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RESUMEN:

Introduccion: A pesar de la importancia del sistema olfatorio en la vida diaria (relacionado con
emociones y memoria) y de sus patologias, los profesionales responsables de su rehabilitacion y
tratamiento tienen pocos conocimientos respecto a su formacion. Por tanto, seria interesante encontrar
técnicas que nos permitan ampliarlos para lograr una intervencion mas eficaz.

Hipotesis del trabajo: Las técnicas inmunohistoquimicas contra Neurofilamento y los marcadores
lipofilicos (Dil) son buenas herramientas para el estudio del desarrollo del sistema olfatorio.
Objetivos: Estudiar mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas y marcadores lipofilicos (Dil) el
desarrollo embrionario prenatal y postnatal de las conexiones en el sistema olfatorio para describir la
formacion de dichos tractos en los estadios citados.

Material y métodos: Este trabajo se ha efectuado utilizando 2 herramientas: técnica de
inmunohistoquimica contra Neurofilamento y marcador lipofilico Dil en el estudio del desarrollo
embrionario del sistema olfatorio en los estadios E12.5, E15.5, E18.5y P3.

Resultados: En los resultados obtenidos se puede observar como, a medida que avanzan los estadios,
las estructuras morfolGgicas relacionadas con el sistema olfatorio van determinandose y aumentando
de tamafio. Alguna de ellas, como el bulbo olfatorio, son detectables desde los primeros estadios
mientras otras, como el tubérculo olfatorio, no aparecen hasta estadios mas avanzados.

Discusién: Las dos técnicas han mostrado su validez para estudiar este sistema. Los resultados
obtenidos nos han permitido observar cémo y cuando se desarrollan los diferentes componentes.
Conclusiones: Las herramientas utilizadas permiten estudiar el desarrollo del sistema olfatorio.

Siendo mas precisa y especifica la inmunohistoquimica.

Palabras clave: Desarrollo embrionario, sistema olfatorio, inmunohistoquimica, Dil.



ABSTRACT:

Introduction: Given the olfactory system importance in daily life (related to emotions and memory)
and its pathologies, the professionals responsible for its rehabilitation and treatment have poor
knowledge about its formation. It would be interesting to find techniques that allow us to implement it
and to achieve a more effective intervention.

Working hypothesis: Immunohistochemical technique against Neurofilament and lipophilic markers
(Dil) are good tools for studying the olfactory system development.

Objective: To study, through the use of immunohistochemical technique and lipophilic markers (Dil),
the prenatal and postnatal development of the olfactory system connections to describe the above-
mentioned tracts formation.

Materials and methods: This work has been carried out using 2 tools: immunohistochemistry against
Neurofilament and Dil lipophilic marker in the study of the embryonic development of the olfactory
system in E12.5, E15.5, E18.5 and P3 stages.

Results: In the results obtained it can be observed how, as the stages develop, the morphological
structures related to the olfactory system are determined and increased in size. Some of them, such as
the olfactory bulb, are detectable from the earliest stages while others, such as the olfactory tubercle,
do not appear until more advanced stages.

Discussion: The two techniques have shown their validity to study this system. The results obtained
have allowed us to observe how and when the different components are developed.

Conclusions: The tools used allow the study of the olfactory system development. The

immunohistochemistry is more precise and specific.

Key words: Embryonic development, olfactory system, immunochemistry, Dil.



