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Protocortex frente a protomapa:
una perspectiva desde el bulbo olfativo

L. Lopez-Mascaraque?, F. de Castro®

PROTOCORTEX VERSUS PROTOMAP: A PERSPECTIVE FROM THE OLFACTORY BULB

Summary. Introduction and aim. The olfactory sensory systemis a unique model for the research of guidance and connectivity
of growing axons. During development, the olfactory epithelium, the olfactory bulb and the olfactory cortex differentiate
several cell types and extend projection axons. Because there is a close relationship between these three structures, we ask the
question as to whether establishment of the olfactory bulb central projections can proceed independently of the arrival of the
olfactory sensory afferents. This raises another more general question: is establishment of afferent connections necessary to
awake a developmental program in target cells? Development. The initial establishment of the olfactory bulb central
projections occurs independently of the arrival of the olfactory axons from the olfactory epithelium, which reinforces the idea
that cortical regions are already patterned before migration of newborn neurons, at least for the olfactory bulb and maybe for
the entire brain. Thisimplies a strict intrinsic molecular control of the distinct olfactory structures, independent one of each
other. Conclusions. How then, do axonal projections find their correct way within the brain? Contact-mediated mechanisms
and chemotropic molecules cooperate to fix their position in the telencephalon, prevent bulbar axons from invading structures
other than the olfactory cortex and, at the same time, stimulate axonal branching in an orchestra of both, attractive/promoting
and repulsive/inhibiting signals. At later stages, the mature appearance of the olfactory bulb will be completed and refined.

[REV NEUROL 2004; 39: 146-55]
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INTRODUCCION

Un tema importante en Neurobiologia es el efecto que lalle-
gadadelasfibras af erentes a sus dianas apropiadas tiene en el
desarrollo del sistema nervioso central (SNC), algo que hasta
lafecha no se ha aclarado completamente. ¢Dicha |legada de-
sencadena el programa de desarrollo de las células en €l sitio
gue empieza a inervarse o la llegada de las fibras aferentes
sirve, simplemente, para refinar los Ultimos procesos del des-
arrollo? Con €l fin de aclarar esta cuestion, se han propuesto
dos teorias para explicar los mecanismos subyacentes a la
formacién del cerebro. Segun el esquema de Rakic [1], existe
un ‘protomapa’, de forma que las diferentes regiones cerebra-
les se preespecifican antes de la migracién de las células pos-
mitéticas (control intrinseco). Al predeterminarse, |a especifi-
cacion se dara por determinantes moleculares [2]. En este
modelo, lallegada de los axones aferentes serviria, meramen-
te, para modificar y refinar el protomapa. La segunda teoria
esladel ‘protocértex’, segin la cual las diferentes areas cor-
ticales provienen de una corteza indiferenciada que se espe-
cializa como resultado de las aferencias talamicas (control ex-
trinseco) [3].

Actuamente, es de gran interés el hecho de que una o
ambas hip6tesis puedan también operar durante €l desarrollo
del sistema olfativo. La naturaleza de las interacciones entre €l
epitelio olfativo (EO), el bulbo olfativo (BO) y la corteza olfati-
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va (CO) en las etapas precoces del desarrollo es un campo abo-
nado, adia de hoy, parael estudio [4,5]. Con |laidea de ahondar
en el conocimiento de los mecanismos involucrados en la espe-
cificacion y el desarrollo del sistema olfativo, esta revisiéon
trata de los diferentes estudios de Neurobiologia del desarrollo.
Nuestros estudios en €l ratén mutante para Pax6 nos llevaron a
laconclusion de que €l inicio de laformacion de las proyeccio-
nes centrales del BO puede ocurrir de forma completamente
independiente a la llegada de los axones sensoriales desde el
EO [6]. Como observaremos en este trabajo, |0s mas recientes
estudios parecen corroborar nuestra hipotesis. Este hecho nos
llevaa plantear si, durante el desarrollo, podemos considerar a
BO como un dominio independiente, |o que corroborariala hi-
potesis del protomapa. Asimismo, discutiremos también la or-
questa molecular involucrada en la formacién de las proyeccio-
nes desde el BO hastala CO.

BREVE REPASO DEL SISTEMA OLFATIVO

El establecimiento de |os circuitos basicos en el sistema olfati-
vo de los mamiferos comienza con las neuronas sensoriales
olfativas (NSO), o receptores olfativos, localizados en e EO,
estructura que se desarrolla durante la embriogénesis a partir
delaplacodaolfativa. Los axones de las NSO proyectan a BO,
donde establecen contactos sinapticos con las dendritas de las
células mitrales y empenachadas y, junto con las células peri-
glomerulares, dan lugar a los glomérulos del BO [7,8]. Cada
uno de los NSO —en roedores hay aproximadamente cinco
millones, distribuidos por toda |a cavidad nasal— expresa, sola-
mente, uno de los 1.000-1.300 genes especificos de los recep-
tores olfativos que se conocen [9,10]. Las NSO que expresan
un mismo gen de receptor odorifero se distribuyen de forma
aleatoria dentro de la cavidad nasal; pero, sus axones proyectan
de forma selectiva sobre 1-4 glomérulos de los aproximada-
mente 2.000 que existen en el BO —para una revision, ver
Mombaerts et al [11]—. Los axones primarios de las neuronas
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Figura 1. Representacion esquematica de la neurogénesis y formacién
de axones en el sistema olfativo. La génesis de las NSO (évalos) empieza
alrededor de E9-E9,5, la de las células mitrales (tridngulos) alrededor de
E11 y en la corteza olfativa alrededor de E10 (rombos). La formacién de los
axones de las células mitrales (E11,5) comienza antes de la llegada de
los axones del NO a la superficie telencefélica (E12). Las células mitrales
comienzan a emitir dendritas en el momento que los primeros axones
sensoriales entran en el BO (E13,5). Los axones del TOL forman colatera-
les que invaden sus dianas corticales en E14,5-15. La génesis neuronal en
los tres compartimentos del sistema olfativo empieza de forma indepen-
diente, presumiblemente debido a mecanismos de control interno (hipé-
tesis del protomapa). Todas las edades referidas en este pie de péagina
corresponden a ratéon (ver equivalentes en la rata a la izquierda del esque-
ma). En la figura hemos referido datos de diferentes autores [6,16,2733-40].
En una escala rata/ratén la fecha de deteccion del tapon vaginal en la
madre es EO. TOL: tracto olfativo lateral; BO: bulbo olfativo; NO: nervio ol-
fativo; NSO: neuronas sensoriales olfativas (modificado de [107]).

