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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comun entre las personas mayores de 65
anos. La progresion de la EA involucra diferentes etapas que eventualmente derivan en la
neurodegeneracion de distintas estructuras del sistema nervioso central (SNC). Estudios
longitudinales han identificado una disfuncion olfatoria temprana en individuos vulnerables para
desarrollar EA, misma que correlaciona con el deterioro cognitivo. Ambos procesos patoldgicos
parecen ser consecuencia, inicialmente, de la sobreproduccion del péptido B-amiloide (BA) y de
su efecto patoldgico sobre la actividad de varios circuitos neuronales, incluido el bulbo olfatorio
(BO). La busqueda de terapias no farmacoldgicas que favorezcan la actividad del circuito del BO
nos ha llevado a evaluar si el enriquecimiento olfatorio (EO) actiia de forma preventiva contra el
efecto inhibidor del BA sobre la actividad espontanea de esta red neuronal. Para cumplir este
objetivo, se utilizaron ratones expuestos a EO durante 21 dias a los que se les evaluo la olfaccion
y la actividad espontanea de las neuronas granulares (Gr) del BO, asi como su sensibilidad a la
aplicacion de BA. Nuestros resultados muestran que el EO mejora la identificacion de un aroma
biologicamente relevante, sin modificar la actividad espontanea de las Gr del BO in vitro.
Ademas, se mostrd que el EO evita el efecto inhibitorio que causa el BA en la actividad del BO.
El resultado de que el EO previene los efectos deletéreos producidos por el BA sugiere que el EO

podria ser utilizado para la prevencion de la EA.
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most frequent dementia among people over 65 years. AD
progression involves different stages which eventually lead to the neurodegeneration of different
structures in the central nervous system. Longitudinal studies have identified early olfactory
dysfunction among people vulnerable to develop AD. This olfactory dysfunction correlates with
the cognitive impairment. Both, early olfactory dysfunction and cognitive impairment are
triggered by amyloid-beta peptide (AB) overproduction and its pathological effects on the activity
of several neuronal circuits, including the olfactory bulb (OB). By seeking non-pharmacological
therapies to promote the activity of the OB circuit, we tested whether olfactory enrichment (OE)
could prevent the AB-induced inhibitory effect on the spontaneous activity of this circuit. Thus,
mice were exposed to OE for 21 days before testing their olfactory capabilities, the spontaneous
activity of the OB granular cells (Gr) and its sensitivity to AP application. Our data shows that
OE improves the identification of a biologically relevant odor without modifying OB Gr
spontaneous activity. Also, we found that OE prevents the AB-induced inhibition of OB activity,
which suggests that OE could be a preventive strategy to avoid AD-related symptoms.
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1. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia crdnica, neurodegenerativa e irreversible
(Hampel, 2013), cuyo sintoma principal es la pérdida de la memoria. Esta enfermedad es el tipo
de demencia mas comun entre las personas mayores de 65 afios; se calcula que actualmente, 46
millones de personas viven con demencia (Prince et al., 2015), esta cifra representa el 6 % de la
poblacion mundial. Su prevencion y tratamiento oportuno son fundamentales para mejorar la
calidad de vida de los adultos mayores y, para ello, es elemental entender los mecanismos
celulares que subyacen a la afectacion de los circuitos neuronales que repercuten en la

manifestacion conductual y cognitiva de la enfermedad (Pefia-Ortega, 2013).

Conforme progresa la EA se han identificado diferentes fases donde los distintos sintomas
aparecen y/o se agravan. De manera sobresaliente, la hipofuncion olfatoria se ha observado en la
fase predemencial de la EA (Hawkes & Doty, 2009) y se manifiesta antes de la afectacion de la
memoria, sintoma principal para el diagnostico de la EA. El deterioro olfatorio estd asociado a
distintas patologias que cursan con demencia (Hawkes & Doty, 2009) y, en la EA, el deterioro
olfatorio puede predecir el desarrollo de muchos de sus sintomas (Bahar-Fuchs, Moss, Rowe, &
Savage, 2010; Hawkes & Doty, 2009; Masurkar & Devanand, 2014). En esta tesis nos
propusimos explorar estrategias terapéuticas no farmacologicas que favorezcan la actividad del
bulbo olfatorio (BO) y, posiblemente, eviten su deterioro ante la exposicion al péptido amiloide

(BA; Alvarado-Martinez, Salgado-Puga, & Pefia-Ortega, 2013).

La propuesta anterior se basa en que la estimulacion sensorial y motora, provocada por el
enriquecimiento ambiental, ha demostrado ser una estrategia prometedora para retrasar y/o
reducir los efectos dafiinos asociados a la EA cuando éstos son estudiados en modelos animales
(Catlow et al., 2009; Chuang, 2010; Lazarov et al., 2005; Valero et al., 2011). En este sentido, la
estimulacion olfatoria ha sido catalogada como una estrategia que permite el refinamiento del
circuito del BO (Breton-Provencher & Saghatelyan, 2012; Livneh, Adam, & Mizrahi, 2014).
Ademas la estimulacion olfatoria cambia la fisiologia del BO desde el nivel molecular
(Coopersmith, Henderson, & Leon, 1986; Coopersmith et al., 1986; Woo, Coopersmith, & Leon,
Michael, 1987), el electrofisiologico (Livneh et al., 2014; Martin, Beshel, & Kay, 2007) y el
conductual (Mandairon, Didier, & Linster, 2008; Mandairon, Stack, & Linster, 2006). Es por ello
que se decidi6 probar si el enriquecimiento olfatorio (EO) podria generar un “estado protector” y
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reducir el efecto inhibitorio del péptido PA (B-amiloide) en la actividad espontianea de las
neuronas Gr de la capa granular del BO, cuya sensibilidad al BA in vitro ha sido reportada por

nuestro propio laboratorio (Alvarado- Martinez, 2012; Alvarado-Martinez et al., 2013).

2. Antecedentes

2.1. La enfermedad de Alzheimer

La EA fue descrita en 1906 por el Dr. Alois Alzheimer (Morris & Salmon, 2007; Wolfe, 2002),
quien describio las caracteristicas clinicas de un tipo de demencia senil que después recibid su
nombre. La EA es caracterizada por la disminucion progresiva de multiples funciones corticales
superiores y estd asociada con dos marcadores histopatoldgicos detectados clasicamente post
mortem: las marafias neurofibrilares y las placas seniles (Wolfe, 2002). Sin embargo, correlatos
de ambos marcadores ya pueden detectarse con tomografia por emision de positrones (Mueller
etal., 2005; Nyberg etal., 2009; Shin, Lee, Kim, Kim, & Cho, 2008). Las marafias
neurofibrilares y las placas seniles se encuentran en areas especificas del cerebro como la corteza
entorrinal (CE), la formacion hipocampal, la amigala, y la neocorteza (Braak & Braak, 1991;
Reitz, Brayne, & Mayeux, 2011; Selkoe, 2000). Actualmente, se define a la EA como una
enfermedad cronica, neurodegenerativa e irreversible caracterizada por pérdida de la memoria y
la alteracion de los procesos cognitivos (Morris & Salmon, 2007; Small, Herlitz, & Béackman,
1998). La EA representa la demencia mas comun entre la poblacion adulta mayor (Reitz et al.,
2011). Se estima que en México mas de 350 mil personas padecen EA (Secretaria de Salud,
2015). La incidencia de esta patologia en México, y en otros paises, incrementa en funcion de la
edad, pues el 10% de las personas con 65 afios y el 47% de la personas con 85 afios son
diagnosticados con esta enfermedad (Secretaria de Salud, 2015; Weuve, Proust-Lima, et al.,

2015; Weuve, Hebert, Scherr, & Evans, 2015).

La identificacion de la demencia tipo EA se realiza con pruebas neuropsicoldgicas (como
el examen de estado mini-mental, la prueba de orientacion-memoria-concentracion de Blessed, la
escala de calificacion de la demencia de Mattis, entre otras) (Small et al., 1998), a partir de las
cuales se ha categorizado a la enfermedad en 3 etapas progresivas (Backman, Jones, Berger,

Laukka, & Small, 2004), mismas que se describiran brevemente a continuacion.

14



2.1.1. Etapas de la enfermedad de Alzheimer

El deterioro cognitivo leve (DCL) o etapa predemencial de la EA (Braak & Braak, 1991; Helmes
& Ostbye, 2002; McKhann et al., 1984; Small et al., 1998), es un estado transicional entre el
envejecimiento no patologico y la demencia muy temprana, que se ha reconocido como un factor
de riesgo para la EA (Nelson etal., 2012). El DCL se caracteriza por lapsos de pérdida de
memoria declarativa y semantica, que se pueden acompafiar de deterioro de otros procesos
cognitivos como la atencion y el desempefio bajo en tareas de memoria (Alegret et al., 2014;
Béckman et al., 2004; Levey, Lah, Goldstein, Steenland, & Bliwise, 2006). Se ha corroborado
que la proporcion de pacientes diagnosticados con DCL, particularmente de tipo amnésico, que
desarrolla EA es de entre 10 y 38% (Babizhayev, Deyev, & Yegorov, 2011; Maioli et al., 2007;
Reitz et al., 2011).

En la etapa temprana de la EA se presentan episodios amnésicos que afectan varios tipos
memoria como es la memoria de corto plazo (Biackman et al., 2004; Small etal., 1998), la
memoria episddica, sobre todo en su capacidad retrégrada (Forstl & Kurz, 1999), la memoria de
trabajo (Forstl & Kurz, 1999). Ademas, estas alteraciones de memoria se acompaian del
deterioro progresivo de funciones cognitivas especificas como el lenguaje (afasia), las
habilidades motoras (apraxia) y el reconocimiento de objetos (agnosia) (Forstl & Kurz, 1999;
McKhann etal., 1984). La agnosia se considera una afectacion de la percepcion sensorial,
particularmente visual, que no puede atribuirse solamente a deficiencias de tipo sensorial (Forstl
& Kurz, 1999; McKhann et al., 1984). La afasia se manifiesta como una alteracion en la fluidez
verbal del tipo categdrico o semantico y la apraxia como la deficiencia en la ejecuciéon motora
fina (copiar dibujos) (Forstl & Kurz, 1999; McKhann et al., 1984). En la etapa moderada de la
EA, los pacientes se vuelven menos independientes, se agravan los problemas de lenguaje,
comienzan a mostrar problemas con la memoria de largo plazo. Ademads, estos sintomas se
acompafian de discalculia (defecto en la lectura, escritura y comprension de los numeros) y
dificultad para realizar tareas complejas (Forstl & Kurz, 1999). En esta fase de la EA se observan
cambios de la personalidad y trastornos conductuales (Gracey & Morris, 2007). La ultima etapa
de la EA es la etapa avanzada, en la que el paciente exhibe un deterioro cognitivo severo y pierde
definitivamente su capacidad de responder al ambiente (Forstl & Kurz, 1999; Gracey & Morris,
2007). Se ha encontrado que en esta etapa los pacientes presentan un perfil neuropsicolégico

conocido como la triada afasia-apraxia-agnosia, es decir que, el dafio cognitivo coexiste con
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deterioro en el lenguaje, la actividad motora y la percepcion sensorial (Gracey & Morris, 2007;
Helmes & Ostbye, 2002). En este estadio, el paciente con EA avanzada es incapaz de cuidarse a

si mismo (Helmes & Ostbye, 2002; Nelson et al., 2012).

Se ha identificado que las personas con EA presentan deterioro en el olfato, que puede
exhibirse como la reduccion parcial (hiposmia) o la pérdida completa del olfato (anosmia)
(Hawkes & Doty, 2009; Stamps, Bartoshuk, & Heilman, 2013; Warner, Peabody, Flattery, &
Tinklenberg, 1986). De hecho, se ha identificado de la hipofuncion olfatoria es un buen predictor
de patologias neurodegenerativas, incluida la EA, y que se agrava proporcionalmente al dafio
cognitivo del paciente, en el caso de la EA (Hawkes & Doty, 2009). Mas adelante, se ahondara

acerca de la olfaccion y su relacion con la EA.

La EA se ha clasificado en dos grandes grupos, el primero es de origen genético y
representa menos del 5 % de los casos (Reitz et al., 2011). Este subgrupo de la EA, llamado EA
familiar, se caracteriza por iniciar a edad temprana, entre los 40 y los 50 afios de edad, asi como
por progresar muy rapidamente, comparada con la EA esporadica (de origen no-genético) (Reitz
etal., 2011). La EA esporédica constituye aproximadamente al 95 % de los casos y se presenta a
partir de los 65 afios de edad (Reitz etal., 2011). La EA de origen genético estd asociada a
mutaciones de los genes que codifican para la proteina precursora del amiloide (PPA), asi como
mutaciones en proteinas asociadas al complejo y-secretasa, como la presenilina 1 y la presenilina
2 (Selkoe, 2000). Todas estas mutaciones incrementan la produccion del péptido BA (Selkoe,

2000).

Como ya se menciond, los dos marcadores histopatologicos por excelencia de la EA son
las marafias neurofibrilares y las placas amiloideas (Beer & Ulrich, 1993; Braak & Braak, 1991;
Forstl & Kurz, 1999; Morris & Salmon, 2007), que se identifican post-mortem en el cerebro de
los pacientes (Braak & Braak, 1991), pero cuyos correlatos ya pueden detectarse in vivo con
tomografia por emision de positrones (Mueller et al., 2005; Nyberg et al., 2009; Shin et al.,
2008). Las maranas neurofibrilares estdn constituidas por agregados de la proteina Tau
hiperfosforilada (Hampel, 2013). Las placas amiloideas son agregados extracelulares del péptido
BA que se producen como consecuencia de la agregacion del péptido (ver Figura 1) (Selkoe,

2000; Zhang, Thompson, Zhang, & Xu, 2011).
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2.1.2. La pérdida de la olfaccion durante la enfermedad de Alzheimer
Previo al establecimiento de la patologia tipo Alzheimer se presenta deterioro en la olfaccion
(Hawkes & Doty, 2009; Masurkar & Devanand, 2014; Stamps et al., 2013; Thompson, Knee, &
Golden, 1998; Warner et al., 1986). Este deterioro se ha medido con baterias estandarizadas para
la identificacion olfatoria como la prueba de identificacién olfatoria de la Universidad de
Pensilvania o la bateria de percepcion olfatoria y semantica (Attems, Walker, & Jellinger, 2014;
Kovacs, 2004; Mesholam, Moberg, Mahr, & Doty, 1998; Thompson et al., 1998; R. S. Wilson
etal., 2009). La disminucion del puntaje en estas pruebas olfatorias en pacientes con EA
comparados con controles ha permitido identificar que los pacientes con EA, o aquellos con
predisposicion a padecerla, presentan un incremento en el umbral de deteccion de olores (Attems
etal., 2014; Kovacs, 2004; Mesholam et al., 1998; Thompson et al., 1998; R. S. Wilson et al.,
2009), dificultad en la identificacion de olores (Mesholam et al., 1998), el reconocimiento de los
mismos (Mesholam et al., 1998), asi como dificultad en la discriminacién entre olores (Bahar-
Fuchs et al., 2010; Luzzi et al., 2007; Warner et al., 1986). Para realizar estas pruebas olfatorias
se utilizan olores que sean validados como identificables por los participantes del grupo control
(por ejemplo, en una version de pruebas olfatorias disefiada para ingleses se utiliz6 el aroma a
curri mientras que en una para italianos se cambid por aroma a cebolla) (Luzzi et al., 2007), ya
que se han encontrado diferencias en los umbrales de deteccion, asi como en las capacidades de
identificacion y discriminacion de olores entre distintos grupos étnicos y culturales (Luzzi et al.,

2007).