INTRODUCCION:

Como ya se sabe, el desarrollo embrionario comienza en la formacion de los gametos. Esa parte se va
a omitir para comenzar a partir de la fecundacion, es decir, la union del espermatozoide con el 6vulo
dando lugar al cigoto. A partir de aqui comienza la Blastogénesis, la cual comprende dos procesos.
Primero, la segmentacion que hace referencia a la division y multiplicacion mitética que acontece en
la trompa uterina y por la cual se diferencian varias etapas segin el nimero de células y dias de
gestacion. En este punto nos encontrariamos con un embrién bilaminar formado por dos capas
superpuestas denominadas epiblasto e hipoblasto. Posteriormente, la gastrulacion, etapa del desarrollo
embrionario producida sobre la tercera semana que culmina con la formacion de la gastrula. Esta se
caracteriza por el paso de las capas germinales (epiblasto e hipoblasto), a las tres hojas fundamentales
precursoras de los diferentes tejidos del embridn. El epiblasto contiene el material celular destinado a
formar el ectodermo (parte mas externa), mesodermo (capa intermedia) y endodermo (parte mas
interna), mientras que las células del hipoblasto desencadenan inductivamente el proceso de

gastrulacion, pero quedan luego excluidas del embrion propiamente dichas 2,

Por tanto, ahora el embrion trilaminar consta de tres capas, la primera que pertenece al resto del
primitivo epiblasto pasando a Ilamarse ectodermo y del cual se desarrollaran la epidermis y el tejido
nervioso central (cerebro y médula espinal) donde nos vamos a centrar. La segunda, formada por las
células invaginadas que migran por la capa intermedia apartandose en todas direcciones de la linea
primitiva formando el mesodermo, el cual, dara lugar al sistema musculoesquelético, tejido conjuntivo
y aparatos renal y circulatorio y, en tercer lugar, el endodermo que ha desplazado en el techo de la
vesicula vitelina al primitivo hipoblasto para posteriormente formar el tubo digestivo con sus

correspondientes glandulas y aparato respiratorio -2,

A partir de este punto, mediante procesos de induccion e inhibicién por sefiales moleculares tendra
lugar la especificacion de los diferentes componentes del ectodermo. A este proceso se le denomina
induccioén neural, en el cual la porcion central del ectodermo se convierte en la placa neural que tras la

neurulacion primaria pasara a ser el tubo neural (esbozo del Sistema Nervioso Central) &2,



A continuacion, en la parte rostral donde se encuentra el primordio encefélico, aparecen 3 dilataciones
denominadas vesiculas encefélicas primarias conocidas como prosencéfalo, mesencéfalo vy
rombenceéfalo. En este caso, nos vamos a centrar en el desarrollo del prosencéfalo, el cual, se divide en
prosencéfalo secundario, que contendrd las dos vesiculas secundarias denominadas telencéfalo,
rostralmente (cerebro terminal), y diencéfalo, caudalmente (cerebro intermedio). Dejando a un lado el
diencéfalo y siguiendo el desarrollo del telencéfalo observamos que ocurre una nueva division de los

hemisferios telenceféalicos. Por un lado, aparece el palio o techo y por otro el subpalio o base @),

Siguiendo con el desarrollo del cerebro y su formacidn, prosiguen las subdivisiones del subpalio y el
palio. Del primero se podran observar las siguientes estructuras: palido, estriado, zona innominada,
region preoptica, parte ventral del septum y partes centromediales de la amigdala. Mientras que en el

segundo observaremos cuatro zonas longitudinales denominadas medial, dorsal, lateral y ventral @4,

El palio medial madura para dar origen al alocértex hipocampico vy, el dorsal para formar una

estructura de seis capas llamada isocortex o neocorteza @4,

Mientras que de manera conjunta lateral y ventral forman parte de la corteza alocortical olfatoria junto
con el bulbo olfatorio, con Unicamente 3 capas, asi como, poblaciones nucleares paliales y nacleos

paliales de la amigdala (en este Gltimo también participa el medial) ¢4,

Esta parte del encéfalo, telencéfalo, se subdivide en los sistemas y complejos funcionales que se

nombran a continuacion:

e Sistema Olfatorio: formado por bulbo y tubérculo olfatorio, cortezas prepiriforme y piriforme
y nlcleos corticales de la amigdala. En el que centramos el presente trabajo.

e Hipocampo y estructuras relacionadas: septum precomisural y 16bulo limbico.

e Amigdalay claustro.

e Ganglios basales.

e Neocorteza.