de proyeccion del BO (mitrales y empenachadas), crecen pre-
ferentemente a lo largo de una zona muy estrecha del telencé-
falo ventrolateral, adyacente a la superficie pial. En esaregion
forman el tracto olfativo lateral (TOL) [7,12-17]. De los axo-
nes del TOL se ramifican colaterales que colonizan, en un pre-
ciso orden rostrocaudal, las regiones diana de la CO: el nlcleo
olfativo anterior, €l cértex piriforme, el tubérculo olfativo, la
corteza entorrinal y diversos nucleos amigdalinos [14,15,18-
20]. Estudios recientes han demostrado que existe un mapa
topogréfico en las aferencias del BO alaCO. Las aferencias de
las NSO que expresan el mismo receptor odorifero proyectan
—via BO— a grupos neuronas diana en la corteza. Esta disposi-
cion permite integrar cada uno de los codigos especificos de
los receptores odoriferos, o que deja generar sensaciones odo-
riferas complejas y, subsiguientemente, transmitir dicha infor-
macion a otras areas corticales [21]. La laminacidn definitiva
del BO depende de lallegada de las células que migran de for-
ma tangencial desde la zona subventricular del cerebro ante-
rior, las interneuronas prospectivas del BO —revisado por Gold-
many Luskin [22].

Después de esta breve introduccion a sistema olfativo, los
dos esguemas de desarrollo que hemos citado anteriormente
podrian sugerir muy diferentes rutas. Mientras la teoria del pro-
tomapa predice una organizacion inicial, simultanea e indepen-
diente, del EO, del BOy delaCO, lateoriadel protocortex pre-
dice que €l desarrollo del BO seria un proceso secundario, indi-
recto, dependiente de lallegada de los axones de las NSO desde
el EO. Seglin este modelo, lallegada subsiguiente de las fibras
del TOL d cortex induciria, necesariamente, la diferenciacién
celular en esta estructura.
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INFLUENCIASMUTUASENTRE EL EPITELIO
OLFATIVOY EL BULBO OLFATIVO

Lainfluencia del EO en poner en marcha el desarrollo del BO
es algo demostrado en anfibios [23-26]. Sin embargo, estarela-
Cidn se estudia con detenimiento en mamiferos en los Gltimos
anos. Por g.emplo, se ha observado que lallegada de |os axones
olfativos parece tener unainfluencia draméatica en lacinética de
las célulasy en lavelocidad de diferenciacion de los neuroblas-
tosen el anlaje del BO [27]. Se ha sugerido, también, que inter-
acciones de tipo inductivo del mesénquima frontonasal son
esenciales para la morfogénesis tanto del EO como del BO
[5,28]. De cualquier forma, estos trabajos no se han extendido a
etapas tempranas de laformacion de la placoda olfativa [5].

En las etapas iniciales del desarrollo, la parte dorsorrostral
del telencéfalo de los mamiferos se especifica ya como primor-
dio del BO [16,29-31]. Dicho anlaje expresa Pax-6 [31,32]. La
Ilegada de los axones de las NSO induce la evaginacion macros-
copica del BO y su laminacion prenatal; pero, en ningin caso
induce la neurogénesis de las neuronas mitrales [31,33,34]. De
hecho, las células mitrales se han generado antes de la llegada
de los citados axones [16,35]. Las NSO empiezan a expresar la
OMP (del inglés, olfactory marker protein) en E16, en la rata
(E14-14,5 en €l ratdn), bastante después de la formacion de las
primeras conexiones entre el EO y e BO [36-39]. Pero, no se
determina el papel inductivo que desempefia el BO en este tipo
de maduracion. En el mutante homocigoto para el gen Pax-6
comienza a desarrollarse un BO defectivo —denominado OBLS,
del inglés olfactory bulb like structure—en la vesicula telencefa&
lica, en total ausencia de un nervio olfativo (NO) [6,31]. La
posicion ectépica del OBLS se debe a un fallo en la migracién
celular, no aun tipo de neurogénesis ectdpica, yaque las células
gue remedan el fenotipo mitral en el OBLS se generan en €
mismo lugar que en ratones control (telencéfalo dorsorrostral:
31), emiten sus axonesy forman un tracto reminiscente del TOL
(ver mas detalles més adelante). Estas observaciones sugieren
que la hipétesis del protomapa deberia aplicarse a los eventos
més tempranos del desarrollo del sistema olfativo —p. €., laneu-
rogénesis de las células mitrales y empenachadas en el primor-
dio del BOy laneurogénesis de las NSO en la placoda olfativa,
con sus respectivas proyecciones eferentes—. En cualquier caso,
multiples interacciones inductivas tgjido-tejido [5] se implicari-
an en |os eventos sucesivos que ocurren en el desarrollo —p. §.,
la evaginacion macroscopicay la formacion de las capas en el
BO-. Esto se basa en que la neurogénesis esta desfasada entre
el BOy d EO: la produccién de células mitrales se inicia en
E10-10,5 en & BO del ratén, mientraslas NSO del EO se gene-
ran a partir de E9,5 en el EO del raton (raton: [6,39,40]; rata
[33-36]) (Fig. 1). Enlasdiferentes &reas dela CO, laneurogéne-
Sis ocurre en una sucesion anteroposterior, y empieza bastante
antes de la llegada de los primeros axones procedentes de las
neuronas de proyeccion del BO [18,41] (Fig. 1). Recientemente,
se ha sugerido que los glomérulos supernumerarios del BO no se
estabilizan porque €l nimero de axones aferentes escasea para
poder mantener una formacion estable de los mismos. A esto se
le ha denominado ‘fenémeno de interdependencia’ entre los
axones de las NSO [42]. En lafigura 1 mostramos un sumario
comparativo, entre € ratén y la rata, de la escala tempora de
generacion de las neuronas y la elongacién axonal, paralos tres
compartimentos principales del sistema olfativo. En |os ratones,
las primeras NSO se generan en E9, mientras |os primeros axo-
nes de las NSO se diferencian en E9,5-E10,5. Estos axones no
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alcanzan a la vesicula telencefdica/primordio del BO antes de
E11, medio dia més tarde de que aparezcan las primeras células
mitrales (E10,5). Los primeros axones mitrales en abandonar el
BO se observan en E11,5 y empiezan a inervar la CO en E15,
bastante después de que seinicielaneurogénesis en el cortex pi-
riforme (E9,5-E11).