Diversos grupos de investigacion han mostrado que la alteracion olfatoria asociada a la
EA correlaciona con la severidad de la demencia de los pacientes (Bahar-Fuchs et al., 2010;
Hawkes & Doty, 2009; Thompson et al., 1998; R. S. Wilson et al., 2009). Estudios longitudinales
han identificado a la hipofuncion olfatoria como una estrategia de deteccion temprana de la EA
(Babizhayev et al., 2011; Hawkes & Doty, 2009; Masurkar & Devanand, 2014), dado que se
reportado consistentemente en distintas poblaciones. Es importante mencionar, que mas del 90%
de los pacientes con EA no detectan la hipofuncion de su olfato hasta que se someten a una
prueba (Attems etal., 2014; Daulatzai, 2015; Murphy, 1999; Nicola-Antoniu, 2011). Sin
embargo, este sintoma no es exclusivo de la EA, sino que también se presenta en distintas
patologias como la epilepsia del 16bulo temporal, donde la percepcion de un aroma precede o

predice una crisis con una prevalencia del 10% de los casos (Hawkes & Doty, 2009). Varias
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enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Parkinson, también presentan
deterioro olfatorio (Doty, 2012; Hawkes & Doty, 2009). En el caso de la enfermedad de
Parkinson la prevalencia de disfuncion olfatoria el 89 al 90% de los casos (Doty, 2012; Hawkes
& Doty, 2009) y correlaciona con la disfuncion motora (Connelly, Farmer, Lynch, & Doty, 2003;
Hawkes & Doty, 2009). Aunque, la deficiencia especifica, o el nivel de la misma, en el
desempefio de la tareas olfatorias pudiera distinguir entre las distintas patologia que sufre, o
sufriré el paciente (Mesholam et al., 1998), estas pruebas no son el unico criterio diagnostico para
identificar a las distintas enfermedades neurodegenerativas que se asocian a la disfuncion
olfatoria pero, en el caso de pacientes con DCL, se ha demostrado que el deterioro olfatorio es un

buen predictor de la progresion a la EA (Attems et al., 2014).

El deterioro en la olfaccion asociado a la EA puede ligarse a la presencia de los
marcadores histopatologicos caracteristicos de la EA en el BO (Hawkes & Doty, 2009; Oliveira
et al., 2015; Thompson et al., 1998). En algunos casos, se han hallado marafias neurofibrilares en
la capa glomerular, asi como en las fibras de salida del BO hacia la corteza olfatoria (Ohm &
Braak, 1987; Oliveira et al., 2015; Thompson et al., 1998). Sin embargo, en la etapa temprana de
la EA no se observan placas seniles dentro del BO (Esiri & Wilcock, 1984; Thompson et al.,
1998), mientras que éstas han invadido por completo la corteza cerebral (Beer & Ulrich, 1993).
Por lo anterior, se ha sugerido que el péptido BA en estado soluble (Figura 1) es la causa principal
de las alteraciones en el funcionamiento del BO en los humanos (Esiri & Wilcock, 1984;
Wesson, Nixon, Levy, & Wilson, 2011). El BO tiene conexiones con regiones corticales
distintas, como la corteza transentorrinal (Ennis, Hamilton, & Hayar, 2007; Shepherd & Grillner,
2010), que es la primera corteza en dafarse durante la EA (Braak & Braak, 1991; Reitz et al.,
2011). Otra corteza tempranamente dafiada en la EA, la CE, tiene un papel relevante en la
memoria, la emocion y la olfaccion (Daulatzai, 2015; Reitz et al., 2011). Lo mismo ocurre con la
corteza orbitofrontal, que es un area de asociacion y percepcion de la informacion olfatoria

(Hawkes & Doty, 2009; Reitz et al., 2011).

Hasta el momento se desconoce si la deficiencia en la olfaccion en la EA depende
unicamente de la hipofuncion en las estructuras meramente sensoriales (Cao, Rickenbacher,
Rodriguez, Moulia, & Albers, 2012; Rawson et al., 2012) como el BO y el epitelio olfatorio o

¢ésta depende también del dafio en las estructuras corticales que se involucran en la percepcion
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(Cassano et al., 2011; Wachowiak & Shipley, 2006) y el reconocimiento de los olores (Lledo,
2005). En esta tesis nos enfocaremos en el BO por ser el primer relevo sensorial olfatorio en el
sistema nervioso central (SNC) (Shepherd, G.M., 1972) y por ser una estructura muy sensible a

los efectos del BA (Alvarado-Martinez, Salgado-Puga, & Pena-Ortega, 2013).

2.1.3. El péptido 3 amiloide
El péptido BA es sintetizado a partir de la PPA que se encuentra anclada a la membrana y cuyo
gen se localiza en el cromosoma 21 de los humanos (Selkoe, Triller, & Christen, 2008). La
proteolisis de la PPA se lleva a cabo por un complejo de proteinas llamado [-secretasa
(Kamenetz et al., 2003; Zhang et al., 2011) y, posteriormente, por la y-secretasa (Kamenetz et al.,
2003; Pefia-Ortega, Gutiérrez-Lerma, Quiroz-Baez, & Arias, 2006; Zhang et al., 2011), lo que
produce el péptido BA mediante la llamada via amiloidogénica (Kamenetz et al., 2003; Zhang
etal., 2011). A partir de esta via proteolitica de la PPA, se sintetiza un péptido de 39 a 42
aminoacidos, cuya sobreproduccion y acumulacién es la responsable de la formacion de las
placas seniles en la EA (Kamenetz et al., 2003; Pefia-Ortega et al., 2006; Zhang et al., 2011), asi
como de muchos sintomas de la misma (Beer & Ulrich, 1993; Cummings, Pike, Shankle, &
Cotman, 1996; Hampel, 2013). Una vez producido, el péptido BA pasa por diferentes estados de
agregacion que son inicialmente solubles y que cursan hacia un estado insoluble que forma las
placas seniles (ver Figura 1) fuera de las neuronas (Higuchi, Iwata, & Saido, 2005; Zhang et al.,
2011). La forma oligomérica del BA;4> (la secuencia de 42 aminoacidos) aumenta en el fluido
intersticial cerebral de los pacientes con EA (Kamenetz et al., 2003; Lue et al., 1999; Zhang et al.,
2011). En este sentido, se ha mostrado que el péptido BA puede afectar la comunicacion neuronal
y perturba las redes integradas por neuronas interrelacionadas, lo que a su vez, impedird la
funcion cognitiva (Pefia-Ortega, 2013), algunos experimentos que apoyan esta hipotesis se

mencionaran mas adelante.
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2.1.4. Funciones fisioldgicas del péptido A
El péptido BA soluble (Figura 1) tiene una papel fisioldgico en el SNC (Puzzo et al., 2008, 2011;
Salgado-Puga & Penia-Ortega, 2015). El péptido BA soluble se libera al espacio sinaptico en
funcion de la actividad neuronal (Cirrito etal., 2005) y participa en la regulacion de la
transmision sinaptica, asi como en la consolidacion y en la evocacion de la memoria (Puzzo et al.,
2008, 2011; Salgado-Puga & Pena-Ortega, 2015). Coincidentemente, se ha identificado que el
péptido BA, en concentraciones picomolares (200 pM), es indispensable para mantener la
transmision sinaptica y la potenciacion a largo plazo (PLP) (Garcia-Osta & Alberini, 2009; Puzzo
etal., 2008). El péptido BA también es necesario para el desempefio adecuado de tareas de
memoria espacial (laberinto de Morris) (Garcia-Osta & Alberini, 2009). Es decir, que la
disminucion del BA evita que el animal encuentre la plataforma de escape (Garcia-Osta &
Alberini, 2009). Por otra parte, la administracion de dosis bajas del péptido BA mejora el
desempefio de la misma tarea (reduce el tiempo para encontrar la plataforma de escape), asi como
otras tareas de aprendizaje asociativo como el condicionamiento al miedo (incrementa la
conducta de congelamiento) (Puzzo et al., 2008). Ademas, la aplicacion del péptido BA en el
rango pM incrementa la PLP en rebanadas de cerebro (Puzzo et al., 2008). Todo lo anterior indica
que una concentracion del péptido BA en el rango pM es necesaria para la transmision sinaptica,
la plasticidad sindptica, la memoria y el aprendizaje (Puzzo et al., 2011). Coincidentemente la
disminucién de la produccion enddgena de BA, mediante el uso de un &cido ribonucleico de
interferencia, evita la PLP en un modelo murino, (Puzzo et al., 2011). Este efecto puede ser
revertido al aplicar A4, humana a una concentracion pM (Puzzo et al., 2011). También se ha
demostrado que durante una tarea de evitacion pasiva, el BA se libera en el hipocampo y participa
en la codificaciéon de la misma (Garcia-Osta & Alberini, 2009), pues la aplicacion de un
anticuerpo que neutraliza al BA liberado interfiere con el desempefio de la tarea, afectando a la
memoria de corto y de largo plazo (Garcia-Osta & Alberini, 2009). El efecto del anticuerpo
neutralizante es revertido por la infusion del péptido A 4> exdgeno (Garcia-Osta & Alberini,

2009; Puzzo et al., 2011).

2.1.5. Efecto patoldgico del péptido A
Cabe sefialar que la funcion fisiologica del péptido BA depende de la concentracion y del estado

de oligomerizacion (Kurudenkandy et al., 2014; Pettit & Yakel, 2001). Como se ha mencionado
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previamente, la liberacion de PA en un rango pM es indispensable para la memoria y para la
facilitacion sindptica (sustrato celular de la misma) (Cirrito et al., 2005; Garcia-Osta & Alberini,
2009; Puzzo etal., 2008, 2011). Sin embargo, el incremento del BA entre 100 nM y 1 pM
(Kurudenkandy et al., 2014; Pettit & Yakel, 2001) produce reduccion de la transmision sinaptica
(Pettit & Yakel, 2001; Puzzo et al., 2008; Sun & Alkon, 2002). Esté efecto patologico del BA
depende del tiempo de exposicion al A (Kurudenkandy et al., 2014) y del estado de agregacion
del mismo (Kurudenkandy et al., 2014). Coincidentemente, el BA puede reducir la actividad
oscilatoria poblacional de manera dependiente de su estado de agregacion (Figura 1) y del tiempo
de exposicion (Alvarado-Martinez, 2012; Kurudenkandy etal., 2014). Datos de nuestro
laboratorio han demostrado que la aplicacion del PA;4, soluble disminuye la actividad
espontdnea poblacional in vitro e in vivo del hipocampo (Adaya-Villanueva, Ordaz, Balleza-
Tapia, Marquez-Ramos, & Pefia-Ortega, 2010; Pena-Ortega et al., 2010, 2006; Pefia-Ortega &
Bernal-Pedraza, 2012), de la CE (Pefia-Ortega, Solis-Cisneros, Ordaz, Balleza-Tapia, & Lopez-
Guerrero, 2012) y del BO (Alvarado-Martinez et al., 2013).

Figura 1 Modelo de agregacion del péptido BA

Los mondmeros del péptido BA se agregan para formar oligomeros de tamafios distintos. Los oligdmeros mas grandes (hexameros) sirven como
unidad estable que formara las protofribrillas y, eventualmente, las placas amiloideas (Tomado de Balleza- Tapia, 2014).
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Distintos grupos de investigacion, incluido el nuestro, han demostrado que la actividad
oscilatoria en el SNC es fundamental para el dptimo funcionamiento de los circuitos neuronales
(Adaya-Villanueva et al., 2010; Alvarado-Martinez et al., 2013; Pefia-Ortega, 2013; Pefia-Ortega
et al., 2010) e interferir con ésta se refleja en problemas de aprendizaje y falla en la consolidacion
de la memoria (Pettit & Yakel, 2001; Salgado-Puga, Prado-Alcald, & Pena-Ortega, 2015; Sun &
Alkon, 2002). De igual forma, se ha encontrado una modificacién caracteristica en el patron
electroencefalografico (incremento en la potencia de las ondas lentas) en pacientes
diagnosticados con DCL y EA (Lizio etal., 2011), que correlaciona con la afectacion de los
procesos psicologicos de orden superior que acompafian a la EA (Bickman et al., 2004; Forstl &
Kurz, 1999; Small et al., 1998). Teniendo en cuenta lo anterior, se han disefiado aproximaciones
experimentales mediante modelos animales para identificar la etiologia de aspectos especificos de

la EA que a continuacion se describiran brevemente en lo que respecta a la disfuncion olfatoria.

2.1.6. Deterioro olfatorio en los modelos animales de la enfermedad de
Alzheimer

Varios modelos animales que promueven la sobreproduccion y/o la acumulacion del péptido BA
(Masurkar & Devanand, 2014), han permitido caracterizar el efecto patologico del péptido PA en
la transmision sinaptica (Arendt, 2009; Salgado-Puga & Pena-Ortega, 2015), su participacion en
la disfuncion e hiperfosforilacion de la proteina Tau (Shipton etal., 2011) y su impacto

patologico a nivel cognitivo y conductual (Masurkar & Devanand, 2014; Shipton et al., 2011).

Los ratones transgénicos que modelan la EA expresan uno o mas genes humanos mutados
y catalogados como amiloidogénicos (que promueven la produccién y la acumulacion de BA)
(Masurkar & Devanand, 2014). Entre la gran variedad de animales transgénicos con estas
caracteristicas se encuentran los ratones Tg2576 (Jacobsen etal., 2006), los APP/PSI
(Duyckaerts, Potier, & Delatour, 2007), los 5xFAD (Duyckaerts etal., 2007) y los triple
transgénicos (3xTg) (Oddo etal., 2003). Estos dos ultimos modelos, incluyen ademds una
mutacion asociada con la hiperfosforilacion de la proteina Tau (Masurkar & Devanand, 2014).
Estos modelos animales muestran un fenotipo parecido a la EA (Duyckaerts et al., 2007), como
alteraciones en la memoria (Salgado-Puga etal., 2015) y deterioro olfatorio (Masurkar &

Devanand, 2014).
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El deterioro olfatorio puede ser identificado conductualmente por la disminucion
(hiposmia) o la pérdida (anosmia) de la capacidad para oler (Masurkar & Devanand, 2014). La
hiposmia es una caracteristica que acompaia al envejecimiento (Bahar-Fuchs etal., 2010;
Daulatzai, 2015; R. S. Wilson et al., 2009). Sin embargo, esta disfuncion olfatoria se agrava en
modelos murinos de la EA que, ademas, presentan alteraciones en la actividad eléctrica del BO
(Liu etal., 2013), lo que repercute en el procesamiento de la informacion sensorial olfatoria
(Masurkar & Devanand, 2014) y en el desempefio de tareas olfatorias que incluyen deficiencia en
la identificacion (Alvarado-Martinez et al., 2013), habituacion (Wesson, Levy, Nixon, & Wilson,
2010) y discriminacion (Masurkar & Devanand, 2014; Wesson et al., 2010) de olores. Los
modelos animales de la EA también cursan con deterioro en la memoria olfatoria (Masurkar &

Devanand, 2014).

