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RESUMEN

El fendmeno de neurogénesis adulta (NA) en mamiferos es un mecanismo de plasticidad
cerebral ampliamente estudiado. En el Sistema Vomeronasal (SVN), un subsisterna de
tipo olfatorio asociado a la modulacién de las conductas socio-sexuales, ocurre la
integracién de nuevas neuronas en el Bulbo Olfatorio Accesorio (BOA). Las nuevas
neuronas, principalmente interneuronas de tipo Yuxtaglomerular y Granular (Gr) se
insertan de manera funcional en el BOA afectando los procesos de aprendizaje y memoria
asociados a la percepcion de semioquimicos. El BOA recibe las proyecciones de dos
poblaciones neuronales, las que divergen de acuerdo a la expresion diferencial de las
proteinas G; estas poblaciones conectan al BOA, donde se constituyen dos subdominios
segregados anatdmicamente: anterior (aBOA) y posterior (pBOA). Algunos mamiferos
exhiben diferencias morfoméiricas entre ambos subdominios del BOA, asociadas a
distintos parametros socio-ecoldgicos. En particular, el roedor caviomorfo Octodon degus
exhibe un aBOA que posee el doble de volumen que el pBOA, junto con un mayor niimero
de glomérulos y de neuronas de proyeccion secundaria, sin embargo, no se conoce si estas
diferencias estan presentes entre las interneuronas granulares asociadas a las células de
proyeccion secundaria, En este trabajo se propone caracterizar, desde un punto de vista
anatémico, pardmetros morfométricos asociados a la Capa de Células Granulares de
ambos subdominios del BOA de O. degus. Con este fin, se recurrié al uso de tinciones de
cuerpos neuronales y métodos estereoldgicos de cuantificacion. Los resultados obtenidos
muestran diferencias estadisticamente significativas en el volumen ocupado y niimero
total de células Gr entre aBOA y pBOA para ei estadio adulto, y la posible presencia de
la misma en los estadios de P15, P30, P60 y P150. Lo anterior podria estar asociado a

relacion entre la actividad fisiolégica y los procesos de memoria de este sistemna.




ABSTRACT

{
The phenomenon of Adult Neurogenesis (AN) in mammals is a mechanism of brain
plasticity widely studied. In the Vomeronasal System (VNS), an olfactory subsystem
associated with the modulation of socio-sexual behaviours, occurs the integration of new
neurons in the Accessory Olfactory Bulb (AOB). The new neurons, mainly
Juxtaglomerular and Granular (Gr) interneurons, are functionally inserted in the AOB
affecting learning and memory processes associated with the perception of
semiochemicals, The AOB receives projections from two neuronal populations, which
differ according to the differential expression of G proteins; these populations connect
differentially to two AOB subdomains that are anatomically segregated: anterior (aAOB)
and posterior (pAOB). Some mammals exhibit morphometric differences between the two
subdomains of the AOB, associated with different socio-ecological parameters. In
particular, the caviomorph rodent Ocfodon degus exhibits an aAOB that has twice the
volume of pAOB, along with a greater number of glomeruli and secondary projection
neurons. However, it is not known whether these differences are present between the
granular interneurons, which are associated with the secondary projection cells. In this
work, we characterize, from an anatomical point of view, morphometric parameters
associated with the Granule Cell Layer of the two subdomains of the AOB from O. degus.
With this objective, we use staining for cell bodies and stereological quantification
methods. The results show statistically significant differences at the volume and total
number of granular cells between aAOB and pBOA in the adult stage and the possible
presence of this heterogeneity in stages P15, P30, P60 and P150, This could be associated

with the relationship between physiological activity and memory process of this system.




3. INTRODUCCION

3.1. Estructura del Bulbo Olfatorio Accesorio

Dentro de la clase Mammalia la mayoria de las especies exhiben dos Subsistemas
olfatorios, El Sistema Olfatorio Principal (SOP) y el Accesorio (SOA). El SOP esta
compuesto, en principio, de un epitelio sensorial (Epitelio Olfatorio) y de una region
blanco en el telencéfalo (Bulbo Olfatorio Principal); de esta misma forma, el SOA se
compone d'e un epitelio conocido como Organo Vomeronasal (OVN) cuyo blanco es el
Bulbo Olfatorio Accesorio (BOA) (Meisami y Bhatnagar, 1998). En particular, el Sistema
Olfatorio Accesorio o Vomeronasal participa de la modulacién de conductas sociales y

reproductivas en mamiferos (Reynolds y Kerverne, 1979; Sudrez y col., 2011b).

Los Epitelios Olfatorios, Principal y Vomeronasal, se caracterizan por contener células
receptoras de odorantes (Oboti y Peretto, 2015), ademas, se ha descrito que cada una de
estas células expresa solo un tipo de proteina receptora de odorantes cuya activacion y

transduccion, de la sefial depende de la unién con odorantes de cierta similitud estructural
{(Buck y Axel, 1991; Krautwurst y col., 1998).

EI OVN contiene neuronas de tipo olfatorio que segregan en dos grupos, las halladas en
la regién apical y la regién basal; estas regiones se diferencian en la expresion de las
proteinas de tipo G, Giu (apical) y Goa (basal) (Halpern y Martinez-Marcos, 2003). Cada
una de estas poblaciones neuronales proyectan segregadamente al telencéfalo, donde sus
axones forman parte de la capa glomerular de ambos subdominios del BOA: anterior

(aBOA) y posterior (pBOA) (Jia y Halpern, 1996), respectivamente.

A modo general, el Bulbo Olfatorio Accesorio (BOA) es una estructura laminar en forma
de lente, que se aloja en la regién dorsal del Bulbo Olfatorio. Esté estructurado en capas,
donde cada una de ellas estd caracterizada por una poblacidén celular altamente
representada; es esta dominancia la que determina tanto el funcionamiento de Ia capa

como el nombre de la misma (Larriva-Sahd, 2008). Siguiendo el eje dorsal-ventral, estas




se conocen como Capa Glomerular, Capa Plexiforme Externa, Capa de Células

Principales y Capa de Células Granulares.

La Capa Glomerular (CG) del SOA contiene Células Yuxtaglomerulares, principalmente
del tipo Periglomerular (interneuronas), Glomérulos y también el Nervio Vomeronasal
(Larriva-Sahd, 2008; Simpson y Sweazey, 2013). A nivel de esta capa es posible
identificar una invaginacion en el eje anterior posterior (ver flechas Figura 1C), marca
anatomica que coincide con la separacion asociada a la expresion diferencial de proteinas
de tipo G. Gia y Goo, de los dominios anterior y posterior del BOA, respectivamente
(Sudrez y Mpodozis, 2009). Es a partir de ésta que se puede delimitar un plano
descendente a través de todo el 6rgano que divide la mitad anterior de la posterior del

BOA y que se conoce como /inea alba.

Figura 1: A) Marca Inmunohistoquimica para la proteina Gia; B) Marca
Inmunohistoquimica para la proteina Goa; flecha destaca la hendidura que coincide con
la division de la expresion de las diferentes proteinas G en la figura 1B); C) Capas del
BOA. VNL: Capa del Nervio Vomeronasal, GIL: Capa Glomerular, EPL: Capa
Plexiforme Externa, ML: Capa de las Células Principales, lot: tracto olfatorio lateral, GrlL:
Capa Granular. (Sudrez y Mpodozis, 2009). Barra de calibracion en A) y B) corresponde

a 200 um; flechas destacan marcas anatomicas de la linea alba.




Los glomérulos que componen esta capa en el BOA han sido descritos como confluentes,
pseudoestratificados y de mayor tamafio en relacion a los que componen la misma capa

en el Bulbo Olfatorio Principal (BOP) (Larriva-Sahd, 2008).