De acuerdo con la hipotesis del protocortex, ¢podriamos
imaginar que el EO y el BO se desarrollan de forma indepen-
diente? La hipdtesis del protocortex se basa en una secuencia
de eventos, dentro de la que se adivina una especie de jerar-
quia. En estajerarquia, €l EO prevaleceria sobre el BO: el EO
dictaria €l desarrollo del BO desde el primer momento, tal y
como han sugerido algunos autores [26,27,43]. Pero, ninguno
de estos cientificos ha propuesto que exista una relacion simi-
lar entre el BOy el cortex olfativo, quizas por la existencia de
reconocidos estudios acerca del inicio de la neurogénesis en la
corteza [18,39,41]. ¢Acaso no debemos incluir estos experi-
mentos en el contexto del desarrollo del sistema nervioso o
cuando se trata de arglir a favor de una secuencia de eventos
entre el EOy el BO? Uno de los puntos de apoyo primordiales
delahipotesis del protocortex es el hecho de que la génesis de
las células mitrales empieza en E11 en €l rat6n [39], mientras
larata comienzaen E14 en el caso de La Mantiaet a [27]. Si
nos basamos en la escala temporal que se representa en lafigu-
ra 1, podriamos esperar que la produccion de células mitrales
comenzase en E12,5 en larata, y no en E14. Esto implica que
la edad en que estos autores consideran que los primeros axo-
nes de las NSO entran en la vesicula telencefdlica, resulta que
ya ha comenzado la neurogénesis en el anlaje del BO. Asi que,
la secuencia de eventos EO-BO propuesta solo se basa en dife-
rencias en la forma de determinar las etapas del desarrollo
embrionario. Una independencia equivalente es la que se ob-
servaen el caso de la CO (Fig. 1), donde las neuronas cortica-
les se generan con bastante antelacion a la llegada de los pri-
meros axones mitrales.

Déenos el lector volver su atencion hacia los resultados de
diferentes model os experimentales en los que, bien el BO, bien
el EO, se han alterado. Las neuronas de proyeccion del BO
expresan fuertemente el homologo en los mamiferos del gen
brachiury, que es e gen Thrl. En mutantes nulos para Thrl
sobreviven unas pocas células con fenotipo mitral, que no pro-
yectan al cortex olfativo (ver més adelante). Por el contrario, y
sinimportar paraello laausenciade sus dianas—as dendritas de
las células mitrales—, los axones de las NSO convergen normal-
mente en el BO, y forman estructuras esféricas que recuerdan a
los glomérulos [29] (Tabla). Paralelamente, en mutantes nulos
paralos genes homeobox de mamifero, DIx-1y DIx-2, se hade-
mostrado la ausencia de interneuronas [29] (Tabla); sin embar-
go; los axones olfativos convergen para dar lugar a esferas glo-
merulares, |o que sugiere que éstas tampoco contribuyen de for-
ma significativa a la hora de determinar las dianas de las NSO
[29] (Tabla). Al contrario, en mutaciones nulas del gen homeo-
box Emx-2 —pero no en el Emx-1—, el NO no llega a alcanzar €l
BO. Como resultado de ello, la capa de células mitrales se des-
organizay, quizas sorprendentemente, se formaun TOL aparen-
temente normal [44] (Tabla). Una ausencia de laminacion ca
racteristicadel BO se observa en una mutacion en el gen DIx-5,
gue provoca la falta de NSO que contacten con el OB [45]. En
el caso de ratones mutantes en el gen Mash-1, que se expresaen
progenitores neurales que igualmente carecen de la conexién
EO-BO [46,47], produce efectos similares a la mutacién en el
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gen DIx-5, con inclusién de una drastica reduccion en el nime-
ro de NSO. De hecho, paraagunos autores, la especificacion de
las células mitrales ocurriria de forma total mente independiente
de lainervacion por parte de los axones olfativos [31,45]. Los
datos obtenidos en los mutantes nulos de Pax-6, Tbr-1, DIx-1,
DIx-2, DIx-5, Mash-1y Emx-2 (Tabla) argumentan a favor del
establecimiento de un mapa topografico de conexiones entre €l
EO'y € territorio presuntivo del OB, independientemente de la
presencia de neuronas de proyeccion e interneuronas y, eviden-
temente, de los posibles factores que ambas puedan aportar. En
cualquier caso, los datos del mutante de Emx-2 no sugieren que
los axones de las NSO ayuden a asegurar la disposicién ordena-
da de las células mitrales, aunque la significacion funcional de
este extremo no estaclara. Un caso singular es el del receptor de
baja afinidad para neurotrofinas, p75NTR, que influye, de for-
ma indirecta en el crecimiento de los axones olfativos —en el
periodo posnatal temprano hay un crecimiento exuberante de
algunos axones de las NSO—, pero su convergenciaen el BO es
normal y originan, transitoriamente, unalaminacion anormal en
la porcion dorsocaudal del BO [48].