Las alteraciones en el desempeio de la tareas olfatorias se observan en los ratones
transgénicos para la EA antes de que éstos exhiban signos histopatoldgicos caracteristicos de la
enfermedad (Masurkar & Devanand, 2014). Por ejemplo, se ha demostrado que la sobreexpresion
de la hAPPy,, (proteina precursora del amiloide humana con la “mutacién sueca”) en las neuronas
sensoriales olfatorias (NOS, primer relevo sensorial de informacion olfatoria) genera que estas

neuronas no dirijan sus axones a su blanco correspondiente (Cao, Schrank, et al., 2012).

La relacion que existe entre la concentracion de BA soluble en el BO y el deterioro
temprano en la capacidad olfativa (Wesson etal., 2011), ha conducido a estudiar la posible
causalidad entre la sobreproduccion de este péptido y el deterioro olfativo que se presenta en las
etapas tempranas tanto en los pacientes con EA, como los ratones transgénicos modelo de esta
enfermedad (Franks, Chuah, King, & Vickers, 2015; Wesson et al., 2010; Young, Sharkey, &
Finlayson, 2009). Por ejemplo, Wesson y colaboradores (2010) demostraron que ratones
transgénicos que sobreexpresan la PPA, poseen un desempefio bajo en pruebas de discriminacion
olfativa a partir del sexto mes de vida, mismo que se mantiene durante el envejecimiento
(Wesson et al., 2010). En estos ratones, se identificé que la presencia del BA soluble de forma
temprana correlaciona con el bajo desempefio de las pruebas olfatorias (Wesson et al., 2010). De
manera congruente, se ha encontrado que la inmunizacion contra el BA restablece la olfaccion en
estos ratones transgénicos (Wesson, Morales-Corraliza, Mazzella, Wilson, & Mathews, 2013).

Estos estudios han identificado que las interneuronas son particularmente susceptibles al dafio por
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el BA, pues animales que sobre-expresan la PPA tienen menor nimero de interneuronas en el BO
(Saiz-Sanchez, De La Rosa-Prieto, Ubeda-Bafion, & Martinez-Marcos, 2013) y en la corteza
piriforme (corteza olfatoria primaria) de manera correlacionada con la cantidad de depositos de
BA (Saiz-Sanchez, Ubeda-Bainon, la Rosa-Prieto, & Martinez-Marcos, 2012). Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que el BO es una estructura sensible al efecto agudo del péptido BA,
el cual altera la actividad eléctrica de las neuronas del BO y evita la detecciéon de aromas

(Alvarado-Martinez et al., 2013). A continuacion se abordara la circuiteria del BO.

2.2. Fisiologia del bulbo olfatorio

El BO es parte del sistema olfativo que se encarga de censar y percibir los aromas (Purves et al.,
2008). El sistema olfatorio esta formado por el epitelio olfatorio, el BO, la corteza piriforme, el
nucleo olfatorio anterior, el tubérculo olfatorio, la amigdala y la CE (Shepherd, G.M., 1972;
Tong, Peace, & Cleland, 2014). Esta configuracion se encuentra altamente conservada en los

vertebrados (Mombaerts et al., 1996; Shepherd & Grillner, 2010) (Figura 2).

Las neuronas olfatorias sensoriales NOS se encuentran embebidas en un epitelio
especializado dentro de la cavidad nasal, llamado epitelio olfatorio (en el humano ocupa
aproximadamente 5cm”) (Kandel, 2012). Las NOS son neuronas bipolares cuya dendrita apical
esta dispuesta en la superficie del epitelio olfatorio donde expresa en mayor densidad a los
receptores olfatorios (Buck, 1992; Sullivan, Ressler, & Buck, 1995). Los humanos tienen
aproximadamente 350 genes de receptores olfatorios diferentes, mientras que los ratones poseen
aproximadamente 1,000 (Buck, 1996; Kandel, 2012). Cada NOS expresa un solo receptor
olfatorio (Buck, 1992), mientras que cada receptor reconoce multiples olores (Kandel, 2012). Por
otra parte, cada molécula odorante es detectada por diferentes tipos de receptores (Kandel, 2012).
La respuesta diferencial de las NOS a cada olor crea “campos receptivos” llamados rangos

receptivos moleculares en el sistema olfatorio (Mori, 2006; Shepherd & Grillner, 2010).

El conjunto de las NOS proyecta su axén no mielinizado hacia los glomérulos en la
primera capa del BO, llamada capa glomerular (Tong etal., 2014), y forman asi al nervio
olfatorio. En cada glomérulo convergen distintos axones que reciben informacién de neuronas
que expresan al mismo receptor olfatorio (Mombaerts et al., 1996; Tong et al., 2014). Dado que

cada aroma es reconocido por diferentes NOS, éstas activan una combinacion particular de
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glomérulos que, detectados mediante técnicas de imagen, forman patrones de activacion espacial,
llamados mapas glomerulares olfatorios (Vincis, Gschwend, Bhaukaurally, Beroud, & Carleton,
2012). Cada molécula o combinaciéon de ellas estd asociada con su mapa olfatorio propio
(Shepherd & Grillner, 2010). Por lo tanto, cada aroma es detectado por un ensamble neuronal

distinto (Kandel, 2012).

Figura 2 Anatomia comparada del bulbo olfatorio de la rata y del humano

A. Micrografia de BO de rata. El BO se organiza en capas claramente definidas y organizadas. La capa mas superficial se forma por el nervio
olfatorio (ONL), la cual rodea a la capa glomerular (GL) compuesta de glomérulos circundados por c€lulas periglomerulares. La capa plexiforme
externa (EPL) es amplia en los roedores, mientras que la capa plexiforme interna (IPL) es muy delgada. Entre las ultimas dos capas esta la capa
mitral (MCL) la cual esta formada por los somas de las neuronas mitrales. La capa granular (GRL) esta formada por las neuronas granulares. La
flecha sefiala una fibra del nervio trigeminal que inerva las capas superficiales del BO marcada mediante inmunoreactividad al péptido
relacionado al gen de la calcitonina. El tejido fue contratefiido con violeta de cresilo B. Micrografia de BO humano. En este caso, las capas
estan menos definidas comparadas con el BO de la rata. A diferencia de lo mostrado en el OB de rata, se puede observar un grupo de neuronas
multipolares embebido en la capa granular, mismas que forman el nucleo olfatorio anterior (AON). El BO fue tefiido con la técnica de Kliiver-
Barrera (luxol azul rapido/violeta de cresilo). La barra representa 100 um (Kovacs, 2004).
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Los glomérulos son estructuras esféricas que se forman a partir de la conexion entre el
axon de las NOS y las dendritas apicales de las neuronas principales del BO, las células mitrales
y empenachadas (M/E) (Mombaerts et al., 1996; Mori, Matsumoto, Tsuno, & Igarashi, 2009;
Nagayama, Homma, & Imamura, 2014; Shepherd, G.M., 1972; Tong etal., 2014). Los
glomérulos contienen tambien interneuronas periglomerulares (PG) que modulan la informacion
de forma intra e interglomerular (Mombaerts et al., 1996; Mori et al., 2009; Nagayama et al.,
2014; Shepherd, G.M., 1972; Tong et al., 2014). Adyacente a la capa glomerular, se localiza la
capa plexiforme externa que se forma de las dendritas basales de las neuronas M/E, asi como de
proyecciones de las neuronas Gr, de las neuronas de axén corto (CAc) y de los somas de las
c¢lulas empenachadas externas (Nagayama et al., 2014). Tanto las Gr, como las CAc conforman
el componente inhibitorio que modula la salida de informacion llevada por las neuronas
principales (Shepherd, G.M., 1972; Tong et al., 2014). Debajo de la capa plexiforme externa, se
halla una linea delgada y ordenada de somas de las neuronas mitrales (Mombaerts et al., 1996;
Shepherd, G.M., 1972). Los axones de las neuronas de proyeccion (M/E) del BO forman el TOL,
que es la via de salida de la informacion del BO hacia la corteza piriforme, el ntcleo olfatorio
anterior, el tubérculo olfatorio, la amigdala y la CE (Shepherd, G.M., 1972; Tong et al., 2014).
Justo debajo de la capa mitral, se localiza la capa plexiforme interna, formada por las dendritas
ascendentes de las Gr profundas, asi como por los axones provenientes de diversas regiones
corticales (Mori et al., 2009; Nagayama et al., 2014; Shepherd, Chen, Willhite, Migliore, &
Greer, 2007). La capa mas profunda del BO se forma por las células Gr densamente agrupadas
que se separan entre si por haces de fibras nerviosas y por interneuronas (ver Figura 3) (Shepherd

et al., 2007; Tong et al., 2014).

La modulacion del disparo de las neuronas M/E es muy compleja (Nagayama et al., 2014;
Shepherd, G.M., 1972) e involucra, entre otros elementos neuronales del BO, a la
retroalimentacion producida por las Gr (Shepherd et al., 2007; Tong et al., 2014). Las Gr carecen
de axon por lo que su accion inhibitoria sobre las células M/E estd dada por sinapsis
dendrodendriticas cuyo papel es regular el flujo de la informacidn olfatoria que se dirige a la
corteza y que viaja a través del tracto olfatorio lateral y del tracto olfatorio medial (Friedman &
Strowbridge, 2003; Nagayama etal., 2014; Shepherd etal., 2007) (ver Figura 3). Esta
comunicacion se retroalimenta mediante las fibras centrifugas que proyectan de regreso hasta el
BO (Buck, 1996; Yuan & Knopfel, 2006).
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Figura 3 Circuiteria del bulbo olfatorio

En la parte inferior del esquema se muestran las neuronas sensoriales (en azul y anaranjado). Cada una de estas neuronas sensoriales proyecta su
axon a un glomérulo (en la capa glomerular) que recibe aferencias de neuronas que expresan el mismo receptor. En los glomérulos hay células
periglomerulares (excitadoras, PGe e inhibidoras, PGo). La informacion de las neuronas sensoriales es recibida por la dendrita apical de las
neuronas de proyeccion mitrales y empenachadas (M/E) cuyas dendritas basales se encuentran en la capa plexiforme externa. La inhibicion de las
neuronas de proyeccion la realizan, en parte, las células granulares (Gr) cuyos somas se encuentran en la capa granular. Los axones de las células
de proyeccion (M/E) viajan hacia la corteza por el tracto olfatorio lateral (TOL). Finalmente, las fibras centrifugas provenientes de la corteza
piriforme constituyen una via de retroalimentacion cortical hacia el BO. Las células de axén corto (CAc) estan ampliamente distribuidas en el BO
y también forman parte del componente inhibitorio (Modificada de: Tong et al, 2014).

2.2.1. Propiedades electrofisioldgicas del bulbo olfatorio
El BO posee distintas capas de células con propiedades intrinsecas y sindpticas diversas (Adrian,
1950) que determinan su forma de responder a la informacion enviada por las NOS ante los
estimulos olfatorios (Kay, 2014). A partir del registro de los potenciales locales de campo (PLC),
se ha demostrado que la informacién olfativa se relaciona con la generacion de patrones de

actividad poblacional en el BO (Adrian, 1950; Kay, 2014) y otros circuitos olfatorios.

El registro de los PLC permite medir cuantitativamente el cambio en el potencial (voltaje)
extracelular de cualquier tejido. En el SNC el PLC refleja el cambio promedio/sincronizado de la
actividad celular, principalmente neuronal, y esta influenciado por todos los procesos i6nicos que
ocurren en el tejido e incluyen las oscilaciones intrinsecas, los potenciales post-sinapticos
excitadores e inhibidores, los potenciales de accion y su propagacion (Buzsédki, Anastassiou, &

Koch, 2012). Con esta técnica, se han identificado 3 oscilaciones principales en el BO: theta (0,
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2-12 Hz); beta (B, 15-30 Hz) y gamma (y, 40-100 Hz) (Kay, 2014, 2015), que pueden dar
informacion acerca del estado funcional del circuito del BO (Lowry & Kay, 2007). La oscilacion
dominante en el BO es la oscilacion 6 (Kay, 2014, 2015) que se asocia directamente con la
estimulacion mecanica en las NOS inducida por la entrada de aire regulada por la respiracion
(Kay, 2014, 2015). Durante la inmovilidad y el descanso se puede registrar una onda 0 lenta (2-4
Hz) (Kay, 2014, 2015); mientras que, en un proceso activo de exploracion y de olfateo (sniffing)
el ritmo 0 aumenta de frecuencia (5-12 Hz) (Gourevitch, Kay, & Martin, 2010; Kay, 2014).

Figura 4 Vias paralelas de proyeccion de las neuronas principales del bulbo olfatorio y sus diferentes blancos hacia la corteza

Las neuronas empenachadas (en rojo) proyectan a regiones mas anteriores y proximales del sistema olfatorio, como la region posteroventral del
nucleo olfatorio anterior (NOApv) y la pars externa (NOApE) del mismo nucleo, la corteza piriforme anterior ventro rostral (CPAvr) y el
tubérculo olfatorio anterolateral (TO al). Por ello, su respuesta tiene una latencia corta. Por su parte, las neuronas mitrales (azul) proyectan a
regiones mas dispersas y distales en corteza, como el la regién dorsal del niicleo olfatorio anterior (NOAJ), la tenia tecta (TT), la region
cortical del TO (TOco), el nucleo del tracto olfatorio lateral (nTOL), la region anterior del nucleo amigdaloide cortical (NACa) y la region

posterolateral del mismo nucleo (NACpl), la corteza piriforme anterior dorsal (CPAd), la corteza piriforme posterior (CPP), y corteza
entorrinal lateral (CEL) (Tomadoy modificado de: Igarashi e Ieki, 2012).

Los tipos neuronales reclutados durante la exposicion a un olor son distintas de acuerdo a
las neuronas principales (M/E) activadas (ver Figura 4) (Gourevitch et al., 2010; Kay & Laurent,
1999; Lowry & Kay, 2007; Martin et al., 2007). Se ha demostrado que las neuronas M/E disparan

en fases distintas de la respiracion y tienen diferentes latencias de activacion ante la respuesta a
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olores (Fukunaga, Berning, Kollo, Schmaltz, & Schaefer, 2012) (Figura 4). Las neuronas
empenachadas proveen las eferencias mas rostrales, incluido el tubérculo olfatorio y su disparo
corresponde a la fase temprana de la respiracion, mientras que las neuronas mitrales proyectan a

regiones mas difusas y disparan en periodos tardios de la inspiracion (Fukunaga et al., 2012).

