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RESUMEN

El sistema olfatorio forma parte de uno de los sistemas sensoriales mas antiguos y conservados a
lo largo de la evolucion. Su funcionalidad depende de diferentes estructuras en la periferia y en el
sistema nervioso central (SNC). Una de estas estructuras es el bulbo olfatorio, que constituye el
primer relevo en el SNC para la identificacion, discriminacion y percepcion aromatica. Como
muchos otros circuitos en el SNC, el bulbo olfatorio puede tener modificaciones en su estructura y
en sus interacciones neuronales en respuesta a estimulaciones sensoriales crénicas y agudas. Entre
estas estimulaciones se encuentra el enriquecimiento olfatorio (EO), que consiste en una exposicion
pasiva y prolongada a una gama amplia de aromas. Recientemente, el EO ha demostrado tener
efectos benéficos en pacientes con enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de
Parkinson y de Alzheimer. Hallazgos de nuestro laboratorio indican que el EO protege al bulbo
olfatorio contra los efectos inhibitorios del péptido beta amiloide, mismo que es sobreproducido
durante la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, se conoce muy poco acerca de los cambios
plasticos en el bulbo olfatorio inducidos por el EO y se desconocen los cambios en las interacciones
de los diferentes tipos neuronales del circuito bulbar. Por ello, en este trabajo nos planteamos
averiguar las modificaciones de la red bulbar producto del EO. Para este fin se utilizaron técnicas
de imagenologia Optica intrinseca y registros electrofisiolégicos con multielectrodos. Nuestro
trabajo demuestra que el EO reduce el numero e incrementa el tamafio de los glomérulos activados
con aromas novedosos y familiares. Asi mismo, el EO incrementa la potencia relativa en las bandas
de frecuencia beta y gamma, mientras que la disminuye en la banda delta, en las capas mas
profundas del bulbo olfatorio, como la capa mitral y granular. La coherencia bulbar en las bandas
de frecuencia lentas (delta, theta y beta) aumenta, mientras que en la banda gamma disminuye
después del EO. La tasa de disparo de las neuronas del bulbo olfatorio incrementa después del EO
en condiciones basales, mientras que la correlacion del disparo entre pares de neuronas también
aumenta. Finalmente, encontramos que el EO mejora la deteccion y la discriminacion de aromas
en pruebas conductuales. En conjunto, este trabajo muestra que el EO genera cambios funcionales

en la red bulbar que favorecen la respuesta a los estimulos olfatorios.



ABSTRACT

The olfactory system is part of one of the oldest and most conserved sensory systems throughout
evolution. Its functionality depends on different structures in the periphery and in the central
nervous system (CNS). One of these structures is the olfactory bulb, which constitutes the first
relay in the CNS for the identification, discrimination and perception of odors. As many other
circuits in the CNS, the olfactory bulb can undergo modifications in its structure and neuronal
interactions in response to chronic and acute sensory stimulation. One of these stimulations is
olfactory enrichment (EO), which consisting of passive and prolonged exposure to a wide range of
odors. Recently, EO has been shown to produce beneficial effects in patients with
neurodegenerative diseases such as Parkinson's and Alzheimer's diseases. Recent findings from our
laboratory indicate that EO protects the olfactory bulb against the inhibitory effects of amyloid beta
peptide, which is overproduced during Alzheimer's disease. However, very little is known about
the plastic changes in the olfactory bulb after the EO and nothing is known about the changes in
the interactions of the different neuronal types of the bulbar circuit. For this reason, in this work
we evaluate the modifications of the bulbar network produced by the EO. The foregoing, using the
use of intrinsic optical imaging techniques and electrophysiological recordings with
multielectrodes. Our work indicates that the EO reduces the number and increases the size of the
glomeruli activated with novel and familiar odors. Likewise, EO increases the relative power in
the beta and gamma frequency bands, while decreasing it in the delta band, in the deeper layers of
the olfactory bulb. The bulbar coherence in the slow frequency bands (delta, theta and beta)
increases, while in the gamma band it decreases after the EO. The firing rate of the olfactory bulb
neurons increases after the EO at baseline conditions, while the firing correlation between pairs of
neurons also increases. Finally, we found that EO improves odor detection and discrimination in
behavioral tests. Overall, this work shows that the EO generates functional changes in the bulbar
network that increase the response to olfactory stimuli.
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1. INTRODUCCION

El sistema olfatorio es altamente dinamico (Mori, 2014), responde de manera especifica a los
estimulos odorantes del medio (Meister & Bonhoeffer, 2001). Este sistema, brinda a los organismos
informacion importante para la reproduccion y la supervivencia (Lledo et al., 2005; Le6n &
Johnson, 2006). La capacidad del circuito olfatorio de modular sus respuestas al medio quimico
(Buonviso & Chaput, 2000), permite que los organismos sean capaces de discriminar estimulos

similares o casi idénticos (Mandairon et al., 2006b; Escanilla et al., 2008).

La estimulacion crénica con aromas, también conocida como enriquecimiento olfatorio
(EO), es capaz de cambiar la funcion de los circuitos olfatorios de roedores (Mandairon et al.,
2006b). Por ejemplo, el EO incrementa la neurogénesis tanto en organismos jovenes y adultos, en
estructuras involucradas en el procesamiento sensorial olfatorio (Shapiro et al., 2007; Bonzano et
al., 2014; Martonc¢ikova et al., 2011), como la corteza piriforme (Shapiro et al., 2007) y el bulbo
olfatorio principal (BOP) (Rochefort et al., 2002; Bonzano et al., 2014), lo que pudiera estar

implicado en el refinamiento de ambos circuitos.

Diversos grupos de investigacion se han enfocado en estudiar los mecanismos celulares
involucrados en los efectos del EO sobre los circuitos olfatorios (Rochefort et al., 2002; Kerr &
Belluscio, 2006; Escanilla et al., 2008; Veyrac et al., 2009; Marton¢ikova et al., 2011; Johnson et
al., 2013). En nuestro laboratorio, se ha reportado que el EO, durante un periodo de 21 dias,
incrementa la potencia de la actividad eléctrica de campo en la capa granular (CG) del bulbo
olfatorio principal (BOP) in vivo en ratones (Hernandez-Soto, 2015). Ademas, protege al BOP
contra los efectos inhibitorios producidos por la proteina beta amiloide (BA) (Hernandez-Soto,
2015; Pimentel-Farfan, 2016). Esta proteina, forma parte de los factores implicados en el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer (EA) (Haass & Selkoe, 2007; Pefia-Ortega, 2013; Kumar, 2015).

La estimulacion con aromas activa receptores ubicados en las dendritas de las neuronas
sensoriales cuyo soma se ubica en el epitelio olfatorio de las cavidades nasales (Kandel, 2001). La
informacidn transducida en las neuronas sensoriales viaja a través del axon de estas células hasta
llegar a la primera capa del bulbo olfatorio principal (BOP), conocida como capa glomerular, sitio

donde se lleva a cabo el primer procesamiento a nivel central de la informacién olfatoria

16



(Nagayama et al., 2014; Tong et al., 2014). A continuacion, esta informacion viaja a capas mas
profundas del BOP, donde se encuentran las células mitrales (Nagayama et al., 2014). Estas celulas
son neuronas de proyeccion que envian la informacion, previamente procesada en el BOP, hacia
relevos cerebrales como la corteza piriforme, la amigdala, etc. (Tong et al., 2014). La actividad
coordinada de los distintos tipos celulares del BOP permite el procesamiento inicial de la
informacidn olfatoria en el sistema nervioso central (CNS) (Lledo et al., 2005), por lo que cambios
en la actividad del circuito bulbar, como disrupciones en la sinapsis dendodendritica de las células
mitrales y granulares (Le Pichon et al., 2009), se asocian a modificaciones en la percepcion
olfatoria (Le Pichon et al., 2009).

En esta tesis nos proponemos evaluar la reconfiguracion del circuito del bulbo olfatorio en
respuesta al EO desde dos perspectivas. La primera, involucra evaluar el efecto del EO sobre el
procesamiento de la informacion olfatoria en la capa glomerular (CGL) del BOP con iméagenes
Opticas de la actividad intrinseca bulbar. La segunda, incluye evaluar el efecto del EO sobre la
actividad neuronal en todas las capas del BOP a través de su registro con arreglos de

multielectrodos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El sistema olfatorio

El sistema olfatorio, en muchos vertebrados, es considerado uno de los sistemas perceptuales
evolutivamente mas antiguos ya que no presenta relevos importantes en el tdlamo (Wilson &
Stevenson, 2003; Purves et al., 2008; Hawkes & Doty, 2009), como el resto de los sistemas
sensoriales (Purves et al., 2008). El sistema olfatorio estd conformado por una red neuronal
compleja (Nagayama et al., 2014), que permite el procesamiento de la informacién quimica del
medio para la ejecucién de diversos procesos que son importantes para la supervivencia animal,
tales como el reconocimiento de congéneres, la busqueda de alimento, la deteccidn de depredadores
y la reproduccion (Su et al., 2009; Hatt, 2004).

El primer paso para la deteccion olfatoria incluye la llegada de las moléculas odorantes a
los receptores de superficie (acoplados a proteinas Gorr) de las neuronas sensoriales olfatorias
(NSO) (Crossman & Neary, 2007). Ahi, la activacion de estos receptores por las moléculas
odorantes produce un potencial de receptor (Reed, 1992; Hawkes & Doty, 2009) que puede inducir
un potencial de accion que viaja hacia el bulbo olfatorio principal (BOP) (Reed, 1992; Hawkes &
Doty, 2009), por los axones de la NSO que atraviesan la placa cribosa del hueso etmoides (Buck,
1996; Crossman & Neary, 2007). Las NSO son células bipolares que se encargan de transmitir la
informacién olfatoria del epitelio olfatorio al BOP (Shepherd, 1972; Ojeda, 2004) y al bulbo
olfatorio accesorio que es una estructura relacionada con la deteccion de conespecificos y

predadores (Pardo-Bellver et al., 2017).