Sistema olfatorio:

El bulbo olfatorio se sitla sobre la Iamina cribosa del hueso etmoides. Es el centro primario del
sistema olfatorio actda de lugar de relevo para todos los impulsos olfatorios que transcurren entre la
mucosa olfatoria y los centros olfatorios superiores. Se trata de una masa solida de estructura cortical
concentrica que se conecta mediante su tallo con el extremo anterior del tubérculo olfatorio en la base
del encéfalo. El tallo lleva los axones de proyeccién del bulbo, que hacia su raiz se van haciendo
superficiales, y forman la cintilla olfatoria. En la superficie, el tallo muestra una estructura alocortical
olfatoria a su alrededor denominada &rea olfatoria anterior que recibe proyecciones del bulbo olfatorio

y otras areas olfatorias &7,

Otra de los componentes que conforman el sistema olfatorio es la corteza olfatoria secundaria. Es la
region olfatoria mas grande y se divide en zona prepiriforme y zona piriforme. Tiene semejanzas con
la neocorteza pero presenta una composicion mas simple contando solo con 3 capas (paleocorteza). De
ella hay proyecciones hacia la amigdala, hipocampo, hipotdlamo, tdlamo dorsal y neocorteza, todas

ellas pertenecientes al prosencéfalo ¢,

Las capas se suelen designar como I, Il, Ill. La | es una capa plexiforme superficial que contiene
escasa neuronas dispersas Y, sobre todo, axones de recorrido tangencial y expansiones dendriticas
ascendentes de las células piramidales y semilunares subyacentes. La capa Il estaria formada por
somas neuronales densamente agrupados y, por dltimo, la Il muestra una densidad celular moderada

en las que se encuentran neuronas piramidales y multipolares (Figura 1) @

Figura 1: Citoarquitectura y principales tipos celulares de la
corteza olfatoria primaria.



Relacion con el sistema limbico:

La olfacciéon en algunos de los contextos desencadena potentes reacciones emocionales de agrado,
desagrado, aversion y pulsion, teniendo tendencia a quedar el evento grabado en la memoria, aunque
sea de forma inconsciente. A veces, un simple olor puede desencadenar el recuerdo de una compleja
escena vivida anteriormente. Esto se debe a la conectividad directa de la corteza piriforme, que cubre a
la amigdala, sobre sus nucleos paliales, que integran la memoria emocional, y sobre otras cortezas y
formaciones limbicas. Esto permite una entrada al circuito del hipocampo y, por tanto, que la

experiencia olfatoria sea grabada en la memoria junto a los demas detalles de la experiencia ©.

Patologias relacionadas con el olfato:

El sentido del olfato ayuda a disfrutar de la vida, y permite disfrutar de los aromas de sus comidas
preferidas o la fragancia de las flores. También es un sistema de alerta, que avisa si hay sefiales de
peligro, como una fuga de gas, alimentos que se han echado a perder o un incendio. Cualquier pérdida
en el sentido del olfato, aunque sea minima, puede tener un efecto negativo en la calidad de vida.

También puede ser una sefial de otros problemas de salud mas serios @,

Las personas con trastornos del olfato pueden sufrir una pérdida en la capacidad de oler o cambios en

como perciben los olores ®.

e La hiposmia es una reduccidn en la capacidad para detectar olores.

e Laanosmia es la total incapacidad para detectar olores. En raras ocasiones, se puede nacer sin
el sentido del olfato, lo que se llama anosmia congénita.

e La parosmia es un cambio en la percepcién normal de los olores, por ejemplo, cuando se
distorsiona el olor de algo familiar, o cuando algo que normalmente le agradaba de repente se
vuelve desagradable.

e Lafantosmia es la sensacién de percibir un olor que en realidad no esta presente.

A pesar de la importancia del sistema olfatorio en la vida diaria (relacionado con el sistema limbico y

con funciones tan importantes como la memoria) y de sus patologias (anosmia, parosmia), los



profesionales responsables de su rehabilitacion y tratamiento tienen pocos conocimientos respecto a su
formacion, siendo interesante encontrar técnicas que nos permiten ampliarlos para lograr una

intervencién mas eficaz.

