandose de la periferia y formando un grueso

pedunculo antes de ramificarse (Fig. 2).

Al dia P3, a pesar que la parte aferente glomerular ha
completado su desarrollo morfologico y ocupado su
sitio definitivo, aun se encuentra rodeada por
prolongaciones gliales (Fig. 3), que hasta esta etapa
expresan su funcion como importante elemento de la
plasticidad celular, ya que al dia P5 en los sitios
ocupados por las glias en edades previas, se observan
prolongaciones neuronales que se entremezclan con los
axones olfatorios, como se ilustra en la figura 4,
visualizdndose en esos sitios dendritas de las células
mitrales y de las células en penacho en proximidad a los

axones aferentes, formando los glomérulos definitivos.
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Fig. 2. Detalle del ingreso al bulbo olfatorio de los
axones olfatorios al dia P1. Se nota un aumento del
numero de fibras axdnicas y de la longitud de las mismas
al alejarse del limite externo del bulbo (flechas rectas)
para ramificarse (flechas curvas) y conformar el
glomérulo.

Al analizar el bulbo olfatorio de ratones de edades
superiores, ultraestructuralmente se identifican los dos
componentes neuronales glomerulares: prolongaciones
celulares electrondensas propias de las fibras olfatorias y
prolongaciones de menor densidad electrénica
correspondientes, las de mayor dimension a las dendritas
de las células mitrales y las de menor tamafo a las
dendritas de las células en penacho y a prolongaciones de
las neuronas periglomerulares [41, 42]. Al dia P7 todas
las estructuras glomerulares estan interconectadas (Fig.
5) observandose sitios interneuronales de mayor densidad

electronica, que se convierten en verdaderos contactos

sinapticos al dia P9 (Fig. 6).
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Fig. 3. Las fibras terminales del nervio olfatorio (olf) se
observan rodeadas por amplias prolongaciones gliales
(gli) al dia 3 postnatal.

Fig. 4. Al dia P5 se observa la relacion directa que establecen
los axones del nervio olfatorio (olf) con las prolongaciones
dendriticas (d) intrinsecas del bulbo olfatorio.
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Fig. 5. Los axones olfatorios (olf) y las dendritas (d) de
las células mitrales y de las células en penacho al dia P7
ya estan estrechamente relacionados a través de contactos
interneuronales (flechas) sin llegar a establecer

verdaderas sinapsis.

Ayl

Durante las primeras etapas de desarrollo del bulbo
olfatorio, la proporcion de ramificaciones neuronales en
la capa plexiforme externa es reducida, observandose en
la periferia una delgada franja de axones, que a medida
que se avanza en edad se hace de mayor espesor. Esto es
debido a que inicialmente ingresan escasos axones
provenientes de la mucosa olfativa, en parte porque el
sistema olfativo externo aun no ha alcanzado la madurez
y en parte, porque no existen estimulos suficientes que
favorezcan el necesario crecimiento axdnico para la

formacion de los glomérulos olfatorios.
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Fig. 6. Al dia P9 se observan verdaderos contactos sinapticos
entre los elementos neuronales que integran los glomérulos. En
la imagen (b) que corresponde a una mayor magnificacion del
recuadro indicado en (a), se observan dos sinapsis (flechas)
entre axones del nervio olfatorio (olf) y prolongaciones
dendriticas (d).

Analisis estadistico

Cuando se comparan los promedios del didmetro de los
glomérulos olfatorios en las distintas edades estudiadas,
utilizando ANOVA con un nivel de significancia de
p<0,05, los resultados muestran un p=0,000, lo cual
indica la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en los promedios de los diametros

glomerulares (Tabla 1).
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Tabla 1. Comparacion de los promedios + DE del diametro de
los glomérulos olfatorios desde E17 hasta P9, utilizando

ANOVA.
Edades Didmetro (um) »
Promedio+DE

E17 32,48+4,01

E19 34,38+3,59

E21 38,9+3,85
PO 41,3243,54
P1 44,76+1,90 0,000
P3 47,9442 34
P5 52,14+2,75
P7 59,9+3,83
P9 60,32+5,36

Adicionalmente, se aplico la prueba de Tukey (Tabla 2),
revelando que entre E17 y E19 no existen diferencias
estadisticamente significativas (p=0,1729), mientras que
al comparar E17 con las otras edades estudiadas, tanto
embrionarias como postnatales, se evidencian diferencias
estadisticamente significativas (p=0,000). Al analizar los
resultados de significancia de P7 y P9 se observa que
entre ambas edades tampoco existen diferencias
estadisticamente significativas (p=0,9996), aun cuando si
las presentan con las demas edades. Finalmente, al
comparar las edades postnatales podemos observar que
PO, P1, P3 y PS5

significativas con todas las edades (p=0,000).

tienen diferencias estadisticamente

Tabla 2. Comparaciones multiples de los diametros
glomerulares utilizando la Prueba de Tukey (n = 50).