Cada una de estas neuronas expresan exclusivamente un solo tipo de receptor a odorante
(RO) (Lowe, 2013). Aquellas NSO que expresan el mismo tipo de receptor a un odorante
convergen sus axones en uno o unos cuantos glomerulos especificos (Mombaerts, 1996). En el caso
de los ratones, se han reportado cerca de 1000 tipos de ROs (Lowe, 2013) y en el humano cerca de
350 ROs (Lowe, 2013). Se hipotetiza, que con esta cantidad de ROs es posible distinguir cerca de
102 aromas distintos (Bushdid et al., 2014). Los trabajos de Buck & Axel (1991) identificaron por
primera vez los genes que codifican a las proteinas receptoras olfatorias (Buck & Axel, 1991),
mismas que son codificadas por un total de 1000 a 1300 genes en roedores (Zhang & Firestein,
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2002; Zhang et al., 2004). Dichas proteinas son capaces de dar origen a proteinas de siete dominios
transmembranales que funcionan como receptores a odorantes (RO) en las NSO. Se ha demostrado
que cada NSO expresa un unico RO, y que cada uno de sus axones proyectan a uno o dos
glomérulos por bulbo (Mombaerts et al., 1996). Ademas de las NSO, en el epitelio olfatorio tanto
de humanos como en roedores, se encuentran las células de soporte (Afifi, 1999; Suarez et al.,
2007) y las células basales (Afifi, 1999; Kandel, 2001; Suarez et al., 2007). Las células de soporte
o sustentaculares son alargadas con una base conica que descansa sobre la membrana basal (Young
et al., 2006). Las células basales son células pequefias y conicas (Young et al., 2006) que permiten
el recambio de las NSO y de las células de soporte (Figura 1) (Afifi, 1999; Kandel, 2001; Young
et al., 2006). En el epitelio olfatorio también se encuentran las glandulas de Bowman, que se
encargan de regular el medio i6nico intercelular a través de la secrecion de moco (Afifi, 1999;
Young et al., 2006; Suarez et al., 2007). Las sustancias odoriferas son disueltas en el moco

secretado por las glandulas de Bowman (Young et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Epitelio olfatorio en humanos. A) Corte de un epitelio olfatorio de humano de cuatro meses
de edad tefido con eosina hematoxilina (sefialado como 1). Las flechas sefialan los nucleos de las
células sensoriales olfatorias y el asterisco sefiala el nucleo de una célula de soporte. El nimero 2 indica
la luz de la cavidad nasal. Magnificacion a 450 x. B) Representacién esquematica del epitelio olfatorio
en la que se observan los diferentes tipos neuronales que lo componen. Modificado de Welsch, 2007.

El conocimiento acerca del BOP ha crecido enormemente en lo que respecta a su origen
embrionario (Gheusi et al., 2000), composicion estructural (Nagayama et al., 2014), organizacion
espacial (Buonviso et al., 1991), conectividad (Mombaerts, 2006), asi como los diversos tipos

celulares gque lo conforman (Shepherd, 1972; Nagayama et al., 2014). A continuacion, se hara una
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descripcion breve de algunos de los hallazgos mas relevantes con referencia a la estructura y la
fisiologia del BOP.

2.2 El bulbo olfatorio principal (BOP)

El BOP posee una organizacion anatomica compleja con distintos tipos neuronales que
permiten la integracion y el procesamiento de la informacion del medio quimico (Haines, 2002).
El BOP es una alocorteza con una organizacion pseudoestratificada, donde es posible localizar 6
capas (Figura 2B) (Gazzaniga et al., 2004). La primera esta conformada por células gliales y axones
de las NSO, que constituyen al nervio olfatorio (Nagayama et al., 2014), y que ingresan a la
segunda capa del BOP Ilamada capa glomerular (CGL) (Tong et al., 2014). Asi mismo, los axones
de las NSO establecen contactos sinapticos con las dendritas de las células mitrales (MT; cuyo
soma se ubica en la capa mitral -CM-) y las dendritas de las células empenachadas (Hawkes &
Doty, 2009). Estas sinapsis son glutamatérgicas y forman estructuras globulares denominadas
glomérulos con un diametro de 40-160 um (Royet et al., 1988) (Figura 2). Los glomérulos, ademas,

estan delimitados por astrocitos (Royet et al., 1988).

Entre los principales tipos neuronales descritos en la capa glomerular (CGL) se encuentran
las neuronas periglomerulares (PG), que presentan proyecciones hacia un anico glomérulo y, de
forma ocasional, a maltiples glomérulos adyacentes asi como a la CM (Parrish-Aungst et al., 2007).
Las PG efectlan una sinapsis de tipo inhibitoria mediadas por GABA (Nagayama et al., 2014). Las
PG presentan un soma pequefio (5-10 micras) y constituyen el grupo mas abundante de neuronas
de la CGL (Parrish Aungst et al., 2007; Lowe, 2013). Las interneuronas PG incluyen células
periglomerulares reguladas por los nervios olfativos (PGo), las células periglomerulares (PGe) que
son excitadas a través de las células empenachadas externas (ET) (Figura 2) y multiples subtipos
de células ET de la CGL (Cleland, 2010).

Las células ET poseen un soma de 10 a 15 micras y se clasifican en dos subgrupos con base
en su morfologia (Macrides & Schneider, 1982; Schoenfeld et al., 1985). El primer grupo de células
ET corresponde a aquellas células que presentan dendritas secundarias que se ramifican hacia la
capa plexiforme externa del BOP, mientras el segundo grupo de células ET no posee dendritas

secundarias y su axén se ubica Unicamente dentro del BOP (Macrides & Schneider, 1982;
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Schoenfeld et al., 1985). En la CGL también se localizan las células superficiales de axon corto
(SSA; por las siglas en inglés de superficial short-axon) (Pinching & Powell, 1971), que poseen
un soma con un didmetro aproximado de 8-12 micras y un axdn que es capaz de extenderse de 1 a

2 glomérulos (Pinching & Powell, 1971).

Adyacente a la CGL, se encuentra la capa plexiforme externa (CPE) donde estan las
dendritas secundarias de las células mitrales y de las células granulares (Huang et al., 2013).
Inmediatamente, por debajo, encontramos la CM que contiene los somas de las MT, mismos que
son de un didmetro aproximado de 25-35 um (Nagayama et al., 2014). Las MT son consideradas
las células de proyeccion principales del BOP, ya que envian sus axones hacia diferentes regiones
extrabulbares incluida la corteza olfatoria (Shepherd, 1972; Tong et al., 2014). A continuacion de
la CM encontramos a la capa plexiforme interna (CPI), que presenta primordialmente neuropilos
granulares y mitrales. Por debajo de esta region se ubica la capa granular, que contiene a los somas
de las células granulares (CG), de naturaleza GABAEérgica y algunas de las cuales se encuentran
interconectadas a traves de uniones comunicantes (Friedman & Strowbridge, 2003; Christie et al.,
2005). Finalmente, se encuentra la capa de fibras nerviosas del tracto olfatorio (Wilson-Pauwels,
2013) (Figura 2).
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Figura 2. Vias neuronales en el sistema olfatorio. A) Esquema de la conectividad desde el bulbo
olfatorio principal y el bulbo olfatorio accesorio (BOA) a la corteza olfatoria. Abreviaturas: BO, bulbo
olfatorio; BOA, bulbo olfatorio accesorio; NOA, nucleo olfativo anterior; OT, tubérculo olfativo; TOL,
tracto olfativo lateral. Tomado de Sudrez et al., 2007. B) Organizacién de la circuiteria bulbar. Cada
glomérulo recibe entradas de neuronas sensoriales olfatorias (NSO) que expresa un Unico tipo de
receptor olfatorio. Las NSO liberan glutamato a las células empenachadas (ET), periglomerulares (PG)
y de axén corto superficiales (SSA), asi como a las mitrales (MT). Estas Ultimas transmiten la sefial hacia
regiones distantes del BO y son reguladas por las células granulares (CGR). Tomado de Imai, 2014. C)
Diagrama del circuito de la capa glomerular del BO de mamifero. Ademads de las células ya descritas,
existen interneuronas periglomerulares (PG) reguladas por el nervio olfatorio (PGo) y excitadas por
células ET (PGe). Tomado de Imam et al., 2012.
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2.3 Integracion de la informacion olfatoria.

En el BOP, los glomérulos presentan una distribucion espacial especifica (Adrian, 1950)
que presumiblemente estéa relacionada con la sensibilidad a moléculas odorantes similares (Johnson
& Ledn, 2007). Se sugiere que dicha distribucion espacial es segregada y con poco sobrelape entre
los glomérulos (Uchida et al., 2000). Estudios con imagenologia éptica de la sefial intrinseca
permitieron caracterizar dicho patrén glomerular, confirmando que en el bulbo olfatorio dorsal
existen dominios glomerulares que son activados por odorantes con grupos funcionales particulares
(Uchida et al., 2000).

Diversas técnicas han permitido evaluar la distribucion espacial y funcional de los
glomérulos (Guthrie & Gall, 1995; Yan et al., 1998). Tal es el caso del trabajo reportado por Yan
y colaboradores (1998), quienes haciendo uso de la imagen de resonancia magnética funcional tipo
BOLD, que se basa en el flujo sanguineo y el nivel de oxigenacion del mismo (Armony et al.,
2012), analizaron el patron espacial de los glomérulos individuales activados por la estimulacion
con acetato de amilo, demostrando que existe una codificacidn espacio-temporal especifica de la

informacion olfativa a nivel bulbar (Figura 3) (Yan et al., 1998).