Por tanto, es vital conocer con exactitud como se generan y conectan los diferentes componentes del
mismo. Nos planteamos estudiar, usando el ratdn como modelo, la formacion de las conexiones
olfatorias a lo largo del desarrollo embrionario. El fin de nuestro trabajo es profundizar en nuestro
conocimiento del sistema olfatorio, validando técnicas experimentales, para asi poder describir y

entender los procesos patologicos.



HIPOTESIS DE TRABAJO:

Las técnicas inmunohistoquimicas contra Neurofilamento y los marcadores lipofilicos (Dil) son

buenas herramientas para el estudio del desarrollo embrionario y postnatal del sistema olfatorio.

OBJETIVO:

Estudiar mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas contra Neurofilamento y marcadores
lipofilicos (Dil) el desarrollo embrionario prenatal y postnatal de las conexiones en el sistema olfatorio

para describir la formacion de dichos tractos.



MATERIAL Y METODOS:

Este estudio ha sido realizado durante los meses de octubre y noviembre de 2017 entre los laboratorios

101, 102 y 138 del Instituto de Neurociencias de la Universidad Miguel Hernadndez de Elche.

Realizamos un estudio observacional descriptivo de la conectividad del sistema olfatorio tomando para
ello muestras de cerebro de raton en estadios de desarrollo diferentes: embrionarios (E12.5, E15.5y

E18.5) y postnatales (P3).

Las técnicas utilizadas para realizar el estudio han sido la técnica de inmunohistoquimica y el

marcador lipofilico Dil.

Origen de las muestras:

Los animales fueron obtenidos del Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche, en concreto del animalario de la Unidad de Sant Joan de dicho servicio. Este
animalario sigue el control 1ISO 9001/2008 y mantiene una excelente calidad en sus instalaciones y
mantenimiento de las lineas animales. La manipulacion de los ratones fue llevada a cabo por personal

acreditado.

El estudio se ha efectuado siguiendo estrictamente la normativa que rige la experimentacion con
animales y el uso de organismos modificados genéticamente (Real Decreto 53/2013, Directiva
2010/63/UE de la Unién Europea). Esta experimentacion recibio el visto bueno del Organo evaluador
de proyectos de la Universidad Miguel Hernandez de Elche y la aprobaciéon de la Generalitat

Valenciana.

Criterios de seleccion:

Como unico criterio de seleccion de los embriones se ha tenido en cuenta que sean animales silvestres
de la cepa ICR (no consanguinea) y estar en los estadios de desarrollo embrionario y postnatal

necesario (E12.5, E15.5, E18.5 y P3).



Obtencion de las muestras:

Con el objetivo de obtener las muestras se utilizaron hembras prefiadas en los dias 12.5, 15.5y 18.5 a
las que se sacrificd por dislocacion cervical y posnatales de 3 dias a los que se decapitd previa
anestesia. A continuacion, se procedio a aislar los embriones del Gtero con la ayuda de una lupa
estereoscopica (modelo LEICA® EZ4D). Seguidamente fueron limpiados en una solucion salina de

PBS (Phosphate Buffered Saline).

Técnica de inmunohistoquimica:

Una vez obtenidos los cerebros se procedié a su fijacion en una solucién de paraformaldehido (PFA)
al 4% en PBS donde permanecieron a 4°C durante 24 horas los estadios embrionarios y 72 horas los
postnatales. Tras la fijacién, las muestras se lavaron en PBS (2 cambios de 40 minutos) y a
continuacion fueron deshidratadas progresivamente en etanol 25%, 50%, 70% y 100% (1 cambio de
40 minutos en cada alcohol excepto en el de 100% que se realizaron 2) y almacenados hasta su

posterior seleccion y uso.