La Capa Plexiforme Externa es una de las més voluminosas en el BOA. Esta capa se
compone de diversos tipos celulares, especialmente de una amplia variedad de
interneuronas, astrocitos, células de tipo fuffed y las dendritas apicales de células de Ia
Capa Granular (Hamilton y col., 2005; Larriva-Sahd, 2008; Simpson y Sweazey, 2013),
La morfologia de las células que componen la Capa Plexiforme Externa es multipolar
(Gall y col., 1986; Kosaka y col. 1994) y se sugiere que estas células interactiian con las

dendritas de las células granulares (Shepherd y col., 2007).

La siguiente es la Capa de Células Principales o Capa Mitral/tufied (CMT), es una fina
capa que contiene a la mayoria de los somas de las Células de Proyeccién Secundaria de
tipo Mitral‘y tyfted, donde también es posible detectar la presencia de fibras centrifugas
de los blancos telencéfalicos del BOA (ver Figura 2). Es, ademis, en esta capa donde
ocurre el proceso de modulacién de la sefial recibida por la Células de Proyeccién

Secundaria guiado por las interneuronas Granulares (Simpson y Sweazey, 2013).

Le sigue a esta capa el tracto Olfatorio Lateral (tOL), que corresponde a un conjunto
compacto de fibras compuesto por eferencias de Células Mitral/tufied vy axones

provenientes de Fibras Centrifugas Superficiales (Larriva-Sahd, 2008).

Finalmente, la Capa Granular (CGr) se extiende desde el tracto Olfatorio Lateral hasta la
materia blanca bulbar, en su limite anterior contacta con el extremo caudoventral de la
Capa Granular del Bulbo Olfatorio Principal y en su limite posterior la seccién dorsal y
medial deI‘NﬁcIeo Olfatorio Anterior (NOA) (Larriva-Sahd, 2008). Esta capa contiene
principalmente interneuronas de tipo Granular, axones primarios y colaterales de Células
Mitral/tufted (Simpson y Sweazey, 2013). Las Células Granulares, las principales de esta
capa, carccen de axon y la inhibicidon que realizan sobre las Células de Proyeccion
Secundaria corresponden a sinapsis del tipo dendrodendritica (ver F. igura 2) mediada por

el neurotransmisor GABA (Rall y col. 1966; Jahr y Nicoll, 1980; Egger y Urban, 2006).
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Figura 2: A) Esquema dibujado por Santiago Ramon y Cajal que muestra la Conectividad
del Sistema Olfatorio, donde es posible ubicar las células del Epitelio Olfatorio, los
glomérulos, las Células Mitral/tufied, y las Células Granulares (Figueres-Ofiate y col.
2014) B) Esquema resumen del circuito de excitacion/inhibicion del Bulbo Olfatorio,
donde se muestra la interaccion sinaptica entre los principales tipos celulares; el simbolo
(+) representa los contactos sindpticos de tipo excitatorios mientras que (-) representa los

inhibitorios (Simpson y Sweazey, 2013).

La neuropila de la Capa Glomerular es inervada por las células de proyeccion secundaria,
las que a su vez proyectan a cuatro blancos telencéfalicos: el Nucleo del lecho del Tracto
Olfatorio Accesorio, el Nucleo del lecho de la Estria Terminal, la Amigdala Medial y el
Nucleo Cortical Posteromedial de la Amigdala (Brennan y Keverne, 2004; Kang y col.
2011). De esta forma, el efecto final de la activacion de las vias vomeronasales se produce
a nivel hipotalamico, mediando principalmente cambios de tipo hormonal (Wang y col.,

1997).




3.2. Neurogénesis en el Sistema Olfatorio Accesorio

La neurogénesis adulta (NA) es un fendmeno relativamente nuevo que fue descrito
durante el siglo XX (Altman, 1963; Altman y Das, 1965; Altman, 1969; Bayer, 1983;
Gross, 2000; Peretto y Bonfanti, 2015), el que conlleva la proliferacién de células
progenitoras asociadas a zonas discretas del cerebro adulto (Gross, 2000). Inicialmente
fueron descritos los nichos neurogénicos del Giro Dentado del Hil;ocampo, la Zona
Subventricular y el Bulbo Olfatorio (Altman y Das, 1965; Altman, 1969: Bayer, 1983).

Con la introduccién del uso de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) nace una nueva forma de
estudiar la neurogénesis (Taupin, 2007), ya que la insercién de esta molécula en el material
genético de las células durante la fase S podia ser revelada mediante inmunohistoquimica

(Gratzner y col., 1975).

Esta capacidad de generar nuevas células juega un rol clave en la plasticidad neuronal
asociada a habilidades cognitivas o de adaptacién al medio (Bonfanti y Peretto, 2011;
Peretto y Bonfanti, 2015) y sufre variaciones durante el desarrollo de los animales (Hinds
vy MeNelly, 1977; Kuhn y col., 1996).

Se conoce la participacién de la NA en la plasticidad neuronal adulta, y su relacién con
parte de los sistemas sensoriales presentes en los vertebrados (Peretto y col., 2014). El rol
de la NA es decisivo en la adaptacion de los sistemas dindmicos, como el sistema olfatorio
(Graziadei y Monti-Graziadei, 1985), ya que permite la especializacién conductual yla

adaptacion del organismo a los cambios del ambiente (Peretto y col., 2014).

Tanto la mantencién de contactos sinapticos como la inhibicién de los procesos
apoptdticos y la proliferacién celular al interior de un sistema se ha mostrado asociada a
la existencia de actividad neuronal y a la formacidén de un contacto sindptico estable
(Mennerick y Zorumski, 2000; Yu y col., 2004; Heck y col. 2008; Siilz y col., 2009). Un
ejemplo de procesos dindmicos durante el desarrollo de un sistema serd visto en la

siguiente seccion.

La incorporacitn de células en los Sistemas Olfatorio Principal (SOP) y Accesorio (S0A)

ocurre tanto en el Epitelio Olfatorio como en el Bulbo Olfatorio. Las células que se




incorporan al Bulbo Olfatorio tienen su origen en la Eminencia Ganglionar Lateral, previo
al nacimiento, y la Zona Subveniricular en los estadios postnatales (Bovetti y col., 2007;
Nuiiez-Parra y col., 2011). Dentro de este proceso se ha cuantificado que alrededor del 75-
80% de las células que componen Bulbo Olfatorio tienen su origen previo al nacimiento,
dejando a un porcentaje no menor (20-25%), principalmente células yuxtaglomerulares y
granulares, las que sufren un recambio constante y por lo mismo son incorporadas durante

etapas de la vida del animal (Bayer, 1983).

Las nuevas neuronas migran por la corriente migratoria rostral (6 rostral migratory
Stream) y se insertan como interneuronas yuxtaglomerulares y granulares. Las células
yuxtaglomerulares forman parte de la Capa Glomerular, formando contactos sindpticos
con los terminales de Jas neuronas vomeronasales; mientras que las granulares, en la Capa
Granular, conectan principalmente con las células de proyeecién secundaria (Bayer, 1983;
Schoppa y Urban, 2003; Egger y Urban, 2006).

La temporalidad de la proliferacion de células, asociada al crecimiento de este sistema, se
ha estudiado durante las diferentes etapas de desarrollo en ratas (cepa Purdue-Wistar) y
ha sido observada hasta el estadio P180 en el Bulbo Olfatorio Principal, mientras que en
Bulbo Olfatorio Accesorio ha sido observado hasta P60 (Bayer, 1983). Mis atin el
aumento en ¢l volumen del BOA ha sido datado hasta P60 en la misma cepa (Rosselli-

Austin y col., 1987).

Mientras lo anterior caracteriza al BO, en los Epitelio Olfatorios las células son
reemplazadas a lo largo de toda la vida del animal y ademés son capaces de repoblar el
epitelio lvego de un traumatismo (Barber y Raisman, 1977). Sin embargo, ha sido descrita
una disminucién postnatal de la tasa de proliferacién en el Organo Vomeronasal (OVN)
de mamiferos, junto con cambios en la distribucion de las células proliferativas durante el

periodo postnatal (Weiler y col., 1999).