0.6 min 1.8 min 3.0 min 4.2 min
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Figura 3. Imagen del bulbo olfatorio de la rata con resonancia magnética funcional adquirida durante
la exposicion contintia a acetato de amilo. A) Se muestra la sefial BOLD (AS/S) en donde se observa
una amplia activacién de la capa glomerular y el nervio olfatorio, en ambos bulbos olfatorios durante
la estimulacién con acetato de amilo. B) Curso temporal de las regiones individuales sefialadas con una
flecha en A en la zona ventral de la capa glomerular y una segunda flecha en la capa del nervio olfatorio
lateral. La linea inferior en B representa la duracion de la estimulacion olfatoria. Modificado de Yang et
al., 1998.
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Previamente, Guthrie y Gall (1995) demostraron, mediante la induccion de genes de
expresion temprana como c-Fos, que esta distribucion glomerular es altamente dinamica pudiendo
ser alterada durante el desarrollo postnatal, asi como por cambios en la intensidad de los aromas
(Guthrie & Gall, 1995). Con respecto al establecimiento de estos mapas de activacion glomerular,
destacan también los experimentos pioneros realizados en el laboratorio de Rubin y Katz (1999),
en donde se realizo la primera imagenologia de sefial intrinseca del BOP. La imagenologia de sefial
intrinseca reporta cambios en la reflectancia del tejido cerebral inducidos por la actividad neuronal
(Grinvald et al., 1999). La imagenologia de sefial intrinseca reporta cambios en la reflectancia

tisular.

La reflectancia es un fendmeno fisico que involucra la absorcion y la dispersion de la luz
del tejido cerebral (Wallace et al., 2009) inducidos por la actividad neuronal (Grinvald et al., 1999).
Con esta técnica se pudo observar que los odorantes son capaces de activar uno o mas glomérulos
de manera dependiente de la concentracion y que la sefial inducida es simétrica entre ambos bulbos
(Figura 4) (Rubin & Katz, 1999). Todos estos reportes indican que los odorantes y la concentracion
de estos pueden ser codificados por patrones espaciales distintivos de activacion glomerular
(Guthrie & Gall, 1995; Yan et al., 1998; Rubin & Katz, 1999) que confieren un papel importante

ala CGL en el procesamiento de la informacion sensorial olfatoria (Schoppa & Westbrook, 2001).

A

- amyl acetate

(+)-carvone

Figura 4. Imagenologia dptica de seiiales intrinsecas inducidas con dos odorantes. Del lado izquierdo
se muestra el patrén de vasos sanguineos y del lado derecho el patrén de activacion glomerular en el
BOP de rata. A) Un estimulo olfatorio con acetato de amilo al 100%, generd una respuesta amplia con
regiones de activacidn con un tamafio de 100-200 pum que presumiblemente son glomérulos
individuales. B) Respuesta inducida con (+)- carvona, en la que se observa una unidad claramente
definida tras la estimulacién. Tomado de Rubin & Katz, 1999.
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2.4 Propiedades electrofisiologicas del BOP

Los registros electrofisioldgicos de potencial de campo local han permitido caracterizar la actividad
poblacional generada por diversos grupos neuronales en el BOP, asi como también la especificidad
de esta actividad ante diversos estimulos (Adrian, 1950; Kay 2014). De esta forma, se han descrito
3 tipos de oscilaciones principales en el BOP que se aglutinan en la banda de frecuencia delta-
theta: 2-12 Hz (Kay, 2005; Martin & Ravel, 2014), la banda de frecuencia beta: 15-30 Hz (Martin
& Ravel, 2014) y la banda de frecuencia gamma: 40-100 Hz (Martin & Ravel, 2014; Kay, 2015).

Los componentes de frecuencia delta-theta (2-12Hz) en el BOP (Kay, 2005; Martin &
Ravel, 2014) estan estrechamente relacionados con el ciclo inspiratorio-espiratorio (Kay et al.,
2009). Diversos reportes sugieren que esta banda de frecuencia esta relacionada con la generacion
de ondas lentas en el hipocampo (Kay, 2005; Kay et al., 2009), mismo que recibe aferencias
provenientes del BOP a través de la corteza entorrinal (Mori, 2014). El acople del BOP vy el
hipocampo permite el procesamiento y almacenamiento de la informacion olfatoria (Mori, 2014;
Attems et al., 2015). Este acople no sélo ocurre en el rango de ondas lentas, sino ademas ocurren

en ondas de alta frecuencia conocidas como ondas gamma (Mori, 2014).

El procesamiento de la informacion asociada a los aromas induce el surgimiento de ondas
gamma cuyo patron oscilatorio se ubica en el rango de 40-50 Hz (Bressler & Freeman, 1980).
Trabajos pioneros realizados por Adrian (1950) mostraron por primera vez la presencia de patrones
oscilatorios en el rango gamma en el BOP durante la estimulacion olfatoria con odorantes (Adrian,
1950). Su caracterizacion fue realizada posteriormente en el BOP de gatos, conejos y ratas (Rall &
Shepherd, 1968; Bressler & Freeman, 1980). Desde entonces, numerosos experimentos han surgido
en relacion con esta banda de frecuencia y su influencia en el procesamiento olfatorio. Por ejemplo,
se ha reportado que las oscilaciones gamma del BOP inician en la transicion de la inhalacién a la
exhalacion, y su aparicion correlaciona con la deteccion de los estimulos olfatorios (Kay &
Freeman, 1998; Neville & Haberly, 2003; Ravel et al., 2003). La generacion y el mantenimiento
de las oscilaciones gamma se debe primordialmente a las interacciones neuronales producidas por
las sinapsis dendodendriticas bidireccionales entre células mitrales/empenachadas glutamatérgicas
y las células granulares GABAérgicas (Rojas-Libano & Kay, 2008; Brea et al., 2009; Kay 2015).
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La actividad oscilatoria en la banda de frecuencia beta (15-30 Hz) en el BOP esta asociada
al reconocimiento de los aromas y a su categorizacion en animales despiertos (Lowry & Kay,
2007). Por ejemplo, animales expuestos a una tarea de discriminacion olfatoria, exhiben una
disminucion en la potencia de las bandas gamma con un incremento en las bandas beta en el rango
de 27 Hz durante el reconocimiento de olores (Ravel et al., 2003), lo que puntualiza su participacion

para la diferenciacion de los estimulos aromaticos (Ravel et al., 2003; Lowry & Kay, 2007).

Recientemente, Francois y colaboradores (2015) reportaron que la regulacién de las bandas
de frecuencias beta y gamma, depende directamente de un equilibrio entre las entradas sensoriales
al BOP y las entradas centriflgales provenientes de la corteza piriforme (Francois et al., 2015). A
través de registros de potencial de campo local, en animales anestesiados con uretano, se demostrd
que la ocurrencia de cada uno de estos eventos depende, ademas, de la excitabilidad de las células

granulares (Kay, 2014).

2.5 Interacciones neuronales en el BOP

Los diferentes ritmos oscilatorios del BOP son generados por las interacciones entre las
propiedades intrinsecas de las neuronas bulbares, asi como por las interacciones inhibidoras y
excitadoras entre ellas y las provenientes de circuitos extrabulbares (Lepousez & Lledo, 2013). Las
neuronas granulares, que incluyen a las células de Blane, Clandin, Golgi y las células de Hensen
(Shepherd et al., 2004; Nagayama et al., 2014) producen GABA (Shepherd et al., 2004), de la
misma forma que las interneuronas glomerulares (Ojeda, 2004). Estos tipos celulares mantienen
interacciones inhibitorias con las neuronas excitadoras o de proyeccién (mitrales y empenachadas)
quienes liberan reciprocamente glutamato como principal neurotransmisor (Fukunaga et al., 2014).
En la capa granular del BOP ocurren la mayor cantidad de interacciones reciprocas MT/Granulares
(Neville & Haberly, 2003), via sinapsis dendro-dendriticas (Schoppa & Urban, 2003), mismas que
se sugiere constituyen uno de los generadores primordiales de las oscilaciones rapidas gamma

inducidas por las sustancias odoriferas del medio ambiente (Neville & Haberly, 2003).

Experimentos realizados por Neville y Haberly (2003) sugieren que la generacién de los
ritmos gamma bulbares surge de la interaccion neuronal exclusivamente dentro del bulbo olfatorio
(Neville & Haberly, 2003). Sin embargo, la generacion de los ritmos beta relacionados con la
discriminacion fina de olores (Fourcaud-Trocmé et al., 2014), requieren de la participacion de la
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corteza piriforme para su generacion (Neville & Haberly, 2003). Presumiblemente, la generacion
de los ritmos theta también requiere de las neuronas periglomerulares ubicadas en la capa
glomerular del BOP (Fukunaga et al., 2014). Estas células reciben una excitacion directa mediante
la liberacion de glutamato proveniente de las NSO y generan un sistema de retroalimentacion
negativa debida a su liberacién local de GABA (Cleland & Sethupathy, 2006).

2.6 El enriquecimiento olfatorio.

Como se mencioné anteriormente, los odorantes son capaces de activar un patron glomerular y
bulbar complejo que puede ser monitoreado por distintas técnicas tales como la imagenologia de
sefiales intrinsecas (Chery et al., 2011; Vincis et al., 2012), el registro de campo eléctrico (Adrian,
1950) y las tinciones glomerulares (Mombaerts et al., 1996). De los primeros experimentos
realizados para evaluar dicho patron, destacan los de Adrian (1950) quien, a través del estudio de
potenciales evocados determind, que distintos odorantes activan diferentes regiones de la capa
glomerular del BOP, lo que le permiti6 acufiar el término “odotopia” para definir la activacion de
los mapas olfatorios glomerulares y la subsecuente activacion de las neuronas bulbares (Adrian,
1950).

La estimulacién sensorial con aromas de manera cronica es capaz de refinar los mapas
olfatorios (Kerr & Belluscio, 2006). Este refinamiento se produce por la reorganizacién de las
terminales axénicas de las NSO en la capa glomerular del BOP, lo que permite un &rea de
activacion mucho més limitada frente a estimulos olfatorios (Kerr & Belluscio, 2006).