Antes de comenzar la técnica descrita a continuacion, se rehidrataron (siguiendo el proceso inverso a
la deshidratacién) y se procedi6 a la inclusion en agarosa. En primer lugar, preparamos 100 ml de
Agarosa al 4%. Con la agarosa liquida, se incluy6 el embridn en una placa Petri y se orientd en el
plano de corte seleccionado (sagital y coronal). Una vez fria y solidificada la agarosa, se talld el
blogue y se procedid a su seccion, realizandose los cortes con un vibratomo (LEICA ® VT1000S)

utilizando un grosor de 100um para cada seccion.

Se usé esta técnica con el fin de detectar la expresion de las proteinas objeto de interés, ya que, es
capaz de reconocer una gran variedad de antigenos presentes en las células. Se basa en aplicar un
anticuerpo primario al tejido que reconozca la proteina a estudio, para después afiadir un anticuerpo
secundario conjugado con biotina que reconozca el anticuerpo primario, amplificando asi la sefial y

posibilitando el revelado posterior.

10



Esta técnica permite detectar una variedad de antigenos presentes en las células (en este caso
neuronas). Se basa en aplicar un anticuerpo primario al tejido que reconozca la proteina de interés,
para después afiadir un anticuerpo secundario conjugado con biotina que reconozca el anticuerpo
primario, amplificando asi la sefial y posibilitando el revelado posterior. En este caso la proteina a

estudiar fue Unicamente Neurofilamento.

Una vez obtenidos los cortes, se colocaron en una placa multipocillo y fueron lavados en PBS con
triton (PBST) al 0,1% (tres repeticiones de 10 minutos). A continuacion, se bloqueé la peroxidasa
enddgena del tejido con H202 durante 30 minutos a temperatura ambiente protegida de la luz. Para
bloquear las uniones inespecificas del anticuerpo primario se utiliz6 lisina al 10% en PBST. El
anticuerpo primario, Neurofilamento, se incub6 a la concentracion indicada en albumina de suero
bovino (BSA) al 1% con azida al 0,1% en PBST. Se dejé actuar durante una noche a temperatura
ambiente (en la Tabla 1 se detalla la concentracion a la que se us6 el anticuerpo y qué anticuerpo

secundario se utilizo).

Anticuerpo Concentracion Anticuerpo 221 Casa comercial

aNF 1/800 aRabbit Abcon ab-64300

Al dia siguiente se recuperd el anticuerpo primario y se lavaron los cortes varias veces en PBST. Se
usé el anticuerpo secundario biotinilado a 1:200 de concentracién en PBST durante una hora a
temperatura ambiente. Tras varios lavados en PBST se afiadié el complejo ABC (Avidin Biotin
Complex) de Vector Laboratories ® a la concentracion de 1:300 en PBST. Este complejo contiene
avidina y la peroxidasa del rabano biotinilada. La avidina tiene una gran afinidad por la biotina y
forma un complejo donde se unen la peroxidasa biotinilada a la avidina dejando al menos un sitio de
union libre para la biotina del anticuerpo secundario. Al afiadirlo, la avidina se une al secundario
biotinilado y ancla la peroxidasa al lugar de expresién de la proteina. Para el revelado se us6 como

substrato de la peroxidasa 1 ml de diaminobenzidina (DAB) con H202 al 0,6% y 0,025 mg de niquel
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por cada 100ml de PBS. El niquel provoca que el precipitado aparezca de color negro en vez del
marrén habitual de la DAB. Se muestra un esquema de este proceso en la Figura 2. Técnica de

inmunohistoquimica. La reaccion se paré con PBS.

Los cortes fueron ordenados y montados en portaobjetos y se deshidrataron en una serie creciente de
etanoles hasta llevarlos a 100% etanol, desde donde se pasaron a xilol, para luego montarlos con

Eukitt® (cubreobjetos) y dejarlos secar varios dias en una estufa a 37°C.

Figura 2. Técnica de inmunohistoquimica.