La correlacion de la actividad eléctrica entre el BO y otras estructuras (como el
hipocampo) permite establecer relaciones dindmicas que demuestran la comunicacion dentro de
estos circuitos (Adrian, 1950; Kay et al.,, 2009; Rojas-Libano & Kay, 2008; Wachowiak &
Shipley, 2006). La exposicion a olores produce oscilaciones que son consecuencia de las
descargas sincronizadas (sincronia, coincidencia de hechos y fenomenos en el tiempo) y ritmicas
de un gran grupo de neuronas (Lagier, 2004). Por ejemplo, la presencia de un olor provoca un
aumento de la oscilacion vy al final de la inhalacién en el BO y en la corteza piriforme (Lagier,
2004). Las oscilaciones 0 y y se asocian con en el procesamiento del olor (Friedman &
Strowbridge, 2003; Lowry & Kay, 2007). La oscilacion B en el BO se ha identificado en murinos
despiertos durante la exposicion a odorantes volatiles (Lowry & Kay, 2007). Esta oscilacion
depende de las fibras centrifugas (fibras de tipo colinérgico, serotoninérgico y noradrenérgico),
pues si estas fibras se lesionan se abole el ritmo B en el BO (Martin, Gervais, Messaoudi, &
Ravel, 2006). El incremento en la potencia de la oscilacion B (15-30 Hz) y el aumento en la
coherencia entre el BO y el hipocampo durante la exposicion a un aroma en tareas de
discriminacion olfatoria y de aprendizaje asociativo (Kay, 2014; Martin et al., 2007) permiten la

codificacion neural de la informacion olfatoria entre ambas estructuras (Gourevitch et al., 2010).

La oscilacion y se genera por las sinapsis dendrodendriticas entre las dendritas basales de
las M/E con las Gr (Bathellier, 2005; Friedman & Strowbridge, 2003; Kay, 2014; Martin &
Ravel, 2014). La oscilacion y se considera parte del procesamiento local de la informacion

olfatoria (Kay, 2014, 2015).

Las neuronas mitrales incrementa su disparo en funcién de la concentracion del aroma, lo
que produce un mayor reclutamiento de Gr y un efecto mayor en el nimero de células mitrales
que muestran respuestas inhibitorias (inhibicion lateral) durante la inhalacién y un aumento en el
numero de células mitrales que muestran respuestas excitadoras (excitacion lateral) durante la
exhalacion (Kay, 2014). La activacion dendrodendritica de las células Gr por las neuronas M/E se

produce por la activacion dendrodendritica de los receptores glutamatérgicos del tipo N-metil-D-
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aspartato (NMDA); lo que provoca la liberacion de dcido gamma-amino butirico (GABA) hacia
el espacio sinaptico (Friedman & Strowbridge, 2003). La liberacion de GABA, durante este
proceso, permite la generacion de ventanas de sincronizacion en las células mitrales (McTavish,

Migliore, Shepherd, & Hines, 2012).

2.2.2. Cambios electrofisioldgicos en el bulbo en modelos de la enfermedad de
Alzheimer

En nuestro laboratorio, se han realizado registros en la capa granular de rebanadas de BO de raton
y se ha encontrado que la aplicacion aguda del BA;.4; provoca una reduccion de la potencia de la
actividad espontanea poblacional de manera dependiente de la concentracion (3, 10 y 30 nM) y
de la edad del raton (3, 6 y 8 semanas) (Alvarado-Martinez, 2012). Esta disminucién en la
actividad bulbar correlaciona con un deficiencia olfatoria en la prueba del alimento enterrado en
ratones inyectados intrabulbarmente con BA (Alvarado-Martinez et al., 2013). Esta alteracion en
la actividad eléctrica podria conducir al empobrecimiento de la especificidad en la respuesta a los
odorantes (Masurkar & Devanand, 2014), a alteraciones en el envio de informacion hacia las
cortezas asociadas a la olfaccion (Igarashi et al., 2012) y/o al deterioro en la respuesta cortical
(Masurkar & Devanand, 2014). También se ha demostrado que en un modelo transgénico para la

EA la coherencia entre los bulbos olfatorios in vivo esta disminuida (Liu et al., 2013).

En resumen, la hipofuncion olfatoria que precede a la manifestacion clinica de la EA, se
expresa en modelos animales de la EA y puede ser reproducida por la aplicacion topica de BA en
el BO. Debido esto, es interesante utilizar estos modelos para evaluar estrategias preventivas,
farmacoldgicas y no farmacologicas para contrarrestar el dano inducido por el péptido BA soluble

tanto a nivel funcional como conductual. Una estrategia puede ser la estimulacion olfatoria.

2.2.3. El enriquecimiento olfatorio
El BO es una de las estructuras del SNC que recambia continuamente su composicion celular a lo
largo de la vida adulta, cada dia arriban al BO entre 10 000 y 30 000 precursores nuevos (Lledo
& Lazarini, 2007). La sobrevivencia (Rochefort, Gheusi, Vincent, & Lledo, 2002) e integracion
de estas neuronas nuevas al circuito del BO es facilitada por la estimulacion olfativa (A. J.

Johnson, 2011; Livneh et al., 2014).
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El EO fue implementado por Hennessy en 1977 con el objetivo de evaluar el efecto de la
pre-exposicion prolongada a mezclas de olores sobre la respuesta apetitiva de ratones recién
nacidos (Hennessy, Smotherman, & Levine, 1977; Leon, Galef, & Behse, 1977). Afios mas tarde,
se encontr6 que el BO de animales expuestos a una serie de olores familiares incrementa su
actividad neuronal medida por la 2, desoxi-D-glucosa (2-DG) (Coopersmith et al., 1986;
Coopersmith & Leon, 1986), la 2-DG es un analogo de la glucosa que puede ser incorporado a
las células por los transportadores de glucosa, por lo que se asume que aquellas células que
tengan mayor actividad aumentaran la incorporacion de la 2-DG (Astic & Cattarelli, 1982;
Hokfelt et al., 1983; Lundgaard et al., 2015). También se encontré que el EO aumenta el tamafio
de los glomérulos, (Woo etal., 1987) y reduce el numero y la densidad de receptores [3,
adrenérgicos en el BO (Woo & Leon, 1995), mismos que normalmente tienen efectos inhibidores
sobre la actividad neural (Kandel, 2012). También se ha demostrado que después del EO hay una
menor proporcion de neuronas mitrales que responden ante un aroma familiar o novedoso
(Buonviso & Chaput, 2000; Buonviso, Gervais, Chalansonnet, & Chaput, 1998; D. A. Wilson,
Sullivan, & Leon, 1985; D. A. Wilson et al., 1985). Esto da indicios de que EO cambia la
configuracion el BO y simplifica los patrones de respuesta ante olores (Buonviso y Chaput,
2000). Estos hallazgos, en conjunto, indican que el BO es sensible al EO y que responde con
modificaciones en su respuesta neuronal (Coopersmith et al., 1986; Coopersmith & Leon, 1986;

Woo et al., 1987).

Ademas de los cambios funcionales producidos por el EO, Rochefort y colaboradores
(2002) demostraron que el EO es capaz de favorecer la sobrevivencia de los progenitores
neurales que migran del 4rea subventricular hacia el BO (Rochefort et al., 2002). Este tipo de EO
puede aumentar también la supervivencia de las NOS (Watt et al., 2004) y de la interneuronas
glomerulares y Gr (Woo et al., 1987). En animales adultos, el EO puede inducir que los astrocitos
que se encuentran en la via rostral migratoria se diferencien en interneuronas glomerulares o
neuronas Gr (Alonso et al., 2008). Livneh y colaboradores (2014), confirmaron que las neuronas
nuevas son reclutadas y mantenidas gracias a la estimulacion olfatoria y responden
selectivamente ante olores familiares (Livneh et al., 2014). Lo anterior, refleja que la integracion
de las neuronas nuevas es favorecida por la experiencia. El EO no solo favorece la integracion y
supervivencia de neuronas en el BO, sino también en la corteza piriforme (corteza olfatoria
primaria) (Shapiro, Ng, Zhou, & Ribak, 2007).
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A nivel conductual, el EO ha mostrado tener varias ventajas (Escanilla, Mandairon, &
Linster, 2008; Mandairon, Stack, Kiselycznyk, & Linster, 2006b; Mandairon, Stack, & Linster,
2006; Rochefort et al., 2002). Por ejemplo, los animales sometidos a EO se desempefian mejor en
tareas de memoria olfativa (Rochefort etal., 2002), pueden ejecutar mejor tareas de
discriminacion de olores (Escanilla et al., 2008; Mandairon, Stack, Kiselycznyk, et al., 2006b) y
son capaces de reconocer componentes individuales en mezclas de olores (Mandairon, Stack, &
Linster, 2006). También se ha descrito que el EO puede tener un efecto benéfico en aquellos
animales que fueron aislados socialmente (Gusmao et al., 2012). Si bien el BO es altamente
responsivo a la estimulacion olfatoria, esta modulacion cambia a lo largo de la vida. Rey y
colaboradores (2012) evaluaron el efecto de la edad en la respuesta al EO, el cual mejora la
memoria olfatoria en animales jovenes (2 meses) y adultos (10 meses), pero no en animales

viejos (23 meses) (Rey, Sacquet, Veyrac, Jourdan, & Didier, 2012).

Esta serie de experimentos demuestran que el BO se adapta ante la estimulacion olfatoria
y tiene efectos de corto y de largo plazo. Esta plasticidad se manifiesta en la morfologia (Woo
etal., 1987; Woo & Leon, 1995), en el metabolismo (Coopersmith et al., 1986; Coopersmith &
Leon, 1986), en la respuesta electrofisioldogica (Buonviso & Chaput, 2000; Buonviso et al.,
1998), en la capacidad neurogénica (Magavi, Mitchell, Szentirmai, Carter, & Macklis, 2005;
Rochefort et al., 2002; Veyrac et al., 2009), en la migracion y en la sobrevivencia de las neuronas
PG y las Gr del BO (Escanilla et al., 2008; Mandairon, Stack, Kiselycznyk, et al., 2006b;
Mandairon, Stack, & Linster, 2006; Rochefort et al., 2002). Pero, ;el EO podria retrasar la
aparicion de sintomas tempranos de la EA? Es probable que si, pues existen estrategias no
farmacoldgicas como el enriquecimiento ambiental y el ejercicio voluntario que han demostrado
ser utiles para disminuir la densidad y el numero de placas amiloideas (Lazarov et al., 2005),
incrementar la expresion de una enzima de degradacion del BA (neprilisina) (Lazarov et al.,
2005), favorecer la integracion de nuevas neuronas y la formacién de dendritas (Valero et al.,
2011), ademas de aumentar el numero de sinapsis (Nithianantharajah, 2004; Nithianantharajah &
Hannan, 2006; van Praag, Kempermann, & Gage, 2000). Estos cambios se reflejan en que estas
estrategias no farmacoldgicas evitan las alteraciones en la memoria (Bilkei-Gorzo, 2014; Herring
et al., 2009; Jankowsky, 2005; Rodriguez et al., 2011; Valero et al., 2011) en modelos animales
transgénicos para la EA. De manera relevante para esta tesis, se ha demostrado que el EO
disminuye la fosforilacioén de la proteina Tau algunos sitios relacionados con la patologia tipo EA
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(Liao, Liu, & Zhu, 2012). Ademas, el EO induce que las interneuronas nuevas desarrollen mayor
sensibilidad a los aromas familiares al incorporarse al BO (Cummings, Snyder, Brewer,
Cameron, & Belluscio, 2014; Lepousez et al., 2014; Livneh et al., 2014) y favorece que las
neuronas recién incorporadas sobrevivan y se integren al circuito bulbar (Alonso et al., 2008;
Bovetti, Veyrac, Peretto, Fasolo, & De Marchis, 2009; Lledo & Lagier, 2006; Martoncikova,
Lievajova, Orendacova, Blasko, & Racekova, 2011; Shapiro et al., 2007). Finalmente, se ha
identificado que el EO promueve la regeneracion de interneuronas en el circuito del BO tras una
lesion (Lazarini et al., 2014) y produce que las células Gr recién incorporadas incrementen su
nimero conexiones sinapticas con las neuronas principales del BO (Cummings et al., 2014;
Lepousez et al., 2014; Livneh et al., 2014). Estos hallazgos sustentan al EO como una estrategia
potencialmente preventiva del efecto toxico del BA sobre las neuronas Gr del BO. Por ello, nos
propusimos estudiar el efecto del EO sobre la actividad eléctrica del BO y su posible papel

preventivo de la inhibicion de la actividad espontanea inducida por el BA 1.4 soluble.

3. Justificacion

La EA es una enfermedad crénica-neurodegenerativa que incrementa conforme aumenta la
esperanza de vida. Debido a que uno de los sintomas mas tempranos de esta enfermedad es la
hiposmia y a que ésta se asocia con la presencia de formas solubles del BA, se ha estudiado el
efecto del péptido BA sobre la actividad eléctrica del BO. Datos obtenidos en el laboratorio han
demostrado que el péptido BA;4, disminuye la potencia de la actividad espontdnea del BO e
induce deficiencia en la olfaccion (Alvarado-Martinez et al., 2013). Sin embargo, poco se conoce

acerca de estrategias conductuales que pudieran evitar este proceso patologico.

Un paradigma util para este proposito es el EO, pues esta manipulacion genera cambios
plasticos en el circuito del BO que mejoran su funcion. Con base en lo anterior, nos planteamos

las siguientes preguntas:
(El EO modifica la actividad espontanea de la capa granular del BO?

(El EO previene las alteraciones en la actividad espontanea del BO producidas por la aplicacion

del péptido BA.4,?
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4. Hipétesis

El EO modifica la actividad del BO y previene la disminucién de la misma producida por el

péptido BA .4, in vitro.

5. Objetivo general

Caracterizar la actividad del BO in vitro de ratones sometidos a EO y determinar su sensibilidad

al efecto agudo del péptido BA | 4.

5.1. Objetivos especificos

En ratones macho de la cepa CD-1 de 3 semanas de edad sometidos a enriquecimiento olfatorio

durante 21 dias o ratones de la misma edad sin enriquecimiento olfatorio:

o Evaluar la actividad espontanea in vitro de las neuronas granulares del BO mediante

registros de PLC.
o Evaluar la afectacion de esta actividad por el péptido BA | 4.

En ratones macho de la cepa CD-1 de 11 semanas de edad sometidos a EO durante 21 dias o

ratones de la misma edad sin EO:

o Evaluar su capacidad olfatoria a través de las pruebas de habituacidn-deshabituacion y la
prueba de evitacion olfatoria.

o Evaluar la actividad espontanea in vitro de las neuronas granulares del BO.

o Evaluar la afectacion de esta actividad por el péptido A 4.

6. Materiales y métodos

6.1. Animales
Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 recién nacidos o de 8 semanas segiin el experimento
a realizar. Los animales fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM
y tuvieron acceso ilimitado a agua y alimento. Los animales se mantuvieron en un ciclo normal
de luz/oscuridad (luz de 7-19 h) con temperatura y humedad controladas. Todos los

experimentos se realizaron de acuerdo con las normas del Comité de Bioética (nimero de
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proyecto aprobado 91) del Instituto de Neurobiologia de la UNAM vy se evitd cualquier dafio o

sufrimiento innecesario de los animales.