Un punto a destacar es el efecto que tiene la actividad esponténea generada internamente
en la mayorfa de los circuitos en fases tempranas del desarrollo neural, que ademas estaria

determinando la estructura final de los mismos (Goodman y Shatz, 1993; Spitzer, 2006).




Luego de la maduracién las estructuras estabilizan una conformacién, asociada a los
efectos que tiene Ia experiencia sensorial sobre los sistemas (Katz y Shatz., 1996). Seria
esta combinacion secuencial entre la actividad neuronal esponténea y la dependiente de la
experiencia la que dota al cerebro de una capacidad permanente para dar cabida a los

cambios de forma dindmica durante el desarrollo (Katz y Shatz, 1996).

3.3. Caso particular, Octedon degus

Hace algunos afios el Sistema Olfatorio Accesorio de especies pertenecientes al infraorden
Caviomorpha (orden Hystricognathi) tomd notoriedad, debido a las descripciones de
Sudrez y Mpodozis (2009 y 2011a) que mostraban la existencia de diferencias
volumétricas entre las regiones anterior y posterior del BOA de Octodon degus y de

Hydrochoerus hydrochaeris.

Respecto de Octodon degus, se observo que el volumen total del aBOA duplica el del
pBOA, con un mayor niimero y tamafio de glomérulos en aBOA (Sudrez y Mpodozis,
2009); lo opuesto fue observado en H. hydrochaeris (Sudrez y col., 201 1a). Por otro lado,
ha sido descrita la pérdida de algunos de estos subdominios, aBOA o PBOA, en especies

con altos niveles de dimorfismo sexual (Sudrez y col., 2011b).

Siguiendo estos estudios, en O. degus adultos se realizaron mediciones estereologicas de
ntimero, densidad y volumen ocupado por las células de proyeccion secundaria (de tipo
mitral/tufied), donde fueron observadas diferencias significativas en el nimero de las
neuronas de proyeccion secundaria (mitral/tufted) y del volumen de la Capa Mitral/tufted

que las contiene (Delgado y col., 2013).

Los datos anteriores estarian dando cuenta de que las formas de vida podian estar
asociadas a caracteristicas anatomicas propias de cada especie, en especial el tipo de
odorantes a los que se ven expuestos (Sudrez y Mpodozis, 2009; Suarez vy col., 2011a;
Sudrez y col., 2011b)




En un trabajo paralelo a este, se describié la dinamica general del desarrollo del Sistema
Vomeronasal de Octodon degus. En este se encontrd en etapas prenatales la segregacion
de ambos subdominios, tanto en el OVN como en el BOA. A partir de lo cual, el desarrollo
del BOA en O. degus corresponderia a un proceso dinamico, con marcados crecimientos
y decrecimientos en fases criticas, sin embargo, la heterogeneidad volumétrica descrita
por Suarez (2009) en Octodon degus no seria innata, sino que surge durante el desarrollo
postnatal (Ver Figura 3). Debido a lo anterior, podria asociarse la generacion de la
heterogeneidad volumétrica con la maduracion y la organizacion de los tipos neuronales

que lo componen en un determinado contexto social (Fernandez-Aburto, 2016).

Figura 3: Desarrollo del Bulbo Olfatorio Accesorio de O. degus entre los estadios P15 y
el estadio adulto. A) BOA en P15, B) BOA de una cria en P30, C) BOA de una cria en
P60, D) BOA de una cria en P150, E) BOA de un adulto que crecid en cautiverio. Las

flechas marcan los extremos de la linea alba. Barra de calibracion: 200 pm

Sin embargo, la participacion que tienen las células granulares en el establecimiento de la

heterogeneidad del SOA no es clara y tiene la peculiaridad de que estas células tienen un




recambio constante a lo largo de la vida del animal; el que ocurre en un periodo
relativamente corto, entre 20 y 26 dfas (Lemasson, y col., 2005). Por lo anterior, un primer
paso para estudios mas profundos corresponde a la caracterizacién de los cambios de la

CGr y de su posible participacién en el establecimiento de la heterogeneidad.

La vinculacién de laNA en los procesos de adaptacion es evidente, sin embargo, la forma
en que esta ocurre y los factores que la determinan aiin no lo son. Asi, el Sistema Olfatorio
Accesorio de Uctodon degus constituye un modelo interesante, tanto en su fase adulta
como durante el desarrollo, para estudiar en profundidad la NA. Las caracteristicas
anatémicas que exhibe lo convierten en un modelo interesante ya que ambos subsistemas
pueden ser diferenciados sin necesidad de tratamientos previos (como
inmunchistoquimica o hibridacion in sitz), permitiendo asf la aplicacion de otras técnicas,

hasta el momento complejas en ofros modelos.

Lo anterior requiere conocer mds a fondo el SOA de O. degus, ya que hasta el momento
no existen datos sobre los cambios que ocurren en el desarrollo en especies caviomorfas,
siendo este trabajo uno de los primeros en analizar la neurogénesis de este sistema a través
de la caracterizacion de la citoarquitectura de la Capa de Células Granulares de este
infraorden. Se espera que su introduccidn en esta temdtica pueda contribuir a la
comprension de este fenémeno y con ello avanzar en el entendimiento de los fenémenos
de incorporacion y proliferacién celulares en sistemas altamente plésticos y su potencial

uso en campos en la investigacién béasica o aplicada.




3.4. Hipotesis y Objetivos:

Hipotesis:
-La incorporacién y/o proliferacion de células granulares en la Capa Granular del BOA

de O. degus exhibe un sesgo hacia rostral que puede hallarse durante el desarrollo.
Objetivos:

-Caracterizar mediante métodos estereolégicos la heterogeneidad citoarquitecténica de la

Capa Granular del BOA de Octodon degus durante el desarrollo postnatal.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales

Los experimentos serdn desarrollados en 5 individuos adultos y 3 crias de cada uno de los
siguientes estadios: P15, P30, P60 y P150 de Octodon degus, todos crecidos en cautiverio.
Estos han sido mantenidos en un vivero bajo condiciones naturales de temperatura y un
fotoperiodo de 12 horas de Inz/oscuridad. Se mantendran separados machos y hembras en
jaulas de 50 cm x 60 cm x 40 cm (ancho, largo, alto), con comida y agua ad libitum. Los
procedimientos experimentales se seguirin de acuerdo a “Principles of Laboratory Animal
Care” (NIH publicacion n° 86 (23), 1985) y se cuenta con la aprobacién de protocolos de
parte del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, de acuerdo a
la legislacién chilena. Estos animales serdn sobreanestesiados con una mezcla de
quetamina y xilacina (2,4 y 0,4 mL/kg respectivamente) y perfindidos usando la aorta
ascendente con suero salino (NaCl 0,1 M a 37°C), seguido de una solucién fijadora de

parafolmaldehido 4% en buffer fosfato a pH 7,4.

4.2, Tincién de Cresil Violeta

Secciones sagitales del Bulbo Olfatorio de Octodon degus seran cortadas a 40pm con un
micrétomo de congelacion y mantenidas en buffer fosfato pH 7.4. Luego, su montaje sera
en portaobjetos gelatinizados. Durante la tincion los cortes serdn lavados en Cloroformo,

rehidratados y tefiidos con Cresil Violeta, luego deshidratados y cubiertos con Permount.