Esta estimulacion, conocida como enriquecimiento olfatorio (EO) (Martonc¢ikova et al.,
2011) y que supone la exposicion a una gama amplia de aromas durante un periodo prolongado,
mejora la memoria olfatoria a largo (Rochefort et al., 2002; Johnson et al., 2013) y a corto plazo
(Veyrac et al., 2009), favorece el aprendizaje y la discriminacion olfatoria (Escanilla et al., 2008;
Abraham et al., 2016) y cambia la composicion celular de la red del BOP propiciando un
incremento de la incorporacion de celulas granulares (Rosselli-Austin & Williams, 1990).
Adicionalmente, el EO produce una modificacién de estructuras corticales involucradas en el
procesamiento olfatorio, tales como la corteza piriforme, que es considerada como la primera
region cortical de entrada de la informacion proveniente del BOP (Rochefort et al., 2002;
Mandairon et al., 2006; Shapiro et al., 2007; Purves et al., 2008).
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El EO se utilizo por primera vez por Hennessy y colaboradores en 1977 con la finalidad de
evaluar la respuesta apetitiva en roedores. De esta forma, se concluyé que el EO modifica el patron
alimentario de los animales, quienes mostraron un incremento en la ingesta de nuevas fuentes
alimenticias en respuesta al EO (Hennesy et al., 1977). Més tarde, se demostrd que el EO produce
un incremento en la activacion glomerular en el BOP ante olores conocidos (Coopersmith & Ledn,
1986; Coopersmith et al, 1986; Abraham et al., 2016). Este cambio en la activacion glomerular en
el BOP después del EO se mantiene a largo plazo (Coopersmith & Leon, 1986). Actualmente,
sabemos que este incremento en la activacion glomerular no es generalizado al resto del BOP, pues
también existe una disminucion en el patron de activacién de las neuronas mitrales en el BOP tras
la estimulacidn pasiva con aromas (Buonviso et al., 1998). Con relacion a este fendmeno, Johnson
y colaboradores (2013) demostraron que la exposicion a un sélo odorante durante un mes,
disminuye significativamente el nimero de células mitrales en ratones carentes del canal Kv1.3,
un canal de potasio dependiente de voltaje y que genera un fenotipo caracterizado por un

incremento en la deteccidn de olores (Johnson et al., 2013).

Asi mismo, el EO es capaz de incrementar la neurogénesis bulbar (Bovetti et al., 2009;
Veyrac et al., 2009), potenciando al mismo tiempo la incorporacién de las células nuevas a los
circuitos preexistentes (Livneh et al., 2014; Lazarini et al., 2014), especialmente en el caso de las
células granulares (CG) y periglomerulares (PG) del BOP (Rochefort et al., 2002; Mandairon et
al., 2008; Bonzano et al., 2014). EI EO también promueve una disminucién en la muerte celular
(Wilson et al., 1987; Mandairon et al., 2008). Bovetti y colaboradores (2009) reportaron que el EO
influye de manera similar a las CGRa y las PGs, pues es capaz de incrementar la supervivencia de
las células recién nacidas que se diferencian a estos tipos neuronales. Este mismo grupo mostré
que el EO incrementa de forma transitoria la expresion de la GAD67 (enzima que cataliza la
descarboxilacion de glutamato a GABA), asi como la expresion de otras moléculas relacionadas
con la plasticidad neuronal; como PSA-NCAM -una molécula de adhesion celular- y doblecortina
(Bovetti et al., 2009).

La incorporacién de neuronas nuevas en regiones particulares del BOP (Rochefort et al.,
2002) acelera el refinamiento de los mapas olfatorios (Mandairon et al., 2008) y propicia una
mejora en la capacidad discriminatoria en los ratones ante la presencia de odorantes quimicos

similares (Mandairon et al., 2006b; Escanilla et al., 2008). En este sentido, Mandairon y
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colaboradores (2006b), encontraron que después del EO, las ratas podian discriminar componentes
en mezclas binarias que no habian sido discriminadas antes del periodo de enriquecimiento
(Mandairon et al., 2006b). Los efectos del EO se han relacionado también con la excitacion
producida en el BOP, principalmente con la activacion del receptor a glutamato tipo NMDA
(Mandairon et al., 2006). De esta manera, Buonviso & Chaput (2000), demostraron que un periodo
de seis dias de exposicién a aromas es suficiente para modificar la proporcion de respuestas
excitatorias sobre las inhibitorias de las células mitrales ante la presencia de olores (Buonviso &
Chaput, 2000).

Interesantemente, el EO por un periodo de tiempo similar al empleado por Buonviso &
Chaput (2000), es capaz de recuperar la memoria social a largo plazo, en roedores sometidos a
aislamiento social (Gusméo et al., 2011). Se conoce que dicho aislamiento es capaz de alterar el
olfato y la persistencia de la memoria social en estos animales, convirtiendo asi al EO en una via
para mejorar el reconocimiento entre congéneres (Gusmao et al., 2011). Coincidentemente, en
condiciones patologicas como aquellas que simulan a la enfermedad de Alzheimer (EA), el EO es
capaz de disminuir la fosforilacion de la proteina Tau, que es una proteina importante para la
estabilidad de los microtabulos neuronales, en estructuras como el hipocampo y la corteza cerebral
en mamiferos (Liao et al., 2012). Asi mismo, datos de nuestro laboratorio indican que el EO es
capaz de proteger al BOP contra los efectos inhibitorios de la proteina BA tanto in vivo como in
vitro (Figura 5) (Hernandez-Soto, 2015; Pimentel-Farfan, 2016).
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Figura 5. Efecto protector del enriquecimiento olfatorio (EO) sobre la actividad eléctrica de la capa
granular del BOP en presencia de la proteina BA. Se muestran cuantificaciones de la potencia
normalizada (basal o control = 100 %) de la actividad eléctrica poblacional del BOP. Note que el EO
evita la inhibicidon de la actividad espontdnea de las neuronas granulares del BOP inducida por la
proteina BA in vitro (A) e in vivo (B). Nétese que tras la aplicacidn de la proteina BA la potencia de la
CG no se ve reducida en ambos casos cuando los animales se sometieron a EO. A) Tomado de Pimentel-
Farfan, 2016; B) Tomado de Hernandez-Soto, 2015).

Adicionalmente, se report6 que el EO mejora la deteccion de aromas atractivos (Hernandez-
Soto, 2015) como el cacahuate y aversivos innatos, como el 2,4,5-trimetiltiazol, una molécula de
la orina del zorro (Pimentel-Farfan, 2016). En humanos, una variante del EO conocido como
entrenamiento olfatorio; que supone la exposicidn activa dos veces al dia a cuatro olores durante
12 semanas (Haehner et al., 2013), ha producido una mejora significativa en la funciéon olfativa en

pacientes con enfermedad de Parkinson (Haehner et al., 2013).

Pese a la basta informacion aqui planteada, los mecanismos involucrados en la
reconfiguracion del circuito bulbar tras un periodo de EO, siguen sin esclarecerse. Asi mismo, es
necesario sefialar que algunos de los experimentos aqui citados han incluido el analisis restringido
de ciertas regiones del BOP (Coopersmith & Ledn, 1986; Coopersmith et al, 1986; Rosselli-Austin
& Williams, 1990; Kerr & Belluscio, 2006; Martonc¢ikova et al., 2011; Abraham et al., 2016). Por
lo anterior, que en este proyecto nos proponemos evaluar la reconfiguracion del circuito bulbar en
respuesta al EO desde la entrada sensorial a nivel de los glomeérulos, hasta la actividad global de

los componentes del circuito del BOP en todas sus capas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema olfatorio, y en particular el bulbo olfatorio, es un sistema complejo que es capaz de
reorganizarse ante las presiones y estimulos del medio (Adam et al., 2014). Diversos reportes han
sefialado que el EO es capaz de cambiar la fisiologia del BOP en los distintos niveles de
procesamiento de la informacion olfatoria (Coopersmith & Leon, 1986; Coopersmith et al, 1986;
Rosselli-Austin & Williams, 1990; Kerr & Belluscio, 2006; Martonc¢ikova et al., 2011; Abraham
et al., 2016). Resultados recientes en nuestro laboratorio indican que el enriquecimiento olfatorio
es capaz de modular las oscilaciones de la CG del BOP. Asi mismo, el EO pudiera tener efectos
terapéuticos en ciertas patologias como las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson. Por lo
anterior, consideramos importante caracterizar el proceso fisioldgico plastico que ocurre en
respuesta a la exposicion pasiva y prolongada a aromas dentro de un protocolo de EO. De la misma
manera, consideramos relevante evaluar este fendmeno desde niveles primarios del procesamiento
de la informacidn olfatoria (la entrada de informacion en la capa glomerular del BOP), hasta la
salida de informacidn de esta estructura a través de la actividad de las células MT y ET; incluyendo
en la evaluacion otras capas del BOP involucradas en el procesamiento interno de la informacion.
Con base en ello, en esta tesis nos propusimos caracterizar la activacion glomerular y la dinamica

de la actividad neuronal del circuito del BOP tras la estimulacion crénica con odorantes.
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HIPOTESIS

El EO modifica los patrones de activacion glomerular y la actividad de las neuronas del
circuito del BOP.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los cambios en la actividad del circuito del BOP en ratones expuestos a EO.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar los cambios de los patrones de activacion glomerular de los ratones enriquecidos

olfatoriamente.

e Analizar los cambios de la actividad del potencial de campo local en ratones sometidos al

protocolo de enriquecimiento olfatorio.

e Evaluar el efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la actividad neuronal del BOP.

e Evaluar los cambios en la discriminacion y percepcion olfatorias de ratones enriquecidos

olfatoriamente.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Animales.

Se emplearon ratones macho de la cepa CD-1 de 8 semanas de edad (35-40g), obtenidos del
Bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM Campus Juriquilla. Los animales fueron
mantenidos en un ciclo normal de 12 horas luz/oscuridad, a una temperatura constante de 22 + 1
°C, con agua y alimentacion ad libitum. Los experimentos se realizaron acorde a las regulaciones
del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia UNAM Campus Juriquilla siguiendo los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para el Cuidado y Uso de animales de Laboratorio
(NOM-062-Z00 1999).