6.2. Enriquecimiento olfatorio
Se utilizo el protocolo de EO por 21 dias descrito por Martoncikova y colaboradores (2011). Para
ello, se colocd un contenedor horadado que contenia hisopos (1-3 segin el aroma) bafiados a
saturacion con uno de 21 aromas diferentes durante una hora, dos veces al dia (una hora por la

mafiana y una hora por la tarde), con al menos 3 horas de intervalo entre cada exposicion.

Al grupo control (no enriquecido) se le colocd diariamente el contenedor sin hisopos de la
misma forma que los animales EO. El aroma fue cambiado diariamente durante los 21 dias y
nunca se repitid alguno (Martonc¢ikova et al., 2011). Dado que el objetivo del experimento no fue
asociar la presentacion del aroma con algin otro estimulo, sino la exposicidon pasiva a cada uno
de los aromas, no se eligieron horas fijas para la exposicion olfatoria. Para evitar que el aroma se
volatilizara dentro del cuarto del Bioterio, se utilizaron cajas con un sistema de ventilacion

independiente y cubiertas con un filtro.

Para la seleccion de aromas se realizod una busqueda bibliogréafica acerca de protocolos de
EO previamente utilizados. Ademas, se seleccionaron aquellos aromas a los que se tuvo facil
acceso. Se utilizaron los siguientes aromas naturales y sintéticos sin diluir: eucalipto, albahaca,
anis, canela, lavanda, hierbabuena, pino, limoén, clavo, menta piperita americana, romero,
mandarina, tomillo, salvia, wintergreen, toronja blanca, almendras dulces, acetato de amilo,

heptaldehido, octanaldehido y citrol (componente aislado del limon).

Al finalizar la fase de EO se evalu6 la capacidad olfatoria en los animales adultos (11
semanas). Las pruebas conductuales se llevaron a cabo en cuartos destinados para ello, los
animales fueron manipulados por el mismo experimentador, se utilizaron guantes distintos para
cada aroma y para colocar a los ratones en la caja de prueba. Durante la ejecucion de las pruebas
olfatorias y la duraciéon del EO se evitd utilizar perfumes u otros productos odorantes que

pudieran afectar los resultados de las pruebas.

6.3.Prueba de habituacion-deshabituacion
Con la finalidad de evaluar si el EO altera la ejecucion de tareas olfatorias se realizo6 la prueba de

habituacién-deshabituacion, que evalaa la investigacion de un aroma novedoso, la memoria del

35



mismo (habituacién) y la discriminacioén olfatoria (deshabituacion) (Yang & Crawley, 2009).
Para ello, se expuso al animal a un olor por 2 minutos en 3 ensayos sucesivos (un bloque) y se
separd cada exposicion por 1 minuto. Se usaron dos aromas distintos que no desencadenan
aversion ni preferencia (vainilla y vinagre) (Root, Denny, Hen, & Axel, 2014). Con la finalidad
de familiarizar a cada ratéon con la tarea, el primer bloque consistié en 2 ensayos en los que se
utilizo el agua destilada (Wesson etal., 2010; Yang & Crawley, 2009). En los ensayos

posteriores, se utilizo alguno de los dos aromas.

Se cuantifico, durante la ejecucion de la tarea, el tiempo de investigacion, definido como
el olfateo activo con la nariz orientada hacia la fuente del aroma y se consideré que la conducta
terminé cuanto el raton retiré su nariz del sitio donde proviene el aroma (Wesson et al., 2010;
Yang & Crawley, 2009). La habituacion se define como la disminucion del tiempo de
investigacion como consecuencia de la repeticion del mismo estimulo olfatorio (Wesson et al.,
2010), mientras que la deshabituacion consiste en el incremento en el tiempo de investigacion
ante un estimulo novedoso (discriminacidén) (Wesson et al., 2010; Yang & Crawley, 2009). La
prueba se llevo a cabo durante la fase de luz del ciclo luz/oscuridad y se utilizd una caja de
acrilico (27x17x12 cm) con aserrin limpio (para evitar la contaminaciéon con otros aromas),
cubierta con una rejilla y una malla delgada sobre la cual se colocaron recipientes circulares
metalicos (4.5 cm de circunferencia) con un cuadro de papel filtro (2x2 cm) que contenia 10 pl

del aroma para el bloque correspondiente.

6.4.Prueba de evitacion olfatoria
Con la finalidad de evaluar si el EO tiene un efecto en la deteccion de un aroma aversivo se
realiz6 la prueba de evitacion olfatoria (Cho, Prince, Cutforth, & Cloutier, 2011; Lazarini et al.,
2014). Para ello se utilizé 2,4,5-Trimetiltiazol (TMT), un odorante volatil presente en las heces
del zorro que produce una conducta innata de evitacion en los roedores (Cho etal., 2011;
Lazarini et al., 2014). El analisis se realiz6 fuera de linea. Para ello, se utilizaron dos separadores
en la pantalla de proyeccion del video para dividir la caja en tres compartimentos equidistantes y

se cuantificé el tiempo que el animal permanecid en cada tercio.

La prueba consta de cuatro fases. En la primera, se coloca al raton en una caja sin aserrin
con las mismas dimensiones que la caja prueba (47x25.5x21 cm) durante 10 minutos, con el

proposito de que se familiarice con la caja y con el cuarto de la prueba. En la segunda fase, se
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coloco6 al animal en la caja de prueba con fines de habituacion. En la tercera fase (pre-prueba), se
adhirieron 2 papeles filtro (2x2 cm) en cada compartimento externo de la caja con 5 pul de agua
destilada, esta fase durdé 3 minutos. Después de 5 minutos, se procedid con la cuarta fase de la
prueba, en la que se dispusieron ambos papeles filtro, uno con agua destilada y el otro con 2,4,5-
Trimetiltiazol (TMT) al 10% con agua destilada como vehiculo (Cho et al., 2011; Lazarini et al.,
2014). Una hora después, se repitio la prueba utilizando el aroma aversivo (TMT) concentrado al
50% (Buron et al., 2007). El compartimento que contenia el TMT se denomind zona 1, el
compartimento opuesto (mas alejado del TMT), que contenia el vehiculo se llamo6 zona 3 y el
central zona 2 (Lazarini et al., 2014). Se evaluo el indice de preferencia por separado para cada
concentracion de TMT mediante la sustraccion del tiempo de permanencia en el cuadrante con

TMT al tiempo de permanencia en ese cuadrante durante la fase de pre-prueba (Lazarini et al.,

2014).

6.5.Obtencion de rebanadas de bulbo olfatorio
Al dia siguiente de las pruebas olfatorias, se practicd una eutanasia a los animales mediante la
administracion de pentobarbital sodico (63 mg/Kg), con el objetivo de obtener rebanadas de BO.
Posteriormente, se realiz6 una perfusion intracardiaca con una solucion protectora que contenia
(en mM): 238 sacarosa, 3 KCI, 30 NaHCOs3, 30 glucosa, 0.7 CaCl, y 2.5 MgCl,, KH,PO4 y pH
7.4 gaseada con carbogeno (95 % O, 5 % CO;) y mantenida a 4°C. Después de la perfusion, los
animales fueron decapitados para obtener el encéfalo. Se extrajeron ambos BOs y se colocaron en
un bloque de agarosa con una inclinacion de 30° sumergidos en una solucion de liquido
cerebroespinal (LCE) artificial oxigenado (95 % O,, 5 % CO,) a 4 °C que contiene, en mM, 119
NacCl, 30 glucosa, 25 NaHCOs, 3 KCI, 1 MgCl,, 1.5 CaCl, y pH 7.4. Se obtuvieron rebanadas
transversales de BO de 400 um con el uso un vibratomo y se colocaron en una camara de
incubacion con LCE artificial oxigenado a temperatura ambiente durante al menos 1 h, durante
este tiempo, las células que se encuentran en la rebanada restablecen su actividad metabolica, lo
que favorece que los experimentos se lleven a cabo con actividad estable (Varela, Llano, &

Theyel, 2011).

6.6. Registros de potenciales locales de campo
Para identificar el efecto in vitro de la proteina BA sobre la actividad eléctrica de la capa Gr del

BO de ratones EO o animales control (no enriquecidos), se realizaron los registros de PLC en
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rebanadas de BO (Alvarado-Martinez et al., 2013 y Alvarado-Martinez, 2012). Para ello, se
utilizd una camara de registro con LCE artificial gasificado con carbdgeno y mantenido entre 30
y 32°C. Se coloc6 la rebanada en la camara de registro y alli se colocd un electrodo de
borosilicato con una resistencia de 0.5-1.0 MQ en la capa granular. Como se mostrd previamente,
esta capa es la mas interna y la de mayor area en el BO de los roedores, misma que se encuentra
debajo de la capa mitral formada por una hilera visible y ordenada de somas neuronales (Figura 2
A). Se registro la actividad espontanea poblacional de las Gr del BO, en la condicion basal (se
requirid que la actividad espontdnea fuera estable durante al menos 20 min) y, posteriormente, se
aplicd BAi42 (30 nM) en la solucion de registro (el registro se mantuvo durante 60 min). Por
ultimo, se corrobor6 la actividad biologica de la rebanada colocando lidocaina (1 mM) en la
solucion de registro (el efecto de lidocaina se registr6 durante 10 min) (Alvarado-Martinez,
2012). La lidocaina bloquea los canales de Na' lo que deprime el disparo neuronal y la actividad
sinaptica (Schurr et al., 1986). Un farmaco analogo a la lidocaina es la tetrodotoxina que ha sido
ampliamente utilizada para diferencias los sinapticos espontaneos del ruido eléctrico en registros
unicelulares (Alonso et al., 2008). Ademas, la aplicacion de lidocaina es una buena estrategia
para discernir la sefial “biologica” del ruido eléctrico, debido a que ambas senales se encuentran
en el rango de los uV (Pefia et al., 2010). Cabe mencionar que la disminucion del 50% de la
actividad registrada durante la aplicacion de lidocaina fue un criterio de inclusion para los
experimentos. La sefial fue adquirida con una frecuencia de muestreo de 1.25 kHz (una muestra
cada 800 ps), con un amplificador de corriente alterna con filtros de 0.75 a 750 Hz, digitalizada y

almacenada en una computadora para su posterior analisis fuera de linea.

6.7.0ligmerizacion del péptido A
Datos obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que los oligdbmeros solubles de la BA
constituyen la forma mas potente con respecto a la disminucion de la actividad de los circuitos
neuronales (Balleza-Tapia, Huanosta-Gutiérrez, Marquez-Ramos, Arias, & Pefia-Ortega, 2010).
Se oligomeriz6 al BA con un protocolo previamente estandarizado (Lambert et al., 1998). Para
ello el péptido BA se incubd con 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) a una concentracion
final del péptido de 1 mM por 60 min, a temperatura ambiente. La solucion fue posteriormente
evaporada para remover todo el HFIP durante un periodo de aproximadamente 18 h. Acto
seguido, el péptido se resuspendid a una concentracion 5 mM en DMSO al 100 % vy

posteriormente se diluyd en medio F12 (sin rojo fenol) a una concentracion final de 100 uM. Esta
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solucion se incubd por 24 h de 4 a 5 °C y se centrifugo, a la misma temperatura, a 14,000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante que contiene oligdmeros y mondémeros de BA se colocd en
alicuotas con 30 pul y se us6 directamente en los experimentos (Balleza-Tapia, 2014). Las
alicuotas se mantuvieron en refrigeracion a 4°C con la finalidad de evitar que los oligomeros

formaran fibrillas (Balleza-Tapia, 2014).

6.8. Analisis de resultados
6.8.1. Evaluaciones conductuales

Para la prueba de habituacion-deshabituacion se cuantifico el tiempo de investigacion de la fuente
del olor en cada bloque (Yang y Crawley, 2009; Wesson et al, 2010). Con la finalidad de evaluar

las diferencias entre los ensayos y los grupos, se realizé6 un ANOVA de dos vias con una p<0.05.

Para la prueba de evitacion olfatoria se cuantifico el tiempo de permanencia en cada
compartimento de la caja de prueba en ambas fases, pre-prueba y prueba, y se realizé un “raster
plot”. A partir de éste, se cuantificod la permanencia de cada animal en cada tercio (zona 1, 2 y 3).
Con la finalidad de identificar si el tiempo de permanencia del animal en cada tercio de la caja
era distinto, se realizé una prueba no paramétrica (Friedman y la prueba post hoc de Dunn) con
una p<0.05. Se calcul¢ el indice de preferencia mediante la sustraccion del tiempo invertido en la
zona 1 durante la prueba con TMT menos el tiempo invertido en el mismo compartimento
durante la pre-prueba (Lazarini et al., 2014). Para evaluar diferencias en el indice de preferencia,
se realizo una prueba no paramétrica para dos muestras independientes (U de Mann Whitney) con
una p< 0.05, donde se compar¢ el grupo control (no enriquecido) y el grupo enriquecido expuesto

a cada concentracion de TMT al 10% o al 50%.

6.8.2. Registros electrofisiolégicos

Los registros de PLC fueron analizados fuera de linea utilizando el programa ClampFit 10.4. La
sefial fue descompuesta mediante la Transformada Rapida de Fourier por con una ventana tipo
Hamming que ha sido usada previamente para el andlisis de este tipo de datos (Constantinou,
Eljjah, Squirrell, Gigg, & Montemurro, 2015; Michail, Dresel, Witkovsky, Stankewitz, & Schulz,
2016; van Wingerden, Vinck, Lankelma, & Pennartz, 2010). Esta ventana es util para suavizar la

discontinuidad al inicio y al final de una sefial muestreada (Smith, 2011).
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Para el seguimiento temporal de la actividad espontdnea en las distintas condiciones
experimentales, se obtuvieron tres ventanas de 5 s cada 10 min y se promediaron. Con ello, se
obtuvo la potencia total en el rango de 1 a 60 Hz que incluye las bandas de frecuencia antes
descritas en el BO theta (0, 2-12 Hz); beta (B, 15-30 Hz) y gamma lenta (y, 40-60 Hz) (Kay,
2014, 2015) mismas que aportan la mayor proporcion de potencia en el PLC del BO (Alvarado-
Martinez, 2012).

Cada experimento tuvo una duracion total de 90 min (20 min actividad basal estable, 60
min en BA y 10 min en lidocaina). La potencia promedio fue normalizada con respecto a los 20
min de actividad basal estable. Los resultados fueron normalizados al valor correspondiente a los
20 min de actividad basal estable (considerados como 100 %) y se muestran en graficas de caja y
bigote. Se utilizd una prueba de Friedman y una post hoc de Dunn con una p<0.05. Los

resultados se muestran en mediana, rangos intercuartilares (1 y 3) y rango (méximo y minimo).

La frecuencia pico fue comparada en cada grupo entre el tiempo basal y 60 min después
para cada condicion, para esto se utiliz6 una prueba no paramétrica pareada (Wilcoxon), mientras
que para comparar la frecuencia pico entre grupos distintos, se utilizd una prueba no paramétrica

para muestras independientes (U de Mann Whitney).