4.3. Mediciones morfométricas

Secciones seriadas seran examinadas bajo microscopio de luz v analizadas usando el
programa StereoInvestigator® (MBT Bioscience). La determinacion de los volamenes se
realizard mediante el Estimador de Cavalieri utilizando una grilla de 30x30 Lm con un
intervalo de 2. Para el conteo estereoldgico se utilizara la modalidad del “Optical
Fractionator Workflow” midiendo secciones con un intervalo de 2, en las que se contornea
el drea de la capa de Células Granulares (CGr) de ambos subdominios del BOA, se

utilizard un marco de conteo de 30pmx30um en una grilla que serd determinada para cada
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estadio y especie de acuerdo a la Tabla 1, todas tendran asignadas un angulo de rotacion
de 0°. EI grosor de cada corte serd evaluado en cada sitio de conteo y se utilizard un
disector optico de 15um el que se ubicara centrado en el ancho del corte. Se mediran las
secciones donde sea posible discriminar ambos subdominios identificando Ia hendidura
que divide las regiones anterior y posterior (Sudrez y Mpodozis, 2009) distinguiéndolas
siguiendo la marca de la linea alba (Larriva-Sahd, 2008). El niimero estimado de células
serd calculado utilizando la ecuacién descrita por West para cuantificaciones

estereologicas (1991).

Marco de contes | Grilla Disector dptico

| Xso‘m

' &30“‘“‘&30

L R S?Z‘sv‘x?ﬁrhﬁdnéﬂ" L S e TR
“&zééx"iii@

Tabla 1: Resumen de las con{' iguraciones uta!izadas enla configuramon del “Optlcal
Fractionator Workilow” segiin estadio analizado para la medicién de la densidad y el

numero de células en la Capa Granular del Bulbo Olfatorio Accesorio.

4.4, Anilisis estadisticos

Para el analisis de datos se utilizara el programa Statistical0® en su modalidad de pruebas
no-paramétricas: Para la comparacién de ambos subdominios del Bulbo Olfatorio
Accesorio se utilizara fa prueba “Wilcoxon matched pairs” y para la comparacion de las
caracteristicas de cada subdominio en los diferentes estadios se utilizara la prueba
“Kruskal-Wallis ANOVA and median”.

4.5. Edicién de ImAgenes
Las imé4genes que se presentan en el este trabajo fueron tomadas utilizando el microscopio
Olympus® BX351 y capturadas con el software Spot 5.1 de Spotlmaging™ asociada a la

camara “25.4 2MP Slider” de Diagnostic Instruments™, Las figuras fueron editadas
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utilizando Imagel en su version de 64 bits 1.8.0_77 (Schneider y col., 2012) y el
complemento Figure] (Mutterer y Zinck, 2013).

4.6. Otras metodologias utilizadas

4.6.1. Medicion estereoldgica de la Capa Mitral

La configuracion para realizar la estimacion del volumen de la Capa de células
Mitral/rufted det BOA se realizara utilizando descrita para la CGr. La modalidad “Optical
Fractionator Workflow” para la CMT se realizara con un intervalo de 2 para las secciones,
un marco de conteo de S0pm x50um y una grilla de 100pm x 100pm con un angulo de
inclinacién de 0°. El grosor de cada corte serd evaluado en cada marco de conteo vy se

utilizard un disector optico de 15pum centrado a lo ancho del corte.

4.6.2. Inyecciones de BrdU

Las inyecciones de BrdU serdn realizadas en individuos de Rattus norvegicus de la cepa
Sprague-Dawley. El procedimiento propuesto fue planeado a partir de los trabajos de
Oboti y colaboradores (2009 y 2011) y los de Nifiez-Parra y colaboradores (2011) en los
que se inyecta una dosis de BrdU de 100mg/kg de peso corporal via intraperitonial en
animales anestesiados, con dos o mds pulsos cada dos horas. Entre 28 y 30 dias después
de la inyeccion los animales serén sacrificados de la manera descrita anteriormente (ver
seccion 4.1).

Las secciones obtenidas del Bulbo Olfatorio y del Organo Vomeronasal serdn incubadas,
en placas para cultivo de tejido, durante 10 minutos en una solucién 0,3% de H,0: en PBS,
seguido por un tratamiento de 10 minutos en Acido Clorhidrico (HCI) 2N, luego de lo
cual sigue una solucién de suero 3%, 0,4 % Triton X-100 en PBS por 1 hora. Habiendo
terminado los pasos ya indicados, los cortes serdn incubados con inmunoglobulinas
monoclonales anti BrdU (Dako) con Triton X-100 0,4% en PBS por 48 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, las secciones serdn incubadas en anticuerpo
secundario biotinilado por 2 horas y procesadas con el complejo avidin-biotin (ABC Elite
Kit; Vector Laboratories). El revelado se realizara con 4% 3,3-diaminobenzidina (Sigma)

y 0,03% de H20; en PBS por 2-4 minutos.
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5. RESULTADOS

Durante este trabajo se estudiaron los cambios que ocurren en la capa granular (CGr) del
BOA a fin de dar cuenta de como se establece la heterogeneidad de esta capa durante el
desarrollo de estos animales. Para ello se analizaron los estadios P15, P30, P60, P150 y el
estadio adulto (P180).

En cada una de las muestras se realizaron mediciones estereoldgicas de densidad, niimero
de células y volumen que se describen a continuacion y cuyo error de Gundersen asociado

oscilo entre 0,009 y 0,070 (Para mas informacién ver Tabla 1 del Anexo).

5.1. Volumen ocupado por las células

Un primer acercamiento a la heterogeneidad de la Capa Granular se realizé utilizando el
Estimador de Cavalieri del programa Stereolnvestigator®, algoritmo que usando el
principio del mismo nombre estima el volumen total del tejido como la suma de los
volumenes de una parte de las secciones que lo componen. Las mediciones no
estandarizadas y el volumen del cerebro estimado a partir del peso del mismo se observan

en la Figura 4.

Al observar la Figura 4 se puede notar que si bien el volumen del cerebro total aumenta
entre cada estadio analizado, ambos subdominios del BOA fluctfian respecto de los
valores del volumen de cada uno de los estadios y por tanto no siguen el comportamiento
general de desarrollo; ademds los valores estandarizados en relacién al volumen del

cerebro se resumen en la Tabla 2.
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Figura 4: Volimenes sin estandarizar de la Capa Granular (CGr) de ambos Subsistemas

del Bulbo Olfatorio Accesorio y el Volumen del Cerebro Completo para cada uno de los

estadios analizados. (P15: n=3; P30: n=3; P60: n=3; P150: n=3; P>180: n=6)

aBOA
P15 0,134 + 0,035
P30 0,104 £ 0,049
P60 0.153 £0,023

P150 0,115+£0,014
P180 0,146 + 0,034

Volumen Capa de Células Granulares

pBOA
0,070 + 0,043
0,054 + 0,031
0,076 + 0,031
0,051 + 0,024
0,063 £ 0,011

aBOA/pBOA Wilcoxon matched pairs test*

2,18 £ 0,66 z=1,603567, p=0,108810, n=3
2,01 £0,78 z=1,603567,p=0,108810, n=3
2,14 +0,50 z=1,603567, p=0,108810, n=3
2,47 +0,71 z=1,603567, p=0,108810, n=3

2,30+ 044 z=2,201398, p=0,027709, n=6

*Valores muestran diferencias significativamente estadisticas al considerar un p<0,05.

Tabla 2: Resumen de los volimenes de la Capa de Células Granulares estandarizados por

el volumen total del seso para cada uno de los estadios analizados, la proporcion entre

ambos subdominios y la prueba de Wilcoxon respectiva. Notar que los volimenes son

adimensionales debido a la estandarizacion y se expresan de la forma (promedio + error

estandar).
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Un punto a considerar es la significancia estadistica del cambio producido, lo que es

analizado mediante la prueba de “Kruskal-Wallis”, cuyo resultado es que no se observan

cambios significativos de volumen en el aBOA ( 22(412 2,000, p=0,7358) ni en el pPBOA

(2= 2,000, p=0,7358).