7.2 Enriquecimiento olfatorio.

El protocolo de EO utilizado en esta tesis estd basado en el trabajo de Martoncikova y
colaboradores (2011) y esta sustentado en datos de nuestro laboratorio que indican que esta
modalidad de EO es capaz de inducir una modificacion de la actividad eléctrica de la CG del BOP
(Hernandez-Soto, 2015). EI EO consiste en la exposicion pasiva a 21 odorantes sintéticos y
naturales (aceite de almendras dulces, acetato de amilo, albahaca, anis estrella, citrol, clavo de
hojas, eucalipto, heptaldehido, hierbabuena, hojas de canela, lavanda, limén, mandarina, menta
pipperita, octilaldheido, pino, romero espafiol, salvia espafiola, tomillo, toronja blanca y
wintergreen -Drogueria Cosmopolita S.A DE C.V-), uno por dia, durante 21 dias.

Cada uno de los odorantes fue presentado dos veces durante una hora con una diferencia
minima entre cada exposicion de 3 horas, por la mafiana y por la tarde (Martonéikova et al., 2011).
Se aplicaron 5 ul de cada odorante en un hisopo colocado dentro de un frasco de plastico con la
tapa perforada, mismo que se situd en la caja habitacion del animal. La caja estaba ubicada en un
sistema de ventilacién independiente, lo que evitd la salida de los aromas al bioterio. En el caso de
los animales control, se adicionaron 5 pl de agua en el hisopo dentro del frasco de plastico y la

exposicion fue exactamente la misma que para los sujetos experimentales.

33



7.3 Craneotomia en el BOP para la imagenologia de sefial intrinseca.

Al finalizar el protocolo de EO, se evalud el patron de activacion de la capa glomerular del BOP
durante la estimulacion con odorantes, mediante la técnica de imagen de sefial intrinseca (Grinvald
et al., 1999). Para ello, los animales fueron anestesiados con Uretano (2g/Kg de peso corporal, via
intraperitoneal). Antes de cualquier incision, se generd anestesia local con lidocaina 30 mg/kg via
subcutanea. Se aplicaron lagrimas artificiales para prevenir la resequedad en los ojos (Artelac
Rebalance). Posteriormente, los animales fueron montados en un aparato estereotaxico para
mantener la cabeza fija del animal y evitar el movimiento durante la toma de la imagen. La
temperatura corporal fue monitoreada y mantenida a 30° C usando una almohadilla térmica
(Beurer-Living). Se hizo una incision en la piel, a la altura de uno de los BOPs (seleccionado
aleatoriamente), y se retiré la misma para exponer el craneo, mismo sobre el que se perforé una
ventana desde la linea media con 2.5 mm de ancho y ubicada 4 mm anterior a Bregma. Se dejé la
dura intacta y, posteriormente, la craneotomia fue cubierta con liquido cefalorraquideo artificial,
que contenia (en mM): 119 NaCl, 30 glucosa, 25 NaHCO3, 3 KCI, 1 MgCI2 y 1.5 CaCI2 y pH
(7.4) a temperatura ambiente. Finalmente, la craneotomia se sell6 con un cubreobjetos para la

obtencidon de imagenes y el resto del craneo fue cubierto con acrilico dental.

7.4 Imagenes de sefial intrinseca en el BOP.

Para la obtencion de la imagen intrinseca bulbar los animales permanecieron montados en el
aparato estereotaxico y fueron situados bajo sistema de toma de imagenes intrinsecas (Imager
3001F System Optical Imaging). Cada uno de los animales fue implantado con dos electrodos de
plata (Grass Instrument Co.) en los masculos intercostales y un electrodo de plata como referencia
en la cola, con estos electrodos se obtuvo un electrocardiograma que fue digitalizado con ayuda
del software Clampex 10.6.2 (Axon Molecular Devices) y que permitié al software de captura
Vdaq (Vdaq 3001F) sustraer el movimiento provocado por el latido cardiaco en el BOP al momento

de la toma de la imagen.
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Para visualizar el patrén de los vasos sanguineos superficiales, el BOP fue iluminado con
luz verde (530 nm) al inicio y al final de cada ensayo experimental. Estas imagenes de referencia
fueron tomadas para alinear las imagenes subsecuentes. Para la obtencion del patron de activacion
glomerular, el BOP dorsal fue iluminado con luz roja (630 nm). Las imagenes fueron adquiridas a
50 Hz (exposicion de 20 ms/imagen) con una resolucién de 1pixel/50um2 en un area de 2 X 1 mm
sobre la superficie bulbar. Lo anterior, durante 8 segundos: 4 segundos antes y 4 segundos durante
el estimulo con acetato de amilo 99% (Sigma Aldrich) y esencia de canela al 99% (Drogueria

Cosmopolita).

La estimulacion con odorantes fue efectuada utilizando un olfactometro construido en el
laboratorio. Este consistié en una serie de mangueras y valvulas que permitieron el paso selectivo
de un flujo de aire por un tubo de plastico provisto con acetato de amilo al 99%. Se suministro aire
limpio, filtrado y regulado por un flujémetro durante todo el experimento, con lo que nos
aseguramos de disipar el aroma de las narinas del animal después de cada estimulacién odorifera.
Los tubos fueron situados por delante de las narinas del animal donde se emitié un pulso de aire
con odorante durante 4 segundos. El procedimiento mencionado anteriormente fue realizado con
ayuda de un Picospritzer (PicoPump, World Precision Instruments), sincronizado con el software
para la adquisicién de imagenes (Vdaq 3001F) con la finalidad de tener un mejor control temporal
de la aplicacion de odorante y, adicionalmente, minimizar el estrés del animal. Cada aroma fue
presentado con una diferencia de 10 minutos entre cada estimulacion hasta completar como minimo

10 estimulaciones por aroma.

Para el analisis, las imagenes de los vasos sanguineos fueron alineadas para comparar el
patron de vasos sanguineos con ayuda de los softwares WinMix (Optical Imaging) e ImageJ 1.5
(National Institutes of Health USA). Para las ilustraciones, las imagenes representan el promedio
de todos los cuadros adquiridos durante la estimulacion (4 segundos) menos los cuadros adquiridos

durante la fase pre-estimulo (4 segundos).
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7.5 Registros con multielectrodos en animales anestesiados.

Al finalizar el protocolo de EO se realiz6 el registro de la actividad de campo local con un arreglo
de multielectrodos, con el fin de evaluar los cambios inducidos por el EO sobre la actividad
eléctrica de las diferentes capas del BOP. El dia del registro, los animales fueron anestesiados con
uretano (2g/Kg de peso corporal, via intraperitoneal). La anestesia fue comprobada mediante la
ausencia de respuesta motora a estimulos dolorosos. Posteriormente, se removio la piel y, con
ayuda de un taladro dental, se realizd un trepano sobre el craneo con las siguientes coordenadas
estereotéxicas, basadas en el atlas de Franklin & Paxinos (2007): anterior a Bregma 4.78 y medio-
lateral 1.65. Finalmente, con ayuda de una aguja 26G se retird la dura. Adicionalmente, se
colocaron 2 tornillos de referencia y tierra justo por debajo de Bregma teniendo especial cuidado
de no tocar el cerebro. Lo anterior, con la finalidad de reducir al maximo el ruido en la sefial

electrofisiologica.

Los registros fueron realizados usando sondas de silicon de 16 canales (NeuroNexusTech;
Al1x16-5mm-25-177) con un didmetro del electrodo de 15 um y con una separacién de 50 pum entre
cada uno de los electrodos. La sonda penetr6 al tejido en un &ngulo de 90° desde la superficie dorsal
hasta la zona medial del BOP con una coordenada dorso-ventral de 0.65 (Franklin & Paxinos,
2007). Con esta posicién de la sonda, se alcanzo la capa granular del BOP con los electrodos mas
ventrales. Los registros fueron adquiridos a 40 kHz y las sefiales obtenidas fueron transferidas a
una computadora para su analisis fuera de linea con los softwares Offline Sorter y NeuroExplorer
5.0.

Para evaluar la actividad eléctrica inducida con aromas, los animales fueron estimulados
con acetato de amilo 99% (Sigma-Aldrich) y con esencia de canela (Drogueria Cosmopolita S.A
DE C.V) con ayuda de un hisopo que contenia 5ul de odorante. Dicho hisopo fue colocado

directamente frente a las narinas por 10 segundos con un tiempo inter-estimulo de 10 minutos).
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7.6 Prueba de alimento enterrado.

Al finalizar el protocolo de enriquecimiento olfatorio se efectud la prueba olfatoria de alimento
enterrado (Alvarado-Martinez et al., 2013). Para ello, los animales fueron alojados en una caja con
aserrin limpio. Después de 30 minutos de habituacidn al entorno de prueba se colocd, en una de las
esquinas de la caja (asignadas aleatoriamente en cada ensayo) y 1 cm por debajo de la superficie
del aserrin, 25mg de un trozo de galleta (TRIKI-TRAKES ®). Se contabilizé el tiempo que les
toma a los animales encontrar el trozo de alimento. El tiempo méaximo para la prueba fue de 600 s.
Para los analisis estadisticos se cuantifico la latencia para encontrar el alimento, para ambos grupos
(controles y EO).

7.7 Prueba de Habituacion-deshabituacion olfatoria.

Con la finalidad de evaluar la capacidad de deteccién y discriminacion de aromas en los animales
sometidos al protocolo de EO, utilizamos la prueba de habituacion-deshabituacién, con algunas
modificaciones (Zou et al., 2015). La prueba consiste en la exposicion secuencial a un aroma neutro
(agua destilada: 2 ensayos), seguidos de la exposicién repetida a esencia de vainilla (1 % V/V: 3
ensayos) y, finalmente, a vinagre (1% V/V: 3 ensayos). Cada una de las exposiciones se realiz6
durante 3 minutos con un periodo entre exposiciones de 1 minuto. Cada uno de los aromas (5 uL)
fueron colocados en un papel filtro de 2 x 2 cm situado en un recipiente metalico circular (4.5 cm
de circunferencia) en la jaula del animal. Todas las pruebas fueron realizadas después de 30
minutos de habituacion al entorno de prueba: caja de acrilico de 27 x 17 x 12 ¢cm, con aserrin
limpio. Para el analisis de la prueba se cuantificd el tiempo de exploracion del sitio donde se
encuentra el odorante. Para esta prueba la habituacion se considera como la disminucion en el
tiempo de la exploracion a través de los ensayos y la deshabituacion como un incremento de la

exploracién ante un aroma novedoso (Wesson et al., 2010).
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7.8 Analisis de datos y analisis estadistico.