¢Qué ocurre tras la ablacion genética o quirdrgica del EO?
La expresion de receptores odoriferos a cargo de las NSO es
completamente independiente del BO, ya sea en ausencia del
BO durante laembriogénesis[49] o durante laregeneracion tras
laaxotomiade las NSO [50,51]. Ladeprivacion sensorial olfati-
va en neonatos, ya sea total o parcial —oclusion de las coanas
por electrocauterizacion—, aparentemente, no tiene efecto en el
nimero de NSO presentes en € EO [52] (Tabla). De forma
similar, y aunque la deprivacion sensorial comporta una reduc-
cién del 25% en el tamafio del BO, las poblaciones celulares se
estructuran de forma correcta y en nimeros normales [52-57]
(Tabla). Aln asi, Meisami y Safari [58] dan testimonio de una
mayor pérdida en el nimero de células empenachadas que en el
de mitrales tras la deprivacion olfativa. Ni el ndmero ni €l tama-
fio de los glomérulos parecen cambiar tras dicha manipulacion,
pero observan un aumento de la razén células mitrales/células
granulares [52]. Es més, €l patrén de reinervacion que se obser-
va en las NSO generadas tras una deaferentacion quimica glo-
bal es muy parecido a la topografia origina [59]. En suma, la
oclusion de las narinas parece tener sus mayores efectos tem-
pranos tras e nacimiento, aunque hay que tener en cuenta que
dicho procedimiento es extremadamente dificil de Ilevar a cabo
antes del nacimiento y no se harealizado en el embrién [26]. En
general, ladeprivacion se realizé en individuos posnatal es/adul -
tos, cuando todas las conexiones entre el EO 'y el BO ya se han
establecido. En cualquier caso, se han observado cambios simi-
lares cuando la sefializacion odorifera se hainterrumpido gené-
ticamente antes de que se establezcan las citadas conexiones,
por gemplo, en animales sin canales de compuerta de nucl eéti-
dos ciclicos -G (¢, la mayor subunidad o de la proteina G en
lasNSO-[60,61] (Tabla) o sin OMP, que participade la percep-
cién odorifera[62] (Tabla). Es mas, algunas proyecciones olfa-
tivas periféricas se afectan en mutantes nulos para una subuni-
dad del cana de compuerta de nucledtidos ciclicos, 1o que
sugiere que la navegacion de estos axones se influye, al menos
en parte, por la actividad odorifera [63]. Esto es algo especial-
mente relevante paralas células mitrales, cuya Unicarespuestaa
laoclusién delas narinas se refiere al tamafio del perikariony a
las sinapsis reciprocas entre células mitrales y granulares, mien-
tras que el area de seccién del TOL sigue completamente nor-
mal [52]. No se observan cambios hipertréficos en las ldminas
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Tabla. Influencia del epitelio olfativo (EO) en el bulbo olfativo (BO). Aproximaciones experimentales que incluyen lesiones fisicas, quimicas o funciona-
les. Resultados de los diferentes modelos experimentales en los que se ha alterado el bulbo olfativo y/o el epitelio olfativo (modificado de [107]).

Animal NSO NO Convergencia  Células mitrales/ Interneuronas TOL
NO en BO empenachadas del BO

Axotomia y destruccién quimica

Ablacién de PO [24] Embriones de Xenopus 16} (0] [0} [0} (0] (0]

Axotomia (parcial) de NO [25] Embriones de Xenopus | (50%) 1 (50%) ? 1 (50%) ? ?

Ablacion de BO [50] Rata adulta N [0} 6} N

Ablacién de BO [51] Pez gato joven N (6] 6} [0} (6] (6]
(regenerado) (regenerado)

Privacion olfatoria total/parcial posnatal

Oclusion orificio nasal [564] Rata posnatal ? ? ? N N N
(BO pequeno)  (BO pequeio)

Cierre orificio nasal: Ratén neonato N N N N N N
electrocauterizacion [52] (BO pequeno)

Privacién de estimulo: Ratas P25 ? ? ? 1 (40%) ? ?
cierre de un orificio nasal [54] (BO pequeno)

Cierre quirtrgico Ratas P1-P30 ? ? ? N T N
del orificio nasal [56] (BO pequeno) (BO pequenio)
Denervacién focal [55] Ratas P10y P20 ? { (focal) ? { ? N
Lesion quimica [59] Ratén transgénico N N N N N ?

H-OMP-lacZ-6 (recuperado)  (recuperado) (recuperado)

Deprivacion funcional

Gy " 161] Ratén neonato N* N N N ? ?
Ogng-channel 7~ [60] Raton N N N N (BO pequefio) N N
Mutagénesis gen OCNC [63] Raton N* N N ? ? ?

(NOS inactivas)

Animales mutantes

Pax-6 7~ [6] Embriones [0} [0} [0} Células similares Desorganizado N
de ratén Sey a mitrales en
OBLS
Emx27-[44) Embriones de raton N? N? 0] Desorganizado N
Xt' 7 149] Embriones de ratén N N Q@ %} Q Q
(agénesis del BO)
Tbri= [29] Embriones de raton N N N [0} Desorganizado @
Dix17", DIx2 7-[29] Embriones de ratén N N N N 9] ?
NCAM-1807-[78] Embriones de raton N N N N N N
(BO pequeno)  (BO pequefio)
OMP - [62] Ratoén posnatal N N N N N ?
p75NTR - [48] Embriones de raton N N N N N N
y posnatales (BO evaginado) (BO evaginado)
Kall-1[106] Humanos ? ? (6] (Aplasia/ (Aplasia/ (%]
hipoplasia BO)  hipoplasia BO)
Dix5 7~ [45] Embriones de ratdon  No emiten 6] 4] Alteracién en d N
axones orientacién  (Desorganizado)
(EO pequeno)
Mash1~-[46,47] Embriones de ratén %} Q Q@ N d N
(BO pequeno)

N: fenotipo/estructura normal. N*: fenotipo/estructura normal, pero sin respuesta a los olores. @: no formado/desaparecido. T: aumento en el nimero de células.
L bajo ntimero de células. ?: no descrito. TOL: tracto olfativo lateral; BO: bulbo olfativo; OBLS: olfactory bulb like structure; NO: nervio olfativo; NSO: neuronas
sensoriales olfativas.
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de los BO que no se han deprivado, lo que indica que no hay
cambios compensatorios tras la deprivacion olfativa [52].