Con estos datos se podria sefialar que la Capa de Células Granulares no aumenta su

volumen significativamente durante el desarrollo, a diferencia de lo observado para el
volumen total del cerebro ( ;52(4)217,000, p=0,0019) y del Bulbo Olfatorio Completo

(Fernandez-Aburto, 2016).

Las diferencias de volumen entre cada uno de los subsistemas en la Capa Granular llega
a ser al menos el doble en todos los estadios observados, no obstante la prueba estadistica
de Wilcoxon muestra que esas diferencias no son significativas en los estadios tempranos
del desarrollo. Solo en el caso de los individuos adultos esta diferencia es significativa
(p=0,027709), posiblemente atribuible al bajo nimero de casos obtenidos para los estadios

previos (n=3).

Para continuar el andlisis centrado en la heterogeneidad, serd introducido un factor
artificial que durante este trabajo se denominara “coeficiente aBOA/pBOA™ (ver Figura 5
y Tabla 2, columna aBOA/pBOA) y se referird a la divisién del valor estimado para el
aBOA por el valor de pBOA en la misma medicién.

Hallamos que el coeficiente aBOA/PBOA no sufre variaciones estadisticamente
significativas durante el desarrollo ( ,’{2(4)= 2,000, p=0,7358), fluctuando entre los valores

2,0120,78 y 2,47+0,71.
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Figura 5: Variacion de la relacion anterior/posterior en el BOA de los volimenes de la

Capa Granular correspondientes a los diferentes estadios analizados

Otra forma de observar los cambios es mediante el cuociente del valor inicial, en este caso

el valor de la medicion en P15 y el valor respectivo de cada uno de los estadios sucesivos
(ver Tabla 3).

Mediante este cuociente es posible detectar 2 estadios donde ambos subdominios sufren
una leve disminucion del volumen ocupado por las Células Granulares, P30 y P150. Es
notorio que en el caso del subdominio posterior del BOA el volumen de la Capa de Células

Granulares del estadio adulto es menor que el inicial (P15).
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aBOA pBOA

P15/P15 1,000 1,000
P30/P15 0,776 0,777
P60/P15 1,143 1,087
P150/P15  0.862 0,732
P180/P15 1,092 0,894

Tabla 3: Cuociente entre volumen promedio obtenido en los diferentes estadios
postnatales de O. degus y el estadio postnatal inicial (P15), correspondientes a los
subdominios aBOA y pBOA (En base a los datos expuestos en la Tabla 2). Se destacan

los eventos de disminucion de tamafio con respecto a la etapa inicial (rojo).

A modo de resumen, respecto del volumen estimado de la Capa de Células Granulares
solo fueron observadas diferencias estadisticamente significativas en el caso de los
individuos adultos, lo que podria asociarse al tamafo de la muestra obtenida para cada
estadio. Ademas se dio cuenta de una tendencia de reduccion del volumen de ambos

subdominios en los estadios P30 y P150.
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5.2. Densidad de Células

Una vez se obtuvo el dato de las diferencias volumétricas entre ambos subdominios del
Bulbo Olfatorio Accesorio se analizo la heterogeneidad a niveles mas detallados, como la
densidad celular. Los datos obtenidos para la medicion de densidad se resumen en la

Figura 6 y la Tabla 4.

La Figura 6 resume la dinamica de variaciones de la densidad de la Capa de Células
Granulares en los estadios observados en sus valores absolutos, se observa un decaimiento
en la densidad de células de la region pBOA, comportamiento que no sigue la region

anterior.
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Figura 6: Densidades sin estandarizar de la Capa Granular (CGr) de ambos Subsistemas
del Bulbo Olfatorio Accesorio de Octodon degus en los diferentes estadios postnatales.
(P15: n=3; P30: n=3; P60: n=3; P150: n=3; P>180: n=5)
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Densidad de células (cm™)

S180dpn | 621685552108 | 551054270457 T15+0.18 "z—1,2'13560 p=0,224917, 1 —

*Valores muestran diferencias significativamente estadisticas al considerar un p<0,05.

Tabla 4: Resumen de las densidades celulares de la Capa Granular, obtenidas utilizando
el Método de Fraccionador Optico, la |proporcién entre ambos Subdominios del BOA y
la comparacién entre las regiones anterior y posterior mediante la Prueba de Wilcoxon.

Notar que los valores se expresan de la forma (promedio+error estandar).

Estos valores fueron sometidos a la prueba de Wilcoxon para comparar entre el valor de
la region anterior y la posterior de cada uno de los estadios (ver columna, Wilcoxon
malched pairs test, Tabla 4), en este caso, ninguno de los estadios mostrd diferencias

estadisticamente significativas entre la regi6n anterior y posterior.

Utilizando el test de Kruskal-Wallis, se analizaron las variaciones de densidad de la Capa
de Células Granulares durante el desarrollo; este analisis registrd que la densidad de los

estadios analizados de la regitn anterior del BOA no muestra diferencias estadisticamente
significativas ( ;{2( 1=5,0000, p=0,2873), al igual que la regién posterior ( ;{2(4) =7,66667,
p=0,1046), revelando asi que no existirian variaciones de densidad en los subdominios del

BOA entre los estadios del desarrollo analizados.

Respecto del coeficiente aBOA/pBOA (ver Tabla 4, columna aBOA/pBOA) se observa que
sufre fluctuaciones, sin embargo mantiene valores cercanos a 1 (ver Figura 7), mostrando
que la densidad de células de Ia Capa Granular es similar entre ambas regiones, anterior y

posterior, durante todo el desarrollo.
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Figura 7: Variacion de la relacion anterior/posterior de la Densidad Celular en la Capa de
Células Granulares del BOA en relacion a las densidades correspondientes a los diferentes

estadios analizados.

También se realiz6 la comparacion de este coeficiente mediante el Test de Kruskal-Wallis,

cuyo resultado respecto del coeficiente aBOA/pBOA entrega que estos pertenecen a una
misma poblacion ( ){2(4-, =1,479630, p=0,8302) y por tanto no habrian variaciones
estadisticamente significas para este coeficiente.

Por otro lado, utilizando el cuociente del valor encontrado en cada estadio dividido por el
valor inicial, que en este caso corresponderia a P15, se construyo la Tabla 5, donde ademas

se puede notar que todos los valores encontrados en la region posterior de los estadios

posteriores a P15 son menores que éste.
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aBOA pBOA
P15/P15 1,000 1,000
P30/P15 1,027 0,858
P60/P15 = 0956 | 0,771
P150/P15 1,012 0,719
P180/P15 1,012 0,850
Tabla 5: Cuociente entre la densidad celular promedio obtenida en los diferentes estadios
postnatales de O. degus y el estadio postnatal inicial (P15), correspondientes a los
subdominios aBOA y pBOA (En base a los datos expuestos en la Tabla 4). Se destacan

los eventos de disminucion de tamafio con respecto a la etapa inicial (rojo).

Finalmente, respecto de la densidad encontrada no fueron encontradas diferencias
estadisticamente significativas respecto de la comparacion entre la region aBOA y la
pBOA de la Capa de Células Granulares en ninguin estadio del desarrollo, como tampoco
en la proporcion aBOA/pBOA. Ademds, es posible notar que respecto del estadio
postnatal de 30 dias, la densidad tiene a una leve disminucion en la regién posterior del

Bulbo Olfatorio Accesorio.
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5.3. Numero total de células

El dato que integra el volumen ocupado y la densidad de células en la Capa de Células
Granulares es el namero total de células; debido a que fue posible encontrar diferencias
significativas entre la region anterior y posterior en el volumen del estadio adulto, no asi
en la densidad, se plantea analizar el numero total de células contenidas en la Capa

Granular. Esta caracteristica fue medida utilizando el modo “Fraccionador Optico™ del

programa Stereolnvestigator®.