Para analizar los registros poblacionales del BOP in vivo, se realizé un analisis del potencial de
campo local (LFP, por sus siglas en inglés) de la condicion espontanea, asi como durante la
actividad inducida por aromas en animales enriquecidos y controles. Para su analisis, se utilizaron
ventanas de 5 minutos para la condicion espontanea y 10 segundos para la actividad inducida con
aromas. Los registros fueron seleccionados y exportados utilizando el programa NeuroExplorer (v
5.0). Se calcul6 la potencia espectral del LFP de cada uno de los 16 electrodos mediante la
Transformada Rapida de Fourier, con una ventana de Hamming en la banda de 1-200 Hz para cada
condicidn, con una resolucion espectral de 0.05 Hz. Dichos registros se analizaron con una rutina
personalizada de Matlab (version R2015b). Los valores numéricos de la potencia espectral
obtenidos en la condicion inducida con aromas se normalizaron con respecto de la actividad basal
en el ancho de banda de 1-200 Hz. Se sumo el total de los valores de la potencia espectral para las
bandas delta 1-4, theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz), gamma (30-80Hz) y gamma répido (80-200 Hz)
(Buszéki & Watson, 2012; Zhou et al., 2017). Estos valores fueron divididos entre la sumatoria de
los valores de la potencia espectral del ancho de banda (1-200Hz). Con ello fue posible calcular la
potencia relativa para cada condicién experimental. Para la comparacion del efecto del EO en el
LFP obtenido de cada uno de los electrodos de registro, utilizamos estadistica no paramétrica. Dado
gue nuestros resultados no pasaron las pruebas de normalidad, realizamos el analisis de las
diferencias entre los grupos mediante una U de Mann Whitney. Se consider6 una p<0.05 como
diferente significativamente. Las graficas de la potencia en las distintas bandas de frecuencia se

expresan como la media + el error estandar de la media.

Adicionalmente, se analizo la coherencia para la totalidad de las capas del bulbo olfatorio
con los registros de LFP obtenidos con el registro con multielectrodos. Para ello, se utiliz6 una
rutina de Matlab personalizada con ayuda de la funcion mscohere, con la cual fue posible realizar
la comparacion de las coherencias entre pares de electrodos (Figura 6). Otra rutina de Matlab nos
permitio generar matrices de las coherencias obtenidas en el analisis. Finalmente, las coherencias
obtenidas fueron separadas por bandas de frecuencia en los rangos mencionados en el parrafo

anterior. Con la finalidad de evaluar la presencia de diferencias significativas entre la coherencia
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obtenida entre pares de electrodos situados en las capas del BOP realizamos una prueba de U de

Mann Whitney. Lo anterior, debido a que los resultados no pasaron las pruebas de normalidad.

Evaluamos la totalidad de la coherencia de la red bulbar mediante un histograma de la
distribucion de las coherencias obtenidas para todas las condiciones (actividad espontanea, e
inducida con canela y acetato de amilo 99%). Las diferencias entre los datos representados en
dichos histogramas fueron evaluadas con una prueba de U de Mann Whitney. Lo anterior, debido
a que los datos no presentaron una distribucion normal. Para todos los casos, se considerd una

p<0.05 como diferente significativamente.

Figura 6. Andlisis de la coherencia de la actividad intrabulbar. El andlisis de la coherencia del LFP se
realizd entre cada uno de los 16 electrodos situados en el BOP. Se muestra un ejemplo del arreglo de
multielectrodos en el BOP (esquema a la izquierda) con su respectivo LFP. Cada coherencia fue
comparada con respecto de las coherencias restantes (Modificado de Araneda, 2017). Del lado derecho
se muestra un esquema del BOP, para ejemplificar las capas en las que se llevaron a cabo los registros
con la izquierda. GL: Capa glomerular; PG: Células periglomerulares; MC: Capa mitral; GC: capa
granular.
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Para el analisis de las espigas extracelulares, la sefial muestreada a 40 kHz fue filtrada de 350-7500
Hz para la identificacion de espigas extracelulares provenientes de actividades Unicas y/o
multiunitarias, mediante el uso del software OfflineSorter (Version 4.2.0 Plexon Neurotechnology
Research Systems USA; Nieto-Posadas et al., 2014). Para ello, los registros obtenidos de la
actividad espontanea (10 minutos) y la inducida con aromas (1 minuto- ya sea con acetato de amilo
al 99% o esencia de canela 99%-), fueron unidos con ayuda del software PlexUtil (v.4.0.1; Plexon
Inc., USA). Las espigas fueron detectadas por un clasificador, fuera de linea, estableciendo un
umbral de >2.6 la desviacion estandar de la sefial (Supér & Roelfsema, 2005). Las unidades
individuales (SUAS, por sus siglas en inglés) se distinguieron del ruido bioldgico y eléctrico a
través de los andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) de las formas de
onda de las espigas detectadas (Supér & Roelfsema, 2005). Lo anterior, con un enfoque
semiautomatico utilizando el algoritmo de clasificacion “estdndar de maxima-expectancia” de
OfflineSorter. Cuando las espigas no pudieron ser clasificadas como una neurona Unica, se les
consider6 como actividad multiunitaria (MUA, por sus siglas en inglés; Supér & Roelfsema, 2005),
para lo cual establecimos un umbral de >4.0 la desviacion estandar de la sefial. Las espigas que se
ubican dentro del periodo refractario (2 ms) de las unidades o multiunidades seleccionadas fueron
descartadas. La clasificacion fue verificada por la existencia del periodo refractario en el
histograma del intervalo inter-espiga, asi como con ayuda de una auto-correlacién. Las series
temporales que incluyen a las MUAS y SUAS fueron exportadas a Matlab (version R2015b) para
la construccion de los raster plots mediante una rutina elaborada para evaluar la tasa de disparo

neuronal (Pérez Ortega, 2017).

Los raster plots fueron convertidos a unidades binarias con una resolucion de 1ms. Para
evaluar la ocurrencia de eventos cuasi-simultaneos entre pares de unidades (MUAS y/o SUAS) se
realizd un andlisis de correlacion cruzada (Nieto-Posadas et al., 2014), con ventanas de retraso de
+ 5 ms. Las correlaciones se consideraron significativas cuando el pico de la correlacion-cruzada

alcanzo valores > 2.6 desviaciones estandar del ruido del correlograma.

Las matrices de correlacion con el analisis de correlacion cruzada, fueron elaboradas para
cada condicion experimental: actividad espontanea e inducida por aromas. La matriz de correlacién
es una matriz cuadrada de n x n construida a partir de los valores de correlacion obtenidos del

analisis de la correlacion cruzada. Finalmente, con ayuda de estas matrices se cuantificé el nimero
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de conexiones para los nodos (unidades) identificados en cada experimento. Ademas, se realizaron
las siguientes cuantificaciones basadas en la teoria de grafos: a) longitud caracteristica, que se
cuantificé con ayuda de la funcidn charpath de Matlab, que permite cuantificar el promedio de las
longitudes entre pares de nodos en la red. b) coeficiente de agrupamiento, que se cuantificd con
ayuda de la funcion clustering_coef wu de Matlab y que permite cuantificar el promedio de la
intensidad (media geométrica) de todos los triangulos asociados con cada nodo (Onela et al., 2005).
c) Eficiencia, que se cuantifico con ayuda de la funcion charpath de Matlab y que permite calcular
el promedio inverso de las longitudes mas cortas en la red. Lo anterior, permite conocer la topologia
de la red bulbar en los animales enriquecidos olfatoriamente en comparacion con los animales
control. Todos estos indices fueron calculados con ayuda de una rutina de analisis personalizados
en Matlab elaborada en el laboratorio y con ayuda de las herramientas del brain-connectivity-
toolbox.net (Rubinov et al., 2010). Para evaluar las diferencias en todas las cuantificaciones
obtenidas basadas en la teoria de grafos, realizamos una prueba de U de Mann Whitney. Los datos
se reportan como diferentes significativamente con una p<0.05. Para las tablas se reporta la media

+ el error estandar de los datos.

Para las imagenes de sefial intrinseca bulbar, la respuesta a odorantes fue revelada restando
la sefial con estimulo (durante 4 segundos) menos su linea base (correspondiente a los primeros 4
segundos de registro). Los mapas de odorantes presentados corresponden al promedio de la
respuesta obtenida durante los 4 segundos de estimulacion. Para el andlisis de las imagenes de sefial
intrinseca, las imagenes fueron promediadas para cada condicion (con estimulo y sin estimulo). En
estas imagenes se realizo el conteo automatico de los glomérulos activos, asi como la superficie
ocupada por dichos glomérulos expresada en pm? (Figura 7). Las imagenes fueron analizadas con
el software ImageJ 1.51k, siguiendo la metodologia descrita previamente por Grishagin (2015),
con algunas modificaciones. Cada imagen promedio con formato RGB fue transformada a un
formato de 8 bits (escala de grises de 0 a 255) y posteriormente se establecié un umbral de deteccion
de los pixeles cercanos al 0 (negro) del 10%. Posteriormente con ayuda del Toolboox de ImageJ
“Analyze Particles” se realiz0 el conteo de los glomérulos activos y se estimo el area de cada uno
de ellos. Adicionalmente, se evalud la dindmica de activacién glomerular a lo largo de los 4
segundos de estimulacién. Finalmente se evalu6 la posicién de los glomérulos en la superficie
dorsal del bulbo olfatorio (Blanco-Hernandez et al., 2012). Para ello se establecieron las posiciones
de los centroides glomerulares en el eje X'y, con lo cual se calculd la distancia Euclideana promedio
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entre todos los glomérulos contabilizados mediante una rutina personalizada en Matlab con ayuda

de la funcion pdist.