Resultainteresante que el bloqueo de la transduccion odori-
fera, ya sea por oclusion de las narinas, ya por ingenieria gené-
tica encaminada a la pérdida de receptores o de canales, no
afecta en ningln caso a la convergencia de los axones de las
NSO en el BO [60,61] (Tabla). Es més, la proyeccion desde el
EO se restaura tras la ablacion genética, lo que sugiere que las
sefiales de posicion involucradas en la formacion del NO deben
persistir en el BO alo largo de toda la vida del individuo [64].
Asi, no parece que exista un putativo mecanismo ‘ pionero’ para
el resto de las fibras olfativas, aunque deberian hacerse estudios
de alta resolucién de este aspecto [64,65]. En conjunto, esto
puede explicar € hecho de que las NSO que se generan de for-
ma continuaalo largo delavidade un individuo establezcan las
conexiones correctas dentro del BO, también atodo lo largo de
la existencia del animal, y que el mapa de proyecciones olfati-
vas permanezcaestable, sin que le afecte la mencionada renova-
cion constante en la poblacion de NSO.

Es algo cominmente aceptado que las diferentes mutacio-
nes del gen Pax-6, con inclusion de la mutacidén espontanea
denominada Small Eye [66,67], producen diferentes alteracio-
nes. Entre ellas, la ausencia de ojos y de estructuras nasales,
tales como el EO y el BO. Con la utilizacion de una bateria de
marcadores moleculares region y campoespecificos, un estudio
detenido de estos mutantes revela la presencia de un BO pros-
pectivo en la zona rostrolateral de la vesicula telencefdica,
denominada OBLS [6,31] (Tabla). Nuestros hallazgos sugieren
quelamutacion en el gen Pax-6 trastorna el desarrollo anatémi-
co, sin aterar la diferenciacién del BO y el inicio de la forma-
cién de su proyeccion central. Hasta la fecha, hemos sido inca
paces de identificar un NO que entre en el OBLS de estos
mutantes [6]. Por desgracia, el mutante PCD —un ratdn que, de
forma espontanea, tiene un déficit de células de Purkinje—, en el
que se ha demostrado una pérdida total de células mitrales, no
es un modelo complementario adecuado, ya que la pérdida de
células mitrales ocurre alos 2-4 meses de edad, mientras que las
células empenachadas permanecen normales. Ademés, e nu-
mero de células en e BO es normal, tanto en €l caso del
embrién como en el adulto joven de los mutantes PCD [68]. En
cualquier caso, €l grosor del TOL en los animales posnatales es
significativamente menor tras la pérdida de las células mitrales.

En suma, todos estos estudios demuestran que las células
del BO pueden sobrevivir sin EO; incluso pueden empezar a
diferenciarse sin la llegada de sus aferentes primarias. Es mas,
las NSO son capaces de sobrevivir y de continuar con su cons-
tante reemplazo y regeneracion axonal incluso en ausencia de
BO, aunque la velocidad del reemplazo puede afectarse. En
cualquier caso, ambas estructuras parecen ser independientes, la
una de la otra, para su respectiva supervivencia. Estas observa-
ciones no contradicen |as realizadas por otros autores acerca de
lainfluencia de los axones de las NSO en etapas mas tardias del
desarrollo del BO [16,23,27,38,57].

SENALESMOLECULARES QUE
GUIAN LA FORMACION DEL TOL

Si laformacion de las distintas estructuras que componen €l sis-
tema olfativo y sus conexiones axonicas progresan, inicia men-
te, de formaindependiente, laidentificacion de los factores que
controlan ambos procesos deberiaarrojar algunaluz sobre algu-
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no de los puntos mas controvertidos que revisamos con este tra-
bajo. Es posible que los axones de las neuronas de proyeccion
del BOA, localizados en las zonas méas profundas del TOL, pue-
dan servir como axones pioneros para, subsiguientemente,
guiar los axones del BO. El proceso temporal de la formacién
del TOL y de lallegada de los axones de las células mitrales a
sus dianas en la CO apoya esta idea [15,16,35]. Aunque no hay
gue olvidar que, en ausencia de los axones del BOA, los de las
células mitrales del BO entran y forman un TOL [40]. Esta
observacion parece excluir laidea de que las neuronas de pro-
yeccion del BOA envien axones pioneros, sino que, mas bien,
sugiere que hay sefiales intrinsecas del telencéfalo que serian
las responsables de la formacion del TOL [6]. A continuacion,
analizaremos en detalle dos de |os mecanismos més plausibles.

M ecanismos por contacto

Las moléculas de adhesion celular son buenos candidatos para
ser sefiales por contacto vélidas a la hora de formarse el TOL;
particularmente algunas, como NCAM-H [69], OCAM y Nr-
CAM. Estas Ultimas podrian actuar en conjunto o en combina-
cion con TAG-1/axonin-1 [70], aunque, hasta la fecha, ninguna
se ha implicado directamente en la formacion del TOL. Tanto
laminina como —y aungue en menor medida— fibronectina pro-
mueven el crecimiento in vitro de los axones de las neuronas de
proyeccion del BO y también podrian tener un efecto relevante
in vivo [71]. Otras moléculas que actlian por contacto, tan rele-
vantes como la reelina o las ephrinas/Eph, no parece que des-
empefien ningln papel en la formacion del TOL [72,73]. La
Sema 7A —un miembro de la familia de las semaforinas que se
anclaamembrana por medio de un residuo GPI—se haimplica-
do en laformacion del TOL y, aungue no influya en la orienta-
cion del crecimiento de los axones mitrales, ni tampoco en la
formacion de sus colaterales, si podriaser € primer factor invo-
lucrado, directamente, en el control del crecimiento en sentido
rostrocaudal de los axones del TOL [74]. También se ha pro-
puesto la existencia de ‘ células de posta’ (del inglés, guide-post
cells) para los axones de las células mitrales y empenachadas
[16]. Estas células se han identificado por medio del anticuerpo
monoclonal Lot1, como unasubpoblacion de neuronas de gene-
racin temprana que se forman, exclusivamente, en el neocortex
y que, posteriormente, migran hasta alcanzar su posicion final
en el telencéfalo basal, y enmarcan el &rea del TOL [75,76].
Estas células Lot1-positivas podrian producir factores que, a su
vez, atragjeran o promovieran el crecimiento axonal. Se ha suge-
rido que, en otras células de posta, laminina y fibronectina
pudieran ser sus efectores[77]. De hecho, las células L ot1-posi-
tivas parecen formar un limite en la mayoria de las estructuras
del sistema olfativo més alla del cual los axones del TOL no
pueden crecer [75]. Pero, la adicion del Lotl en cultivos orga-
notipicos no modificalaformacion del TOL [75]. Dado el esca-
so grado de heterogeneidad esperado en el TOL en compara
cién con € NO, parece mas plausible que estos mecanismos
mediados por contacto contribuyesen menos a laformacion del
TOL queen el caso del NO [65,78].