Se utilizé el programa R studio para el anélisis de la potencia relativa. Esta se obtuvo a
partir de la normalizacion de la potencia integrada de la actividad espontdnea basal de 1 a 60 Hz
para cada registro. Se comparo la condicion basal del grupo control y del grupo EO para cada
edad (3 y 11 semanas) de forma independiente, asi como la condicion basal de los jovenes y los
adultos, para ello se realizd una prueba t de muestras independientes para cada frecuencia con

una p<0.05 y se utilizé una correccion de falso descubrimiento para evitar falsos positivos.
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7. Resultados

7.1.Evaluacion de la actividad espontianea y del efecto del péptido BA en

rebanadas de bulbo olfatorio animales jovenes

7.1.1. Evaluacion de la viabilidad funcional de rebanadas de bulbo olfatorio de
ratones jovenes

Los primeros resultados muestran que las rebanadas de BO de ratones jovenes mantienen los
mismos niveles de actividad espontanea poblacional de la capa granular por al menos 80 minutos
de registro continuo (ver seccion 6.8.2), lo que indica que la actividad espontdnea es estable y que
puede atribuirse a actividad neuronal (Pefa-Ortega et al., 2010). Estos registros se realizaron con
la finalidad de estandarizar la técnica de registro de PLC, ademas, constituyeron una fase

preparatoria para los registros de los animales experimentales.

Figura 5 La actividad espontanea de la capa granular del bulbo olfatorio de animales jovenes es estable a lo largo del protocolo de
experimentacién

A-C: trazos representativos en tres fases del experimento; A: basal, B: 60 minutos de registro continuo y C: aplicacion de lidocaina. En D se
muestran los espectros de potencia promedio de las 3 condiciones representadas en A-C. El espectro promedio control se representa en verde
oscuro; el espectro promedio a los 60 minutos de registro continuo se representa en verde limon y el espectro promedio en presencia de
lidocaina se representa en café. E porcentaje de la potencia con respecto a la actividad basal después de 20 min de registro estable a lo largo de
tiempo en rebanadas de animales jovenes control (n=5) y la inhibicién de la misma con lidocaina (1 mM). La linea punteada verde oscuro
corresponde al 100% de la actividad basal determinada a los 20 min de actividad estable. Note que la potencia de la actividad del BO se
mantiene estable a lo largo del registro. * sefiala una diferencia estadisticamente significativa (p=0.02), con respecto a la actividad basal
(Friedman=15.80). La linea dentro de la caja representa la mediana, los bordes el cuartil 1 y 3 y los bigotes el rango (minimo y maximo).

41



Para hacer el andlisis cuantitativo de estos registros se obtuvo un espectro de potencia de
los mismos (Figura 5 D). La potencia total entre 1 y 60 Hz fue integrada y normalizada con
respecto a la actividad basal, determinada a los 20 min de actividad estable para cada rebanada, y
se evaluo la secuencia temporal del experimento (Figura 5 E). Se encontré que la potencia de la
actividad espontdnea de las neuronas Gr del BO (n=5) no se modifica durante al menos 80
minutos de registro (116.00 £ 16.49% del control) y que la actividad neuronal solo se inhibe

farmacoldgicamente con lidocaina (32.96 + 10.31% del control) (Friedman=15.80; p=0.02).

Al realizar la cuantificacion de la frecuencia pico de la actividad de las rebanadas control,
definida como la frecuencia predominante durante el registro del PLC (Alvarado-Martinez, 2012;
Balleza-Tapia et al., 2010), se encontrd que durante la actividad basal la frecuencia predominante
es de 4.88 + 2.89 Hz, la cual no se modifico después 60 minutos de registro continuo (4.15 = 1.97

Hz) (Wilcoxon=3; p=0.25).

7.1.2. Efecto del BA ;4 en el bulbo olfatorio del ratéon joven
Una vez que se obtuvieron rebanadas con actividad espontdnea estable de las neuronas Gr del
BO, se registré un grupo independiente de rebanadas para evaluar el efecto del péptido BA; s a

30 nM (Figura 6).

El BA;4 reduce la potencia de actividad espontianea de las neuronas Gr del BO
paulatinamente, hasta alcanzar a los 60 min de exposicion 44.75 = 6.04% con respecto al basal
(p<0.05). Posteriormente, la actividad neuronal se abole con lidocaina y la potencia se reduce a
18.90 £+ 6.04% con respecto al basal (p<0.001) (Friedman=31.19). Estos datos concuerdan con lo
hallado previamente en el laboratorio (Alvarado-Martinez; 2012). Al realizar la cuantificacion de
la frecuencia pico, se encontrd que durante la actividad basal la frecuencia predominante es 7.84
+ 1.96 Hz, la cual no se modifico significativamente después de la aplicacion de BA .4, (7.58 £

1.16 Hz) (Wilcoxon=3, p=0.42).
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Figura 6 El péptido PA disminuye la actividad espontinea de la capa granular del bulbo olfatorio

Ay B: trazos representativos en dos fases del experimento; A: basal, B: después de 60 minutos de la aplicacion de BA 4. C espectros de potencia
promedio que corresponden a las 2 condiciones representadas en A y B. En azul rey se muestra el espectro promedio basal y en azul cielo
después de 60 minutos de BA,.4,. D porcentaje de la potencia del BO con respecto a 20 min de la actividad basal estable (linea punteada azul rey)
a lo largo del experimento en rebanadas de animales no enriquecidos (n=7). Note que la potencia de la actividad del BO disminuye a lo largo del
registro. * sefala una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), con respecto a la actividad basal (Friedman=31.19). La linea dentro de la
caja representa la mediana, los bordes el cuartil 1 y 3 y los bigotes el rango (minimo y maximo).

7.1.3. Efecto del enriquecimiento olfatorio en la actividad espontanea del bulbo
olfatorio de animales jovenes

Con el objetivo de identificar si el EO modifica la actividad espontanea de las neuronas Gr del
BO de animales jovenes, se cuantifico la potencia total de la actividad eléctrica de rebanadas de

animales tanto enriquecidos como no enriquecidos (Figura 7).

La potencia integrada de la actividad de las rebanadas de animales control (no
enriquecidos, barra azul; n=7) fue de 3.46 + 1.54 pV? mientras la potencia integrada de la
actividad de las rebanadas de animales EO (barra coral; n=7) fue de 2.57 + 1.11 pV>. Los valores
de potencia obtenidos no son significativamente diferentes (U de Mann Whitney=21; p=0.35)
(Figura 7 A). El andlisis de la potencia relativa para cada valor de frecuencia entre las rebanadas
de animales control (no enriquecidos, linea azul) y las rebanadas de animales enriquecidos (linea
coral) no muestra diferencias estadisticamente significativas (p>0.05). Por lo tanto, el EO no
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modifica la potencia de la actividad espontidnea de las neuronas de BO de animales jovenes

(Figura 7).

Figura 7 El enriquecimiento olfatorio no modifica la actividad espontinea de las neuronas granulares del bulbo olfatorio en animales
jovenes

A Cuantificacion de la potencia de la actividad basal del bulbo olfatorio de rebanadas obtenidas de animales control (no enriquecidos; barra azul;
n=7) y de animales enriquecidos olfatoriamente (coral; n=7; U de Mann Whitney=21; p=0.35). Datos mostrados en mediana, rangos
intercuartilares (25 y 75) y rango (maximo y minimo). B Espectro de la potencia relativa de la actividad de rebanadas obtenidas de animales
control se representa en color azul y la potencia relativa de la actividad de rebanadas obtenidas de animales enriquecidos en color coral. Datos
mostrados en media.
7.1.4. Efecto del BA 142 en el bulbo olfatorio del raton joven enriquecido

Al probar si el EO puede prevenir el efecto inhibitorio de la actividad espontdnea de las neuronas
Gr del BO inducido por 30 nM de BA;.4, (Figura 8), se observéd que los espectros de potencia de
la actividad del bulbo olfatorio obtenidos de la condicidon basal (coral) y 60 minutos en A4z
(morado) no son diferentes (Figura 8 C). Esto se traduce en que el BA;.4; no reduce la potencia de
la actividad espontanea del BO (131.50 + 17.84 % con respecto a la actividad basal) (n=7)
(Figura 8 D). La actividad neuronal se abole con lidocaina y la potencia se reduce a 21.77 + 5.28
% con respecto a la actividad basal (p<0.01) (Friedman=18.90; p<0.0001) (Figura 8). Durante la
actividad basal, la frecuencia predominante es de 6.19 + 2.11 Hz, la cual no se modifico
significativamente después la aplicacion de BA;.42 (6.88 £+ 2.64 Hz) (Wilcoxon=1.00; p=0.50). Lo

que permite sugerir que el EO previene el efecto inhibitorio de la actividad espontanea de las

neuronas Gr del BO.
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Figura 8 El enriquecimiento olfatorio evita la inhibicion de la actividad espontinea de la capa granular de rebanadas de bulbo olfatorio
producida por el BA;.4,

Ay B: trazos representativos en dos fases del experimento; A: basal, B: después de 60 minutos de la aplicacion de PA;.4,. En C se muestran los
espectros de potencia promedio que corresponden a las 2 condiciones representadas en A y B. El espectro basal se representa en coral y después
de 60 minutos en BA,.4; se representa en morado. D se grafica el porcentaje de la actividad con respecto a la basal a lo largo de tiempo en
rebanadas de animales enriquecidos (n=7). Note que la potencia de la actividad del BO se mantiene estable a lo largo del registro. La linea dentro
de la caja representa la mediana sus bordes el cuartil 1 y 3 y los bigotes minimo y maximo.

Esta serie de resultados permite resumir que, como se habia demostrado previamente
(Alvarado-Martinez, 2012); el péptido BA ;.4 tiene un efecto inhibitorio en la actividad eléctrica
de las neuronas Gr del BO y que éste puede evitarse en animales jovenes (3 semanas), mediante

el EO.
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7.2. Evaluacion de la actividad espontanea y el efecto del péptido PA en rebanadas de

animales adultos

7.2.1. Evaluacion de la viabilidad funcional de rebanadas de bulbo olfatorio de
animales adultos

La siguiente pregunta fue evaluar si el EO era 1til para evitar el efecto del BA ;.4 en animales

adultos. Previo a encaminarse a eso, se corrobord la viabilidad funcional de las rebanadas de

animales de 11 semanas.

Para ello se realizaron registros con duracién de 90 min en rebanadas de animales control
no enriquecido (NE) (Figura 9). La potencia total entre 1 y 60 Hz fue integrada y normalizada
con respecto a los 20 min de actividad basal estable y se evalud la secuencia temporal del

experimento (Figura 9 E).

Figura 9 La actividad espontianea de la capa granular del bulbo olfatorio de animales adultos es estable a lo largo del protocolo de
experimentacion

A-C: trazos representativos en tres fases del experimento; A: basal, B: 60 minutos de registro continuo y C: aplicacion de lidocaina. En D se
muestran los espectros de potencia promedio de las 3 condiciones representadas en A-C. El espectro promedio basal se representa en gris oscuro;
el espectro promedio a los 60 minutos de registro continuo se representa en verde y el espectro promedio en presencia de lidocaina se representa
en durazno. E porcentaje la potencia con respecto a la actividad basal a lo largo de tiempo en rebanadas de animales control (n=9) y una
inhibiciéon de la misma con lidocaina. Note que la potencia de la actividad del BO se mantiene estable a lo largo del registro. * sefiala una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.001), con respecto al control (Friedman=27.09). La linea dentro de la caja representa la mediana
sus bordes el cuartil 1 y 3 y los bigotes el rango (minimo y maximo).
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Se encontré que la potencia de la actividad espontdnea de las neuronas Gr del BO (n=9)
no se modifica durante al menos 80 minutos de registro (99.98 + 9.27 % de la actividad basal) y
que la actividad neuronal se inhibe por la aplicacion de la lidocaina (28.21 + 5.90 % de la
actividad basal) (Friedman=27.09; p<0.001) (Figura 9 E). Al realizar la cuantificacion de la
frecuencia pico, se encontré que durante la actividad basal la frecuencia predominante es de
13.70 + 1.53 Hz, la cual no se modifico significativamente después de 80 minutos de registro

continuo (13.70 £ 1.46 Hz) (Wilcoxon=-3; p=0.44).

Con este experimento se confirma que la actividad espontanea de las neuronas Gr se

mantiene estable durante el registro.

7.2.2. Efecto del enriquecimiento olfatorio en la actividad espontinea del bulbo
olfatorio del raton adulto in vitro

Con el objetivo de identificar si el EO modificaba la actividad espontanea de las neuronas Gr del
BO de animales adultos se cuantifico la potencia total de la actividad eléctrica de rebanadas de

los grupos control-no enriquecido y enriquecido.

Figura 10 El enriquecimiento olfatorio no modifica la potencia ni los componentes de frecuencia de la actividad espontanea de las
neuronas granulares del bulbo olfatorio

A Cuantificacion de la potencia de la actividad basal del bulbo olfatorio de rebanadas obtenidas de animales control (No enriquecidos) (barra
verde; n=8) y de animales enriquecidos olfatoriamente (anaranjado; n=10) (U de Mann Whitney=38; p=0.44). Datos mostrados en mediana,
cuartil 25 y 75, maximo y minimo. B Media de la potencia relativa de la actividad de los mismos grupos experimentales. Datos mostrados en
media.

Se registré un valor de potencia en las rebanadas de animales control-no enriquecidos
(barra verde; n=8) de 1.92 + 0.84 uV* que es similar al obtenido de rebanadas de animales EO
2.14 £ 0.70 uV2 (barra anaranjada; n=10) (U de Mann- Whitney=38; p=0.44) (Figura 10 A). El
calculo de la potencia relativa de la actividad de las neuronas Gr para cada valor de frecuencia
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entre las rebanadas de animales control (no enriquecidos, linea verde) y las rebanadas de
animales enriquecidos (linea anaranjada) no muestra diferencias estadisticamente significativas

(p>0.05) (Figura 10 B). El EO no modifica la potencia de la actividad espontanea de las neuronas
de BO.

7.2.3. Efecto del BA;4: en el bulbo olfatorio del raton adulto
Después de haber confirmado que las rebanadas de animales de 11 semanas tienen actividad

eléctrica estable y es confiable para ser registrada, nos enfocamos en evaluar el efecto del péptido

BA | 4.

Figura 11 El BA,.4; péptido inhibe la actividad espontianea de las neuronas granulares del bulbo olfatorio de animal adulto

Trazos representativos de la actividad espontanea del bulbo olfatorio de animales no enriquecidos (A y B). A corresponden al registro basal,
mientras que B corresponde a la actividad espontanea una hora después de la aplicacion continua de BA (60 min en BA). C Media de los
espectros de potencia de la actividad espontanea de animales control (n=8). D Porcentaje de la potencia de la actividad espontanea del bulbo
olfatorio con respecto a la actividad control. * representa una diferencia estadisticamente significativa con respecto a la actividad basa
(Friedman=32.33). La linea dentro de la caja representa la mediana sus bordes el cuartil 1 y 3 y los bigotes minimo y maximo.