La distancia Euclideana fue calculada como sigue:

/ " ,
dg(P, P2) = 1‘,-"'{1‘2 —z1)* + (2 —m)*

Donde P1y P2 corresponden a los centroides de los glomérulos, X1-Y1 son las coordenadas
del glomérulo 1 y X2-Y2 las coordenadas del glomérulo 2. Posteriormente se calculo la distancia

promedio entre todos los glomérulos detectados.

Se presentan los resultados ambos grupos (control y enriquecidos) tras la estimulacion con
esencia de canela y acetato de amilo al 99%. Para la seleccién automatizada de las regiones de
interés (glomérulos) y para la seleccion de la gran region de interés (BOP-dorsal) se utilizaron los
softwares WinMix e Image J. Para la comparacion del conteo glomerular y los datos de la superficie
total, se utilizo estadistica no paramétrica (U de Mann Whitney), dado que los resultados no
pasaron las pruebas de normalidad. En todos los casos, el valor de p<0.05 se consider6 como
diferente significativamente. Los datos se presentan en graficas de caja de Tukey, donde se
representa en la linea central la mediana, la caja representa los percentiles 95 y 5%, asi como las
lineas verticales que finalizan en una linea horizontal representan observaciones maximas y

minimas.

Las pruebas conductuales y el peso de los animales, fueron analizadas con estadistica no
paramétrica (U de Mann Whitney). En todos los casos el valor de p<0.05 se consideré como
diferente significativamente. Los datos se presentan como la media + el error estandar de la media.
Los histogramas presentados en esta tesis relacionados con la actividad eléctrica de los registros de
campo Y el analisis estadistico de dichos anélisis, asi como los graficos mostrados en el analisis de
imagen y los céalculos estadisticos para las pruebas conductuales se realizaron con el software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA).

42



255

R1-RO

Figura 7. Imagen dptica intrinseca bulbar. Imagenes representativas capturadas en la superficie dorsal
del BOP en el ultimo segundo de la estimulacién con acetato de amilo al 99% de un ratén CD-1 de 11
semanas de edad y sometido a enriquecimiento olfatorio. El circulo en rojo de la primera imagen indica
un glomérulo como ejemplo de los que se contabilizaron para el andlisis. Note que el glomérulo
permanece activo durante todo el tiempo que el estimulo odorante estuvo presente.
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto del EO sobre el patrén de activacion de la capa glomerular del BOP inducida por

aromas.

Con el fin de evaluar el patron de activacion glomerular de los ratones expuestos a un
protocolo de EO, se realizd imagenologia de la sefial intrinseca del bulbo olfatorio dorsal mientras
se expuso a los animales a diferentes aromas (Figura 7). Durante la exposicion a acetato de amilo
al 99% se observa la presencia de regiones de activacion con forma y tamafio similar a los
glomérulos identificados por Rubin y Katz (1999) con la técnica de imagenologia éptica (Rubin &
Katz., 1999).

Los ratones sometidos al protocolo de EO exhibieron un mapa de activacion glomerular
que difiere con respecto de los animales control (Figura 8 A-B). Se observa una disminucion en el
namero y un incremento en el area de los glomérulos activos en los animales enriquecidos con
aromas comparados con el control (Figura 8 A-B). Al analizar las secuencias de iméagenes (Figura
7) para contabilizar el nimero de glomérulos activos durante la estimulacién, encontramos que los
animales enriquecidos con aromas muestran un promedio de glomérulos activados en respuesta a
acetato de amilo al 99% de 9.571 £ 1.52, lo que es significativamente menor con respecto de los
glomérulos activados en los animales control, donde se encontraron 15.67 + 1.70 glomérulos
activados en respuesta a acetato de amilo al 99% (p<0.05, n=6 animales para ambos grupos; Figura
8-C). Ademas, la cuantificacion del area (um?) de los glomérulos contabilizados evidencia un
incremento en el tamafio glomerular en los animales enriquecidos olfatoriamente comparados con
el control (p<0.05, n=6 para ambos grupos, Figura 8-D). En promedio, el area por glomérulos
activos en respuesta a la estimulacién olfatoria con acetato de amilo al 99% es de 11379 + 3217
um? en los animales enriquecidos, mientras que el area ocupada por glomérulo activado en
respuesta a acetato de amilo 99% es de 4922 + 782.70 um?en los animales control (p<0.05, n=6

para ambos grupos, Figura 8-D).
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Figura 8. Patrén de activacion glomerular de la superficie dorsal del BOP tras la estimulacién con
acetato de amilo al 99% en animales control y animales enriquecidos olfatoriamente. Las fotografias
del lado izquierdo en Ay B, muestran el patréon de vasos sanguineos del BOP (visualizados con un filtro
de 546 nm). Mientras que las del lado derecho muestran la sefial intrinseca bulbar inducida con acetato
de amilo al 99% (visualizadas con un filtro de 625nm) en un ratén CD-1 control (A) y en un ratén
enriquecido olfatoriamente (B). Los circulos indican los glomérulos contabilizados. Note la reduccion
en el nimero de los sitios de activacién glomerular, asi como un incremento en el tamafio glomerular
en el animal enriquecido olfatoriamente. C) NiUmero de glomérulos activados por la estimulacidn con
acetato de amilo al 99% en ambos grupos. Note que los animales enriquecidos presentan un menor
numero de glomérulos activados con respecto del control (n=6 en ambos grupos, p<0.05). D) Se grafica
el drea glomerular expresada en um? en animales control o enriquecidos olfatoriamente. Note un
incremento significativo en el tamafo por glomérulo en los animales enriquecidos comparados con el
control (n=6 en ambos grupos, p<0.05). Los valores son representados en cajas de Tukey, donde se
representa en la linea central la mediana, la caja representa los percentiles 95 y 5%, asi como las lineas
verticales que finalizan en una linea horizontal representan observaciones maximas y minimas.*
denota una diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).
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Ademaés del acetato de amilo, los animales fueron estimulados con esencia de canela, un
aroma que no se incluyé en el protocolo de EO y que, ademas, es considerado un aroma compuesto
por diversas moléculas arométicas, como el cinamaldehido, el eugenol, entre otros (Singh et al.,
2007; Rao & Gan, 2014; De March et al., 2015). La estimulacion con esencia de canela nos permite
averiguar si la modificacion de la activacion glomerular observada ante un aroma conocido se
generaliza a aromas novedosos. De manera similar a la estimulacion con acetato de amilo, los
animales enriquecidos exhibieron un mapa de activacién glomerular que difiere con respecto de
los animales control. Se observa una disminucion en el nimero y un incremento en el area de los
glomérulos activos tras la estimulacion con esencia de canela en los animales enriquecidos con

aromas en comparacioén con los animales control (Figura 9 A-B).

Al realizar el anélisis de la secuencia de las imagenes (Figura 6) para contabilizar el nGmero
de glomérulos activos durante la estimulacion con esencia de canela, encontramos que los animales
enriquecidos con aromas muestran un promedio de glomérulos activados en respuesta a esencia de
canela de 6 + 1.03, lo que es significativamente menor con respecto de los glomérulos activados
en los animales control, donde se encontraron 16 + 2.86 glomérulos activados en respuesta a

esencia de canela (p<0.05, n=6 para ambos grupos, Figura 9-C).

La cuantificacion del area promedio de los glomérulos de los animales enriquecidos con
aromas es de 29308 + 7392 um? lo que es significativamente mas grande en comparacion con los
animales control quienes presentan un area promedio de 8945 + 606.40 um? (p<0.05, n=6 para

ambos grupos, Figura 9-D).
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Figura 9. Patron de activacion glomerular de la superficie dorsal del BOP tras la estimulacion con
esencia de canela en animales control y animales enriquecidos olfatoriamente. Las fotografias en A
y B (izquierda) muestran el patrén de vasos sanguineos del BOP (visualizados con un filtro de 546 nm).
Mientras que las del lado derecho muestran la seial intrinseca bulbar inducida con esencia de canela
(visualizadas con un filtro de 625 nm) en un ratén CD-1 control (A) y en un ratén enriquecido
olfatoriamente (B). Los circulos indican los glomérulos contabilizados. Note la reduccidn en el numero
de sitios de activacion glomerular, asi como un incremento en el tamafio glomerular en el animal
enriquecido olfatoriamente. C) Se grafica el nimero de glomérulos activados por la estimulacién con
esencia de canela en ambos grupos. Note que los animales enriquecidos muestran un menor nimero
de glomérulos activados con respecto del control (n=6 en ambos grupos; p<0.05). D) Se grafica el area
glomerular expresada en pum? en animales normales o enriquecidos olfatoriamente. Note un
incremento significativo en el tamafo por glomérulo en los animales enriquecidos comparados con el
control (n=6 en ambos grupos, p<0.05). Los valores son representados en cajas de Tukey, donde se
representa en la linea central la mediana, la caja representa los percentiles 95 y 5%, asi como las lineas
verticales que finalizan en una linea horizontal representan observaciones maximas y minimas.*
denota una diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).

Al analizar la dindmica de activacion glomerular en los animales control y enriquecidos con
aromas, encontramos que la cinética glomerular inducida con esencia de canela es muy variable

durante el periodo de estimulacién, incluso entre animales del mismo grupo (Figura 10-A). Por
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ello, con la finalidad de evaluar los cambios en la dinamica glomerular global durante la
estimulacion con esencia de canela de los animales controles y enriquecidos con aromas, se analizo
la dindmica temporal promedio de la absorbancia de todos los glomérulos activados durante los 4
segundos de la estimulacion olfatoria (Figura 10-B). Una normalizacién con respecto de la
actividad espontanea, considerada como el 100% para el andlisis, indica que los animales
enriquecidos con aromas muestran una menor reflectancia en el Ultimo segundo de la estimulacion
olfatoria con esencia de canela con respecto de los animales control (Figura 10 B y C). El porcentaje
de cambio de la absorbancia global glomerular con respecto de la actividad espontanea en los
animales enriquecidos con aromas es de 5.59 + 1.81%, lo que es significativamente mayor en
comparacion con los animales control quienes exhiben un cambio de la absorbancia de 1.50 +

0.70% con respecto de la condicion espontanea (p<0.05, n=6 para ambos grupos, Figura10 By C).