Factores secretables

Parece muy probable que factores secretables se involucren en
la formacién del TOL [79]. El primero en identificarse, Slit-2,
podria producirse por el tabique del cerebro anterior y actuar a
través de uno de sus receptores naturales, Robo-1 [80-82]. Se-
gun ciertas evidencias, su papel en la formacién del TOL no
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G1 —una molécula de esta familia anclada a
membrana plasmatica— gjercen efecto alguno
en el crecimiento de los axones del BO [17,
80,89].

Se ha sugerido que las células mitrales
que proyectan al cortex olfativo deberian esta-
blecer un mapa estereotdpico de proyeccio-
nes, dependiendo de los receptores odoriferos
gue proyectan, a su vez, alas células mitrales
[21]. De hecho, las NSO que expresan el
receptor odorifero |7 forman sinapsis con las
células mitrales que inervan el glomérulo |7y
los axones de éstas, a su vez, deberian orde-
narse formando clusters sindpticos en €l cor-
tex piriforme. Las colateral es axonicas se for-
man apartir de los axones primarios del TOL.
Este fendmeno es una estrategia muy extendi-
da entre los axones durante su periodo de
navegacion para invadir sus regiones diana
durante el desarrollo del sistema nervioso
[90], amén de ser la Unica utilizada por las
células mitrales y las empenachadas del BO

Figura 2. Factores que orientan el crecimiento de los axones de las neuronas de proyeccion
del BO. Secciones horizontal (A) y coronal (B) de la cabeza, que muestran las estructuras olfa-
tivas y anexos. Las células mitrales y sus axones (TOL) se representan en forma de tridngulos.
Diferentes factores quimiorrepelentes evitan que los axones del TOL invadan distintas estruc-
turas (septum, EG y PC) y los fuerzan a ocupar una posiciéon en la superficie de la vesicula
telencefélica. A ello coadyuvan las células lot1 positivas (estrellas) y dos factores quimioatra-
yentes, la Sema 3B (secretada por los progenitores de los huesos del craneo) y anosmina’
(producida por la CO). Esta ultima es fundamental para la formacién de colaterales a partir de
los axones primarios del TOL (flechas en A), que invadiran sus dianas corticales (para detalles,
ver texto). BO: bulbo olfativo; CO: corteza olfativa; EG: eminencia ganglionar; EO: epitelio olfa-

tivo; PC: placa cortical (modificado de [107]).

deberia ser indispensable [40,76]. El grupo de Pini ha sugerido
gue debe existir una molécula concurrente y diferente de Slit-2
que fuera, de hecho, laresponsable de la actividad repelente del
tabique [83] (Fig. 2), aunque experimentos posteriores parecen
adjudicar ese papel a efecto coordinado y conjunto de Slit-1y 2
[82]. Resulta interesante el hecho de que la doble mutacién de
Slit-1 y Slit-2 produzca el desflecado de los axones del TOL,
gue desapareceria como tal, y proyecte los axones mitrales a
regiones mucho més ventralesy menos laterales del cortex olfa-
tivo delo que lo hacen en condiciones normales, inclusive inva-
diendo €l tabique y llegando hasta casi la linea media, aunque
sin evidencias de que consigan atravesarla y proyectar al BO
contralateral [82]. Los axones del TOL responden también de
forma selectiva a algunas semaforinas secretadas. Sema 3F
repele los axones del TOL, evita que invadan la placa cortical y
laeminenciaganglionar, mientras que la Sema 3B atraelos axo-
nes del TOL, y los fuerza a permanecer en la superficie del
telencéfalo [17] (Fig. 2). Por su parte, otras semaforinas secreta-
das, como la Sema 3A, no parecen influir en absoluto en el cre-
cimiento de los axones del BO [17,80]. Resultainteresante que,
dentro del BO, algunas células y sus axones expresan Neuropi-
lina-1y 2 [6,31,40,84], los receptores funcionales de la familia
de las semaforinas. En cualquier caso, los Unicos mutantes
nulos analizados hasta lafecha, el mutante nulo para Sema3A y
€l de su receptor, Neuropilina-1, no muestran alteraciones signi-
ficativasen el desarrollo del TOL, aunque si de otras estructuras
olfativas [85,86]. Los receptores de los diversos miembros de la
familia de las netrinas, tales como DCC o Unc5H3, se expresan
fuertemente en las células mitrales del BO durante el desarrollo
[87,88]; pero, ni Netrina-1 ni una forma secretada de Netrina-
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para colonizar las regiones diana olfativas en
el cortex cerebral invivo [91]. Se acepta gene-
ralmente que los mismos factores involucra-
dos en la orientacion del crecimiento axonal
deberian ser los responsables de la formacion
de colaterales axénicas y de guiarlas hasta las
neuronas adecuadas. Un gjemplo a respecto
lo tenemos en Slit-2, un quimiorrepel ente para
axones bien conocido que parece ser un regu-
lador positivo de la formacién de colaterales a partir de axones
de neuronas sensoriaes [76,92], asi como en las dendritas de
neuronas piramidales del cortex [93]. Por e contrario, otros
estudios sugieren que ambos procesos —induccidn-orientacién
del crecimiento de colaterales axénicas y navegacion de los
axones— deberian gobernarse por factores diferentes [91]. Las
célulaslotl-positivas, que no parece que participen en laforma-
cion de colaterales de las células mitrales del BO, podrian
representar un ejemplo de ello [75]. La proteina Anosmina-1
—deficiente en el sindrome de Kallmann, asociacion clinica de
anosmia e hipogonadismo hipogonadotrépico— parece involu-
crarse, directamente, en laformacion de colaterales de las célu-
las mitrales durante €l periodo del desarrollo en que el cortex
olfativo se coloniza por las primeras colaterales del TOL [71].
Tras una espera de unos dos dias en €l raton [91], posiblemente
parafacilitar la neutralizacion de factores inhibidores del creci-
miento axonal presentes en el cortex olfativo, tal y como sugie-
re el grupo de Fujisawa[75], Anosmina-1 promueve el fendme-
no de sprouting axonal sin afectar el crecimiento de los axones
primarios (rata E17). Por €l contrario, en etapas anteriores del
desarrollo (rata E15), Anosmina-1 contribuye a orientar el cre-
cimiento de los axones primarios del BO, pero no influye en el
sprouting [71]. Confirmando, de algunaforma, que las molécu-
las responsables de la formacion de colaterales axénicos no tie-
nen forzosamente que ser las mismas que determinen el creci-
miento de sus axones primarios, |os patrones de expresion de
las diferentes moléculas de la familia Slit no sugieren que éstas
puedan desempefiar algun papel en la formacién de colaterales
apartir de los axones del TOL e invadir el cortex olfativo [94],
y tampoco in vivo 0 in vitro se tiene evidencia alguna de que los
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Slit modulen realmente laformacion de colateralesdel TOL [82].
Tampoco |as neurotrofinas se havisto que influyan en laforma-
cién del TOL [95].