Unio6n del anticuerpo 2* biotinilado

{

* Molécula tisular
’( Anticuerpo 1*™

e
Anticuerpo 2" biotinilado Unién del complejo ABC

a Complejo ABC *

* Producto de reaccion

- Corte tras la inmunohistoquimica e ***

*

Resultado de la reaccion enzimatica
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Dil Procedimiento:

Una vez lavados los cerebros (tres por cada estadio E15.5, E18.5 y P3), con ayuda de un filamento de
tungsteno insertamos los Dil en el bulbo olfatorio (aproximadamente 4 cristales por cada bulbo
repartidos por toda su superficie). Una vez colocados, dejamos los cerebros inmersos en PFA en una

estufa de 37°C durante 10 dias.

Terminado este periodo se incluyeron en agarosa (como previamente se ha explicado) y se realizaron
cortes coronales de 300um en el vibratomo anteriormente mencionado. Obtenidos los cortes se

montaron en portaobjetos y se cubrieron con Mowiol ® (Sihma, 324590-100G).

Realizacién de figuras:

Para visualizar las muestras se utiliz6 el microscopio estereoscépico (modelo LEICA® MZ 16FA) y
para realizar las fotografias se utilizd6 una camara digital de alta resolucién (modelo LEICA®
DFC550). Posteriormente, se llevé a cabo el tratamiento de fotos con el software de edicion de imagen
Adobe Photoshop CS6 y se montaron las figuras con el programa de maquetacion Adobe Illustrator

CS6.
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RESULTADOS:

Los resultados que hemos obtenido al observar los cortes se describen a continuacion de cada figura.

Iy
M,
o,
y,

® _/
BO

Figura 3. Inmunohistoquimica con oNF en cortes de cerebros de embriones (E12.5). La linea
punteada en la Fig. 3A nos indica el plano de corte. A, B: Corte sagital; C-E: corte coronal de

rostral a caudal. Abreviaciones: BO: bulbo olfatorio; P: palio; SP: subpalio.

En la Figura 3 se muestran cortes de cerebro de raton en estadio 12.5 a los que se le ha realizado la

técnica de inmunohistoquimica contra Neurofilamento. Se puede apreciar en los cortes sagitales, como

comienza a aparecer en el &rea telencefélica una estructura abombada de pequefio tamafio que dara

lugar al bulbo olfatorio del cual salen pequefias ramificaciones nerviosas que tienen su origen en las

células nerviosas del epitelio olfatorio (Fig. 3A). En niveles més laterales comprobamos como en el

bulbo olfatorio se forma una evaginacion, ya que el ventriculo lateral se extiende dentro de él (Fig.

3B).

14



En las siguientes imagenes, vemos una secuencia de cortes coronales ordenados de rostral a caudal (la
linea punteada en la Fig. 3A nos indica el plano de corte) donde observamos como se va evaginando el
bulbo y a la vez como se van empezando a diferenciar las primeras neuronas ya que aparece marcaje
para Neurofilamento (Fig. 3C-E).

Por otro lado, estos cortes nos permiten apreciar las subdivisiones de la vesicula telencefélica en sus
dos componentes: palio y subpalio (Fig. 3E). Recordamos que el bulbo olfatorio pertenece a la region

palial.

e

[/l

/C) &

ipl epl

Figura 4. Inmunohistoquimica con aNF en cortes de cerebros de embriones (E15.5). La linea
punteada en la Fig. 4A nos indica el plano de corte. A, B: Corte sagital; C-E: corte coronal de rostral a
caudal. Abreviaciones: BO: bulbo olfatorio; P: palio; SP: subpalio; ipl: capa plexiforme interna; epl:

capa plexiforme externa; to: tubérculo olfatorio: lot: tracto olfatorio lateral; ca: comisura anterior.
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En los cortes sagitales, en el estadio E15.5, podemos apreciar como el bulbo olfatorio ha aumentado
de tamarfio con respecto al estadio anterior y ya se pueden distinguir las capas plexiformes interna y
externa que lo componen, entre otras (Fig. 4A, B). Estas capas aparecen positivas ya que contienen
una alta densidad de fibras. En un corte coronal anterior, apreciamos la estructura laminar de los
bulbos olfatorios en los que de nuevo se puede observar claramente el marcaje positivo de estas dos

capas (Fig. 4C).