El numero total de células estimado de ambas regiones del BOA se muestra en la Figura
8. en este grafico es posible notar las fluctuaciones que sufre el total de células, indicando

dos momentos donde el total de células fluctua en ambos subdominios.
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Figura 8: Numero de células de la Capa Granular de cada uno de los Subsistemas del
Bulbo Olfatorio Accesorio de Octodon degus para cada estadio posnatal analizado. (P15:

n=3; P30: n=3; P60: n=3; P150: n=3; P>180: n=5)
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Respecto de la heterogeneidad de esta capa, en la Tabla 6 se resume el nimero total de
células encontrado en la CGr, mostrando ademas la proporcion entre ambas regiones y la
comparacion a través del Test de Wilcoxon. Respecto de este {ltimo, el estadio donde las
diferencias se tornan significativas es el estadio adulto (p=0,043115), sin embargo, la

proporcion entre ambos estadios en el adulto es similar a todos los demas estadios.

Nutmero de células

e i A o T
pBOA, g§ aB'OWEB ,ﬂé’i&“x‘“&*ﬁ‘?ﬁ?a

x Wr"‘%

66635 s:éoﬂé *

*Valores muestran diferencias signiﬁcativamente estadisticas al considerar un p<0,05.

Tabla 6: Resumen del nimero total de células obtenido utilizando el Método de
Fraccionador Optico, la proporcidn entre ambos Subdominios del BOA y la comparacion
entre las regiones anterior y posterior mediante la Prueba de Wilcoxon. Notar que losg

valores se expresan de la forma (promedio - error estandar).

La proporcion o coeficiente aBOA/pBOA en el caso del nimero total de células de la Capa

Granular del BOA de O. degus (ver Figura 9 y Tabla 6, columna aBOA/pBOA) fluctia
entre los valores 2,02+0,63 y 3,03+1,23.
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Figura 9: Variacion de la proporcion en ambos Subdominios, anterior y posterior, del
numero total de células contenido de la Capa Granular del BOA en los diferentes estadios

analizados.

Se realizo un analisis comparativo entre los valores observados en todos los estadios para
el coeficiente aBOA/pBOA utilizando el Test de Kruskal-Wallis ( ,1’2(4) =1,479630,

p=0,8302), que mostro para esta caracteristica ninguna variacion significativa entre los

estadios analizados. Lo que también ocurre al comparar el cambio observado en la Capa

de Células Granulares del BOA: ni la region aBOA (,1’2(4,=8,0000, p=0,0916) ni pBOA

( ,1’2(4,22,3333, p=0,6747) muestran variaciones estadisticamente significativas.
Respecto de la heterogeneidad de la Capa Granular, a pesar de mantener cuocientes entre
ambas regiones entre 2,02+0,63 y 3,03£1,23, éstas solo es posible detectarlas con el Test

de Wilcoxon en el estadio adulto (con un n=5). Esto podria deberse a que los estadios

previos el nimero de muestras con las que fue posible contar para este trabajo fue un n=3.
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El cuociente entre el valor de cada estadio y el estadio mas temprano en el desarrollo es
mostrado en la Tabla 7, donde es posible observar una temporalidad similar a la del
volumen, con decrecimientos en los estadios de P30 y P150; sin embargo, es notorio que
la region posterior del adulto es menor que la misma en P15, dando cuenta de un

decrecimiento, tanto en volumen como en nimero de células en esta region.

aBOA pBOA

P15/P15 1,000 1,000

P30/P15 0,577 0,618

P60/P15 1,021 1,005

P150/P15 0,732 0,600

P180/P15 1,038 0,802
Tabla 7: Cuociente entre el nimero total promedio obtenido en los diferentes estadios
postnatales de O. degus y el estadio postnatal inicial (P15), correspondientes a ambos
subdominios del BOA (En base a los datos expuestos en la Tabla 6). Se destacan los

eventos de disminucion de tamafio con respecto a la etapa inicial (rojo).

Finalmente, respecto del nimero total de células estimado solo fue posible demostrar
estadisticamente la heterogeneidad entre la region aBOA y la pBOA del adulto, no asi
entre los estadios més tempranos del desarrollo, donde es posible notar que respecto del

estadio postnatal de 15 dias, el nimero de células totales fluctua.
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5.4. Comentarios de los resultados

En conjunto estas observaciones llevan a indicar la existencia de una heterogeneidad de
tipo morfométrica en la Capa de Células Granulares respecto del volumen y el nimero

total de células en el estadio adulto.

Debido a que en este trabajo no fue posible contar con un mayor niimero de muestras en
los estadios tempranos del desarrollo los datos no son concluyentes respecto de la
presencia o ausencia de una heterogeneidad a nivel de la Capa de Células Granulares de
QOctodon degus en etapas tempranas del desarrollo y tampoco lo son para las tendencias

exhibidas, tanto en volumen, densidad y ntimero.

No obstante, los coeficientes aBOA/pBOA sugieren que la heterogeneidad volumétrica y
numeérica podria estar presente desde el estadio inicial, y que ésta tenderfa a acentuarse en

los estadios posteriores.

Las fluctuaciones observadas en las caracteristicas de la CGr, ademas de la temporalidad
de estas y las propiedades de la células granulares, estarjan indicando que esta capa, mds
que participar de la adquisicion de la heterogeneidad, estaria respondiendo a los cambios

de las otras capas, como por ejemplo la CMT.
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6. DISCUSION

6.1. Capa de Células Granulares en contexto

Las células granuiares del BOA inhiben la actividad de las células mitral/fufted
selectivamente, proceso que se sugiere modularia la actividad interna del Bulbo Olfatorio

Accesorio (Shepherd y col., 2007; Simpson y Sweazey, 2013; Peretto y col., 2014).

Las observaciones respecto de la naturaleza neuroquimica de las células granulares
muestran su naturaleza GABAérgica, sin embargo, los efectos de su actividad van més
alld de esta caracteristica. Experimentos han asociado la neurogénesis de la Zona
Subventricular y la sobrevivencia de las células granulares en el BOA con procesos
complejos relacionados a una interaccién de tipo socio-sexual mediada por la actividad de
las células granulares del Sistema Vomeronasal; cuyo efector final serian las hormonas

adenohipofisarias y gonadales (Peretto y col., 2014).

Se sugiere ademds que estimulos de tipo social y reproductivo favorecen la sobrevivencia
e integracién de las neuronas dentro de una ventana temporal del desarrollo previo a la
maduracion (Oboti y col., 2009; Oboti y col, 2011; Wu y col., 2013), efecto que estaria
asociado a la presencia de feromonas masculinas, inhibicion realizada por las CGr y la
actividad de calpainas (Kaba y Keverne, 1988; Brennan y col., 1995). Este proceso
afectaria principalmente el Bulbo Olfatorio Accesorio de las hembras de la respectiva

especie (ver Figura 10) (Brennan, 2004; Oboti y col., 2009; Wu y col., 2013).
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Figura 10: Células granulares y su efecto en el bloqueo del estado de prefiez en roedores.
A) El efecto de Bruce es el fenomeno mediante el cual una hembra prefiada aborta
espontaneamente al ser expuesta a la orina de un macho desconocido. B) Este efecto no
se observa si la hembra es expuesta a las feromonas de un macho familiar, debido a que
en este caso las células granulares inhiben las sefiales generadas por las células mitrales;
en caso contrario, la actividad de las células granulares o la incorporacion de éstas (Oboti

ycol., 2011) se induciria el Efecto de Bruce (Peretto y col., 2014).

La percepcion de feromonas masculinas es capaz de desencadenar la integracion de
nuevas células granulares en el Bulbo Olfatorio Accesorio por medio de la actividad
sensorial de las vias Vomeronasales y la actividad centrifuga de la Amigdala Medial
(Peretto y col., 2014), sin embargo, el amplio impacto de los estimulos sociales
reproductivos en diferentes regiones del cerebro estaria sefialando que otros circuitos

pueden estar involucrados (Oboti y col., 2009; Peretto y col., 2014).