Tomado todo ello en conjunto, podria parecer que las sefia-
les que guian el crecimiento de los axones del BO actlian en
cooperacion: sefiales atrayentes y repelentes, probablemente de
acuerdo con algun tipo de jerarquia, tal y como se ha sugerido
[96]. Se destaca el hecho de que agunas de las moléculas que
no parecen relevantes a la hora de guiar los axones de las célu-
las mitrales del BO (Sema 3A, Netrina-1), lo sean para el creci-
miento de los axones de las NSO [86,97-99]. Asi, parece que los
papel es desempefiados por estas moléculas durante €l desarro-
Ilo del circuito olfativo deberian ser diversos y, por supuesto,
todavia existe la posibilidad de que factores que atraen a los
axones de las NSO, pero repelan los de las células mitrales,
puedan identificarse. Finamente, debemos recordar que la
interaccion de moléculas secretadas con componentes no difu-
sibles de la matriz extracelular podria tener importantes impli-
caciones funcionales para € establecimiento de una correcta
conectividad singptica durante el desarrollo [40,71].

Tal y como se ha descrito, hace relativamente poco, parece
que los factores que guian los axones de las NSO hasta formar
las sinapsis correctas dentro del BO se preservan a lo largo de
todalavida del animal [64,65]. Se destaca también el hecho de
quelosfactoresinvolucrados en laformacion del TOL se presen-
tan y expresan de forma correcta en estructuras del ratén mutan-
te Small Eye [6,31]. Esto explicaria que se forme una estructura
que recuerda a TOL en estos mutantes, a partir del ectépico y
malformado OBLS [6,31]. Estos estudios enfatizan la idea de
que el BO esindependiente y, por tanto, la existencia de un pro-
tomapa durante €l desarrollo temprano del sistema olfativo. En
cualquier caso, no debemos olvidar que, entre todas las sefiales
gue hemos revisado en este trabaj o, tanto paralaneurogénesis de
las células mitrales del BO como para la formacion inicial del
TOL, €l papel de Thr-1 parece critico [29] (Tabla).

CONCLUSIONES

Tomando en consideracion todos estos datos, concluimos que la
hip6tesis del protomapa resulta més plausible que la teoria del
protocortex alahorade explicar €l desarrollo del sistemaolfati-
vo. Frente a un nimero creciente de estudios que asi 1o avalan,
apenas unos pocos trabajos soportan €l modelo del protocdrtex
para el desarrollo inicial. El BO se organiza de forma indepen-
diente con respecto alas proyecciones aferentes de las NSO o de
otrasinfluencias externasy, todo ello, a partir de un foco de neu-
rogénesis en la zona mas dorsorrostral del tubo neural, donde se
producen las primeras neuronas de proyeccion del mismo, las
células mitrales. En etapas posteriores, las sefiales derivadas de
las aferencias de las NSO y, eventual mente, también otro tipo de
sefiales contribuirian a conferir al BO su apariencia madura, tal
y como lo reconocemos en el adulto, con inclusion, por supues-
to, de lallegada de las interneuronas desde la zona subventricu-
lar del cerebro anterior, que derivan del telencéfalo ventral [100,
101]. En el mismo sentido, los estudios en el mutante Pax-6 su-
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gieren fuertemente que el establecimiento inicial de las proyec-
ciones centrales del BO ocurre de forma independiente de los
axones de las NSO que estan de camino desde € EO. Estos
experimentos abren la posibilidad de identificar sefial es molecu-
lares intrinsecas que se requieren para la formacion correcta de
las conexiones del sistema olfativo. Asi, y aunque es algo que
todavia se ha estudiado relativamente poco, planteamos la hipé-
tesisde que el desarrollo independiente del cortex olfativo sigue
la prediccion de la hipétesis del protomapa. De hecho, estudios
realizados en otras regiones del cerebro apoyan, fuertemente, la
idea de que un protomapa gobierna el desarrollo de la corteza
piriforme. Por ejemplo, en el mutante nulo para Gbx-2, la dife-
renciacion taldmica se interrumpe y los axones talamicos no
inervan €l cortex. Aln asi, muchos marcadores especificos de
regiones corticales se desarrollan normamente, lo que sugiere
gue son factores intrinsecos del neocdrtex los responsables del
desarrollo de la corteza cerebral 0, cuando menos, de la expre-
sion de todos estos marcadores [102,103]. Esmas, Si se expresa
de forma ectopica—en €l telencéfalo posterior, antes de lallega-
dade los axones talamicos- el potente morfégeno Fgf8, provoca
que €l cortex somatosensorial se duplica parcialmente y una
poblacién adicional de axones taldmicos se desarrolla parainer-
var estos barriles extra[2]. Asimismo, estudios del desarrollo de
embriones mutantes con una reduccion en el nivel de Fgf8,
sugieren la posibilidad de que la regionalizacion molecular neo-
cortical y la llegada de aferentes taldmicos son procesos inde-
pendientes durante el desarrollo embrionario [104].