Ademas, en este estadio podemos diferenciar en un corte posterior, como aparecen de manera mas
marcada el tracto olfatorio lateral mientras recorre de rostral a caudal la vesicula telencefalica
buscando sus regiones diana (Fig. 4D). Podemos resaltar también como a la regién donde se localiza
el tubérculo olfatorio, comienzan a llegar terminales olfatorios, aunque todavia en este estadio el
marcaje es poco intenso (Fig. 4D). Por altimo, en el corte méas caudal se observa la comisura anterior
fuertemente marcada. Esta comisura estd compuesta principalmente por las fibras de la estria olfatoria

medial y por las fibras que provienen de la corteza piriforme (olfatoria) que cruzan al otro hemisferio.
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Figura 5. Inmunohistoquimica con oNF en cortes de cerebros de embriones (E18.5). La linea
punteada en la Fig. 5A nos indica el plano de corte. A: Corte sagital; B-E: corte coronal de rostral a
caudal. Abreviaciones: BO: bulbo olfatorio; P: palio; SP: subpalio; ipl: capa plexiforme interna; epl:
capa plexiforme externa; to: tubérculo olfatorio: lot: tracto olfatorio lateral; ca: comisura anterior; am:
amigdala; olfnl: capa del nervio olfatorio; gll: capa glomerular; mcl: capa de células mitrales; grl: capa

de células granulosas.
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Avanzando en el desarrollo embrionario prenatal, en el estadio E18.5 podemos observar en un corte
sagital la extension del bulbo olfatorio y como se mantiene el ventriculo lateral dentro del mismo (Fig.
5A). En un corte coronal del bulbo olfatorio podemos ver todas sus capas concéntricas. De exterior a
interior podemos observar en primer lugar la capa del nervio olfatorio seguida de la capa glomerular,
después observamos la capa plexiforme externa, la capa de células mitrales, capa plexiforme interna'y,

por Gltimo, la capa de células granulosas (Fig. 5B).

En un corte mas posterior, volvemos a detectar el tracto olfatorio lateral con un marcaje mas intenso
que en el estadio anterior y en el tubérculo olfatorio podemos destacar como aparecen los Islotes de
Calleja con una gran inervacién por parte de las fibras provenientes del bulbo olfatorio (Fig. 5C). En
un nivel mas caudal podemos ver de nuevo la comisura anterior con sus dos componentes positivos
(Fig. 5D). En la region mas posterior de la vesicula telencefélica podemos observar la localizacion de
la amigdala. Se ve como esta estructura neural recibe aferencias olfativas, motivo por el cual se

encuentra relacionada con el sistema limbico (Fig. 5E).
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Figura 6. Inmunohistoquimica con oNF en cortes de cerebros de embriones (E18.5). La linea
punteada en la Fig. 6A nos indica el plano de corte A: Corte sagital; B-E: corte coronal de rostral a
caudal. Abreviaciones: BO: bulbo olfatorio; P: palio; SP: subpalio; ipl: capa plexiforme interna; epl:

capa plexiforme externa; to: tubérculo olfatorio: lot: tracto olfatorio lateral; ca: comisura anterior.