Debido a lo anterior, algunos autores seiialan a las células granulares del BOA como las

células implicadas en la “memoria” de las seflales semioquimicas del Sistema
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Vomeronasal (Kaba y Keverne, 1988; Brennan, 2004; Peretto y col., 2014). Esto remarca
la relevancia funcional que tienen las células granulares, ya que estas células estarian

constituyendo la memoria del SOA a pesar de la renovacidn constante que tienen.

6.2. Células Granulares en el Desarrollo

Trabajos previos del laboratorio sefialan que durante el desarrollo las regiones anterior y
posterior del BOA estarfan cambiando de acuerdo a la estimulacién que recibe cada uno
de los subdominios, y cuyo efecto final se observa en el estadio adulto (Fernandez-Aburto,
2016). La regién pBOA exhibe una tendencia a decrecer o mantenerse durante el
desarrollo de O. degus, tanto por un efecto de la especie, donde el marcaje territorial esta
mediado por semioquimicos principalmente de tipo volétil (asociados a la regién aBOA)
y en una proporcién mienor a los no volatiles (asociados a la regién pBOA) (Sudrez y col.,

2011b), como por un efecto de las condiciones sociales en las que crecié el animal.

Cémo varian las granulares durante el desarrolio o cual es la proporcidn entre ambos
subdominios del Bulbo Olfatorio Accesorio de Octodon degus era desconocido hasta
ahora. Sélo se podia inferir a partir de lo que se conocfa que ocurria en Ratius norvegicus,
Este ultimo dato corresponde a un trabajo de 1987 de Rosselli-Austin, en donde se
caracterizaron los cambios en el desarrollo de las células granulares del Bulbo Olfatorio
Accesorio. Lo mds notorio de este caso es que entre P25 y P30 el nlimero de células

granulares parece estabilizarse.

Los datos presentados en la Figura 11 estarfan apoyando la idea de que la madurez sexual
del animal estabiliza o sella los cambios que se desarrollan durante el crecimiento del
animal tanto por un efecto de las condiciones en que fue criado el animal como por la

capacidad de respuesta de la especie frente a ciertos semioquimicos (Suaréz y col., 2011b),
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Figura 11: Cambios durante el desarrollo en el niimero de células granulares de la Capa
Granular del Bulbo Olfatorio Accesorio de Rattus norvegicus cepa Purdue-Wistar
considerando las regiones anterior y posterior como una sola. (Modificado de Rosselli-
Austin y col,, 1987).

6.3. Analisis Estadisticos y el Nitmero de Muestras

Un problema bastante generalizado durante este trabajo fue la obtencion de muestras de
las crias de Octodon degus, va que durante el afio solo podemos acceder a un niimero
reducido de hembras prefiadas de esta especie. Debido a esto el nivel de significancia de

los test estadisticos se vio afectado.

En su mayoria los valores obtenidos en el “Wilcoxon matched pairs test” que comparaba
las regiones anterior y posterior del Bulbo Olfatorio Accesorio obtenian valores similares,

le que podria deberse al bajo mimero de muestras,

En el analisis mediante el test de Wilcoxon del Volumen fue observado un P-value de
0,02770% en el estadio adulto (n=6) con un coeficiente aBOA/pBOA de 2,30+0,44,
mientras el estadio anterior (P150) exhibe una proporcién aBOA/pBOA de 2,47+0,71.La
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proporcién encontrada en P150 corresponde a un valor mayor que el encontrado en el
estadio adulto y por tanto una diferencia mayor entre ambos subdominios, sin embargo,

el P-value del test de Wilcoxon no mostré valores significativos para un n=3.

Debido a lo anterior, Ia heterogeneidad volumétrica de la Capa de Células Granulares
pudiese haber sido detectada en otros estadios pero debido al bajo niimero de muestras los
resultados en el desarrollo los datos obtenidos no son concluyentes y poco puede hacerse

referencia a ellos.

Con respecto a la densidad celular de la Capa de Células Granulares, esta muestra valores
cercanos a 1,00 en el coeficiente aBOA/pBOA, y ningiin valor significativo en el test de
Wilcoxon; por lo tanto las pequefias diferencias de densidades entre ambos subdominios
podrian deberse a la alta variabilidad de este muestreo y no responderfan a diferencias
reales. Sin embargo, esta afirmacion también requiere de un aumento en el nitmero de

crias analizadas para su validez.

Al observar los valores para el nimero de células granulares de la capa del mismo nombre,
se detecta un P-value de 0,108810 (n=3) y otro de 0,043115 (n=5) para valores que
mostraban un similar coeficiente aBOA/pBOA (2,99+1,00 y 3,03+1,23, respectivamente)
(ver Tabla 6}, lo que podria asociarse al nimero de muestras de cada estadio postnatal.
Estas proporciones entre ambos subdominios podrian dar cuenta de la existencia de

diferencias, las que no son detectadas en el test estadistico.

Considerando las salvedades producto del bajo » de muestreo, puede indicarse que la
heterogeneidad numérica y volumétrica de la CGr podria estar presente desde el estadio

P15 en Octodon degus, y que esta heterogeneidad se acentuaria al llegar a P150.

6.4. Células Mitral/fufted y Granulares

Las capas del Bulbo Olfatorio Accesorio mantienen una estrecha interaccidn; de ellas, la
Capa Granular se asocia con la Capa de Células Principales (Mitral/tufted) o de proyeccion

secundaria; estas células son las que conectan principalimente con 4 blancos telencéfalicos,
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el Nucleo del Lecho de la Estria Terminal, el Nicleo del Lecho del Tracto Olfatorio
Accesorio, la Amigdala Medial y el Nucleo Cortical Posteromedial de la Amigdala (ver

Figura 12), nlicleos que median la respuesta frente a odorantes (Brennan, 2004).

w anterior posterior pgNsT

Figura 12: La actividad de las vias del Organo Vomeronasal es procesada en el Bulbo
Olfatorio Accesorio, cuya sefial proyecta hacia el nticleo del lecho de la estria terminal, el
nicleo del tracto olfatorio accesorio, la amigdala medial y el nucleo cortical

posteriomerial de la amigdala (Brennan, 2004).

Asi, un coeficiente interesante de observar es la proporcion entre células Mitral/tufted y
granulares, ya que es una aproximacion a cuantas células granulares conectan a una célula

mitral o tuffed, resultado que se observa en la Tabla 2 de la seccion de Anexos.

Respecto de la comparacion de la proporcion entre las células Granulares y Mitral/tufied
(Gr/MTC), el test de Wilcoxon no mostré diferencias significativas entre subdominios del
BOA (z= 1,603567, p=0,108810, n=3). Para comprobar si estas son diferentes se debe
aumentar el nimero de muestras para las mediciones en el nimero de células MT en

animales crecidos en cautiverio.

En la Tabla 3 de la seccidén “Anexos”, se presenta con un mayor detalle de cada una de las

mediciones que fueron resumidas en la Tabla 2 de la misma seccion. Esta tabla da cuenta
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de que Ia heterogeneidad de la Capa de Células Granulares no es del todo general en los
individuos de una poblacion crecida en cautiverto. Por ejemplo, el individuo Al muestra
una alta heterogeneidad tanto en la Capa de Células principales (2,38) como en la Capa
Granular (5,07), a diferencia del individuo A6, que muestra una baja diferencia entre las

proporciones anterior y posterior en ambas capas.