Edd

Ekd | H7 | EO BRI 39 Pl )] P P7 »
H7 01729 QO* | 00®* | QMO+ | 0MO0* | QOO | 00W* [ 00
HY9 | QI Qo+ [ 000* | Qo* | 000* | QOOF [ 000 [ 00m*
Bl | qom* [ 0000+ 0@3#* | Qo* | O@0* | QOO | 00W* [ 00
FO | Qo00* | 0000* | Qoo+ Qo | 0000* | QOOO* | 0000* | 000D*
Pl | Qooo* | 00| QQoO* | OQoOI* Q@OF* | QQO0* | O0* | 000D
B | 00* | 0000 | Q0% | 00 | Qoo+ QQOO* | 0000* | 0000*
PS5 | qQooox | 000+ | Qooor | Qoo | Qooor | 0mo* Q00" | 0000*
P7 | QOD* [ 0000* | Q@O* | 00W* | QOO* | OG0* | Q@O* 099%
P | qoo* [ ooa+ | aoor | oo | qoor | omo* | a@or | 0996

*adifrencia d nediss & significativaal nivel . 005

Estos resultados nos indican (Fig. 7) que no hay cambios

bruscos en el diametro de los glomérulos entre las edades

79



Davila-Vera et. al.

embrionarias E17 y E19, asi como tampoco entre las
edades postnatales P7 y P9. Como se observa en la figura
7 el aumento en el didmetro de los glomérulos es
constante y continuo durante todo el periodo de
desarrollo estudiado. Los resultados estadisticos
corroboran lo observado en el andlisis histologico y
ultraestructural; es decir que en el periodo embrionario
las fibras axodnicas y dendriticas del glomérulo atin no
han alcanzado su topotipia ni su madurez citologica, ya
que las células de las cuales provienen son inmaduras,
por lo tanto durante este periodo la citoarquitectura del
glomérulo estd en proceso de formacion 'y

morfolégicamente no ha logrado el didmetro definitivo.

Hasta PS5 el crecimiento de axones y dendritas ocurre de
manera progresiva. A partir de esta edad, el didmetro
glomerular muestra un brusco crecimiento, de 14,8%
aproximadamente, al compararlo con P7; mientras que
entre P7 y P9 so6lo hay un incremento del 0,7%,
indicando que a partir de P7 la estructura glomerular
comienza a experimentar un proceso de maduracion

desde el punto de vista funcional.

vide la meedia del deanets

Promedac

Edad de raton

Fig. 7. Variabilidad de los promedios de las medias de los
diametros de los glomérulos con respecto a la edad.

En nuestro estudio, es entre P7 y P9 cuando se
manifiesta el mayor diametro glomerular (59,9+3,83 y
60,3245,36 um), lo que nos permite inferir, en forma
indirecta, que el proceso de maduracion neuronal

expresado por el desarrollo de axones y dendritas y por la
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formacién de sinapsis para la conformacion de los
circuitos olfatorios finales, alcanzan su madurez

definitiva en estas ultimas edades.

CONCLUSIONES

Este estudio permitid determinar la manera como las
estructuras neuronales que conforman los glomérulos
olfatorios van interconectandose hasta constituir la
sinapsis principal de la via olfatoria. Es importante
sefalar que el componente glomerular que primero se
desarrolla es el periférico o extrabulbar, sirviendo este de
“blanco” para atraer el componente intrabulbar
constituido por las prolongaciones de las células mitrales
y células en penacho que ascienden en buisqueda de las
terminaciones del nervio olfatorio, uniéndose a ellas los
procesos neuronales de las células periglomerulares.
Estos  contactos interncuronales se  establecen
aproximadamente al dia P5, consolidandose la

comunicacion sindptica al dia P9.

Los resultados estadisticos indican que el aumento del
diametro glomerular desde E17 hasta P9 fue de
aproximadamente 85,7%, lo cual demuestra que el
crecimiento del glomérulo es constante hasta casi
duplicar su tamafio a la edad P9 en comparacion con E17.
Desde E17 hasta P5, el aumento del diametro fue de
60,53% aproximadamente y en las edades comprendidas
entre P5 a P9 fue alrededor de 15,7%. Estos valores
confirman que de E17 a P5 el crecimiento del diametro
del glomérulo es mayor que entre P5 y P9, lo cual se
puede explicar porque durante el primer periodo (E17-
P5) hay un marcado crecimiento y una alta diferenciacion
de los elementos neuronales que van a conformar el
glomérulo; mientras que entre P5 y P9 la modelacion de
la citoarquitectura del glomérulo es mas lenta, debido a
que en esta etapa la maduracion y la conformacion
glomerular definitiva va a depender en gran parte de

estimulos externos.
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