Como se encontrd previamente en el laboratorio (Alvarado-Martinez, 2012), el BA ;.4
reduce la potencia de actividad espontanea de las neuronas Gr del BO, 60 minutos después de la
aplicacion del BA .4, se registrd una reduccion de la actividad espontanea del 50.98 + 6.58% con

respecto a la actividad basal (barra azul; n=8) (Friedman=32.33, p<0.05) (Figura 11 D). La
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actividad poblacional se reduce atin més con lidocaina (29.33 + 5.05% con respecto a la actividad

basal, p<0.001) (Friedman=32.33) (dato no mostrado).

La frecuencia pico durante la actividad basal es de 9.23 + 2.47 Hz, la cual no se modificé

significativamente después de la aplicacion de BA .43 (8.92 + 2.62 Hz) (Wilcoxon=1; p=0.5).

7.2.4. Efecto del BA 14 en el bulbo olfatorio del raton adulto enriquecido
Se evalud si el EO evita el efecto inhibitorio del péptido BA;.4, (Figura 12). El tratamiento con
BAj.4 no reduce la potencia total de la actividad espontanea del BO de animales adultos EO
(119.40 £ 17.23% con respecto a la actividad basal, p<0.05) (Friedman=29.90) (11 semanas;
n=10) (Figura 12 D). La lidocaina reduce significativamente la potencia de la actividad (26.82 +
5.86% con respecto a la actividad basal) (Friedman 29.90, p<0.01) (Figura 12 D).

Figura 12 El enriquecimiento olfatorio evita la inhibicién de la actividad espontinea de las neuronas granulares del bulbo olfatorio
inducida por el BA;.4

A y B: trazos representativos en dos fases del experimento; A basal, B después de 60 minutos de la aplicacion de BA;.4,. C espectros de potencia
promedio que corresponden a las 2 condiciones representadas en A y B. El espectro de potencia basal se representa en anaranjado y 60 minutos
después del BA;4, en dorado. D porcentaje de la potencia con respecto al basal a lo largo del tiempo en rebanadas de animales adultos
enriquecidos (n=10). Note que el BA;.4, no reduce la actividad espontanea. La linea dentro de la caja representa la mediana sus bordes el cuartil 1
y 3 y los bigotes minimo y maximo.
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Al realizar la cuantificacion de la frecuencia predominante, se encontré que durante la
actividad basal ésta es de 11.66 + 1.88 Hz, la cual no se modificé significativamente después de

la aplicacion de BA .4, (10.62 £ 1.79 Hz) (Wilcoxon= -1; p=0.5).

Se observo que los espectros de potencia de la condicion basal y el obtenido 60 min
después de la exposicion continua de BA .4, (Figura 12 C) no son distintos, lo que sugiere que el

EO previene el efecto inhibitorio de la actividad espontanea de las neuronas Gr del BO.

7.3. Evaluacion de la actividad espontanea del bulbo olfatorio con respecto a la edad

La potencia integrada de la actividad de las rebanadas de animales control jovenes (azul; n=7) fue
de 3.46 + 1.54 ],LV2 mientras que para las rebanadas de animales control adultos (verde; n=8) fue
de 1.92 + 0.84 pV>. Los valores de potencia obtenidos no son significativamente diferentes (U de
Mann Whitney=25; p=0.38) (Figura 13 A). El analisis de la potencia relativa para cada valor de
frecuencia entre el grupo joven (no enriquecidos, linea azul) y el grupo adulto (linea verde) no es

estadisticamente significativo (p>0.05) (Figura 13 B).

Figura 13 La actividad basal del bulbo olfatorio no se modifica con la edad

A Cuantificacion de la potencia de la actividad basal del bulbo olfatorio de rebanadas obtenidas de animales control jovenes (barra azul;
n=7) y adultos (no enriquecidos) (verde; n=8) (U de Mann Whitney=25; 0.38. La linea dentro de la caja representa la mediana sus bordes el
cuartil 1 y 3 y los bigotes minimo y maximo. B Media de la potencia relativa de la actividad de los mismos grupos experimentales. Datos
mostrados en media.

La comparacion de la actividad espontanea basal de los animales control (no enriquecido)
de 3 y 11 semanas indica que no hay una diferencia significativa entre la potencia total ni la
potencia relativa entre ambos grupos (Figura 13). Esto indica que la edad no modifica la

actividad espontdnea basal de las neuronas Gr del BO.
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7.4. Evaluacion de la capacidad olfatoria

7.4.1. Evaluacion olfatoria en animales enriquecidos: habituacion- deshabituacion
Previo a la obtencion de rebanadas para los registros descritos se evaluo el aprendizaje olfatorio;
la memoria (habituacién) y la discriminacion olfatoria (deshabituacion) (Yang y Crawley, 2009;
Wesson et al, 2010) a través de una prueba de habituacion-deshabituacion. Se observd que el
tiempo de exploracion de la fuente de aroma se reduce cuando éste se muestra repetidamente
(habituacion) y se incrementa cuando el aroma es novedoso (deshabituacion) (ANOVA 2 vias:
F7,1875=37.06; p<0.0001). No hay diferencias en la ejecucion de la tarea entre el grupo de
animales control (no enriquecido) y el grupo de animales enriquecidos (ANOVA 2 vias:

F(1747.60):0.71; p>0.05) .

Figura 14 El enriquecimiento no modifica la deteccién de olores neutros

Desempeiio en la tarea de habituacion-deshabituacion olfatoria de animales control-no enriquecidos (verde, n=10) y enriquecidos olfatoriamente
(anaranjado; n=10).

7.4.2. Evaluacion olfatoria en animales enriquecidos: evitacion olfatoria
Adicionalmente a la prueba olfatoria antes descrita, se evaluo el efecto del EO en una tarea de
evitacion olfatoria que desencadena una respuesta innata de escape (Cho et al., 2011; Lazarini
et al., 2014). Para ello, se utilizé una caja rectangular, que se dividi6 en tercios y en uno de ellos
se coloco un cuadro de papel filtro con 5 pul de TMT al 10% o al 50%, éste fue llamado la zona 1.
La prueba consiste en colocar al raton en el centro de la caja y cuantificar el tiempo que invierte

en cada uno de los tercios, durante 180 s (Cho et al., 2011; Lazarini et al., 2014).
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El tiempo de permanencia en la zona 1 (rojo) cuando la concentracion del TMT fue del
10% para los animales control en la zona 1 (rojo) es de 61.33 + 12.28 s, mientras que en el tercio
opuesto (zona 3, blanco) el tiempo invertido fue de 85.67 £ 13.39 s y de 33 £ 5.71 s en el tercio
central (zona 2, azul) (Figura 15 B). En cambio, los animales enriquecidos pasaron 31.83 + 7.023
s en la zona 1, 125.30 = 11.90 s en el compartimento opuesto y 22.83 + 20.53 s en el centro
(Figura 15 D). Esta diferencia en el tiempo transcurrido en los diferentes compartimentos es
estadisticamente significativa (Friedman=19.48; p<0.001). Notablemente, los animales
enriquecidos (n=12) pasan menos tiempo en la zona 1 (que corresponde al sitio con TMT al 10%)
con respecto a los animales del grupo control (no enriquecido) (Figura 15 D) en los animales del

grupo control (n=12).

Al incrementar la concentracion de TMT al 50 % los animales control (no enriquecidos)
invirtieron 39.33 + 7.09 s en la zona 1, 18.67 £ 5.38 s en la zona 2 y 122 + 10.64 s en la zona 3
(Figura 15 F) (Friedman=50.08, p<0.001 zona 3 contra zona 2, p<0.01 zona 3 contra zona 1).
Mientras que, los animales enriquecidos, pasaron 125.50 + 8.87 s en la zona 3, 16.67 = 3.43 s en
la zona 2 y 37.83 + 6.76 en la zona 1 (Figura 15 H) (Friedman=79.65, p<0.001 zona 3 contra
zona 2, p<0.01 zona 3 contra zona 1). Es evidente que el incremento de la concentracion de TMT
es suficiente para que los animales control (no enriquecido) se aparten del sitio con el aroma

aversivo de manera idéntica a como lo hacen los animales enriquecidos.

Finalmente, se cuantifico el indice preferencia (indice de preferencia=tiempo invertido en
la zona 1 durante el ensayo con TMT menos el tiempo invertido en la zona 1 durante el ensayo
pre-prueba) (Lazarini et al., 2014), con la finalidad de comparar cuantitativamente la aversion al
TMT (ver métodos: prueba de evitacion olfatoria). Los animales control (verde) obtuvieron un
indice de preferencia de -11.92 + 14.17 (Figura 15 1) y los animales enriquecidos (anaranjado) un
indice de preferencia de de -50.55 + 14.64 (Figura 15 I) al ser expuestos a TMT al 10%. Estos
indices son significativamente diferentes (U de Mann=34; p=0.02). Al incrementar la
concentracion de TMT al 50% el indice de preferencia en el grupo control es de -41.42 £ 15.36 y
el del grupo enriquecido es de -66.55 £ 19.48 (Figura 15 I) (U de Mann Whitney=55; p=0.25).

Estos indices no son significativamente diferentes (p>0.05)
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Figura 15 Los animales enriquecidos desempefian mejor una tarea de evitacion olfatoria

A-C Representacion grafica (raster plot) del sitio de permanencia de cada animal en la caja de prueba (dividida en tercios: zona 3 vehiculo, zona
2 compartimento central y zona 3 TMT) en funcién del tiempo. Grupo no enriquecido (n=12, y enriquecido (n=12) con TMT concentrado al
10%. B-D Cuantificacion del tiempo de permanencia en cada tercio de la caja durante la fase prueba del grupo no enriquecido y enriquecido. E-
G raster plot del tiempo en el mismo experimento, pero con TMT concentrado al 50%. F-H Cuantificacion del tiempo de permanencia en cada
tercio de la caja durante la fase prueba del grupo no enriquecido y enriquecido. I Cuantificacion del indice de preferencia se obtiene a partir de la
sustraccion del tiempo de permanencia en el tercio con TMT durante la fase pre- prueba y el tiempo de permanencia en el tercio con TMT en la
fase de prueba. Control-no enriquecido; n=12, enriquecido; n=11 * sefiala una diferencia estadisticamente significativa. Los resultados se
muestran en mediana, cuartil 1 y 3, y rango (minimo y maximo). Note que los animales control no enriquecidos requieren mayor concentracion
de TMT [50%] para evitar ese compartimento.
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8. Discusion

En esta tesis se ha mostrado que el EO, que consiste en la exposicion pasiva a 21 olores durante
21 dias, uno cada dia 2 por horas diarias, (i) no modifica la actividad espontanea de las neuronas
Gr en animales jovenes (Figura 7) ni adultos (Figura 10) (ii) evita el efecto inhibitorio del péptido
BAj.4> en la actividad espontanea de las Gr del BO de animales jovenes (Figura 8) y adultos
(Figura 12) comparado sus correspondientes controles (Figura 6 y Figura 11 respectivamente)
(iii) no modifica el desempefio de una prueba de habituacion deshabituacion (Figura 14) y (iv)

mejora el desempefio de una prueba de evitacion olfatoria (Figura 15).

(i) El1 EO no modifica la actividad espontanea de las neuronas Gr en animales jovenes

ni adultos

La actividad espontanea de las neuronas Gr del BO no es modificada por el EO, este hallazgo es
similar al encontrado por Buonviso y colaboradores (1998 y 2000) en las neuronas mitrales. En
sus condiciones experimentales, el EO no produjo diferencias en la actividad espontanea de las
neuronas Gr del BO, pero si se observd un efecto en el disparo neuronal es evidente a la
exposicion a un aroma. El EO reduce el porcentaje de neuronas mitrales que incrementa su
frecuencia de disparo e incrementa el porcentaje de neuronas mitrales que no modifica su
frecuencia de disparo durante la exposicion al aroma familiar (usado para el EO) o a un aroma
novedoso (Buonviso et al. 1998, 2000). Lo anterior, independientemente de la extension de la
activacion bulbar del aroma usado (amplia, media, baja) durante el EO (6 dias de exposicion
durante 20 min). La disminucion del disparo de las mitrales podria deberse a algin cambio en el
disparo de las Gr, cuya interaccion dendrodendritica se ve favorecida por el EO (Kato, Gillet,
Peters, Isaacson, & Komiyama, 2013), lo que influye en la reduccion de la hiperpolarizacion

post-potencial de las neuronas M/E (Duménieu, Fourcaud-Trocmé, Garcia, & Kuczewski, 2015).

La respuesta de las neuronas Gr estd regulada por las CAc, otro grupo de interneuronas
que utilizan GABA como neurotransmisor (Tong et al., 2014). El EO incrementa la densidad de
espinas dendriticas entre las Gr y las CAc (Arenkiel et al., 2011) y reduce la degradacion de
GABA por inhibicion de la GABA transaminasa (Koo etal.,, 2003), lo que mantiene al
neurotransmisor mas tiempo disponible en el espacio sinaptico (Koo et al., 2003). Ademas, las Gr

reciben conexiones sinapticas de las fibras centrifugas (Arenkiel et al., 2011). Eso les da no sélo
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un papel regulador de la salida de informacién del BO sino también integrador de la informacion

eferente de la corteza (Tong et al., 2014).

El EO modifica la liberacion del neurotransmisor de las NOS (Cadiou et al., 2014; Kass,
Guang, Moberly, & McGann, 2015), lo que cambia la dinamica de la comunicacion entre la
periferia y el BO (Aroniadou-Anderjaska, Ennis, & Shipley, 1997). El cambio en la respuesta de
las Gr puede deberse a la modificacion de la respuesta glomerular, ya que distintos aromas
activan regiones glomerulares que se sobreponen (Mandairon, Stack, Kiselycznyk, & Linster,
2006a), al menos parcialmente (Ressler, Sullivan, & Buck, 1994; Sullivan et al., 1995), lo que
crea diferentes patrones de activacion en las Gr. Sin embargo, también se ha demostrado que la
exposicion prolongada a un solo olor no sélo es insuficiente para inducir mejoria en el
desempefio olfatorio o en la comunicacién neuronal (Kass et al., 2015; Mandairon et al., 2008;
Veyrac et al., 2009), sino que puede tener efectos degenerativos (Déving & Pinching, 1972). Es
por eso que el EO utilizado en esta tesis aprovecha que el BO puede ser activado por una amplia

gama de olores (Davison & Katz, 2007; Mandairon, Stack, Kiselycznyk, et al., 2006a).

Asimismo, el EO induce la expresion del FNDC (factor neurotréfico derivado del
cerebro) en BO (Degano, Park, Penati, Li, & Ronnett, 2014), lo que favorece la complejidad
dendritica de las Gr e induce que éstas produzcan genes de expresion temprana como c-fos
(Guthrie & Gall, 1995) y zif268 (Mandairon et al., 2008) en respuesta a la exposicion a un olor.
Cabe resaltar que zif268 genera patrones de activacion diferenciales en las Gr en respuesta a la
exposicion a un olor, segun el aroma utilizado durante el EO (Mandairon et al., 2008). Este
cambio correlaciona con mayor selectividad de las Gr ante los aromas (Mandairon, Stack,

Kiselycznyk, et al., 2006a) y mejor discriminacion olfatoria (Mandairon et al., 2008).