El estudio publicado por Rosselli-Austin en 1990 y el de Rochefort de 2002, muestran los
efectos que tienen en el desarrolio las condiciones en que crece un animal. Estos estudios
muestran que una mayor estimulacion sensorial olfatoria puede generar un aumento en el
nimero de células del Bulbo Olfatorio Principal y del Accesorio, como, por ejemplo las
células granulares y mitral/fuffed. Resultados analogos a los obtenidos en experimentos
de deprivacion sensorial (Benson y col., 1984). Estos estudios podrian indicar que los
resultados observados en la Tabla 3 (dnexos) estarian asociados a las condiciones

diferenciales en las que crecieron los individuos Al y A6.

6.5. Inyecciones de BrdU

En este trabajo se planted como objetivo inicial la estimacion de una tasa de incorporacién
de células granulares, por lo que fue probada la inyeccion de BrdU y posterior
inmunohistoquimica correspondiente. Para generar un protocolo a trabajar en Octodon
degus, fue probado un protocolo de pulso y caza en dos ocasiones en un modelo de estudio
bastante general y sometido a observacién en diversos laboratorios del mundo con
resultados exitosos, Rattus norvegicus. Luego de no obtener resultados en estos casos se
decidid desistir (Ver Figura I de la seccion de Anexos). En ambas ocasiones el

procedimiento fue el mismo.

En ese sentido, la metodologia utilizada es bastante generalizada en este tipo de
experimentos (Ming y Song, 2005; Ming y Song, 2011} y ha sido probado en otros
animales modelo con resultados exitosos (Shingo y col., 2003; Oboti y col., 2009; Ntifiez-

Parra y col., 2011; Oboti y col., 2011; Corena y col., 2016).
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Paralelamente también se realizé la inmunohistoguimica anti-BrdU en cortes coronales
del Organo Vomeronasal (Ver Figura 2 de la seccién de Anexos) y la marca especifica
para el anticuerpo fue hallada. Asi se puede sefialar que el procedimiento logré incorporar
el BrdU al interior de la sangre del animal. Sin embargo, con esta prueba no es posible
determinar claramente la causa de la falla, ya que una de las razones puede haber sido que
el BrdU no pasd la barrera hematoencefélica. Para determinar la causa de la falla deberia
haberse probado la inmunohistoquimica anti-BrdU en otro nicho neurogénico del cerebro

{como el Gyrus dentatus), experimento que en esta ocasion no fue realizado.
La ausencia de marca en el BOA se puede atribuir a dos factores:

1) Laedad de las ratas de este estudio era desconocida y por lo tanto no se puede asegurar
la mantencién de la proliferacion en el BOA en las ratas utilizadas. Se ha observado
en esta especie (en la cepa Purdue-Wistar) hasta P60 el crecimiento del BOA y la
incorporacion de granulares (Bayer, 1983; Rosselli-Austin y col., 1987). Debido a lo
anterior, un error en este experimento pudo haber sido la edad de las ratas utilizadas

en este trabajo (se sabe que las ratas pesaron entre 250 y 390 gramos).

2) Eltiempo que se utilizé entre la inyeccion de BrdU y la muerte de cada individuo, el
que fue datado entre 28 y 30 dias, lo que pudo influir en el resultado; se ha descrito la
dependencia entre el tiempo de migracién de los neuroblastos desde el rostral
migratory stream (RMS) hasta la Capa de Células Granulares y la edad del animal,
siendo el 6ptimo para animales de P60 la observacion 20 dias postinyeccion, ya que

después de este tiempo desaparece la marca BrdU+ en el RMS.

Los resultados obtenidos por Lemasson y colaboradores (2005) estarfan indicando que las
células que se incorporan al Bulbo Olfatorio tienen diferentes caracteristicas asociadas al
momento en que tuvieron su origen: las células con origen en P3 muestran una mayor
longevidad que las que tuvieron su origen a los P60. Esto estaria indicando que no sélo la
proliferacién de estas células disminuye con la edad del animal sino que su longevidad

también cambia de la misma forma.
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Esta caracterfstica podria estar asociada a una disminucion de la concentracion de factores
de crecimiento esenciales, paralelo al decrecimiento de la tasa de proliferacion y la
disminucion de tamafio de los nichos neurogénicos, debido a que la mitosis de las células

madres no es del todo simétrica (Muschler y col. 2003).

L.a ausencia de marca de BrdU podria deberse a la edad de los animales y el tiempo
postinyeccién utilizado en este trabajo, por lo tanto se recomienda que las préximas
pruebas de este tipo estos factores sean considerados antes de comenzar la etapa

experimental.
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7. CONCLUSION

A modo de cierre, este trabajo sienta las bases para sefialar la existencia de una
heterogeneidad a nivel anatémico en la Capa de Células Granulares del BOA de Octodon
degus que posiblemente sea mantenida a lo largo del desarrollo postnatal y la vida del

animal.

Las células granulares estarian respondiendo a los cambios generales que ocurren en todo
el Bulbo Olfatorio Accesorio por lo que no estarian participando en la formacién de la
heterogeneidad. De esta forma, las de células Mitral/fufted podrian influenciar la

incorporacion de células granulares durante el desarrollo.

Octodon degus ha demostrado ser un buen modelo de estudio y ha contribuido en otras
dreas de investigacion (Braidy y col., 2012}, sin embargo, poco se conoce de como el
desarrollo afecta los procesos neurogénicos del BOA de esta especie. Asi este trabajo es
un acercamiento al estudio ontogénico de los procesos de neurogénesis en un animal no
convencional, que debido a sus caracteristicas se ha vuelto un interesante modelo a

estudiar,
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9. ANEXOS
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Tabla 1: Datos obtenidos a partir de las mediciones estereologlcas, los datos se muestran

sin estandarizar y con los respectivos Coeficientes de Error (C.E.) calculados de dos
diferentes maneras para la mayoria de los casos (continua)
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Tabla 1: Datos obtenidos a partir de las mediciones estereologicas, los datos se muestran
sin estandarizar y con los respectivos Coeficientes de Error (C.E.) calculados de dos

diferentes maneras para la mayoria de los casos (continuacion)

28315.14210725.01

3.1441,73

.

utilizaron los datos de los individuos Al, A2 y A6,

Tabla 2: Comparacién de las proporciones existentes entre la Capa de Células
Mitral/tuffed y de Células Granulares, entre los subdominios anterior v posterior del Bulbo

Olfatorio de Octodon degus adultos crecidos en cautiverio. Para esta estimacién se
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P ==

CMT CGr CGr/CMT
aBOA pBOA aBOA/  aBOA pBOA aBOA/ aBOA pBOA
pBOA pBOA
Al 87957 36882 2,38 185825,28 = 36648,89 5,07 21,13 9,94
A2 69384 33215 2,09 18099491  69416,67 2,61 26,09 20,90
A6 9240,0 55216 1,67 145628,09  84142,65 1,73 15,76 15,24

Tabla 3: Detalles de la comparacion respecto de las proporéiones existentes entre la Capa

de Células Mitral/tufied y de Células Granulares, entre los subdominios anterior y
posterior del Bulbo Olfatorio de los individuos Al, A2 y A6. CMT: Capa de Células
Mitral/tufied, CGr: Capa de Células Granulares, aBOA: Region anterior del Bulbo

Olfatorio Accesorio, pBOA: Region posterior del BOA, aBOA/pBOA: Coeficiente

anterior/posterior.
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Figura 1: Fotomicrograﬁ; (4X) del Bulbo Olfatorio Accesorio de Rattus norvegicus cepa
Sprague-Dawley. A) Tincion de Cresil-Violeta, B) Inmunohistoquimica anti BrdU a 4X,

C) Aumento de la inmunohistoquimica anti BrdU a 40X.
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Figura 2: Fotomicrografia del Organo Vomeronasal de Rattus norvegicus cepa Sprague-

Dawley. A) Tincion de Cresil-Violeta a 10X, B) Inmunohistoquimica anti BrdU del OVN
a 10X, C), D) y E) corresponden a aumentos B a 40X.
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