Se ha observado también que factoresintrinsecos del propio
cortex durante €l desarrollo, como, por gemplo, la llegada de
las fibras talamocorticales, controlan la especificacion de dife-
rentes areas corticales [105]. Una extension de la hipétesis del
protomapa nos lleva a nosotros a considerar la expresion regio-
nal en otras estructuras telencefélicas en ausencia de sus aferen-
cias. En este contexto, se ha aceptado de forma general que el
desarrollo y diferenciacion del BO depende de lallegada de los
axones sensoriales olfativos. Mutantes homocigotos Small Eye
no tienen estructuras nasales, con inclusion del EO, mientras
gue tan solo desarrollan un BO emergente, condicionado mas
por un defecto en lamigracion de las neuronas posmitéticas que
por un fallo de neurogénesis en si mismo. Por tanto, no parece
que el desarrolloinicial del BO sea dependiente de lallegadade
las fibras nerviosas desde las NSO.

Estos estudios sugieren que un analisis mas profundo de la
formacion del protomapa en |as diferentes estructuras que com-
ponen el cortex olfativo podria resultar extremadamente intere-
sante y esclarecedor. Resultaria particularmente importante pa-
ra determinar las bases moleculares que gobiernan la diferen-
ciacion de la corteza olfativa LOT specific synaptic clusters que
se han identificado recientemente por e grupo de Buck [21].
También podria ser interesante parallegar a ser capaces de ana-
lizar larelevancia de lallegada de las aferentes sensoriales ala
hora de refinar y ultimar el desarrollo del BO. Finamente, un
modelo con un BO, pero sin TOL, podria resultar determinante
ala hora de clarificar la verdadera influencia que esta proyec-
cion tiene en el desarrollo de las estructuras corticales.
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PROTOCORTEX FRENTE A PROTOMAPA:
UNA PERSPECTIVA DESDE EL BULBO OLFATIVO

Resumen. Introduccion y objetivo. El sistema olfativo es un mode-
lo extraordinario para la investigacion de la guia y la conectividad
del crecimiento axonal. Durante el desarrollo, el epitelio olfativo,
el bulbo olfativo y la corteza olfativa diferencian varios tipos celu-
lares, y extienden sus proyecciones axonales. Dado que hay una
relacion estrecha entre estas tres estructuras, nos hacemos la si-
guiente pregunta: ¢es necesaria la llegada de |as aferencias senso-
riales procedentes del epitelio olfativo para iniciarse la formacién
de las proyecciones centrales del bulbo olfativo? Esto nos lleva a
otra pregunta mas general: ¢es necesario e establecimiento de
conexiones aferentes para inducirse un programa de desarrollo en
las células diana? Desarrollo. El establecimiento inicial delas pro-
yecciones centrales del bulbo olfativo ocurre independientemente
de la llegada de los axones del epitelio olfativo, lo que refuerza la
idea de que las diferentes regiones corticales se predeterminan ya
antes de la migracion de neuronas posmitéticas, por o menosen el
caso del bulbo olfativo. Esto implica un control molecular, intrinse-
coy estricto de las distintas estructuras del sistema olfativo. Con-
clusiones. Entonces, ¢como encuentran las proyecciones axonales
su correcta localizacion dentro del cerebro? Mecanismos por con-
tacto y moléculas quimiotropicas cooperan para fijar su posicion
en el telencéfalo, y evitan que los axones del bulbo invadan otras
estructuras diferentes a la corteza olfativa. Al mismo tiempo, esti-
mulan la formacion de colaterales axénicas, en una orquesta de
sefiales atrayentes/permisivas y repulsivaginhibidoras. En etapas
posteriores del desarrollo, se completara la apariencia madura del
bulbo olfativo. [REV NEUROL 2004; 39: 146-55]

Palabras clave. Desarrollo. Guia axonal. Mutantes. Neurogénesis.
Olfaccion. Telencéfalo.
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SISTEMA OLFATIVOY PROYECCIONESAXONALES

PROTOCORTEX VERSUS PROTOMAPA:
UMA PERSPECTIVA SOB O BOLBO OLFACTIVO

Resumo. Introducéo e objectivo. O sistema olfactivo é um modelo
extraordinario para a investigacéo da guia e da conectividade do
crescimento axonal. Durante o desenvolvimento, o epitélio olfacti-
vo, 0 bolbo olfactivo e o cértex olfactivo diferenciam diversostipos
celulares, estendendo as suas projeccdes axonais. Dado que existe
uma relacdo estreita entre estas trés estruturas, colocamo-nos a
seguinte pergunta: é necesséria a chegada das aferéncias senso-
riais procedentes do epitélio olfactivo para ter inicio a formacgéo
das projecgdes centrais do bolbo olfactivo? Isto conduz-nos a ou-
tra pergunta ainda mais geral: é necessario o estabelecimento de
conexBes aferentes para induzir-se um programa de desenvolvi-
mento nas células alvo? Desenvolvimento. O estabel ecimento ini-
cial das projecgdes centrais do bolbo olfactivo ocorre independen-
temente da chegada do axénios do epitélio olfactivo, reforcando a
ideia de que as diferentes regifes corticais se predeterminam ja
antes da migracéo de neur6nios pds-miéticos, pelo menos no caso
do bolbo olfactivo. Isto envolve um controlo molecular, intrinseco
erestrito das distintas estruturas do sistema ol factivo. Conclusdes.
Ent&o, como encontram as projecgdes axoniais a sua localizacdo
correcta dentro do cérebro? Mecanismos por contacto e moléculas
quimiotrdpicas cooperam para fixar a sua posi¢ao no telencéfalo,
e evitam que os axénios do bolbo invadam outras estruturas dife-
rentes do coértex olfactivo. Ao mesmo tempo, estimulam a forma-
¢do de colaterais axdnicas, e uma orquestra de sinais atraente/
permissivas e repulsivaginibidoras. Em etapas posteriores do des-
envolvimento, completar-se-a a aparéncia madura do bolbo olfac-
tivo. [REV NEUROL 2004; 39: 146-55]

Palavras chave. Desenvolvimento. Guia axonal. Mutantes. Neurogé-
nese. Olfacto. Telencéfalo.
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