Estos resultados muestran que el BO es susceptible al EO en las edades utilizadas, lo que
podria conducir a cambios moleculares y a modificaciones en la actividad eléctrica en respuesta a
un aroma que podrian ser el sustrato del efecto preventivo ante los efectos deletéreos del péptido

BA.

(ii) El EO evita el efecto inhibitorio del péptido BA1.42 en la actividad espontanea de
las neuronas Gr del BO de animales jovenes y adultos comparado con animales

control jovenes y adultos
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Los resultados obtenidos indican que el EO mantiene inalterada la potencia de la actividad
espontanea de las neuronas Gr del BO en presencia del péptido PA en rebanadas tanto de
animales jovenes (Figura 8) como de animales adultos (Figura 12), lo que sugiere que el EO
activa un mecanismo “protector” que se desencadena por la exposicion frecuente y variada a
olores (21 dias) sin modificar los componentes de potencia ni frecuencia. Datos de nuestro
laboratorio confirman que un EO con estas caracteristicas es eficaz para prevenir el efecto
inhibitorio del péptido BA in vivo en animales adultos (8-10 semanas) tanto en la actividad
espontanea como en la respuesta a olores (Herndndez-Soto, 2015). Es importante mencionar que
la concentracion de BA utilizada se considerada patologicamente relevante (30nM) (Lue et al.,

1999).

El efecto inhibitorio del BA;.4, sobre la excitabilidad neuronal y la transmision sindptica
parece ser mayor en las interneuronas de distintos circuitos neuronales relacionados con el
sistema olfatorio, tales como el BO (Alvarado-Martinez et al., 2013; Cornejo-Montes de Oca,
2016; Masurkar & Devanand, 2014), la CE (Pefia-Ortega et al., 2012) y el hipocampo (Palop
et al., 2007; Verret et al., 2012). Sin embargo, no se descarta que el BA puede interferir con la
funcién de las neuronas colinérgicas y glutamatérgicas (Isla, Vazquez-Cuevas, & Pena-Ortega,

2016; Palop & Mucke, 2010).

En el BO, las Gr responden a la activacion glutamatérgica recibida de las neuronas M/E
(Arevian, Kapoor, & Urban, 2008; Burton & Urban, 2015). Los receptores NMDA, uno de los
blancos del péptido BA (LaFerla, Green, & Oddo, 2007), se encargan de despolarizar las espinas
dendriticas de las neuronas Gr (McTavish et al., 2012) y de proveer de la fuente de Ca>" necesaria
para la liberacion dendritica de GABA (Ennis et al., 2007). Los receptores NMDA se expresan
mayoritariamente en las dendritas apicales de las neuronas Gr del BO (Ennis etal., 2007;
Shepherd et al., 2007) y su activacion la produce inhibicion de las neuronas M/E (Nagayama

et al., 2014; Shepherd, G.M., 1972).

La reduccién de la actividad espontanea de las neuronas Gr tras la aplicacion del péptido
BA podria deberse a la inhibicion de estos receptores NMDA (Cirrito et al., 2005), lo que
impediria la comunicacioén adecuada de las neuronas Gr y las células M/E del BO (Arevian et al.,
2008; Bathellier, Lagier, Faure, & Pierre-Marie Lledo, 2005; Friedman & Strowbridge, 2003).
Ademas, a nivel presinaptico, el péptido BA podria afectar también a los auto-receptores tipo
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NMDA de las neuronas M/E, lo que favoreceria la disminuciéon de la actividad espontanea del

BO (Friedman & Strowbridge, 2003).

Es indispensable mencionar que las neuronas Gr no son las uUnicas que expresan
receptores NMDA en el circuito del BO (Ennis et al., 2007). Este receptor también se encuentra
presente en las sinapsis que establecen las NOS en los glomérulos (Ennis et al., 2007; Tong et al.,
2014), por lo que éste es importante desde el proceso de convergencia de informacion olfatoria
(Yaksi & Wilson, 2010). Lo anterior es importante si se considera que la interferencia que ejerce
el péptido PA sobre estos receptores, en los diferentes grupos neuronales y sinapticos podria
influir en la reduccion de la actividad espontanea Gr, como un efecto global en el circuito (Ennis

et al., 2007).

Afectar el funcionamiento de las Gr evita que éstas modulen la sincronia de las neuronas
principales (Buzsaki, 2011), que generen contrastes y que seleccionen la informacion tanto de
entrada como de salida (Kandel, 2012). En el BO las Gr generaran el ritmo y (Friedman &
Strowbridge, 2003; Kay, 2014) y responden de forma selectiva a los olores (Labarrera, London,
& Angelo, 2013). Ademads, el incremento del GABA favorece la discriminacion olfativa
(Abraham et al., 2010), mientras que la perturbacion de la comunicacion entre las Gr provoca el
detrimento de la resolucion olfatoria (Bathellier et al., 2005; Rojas-Libano & Kay, 2008). El
posible que el EO provoque un cambio en el balance inhibicién/excitacion lo que podria ser parte

del mecanismo “protector” del BO contra el efecto del BA.

Es posible también que el estado “protector” (Proud, 2007) desencadenado por el EO se
deba a diversos mecanismos moleculares y anatomicos (Alonso et al., 2008; Gheusi et al., 2000;
Gire & Schoppa, 2008; Mandairon, Stack, Kiselycznyk, et al., 2006b; Rochefort et al., 2002;
Watt et al., 2004). Por ejemplo, la neurogénesis, que se fomenta durante el EO y proporciona un
incremento de factores troficos (Alonso et al., 2008; Bath & Lee, 2010), incluido el FNDC (Xu,
Wang, Chen, Rao, & Xu, 2013). Los factores troficos pueden influir en el destino de las células
progenitoras neurales (Bath & Lee, 2010), regular la plasticidad cortical al promover la
maduracion de la inhibicion (Huang et al., 1999) e incrementar la complejidad y el namero de las
espinas dendriticas distales de las Gr del BO (Degano et al., 2014; McDole, Isgor, Pare, &
Guthrie, 2015). Esto ultimo debido al favorecimiento de la excitacion glutamatérgica (Matsutani
& Yamamoto, 2004). Por ello, aqui proponemos que la continua activacion de los diferentes
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grupos de NOS durante el EO producira la liberacién de factores troficos y neurotransmisores,

mismos que favorecerian la funcion del circuito del BO (Nagayama et al., 2014).

Uno de los mecanismos intracelulares que induce el BA soluble es activar a la quinasa de
la glucogeno sintasa 3 B (QGS3B) (DaRocha-Souto et al., 2012). La QGS3p estd ampliamente
distribuida en el SNC, incluso en el BO y de particular interés para esta tesis en las Gr (Xu et al.,
2013). La actividad de la QGS3B depende de su estado de fosforilacion (Hooper, Killick, &
Lovestone, 2008), el cual es influido por la actividad neuronal (Xu et al., 2013). De forma
relevante para esta tesis, la actividad de la QGS3f en el BO es modulada por la estimulacion
olfatoria (Xu etal., 2013). Especialmente, se ha demostrado que la QGS3p participa en el
proceso de apoptosis neuronal y en el fomento de la via amiloidogénica (incremento de la
produccion de BA) asociados a la EA (Hooper et al., 2008; Kamenetz et al., 2003; Zhang et al.,
2011), por lo que la modulacion de su actividad en respuesta al EO (Xu et al., 2013), podria
influir en la sensibilidad del BO al BA.

Como se mencion6 previamente, el EO que induce mayor produccion de factores troficos
en el BO (Degano et al., 2014; McDole et al., 2015) que activan a sus receptores (Proud, 2007) y
modulan el estado de fosforilacion de la QGS3p (Proud, 2007). Es decir, que el estado de
fosforilacion de la QGS3p esta regulado por la activacion de receptores para factores troficos y
por la experiencia olfatoria (Xu et al., 2013). De forma interesante, otra proteina que participa en
el efecto deletéreo del BA es la proteina Tau (Avila et al., 2012; G. Johnson & Stoothoff, 2004)

cuyo estado de fosforilacion también es regulado por la QGS3.

La proteina Tau regula el transporte vesicular (G. Johnson & Stoothoff, 2004) y la
estabilidad del citoesqueleto (G. Johnson & Stoothoff, 2004) de forma fisioldgica, mientras que
en estado patologico se encuentra hiperfosforilada (Avila et al., 2012), como en los cerebros de
pacientes con EA (Braak & Braak, 1991). Se ha postulado que el efecto del BA depende de la
presencia de la proteina Tau (Shipton et al., 2011). Esto es relevante, ya que el EO cambia la
fosforilacion de la proteina Tau en el hipocampo y en la corteza cerebral (Liao et al., 2012), es
posible que también lo haga en el BO, probablemente a través de un proceso mediado por la
QGS3B (Xu et al., 2013). Cabe resaltar que inhibir la activacion de la QGS3f impide el efecto
inhibitorio del BA en el BO (Cornejo-Montes de Oca, 2016).
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(iii) E1 EO no modifica el desempeiio de una prueba de habituacion-deshabituacion

Los resultados encontrados en nuestros experimentos muestran que la ejecucion de la prueba de
habituacién-deshabituacion no es distinta entre los animales del grupo no enriquecido y del grupo
enriquecido (figura 14). Se ha demostrado que el EO facilita el desempefio olfatorio de la
discriminacion olfatoria entre aromas muy similares (Mandairon, Stack, Kiselycznyk, et al.,
2006b) o entre mezclas de ellos (Mandairon, Stack, & Linster, 2006). Sin embargo, los olores
elegidos (vainilla y vinagre), son por si mismos lo suficientemente distintos entre ellos para que
los animales del grupo no enriquecido los discriminen de manera eficiente. Es decir, que los

estimulos olfatorios utilizados no representan un reto para el BO enriquecido.

(iv) El1 EO mejora el desempeiio de una prueba de evitacion olfatoria

En la prueba de evitacion olfatoria, los animales EO se apartan mas eficientemente (en
comparacion con los animales no enriquecidos) del sitio con el aroma aversivo (TMT) cuando
éste se encuentra menos concentrado (al 10%) (Figura 15). Como ya se menciond, los patrones de
activacion inducidos por la amplia gama de olores utilizada en estos experimentos produce
distintas combinaciones de activacion glomerular y es posible que éstos influyan en la respuesta
de las Gr a los olores (Ressler et al., 1994; Sullivan et al., 1995), lo que facilita la sindpsis
dendrodendritica entre las neuronas M/E y las interneuronas Gr (Kato et al., 2013) y favorezca la
actividad del GABA, misma que mejora la discriminacién olfatoria (Abraham et al., 2010) lo que

posiblemente incremente la resolucion del BO en respuesta a olores relevantes como el TMT.

En particular, se ha descrito que los mapas glomerulares del BO del raton tienen dos
dominios funcionales distintos, el Dy y el Dy. Los glomérulos especificos en el domino Dy
responde al aroma aversivo (TMT) e involucran a la respuesta innata al miedo, lo que sugeriria
que el EO utilizado en estos experimentos favoreceria de cierta forma a los glomérulos que
conforman al dominio Dy (Cho et al., 2011). En este sentido, se ha encontrado que el efecto del
EO depende en cierta medida de olores expuestos (Cadiou et al., 2014), por lo que es posible que
el EO induzca cambios en ciertas poblaciones neuronales y no en otras dependiendo de los aroma

a los que fueron expuestas.

Por otro lado, el BO se comunica directamente con el sistema limbico, particularmente

con la amigdala (Root et al., 2014), misma que estd implicada en las respuestas emocionales
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(LeDoux, 2000), por lo que es posible que esta estimulacion olfatoria multivariada esté

facilitando la eferencia del BO a la amigdala.
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9. Consideraciones finales

Con base en la informaciéon revisada y a los resultados de esta tesis, proponemos que la
estimulacion olfatoria pasiva puede ser una medida terapéutica facilmente aplicable en humanos,
pues ha demostrado tener efectos benéficos sobre la actividad eléctrica (Lorig, Herman,
Schwartz, & Cain, 1990), sobre la cognicion (memoria, atencion, toma de decisiones) (Gould &
Martin, 2001; Parker, Ngu, & Cassaday, 2001), el estado de alerta (arousal) (Baser & Buchbauer,
2010), el estado emocional (ansiolitico) (Herz, Eliassen, Belan, & Souza, 2004; Lehrner,
Eckersberger, Walla, Potsch, & Deecke, 2000) y la percepcion (dolor) (Baser & Buchbauer,
2010), incluso sin necesidad que se advierta la presencia ambiental de los mismos (Baser &

Buchbauer, 2010; A. J. Johnson, 2011).

El mecanismo de accion y el efecto “protector” de la actividad esponténea de las Gr del
BO sugeridos en esta tesis podrian sustentar ampliamente el efecto de la exposicion a olores
encontrado en humanos, que puede ser benéfico (A. J. Johnson, 2011) o dafino (Calderdon-
Garciduefias et al., 2010; Colin-Barenque, Dorado-Martinez, Rivas-Arancibia, Avila-Costa, &

Fortoul, 2005) seglin la naturaleza del aroma y su connotacion placentera o desagradable.

Seria interesante que, a partir de estos hallazgos, se corroborara si se requiere de la
estimulacidn olfatoria variada o si un aroma puede reproducir los resultados obtenidos en esta
tesis. En este sentido, una estrategia a seguir seria utilizar un aroma contenido en los 21 del EO
utilizados en este protocolo de EO y probar sus efectos en la actividad espontanea del BO, en su
sensibilidad al BA y en la conducta olfatoria. Ademas, seria interesante conocer sus efectos
cognitivos, afectivos o perceptuales no solo en roedores sino en humanos. Cabe mencionar que la
preferencia olfatoria es muy similar entre ratones y humanos (Mandairon, Poncelet, Bensafi, &
Didier, 2009), lo que podria sustentar mejor alguna aproximacion terapéutica de estos resultados.
Otro aspecto que no se puede dejar de evaluar es la respuesta granular ante la estimulacion de la
“sensorial” in vitro para conocer si el EO es util para mantener la funcion olfatoria como se ha
demostrado in vivo (Hernandez-Soto, 2015). Finalmente, la estimulacion sensorial ha sido
utilizada en humanos para el tratamiento de personas con dificultades en el aprendizaje (Kwok,
To, & Sung, 2003), por lo que ahora lo sugerimos al EO como una buena estrategia para prevenir

o retrasar el envejecimiento patologico (Frick & Benoit, 2010) como la EA.
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10. Conclusiones

El enriquecimiento olfatorio no modifica la potencia ni la frecuencia de la actividad espontanea

de las neuronas granulares del bulbo olfatorio.

El enriquecimiento olfatorio previene la disminucion de la actividad espontanea producida por el

péptido B amiloide in vitro.

El enriquecimiento olfatorio mejora la ejecucion de una tarea de evitacion olfatoria.
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