Para terminar nuestro patron de expresion de Neurofilamento, procedimos a analizar un estadio
postnatal. En concreto, tres dias después del nacimiento (P3). Podemos considerar que en este punto
todo el sistema olfatorio estd plenamente establecido. En un corte sagital podemos ver el bulbo
olfatorio plenamente generado y como el espacio ventricular ha desaparecido, ya que ahora esta
ocupado por las fibras neuronales que se dirigen a la corteza olfatoria (Fig. 6A). En un corte
transversal del bulbo podemos volver a detectar las capas de este y como la proteina Neurofilamento
se distribuye especialmente en las dos capas plexiformes (Fig. 6B). En un nivel posterior, vemos el
tubérculo olfatorio desarrollado con los islotes de Calleja fuertemente inervados, asi como la estria

olfatoria lateral, que se dirige caudalmente a la corteza piriforme (Fig. 6C). Por ultimo, en el nivel mas
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caudal podemos ver la comisura anterior marcada, lo que nos indica la participacién de las fibras

olfatorias (Fig. 6D).

E
BO
F
ca
lot

Figura 7. Cristales Dil implantados en bulbo olfatorio. A, B, Vista ventral de embriones (E15.5); C,

corte coronal del cerebro mostrado en A. D, E, Vista ventral de embriones (E18.5); F, corte coronal
del cerebro mostrado en D. G, H Vista ventral de un encéfalo postnatal (P3); I, corte coronal del
cerebro mostrado en G. El marcaje de los bulbos olfatorios nos permite observar el tracto olfatorio
lateral, medial y la comisura anterior. Abreviaciones: BO: bulbo olfatorio; to: tubérculo olfatorio: lot:

tracto olfatorio lateral; mot: tracto olfatorio medial; ca: comisura anterior.



Para concluir la experimentacion de este trabajo, procedi a implantar cristales lipofilicos de Dil en los
bulbos olfatorios para comprobar como los tractos descritos previamente tienen su origen en dicho
bulbo. Implanté los cristales en estadios E15.5, E18.5 y P3. En el primer estadio podemos observar el
bulbo fuertemente marcado y como parten de él unas fibras que se corresponden con el tracto olfatorio
lateral (Fig. 7A y B). En cortes transversales de la misma muestra podemos ver como las fibras del
tracto olfatorio medial se van acercando a la linea media para conformar la comisura anterior (Fig.
7C). En el estadio E18.5, volvemos a observar claramente el tracto olfatorio lateral (Fig. 7Dy E) y
como en el corte transversal es facilmente detectable la comisura anterior cruzando al lado
contralateral (Fig. 7F). Por ultimo, en el estadio postnatal P3 detectamos un tracto olfatorio lateral
plenamente desarrollado (Fig. 7G y H) y en el corte transversal la dimension final de este tracto y de

la comisura anterior (Fig. 71).
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DISCUSION:

A pesar de que ambas herramientas han resultado de gran utilidad, cabe decir que la técnica de
inmunohistoquimica es un procedimiento mucho mas preciso, ya que al usar un anticuerpo especifico
contra una proteina localizada de estas proyecciones nos da una identificacion precisa. El Dil, en
cambio, al ser una sustancia lipofilica es absorbida por todas las células proximas al implante. Esto
hace que aparezcan regiones tefiidas que no son especificas de este sistema. De hecho, largas
incubaciones provocan un gran aumento en el marcaje inespecifico.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos han permitido describir en detalle cGmo se conectan y en
gué momento, los diferentes componentes del sistema olfatorio. Por un lado, hemos observados desde
los primeros estadios la aparicion del bulbo olfatorio, luego hemos detectado los dos grandes
componentes de fibras que parten desde el bulbo (tracto olfatorio medial y lateral). Posteriormente
detectamos la formacion de la comisura anterior y la fuerte inervacion del tubérculo olfatorio, en

especial los islotes de Calleja (con su fuerte relacion con la deteccion de las feromonas).
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CONCLUSIONES:
Tras la finalizacion del trabajo, se puede concluir que hemos logrado el objetivo propuesto en el
mismo. Las dos técnicas empleadas son validas para el estudio de la conectividad del sistema
olfatorio, ya que, se han podido detectar de forma clara las fibras que lo conforman en todos los
estadios estudiados. La inmunohistoquimica realizada contra Neurofilamento presenta una mayor

especificidad que el marcador lipofilico Dil.
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