Con la finalidad de describir con mayor precision la localizacion de los glomérulos bulbares
después del protocolo de enriquecimiento olfatorio realizamos un anélisis de la dispersion
glomerular. La evaluacién de la posicion de todos los glomérulos contabilizados tras la
estimulacion olfatoria con esencia de canela no reporta diferencias significativas entre ambos
grupos (p>0.05, n=6 para ambos grupos, Figura 10 D-E). Las distancias encontradas en el plano
cartesiano constituido por la superficie dorsal del BOP indican que los glomérulos activados tras
las estimulacion con esencia de canela de los animales enriquecidos con aromas estan localizados
en las siguientes coordenadas: X (media-lateral): 542.80 + 63.88 um y Y (anterior-posterior):
838.70 + 52.70 um, lo que no difiere estadisticamente con respecto de los animales control, cuyos
glomérulos estan localizados en las coordenadas X (media-lateral): 449.80 + 58.15 pym y Y
(anterior-posterior): 974.00 £ 76.68 um (p>0.05, n=6 para ambos grupos; Figura 10 D-E). La
dispersion de los glomérulos evaluada mediante el analisis de la distancia Euclidiana no indica

diferencias significativas entre ambos grupos (p>0.05, n=6 para ambos grupos; Figura 10 F).
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Figura 10. Dinamica de la activacion glomerular y posicion de los glomérulos durante la estimulacion
con esencia de canela en animales control y animales enriquecidos olfatoriamente. A) La fotografia
del lado izquierdo muestra el patrén de vasos sanguineos del BOP en un animal EO (visualizados con
un filtro de 546 nm). La fotografia del lado derecho muestra la sefial intrinseca bulbar inducida con
esencia de canela (visualizadas con un filtro de 625 nm). Los circulos muestran 3 glomérulos
representativos y, a la derecha, su dindmica de activacién durante los 4 segundos de la estimulacion
con esencia de canela (la barra azul indica el inicio del estimulo olfatorio). B) Se grafica el porcentaje
de cambio promedio en el tiempo de todos los glomérulos activados durante la estimulacién con
esencia de canela para ambos grupos con respecto de la actividad espontanea considerada como el
100%. Se observa una reduccidn inicial de aproximadamente el 5% para ambos grupos. Note una
reduccidn mayor en los ultimos segundos en los animales enriquecidos comparados con los animales
control. C) Se grafica la disminuciéon de la reflectancia en todos los glomérulos identificados en ambos
grupos experimentales durante el dltimo segundo de estimulacién con esencia de canela. Los valores
se muestran en cajas de Tukey donde se representa en la linea central la mediana, los percentiles 75y
25%, asi como las observaciones maximas y minimas encontradas. D-E) Se grafica la posicion de los
glomérulos en los ejes medio-lateral (X) y antero-posterior (Y), para todos los glomérulos identificados
en cada grupo experimental. Note que la posicidon de los glomérulos no difiere entre grupos. F) Se
grafican las distancias Euclidianas de los glomérulos identificados en cada grupo experimental. No se
observan diferencias significativas entre a los grupos (n=6 en ambos grupos; p>0.05). * denota una
diferencia significativa con respecto del grupo control (0<0.05).
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8.2 Evaluacion del efecto del EO sobre la actividad poblacional en las distintas capas del BOP.

Con la finalidad de evaluar los cambios en la red bulbar después del protocolo de
enriquecimiento olfatorio, se realizaron registros del LFP in vivo con un arreglo de multielectrodos.
La actividad poblacional del BOP se caracteriza por una mezcla de patrones oscilatorios de distintas
frecuencias dominado por actividad lenta en el rango theta que se entremezcla con actividad rapida
beta-gamma (Figura 11-A). La estimulacion olfatoria con acetato de amilo induce un incremento
significativo de la potencia en casi todas las capas del BOP en animales control y EO (Figura 11
A-B; p<0.05, n=6). Cuando la potencia es normalizada con respecto de la actividad basal, el
incremento proporcional de la potencia en presencia de acetato de amilo en los animales sometidos
a EO es significativamente mayor al incremento en los animales control (Figura 11-A y B; p<0.05,
n=6). La estimulacion olfatoria con esencia de canela induce un incremento de la potencia en todas
las capas del BOP con respecto de sus valores basales en ambos grupos experimentales (Figura 11-
Ay C; p<0.05, n=6). El incremento proporcional de la potencia, en presencia de esencia de canela
no mostro diferencias significativas entre los grupos, excepto para un canal ubicado en la capa mas
superficial del bulbo olfatorio (Figura 11-C; canal numero 3; p<0.05; n=6). El resto de los canales
no muestran diferencias significativas en la potencia en presencia de esencia de canela en los

animales sometidos a EO (Figura 11-C; p>0.05, n= 6 para ambos grupos).
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Figura 11. Modificaciones en el potencial local de campo producidos por el EO. (A) Trazo
representativo de la actividad espontanea intrabulbar y su respuesta a la estimulacién olfatoria con
acetato de amilo al 99% en un animal control (izquierda) y EO (derecha). La barra en rojo indica el inicio
de la estimulacidn. Note un incremento en la amplitud de las oscilaciones bulbares tras la estimulacion
con acetato de amilo al 99% en ambos grupos. B) Potencia normalizada de la actividad espontanea
intrabulbar durante la estimulacién olfatoria con acetato de amilo al 99%. Note un mayor incremento
de la potencia normalizada con respecto del control en los animales EO en relacidon con los animales
control, para casi la totalidad de los electrodos de registro. C) Potencia normalizada de la actividad
espontdnea intrabulbar durante la estimulacién olfatoria con esencia de canela. No se observan
diferencias significativas entre grupos, excepto para el electrodo 3 localizado en la capa glomerular del
BOP (n=6 en ambos grupos). Los valores son representados como la media + EEM. * denota una
diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).

Con la finalidad de evaluar los cambios producidos en la actividad eléctrica bulbar de los
animales enriguecidos con aromas analizamos la potencia relativa (PR) en diferentes bandas de
frecuencia (delta 1-4 Hz, theta 4-10 Hz, beta 10-30 Hz, gamma 30-80 y gamma rapido 80-200 Hz).
El andlisis de la PR de la actividad espontanea de los animales enriquecidos con aromas indica una
disminucion significativa de la PR con respecto de los animales control en la banda de frecuencia

delta (1-4 Hz) de los canales ubicados en las capas plexiforme externa, mitral, plexiforme interna
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y granular (p<0.05, n=6 en ambos grupos, Figura 12-A). La PR en la banda de frecuencia theta (4-
10 Hz) de la actividad espontanea indica un incremento significativo de la potencia en los canales
situados en la capa granular del bulbo olfatorio en los animales EO con respecto al control (p<0.05,
n=6 en ambos grupos, Figura 12-B). El incremento en la PR en los animales EO apenas descrito
para la banda theta, se observa también en las bandas de frecuencia beta (10-30Hz), gamma (30-
80 Hz) y gamma rapido (80-200 Hz), con variaciones pequerfias respecto a los canales que la

muestran (p<0.05, n=6 en ambos grupos, Figura 12).
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Figura 12. Modificaciones en la potencia relativa (PR) de la actividad espontanea de animales EO y
controles en las distintas bandas de frecuencia. Note una disminucion significativa de la potencia
relativa delta (A) en los animales enriquecidos con aromas comparados con el control en los electrodos
mas profundos. Por el contrario, hay un aumento significativo en los electrodos mas profundos en las
frecuencias theta (B), beta (C), gamma (D) y gamma rapido (E) (n=6, en ambos grupos). Los valores son
representados como la media + EEM. * denota una diferencia significativa con respecto al grupo control
(p<0.05).
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El andlisis de la PR de la actividad inducida con acetato de amilo al 99% no reporta
diferencias significativas entre los grupos experimentales para la totalidad de los canales en las
bandas de frecuencias delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), y gamma rapido (80-200 Hz) (p>0.05, n=6
en ambos grupos, Figura 13 A-B y E). Se reportan un incremento significativo de la PR en la banda
de frecuencia beta (30-80 Hz) en los animales enriquecidos con aromas comparado con los
animales control en los electrodos situados en la profundidad de las capas del bulbo olfatorio
(p<0.05, n=6 en ambos grupos, Figura 13-C). Adicionalmente, los animales enriquecidos con
aromas exhibieron un incremento de la PR en la banda de frecuencia gamma (30-80 Hz) en uno de

los electrodos situados en la capa granular del BOP (p<0.05, n=6 en ambos grupos, Figura 13-D).
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Figura 13. Modificaciones en la potencia relativa (PR) de la actividad inducida tras la estimulacién
con acetato de amilo al 99% de animales EO y controles en las distintas bandas de frecuencia. Note
un incremento de la potencia relativa beta (C) y gamma (D) en los animales enriquecidos con aromas
comparados con el control en los electrodos mas profundos (n=6, en ambos grupos). Los valores son
representados como la media £ EEM. * denota una diferencia significativa con respecto al grupo control
(p<0.05).
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El andlisis de la PR de la actividad inducida con esencia de canela de los animales enriquecidos

con aromas muestra un incremento en las frecuencias delta (1-4 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma

(30-80 Hz) en los electrodos situados en la profundidad del bulbo olfatorio, presumiblemente

ubicados en la capa plexiforme externa, mitral, plexiforme interna y granular; en comparacion con

los animales control (p<0.05, n=6 para ambos grupos, Figura 14 A, C-D). No se reportan

diferencias significativas para las bandas de frecuencia theta (4-10 Hz) y gamma rapido (80-200

Hz) (p>0.05, n=6 para ambos grupos, Figura 14 B-E).

A

Potencia Relativa

08 | 1 li[i]

Canela Delta

k& x x4 x % 0.25

TIIII Tl]l[ il L

Potencia Relativa

NS RO 0A D 9,0 NS

D

Potencia Relativa

Canales

0.20

Canela Gamma

N E S B A D 0,000 M0

Canales

Canela Theta Canela Beta

0.10 £k xR ok * k& % % %

|
SEEERERRERN

DIDBI[XI

0.06

0.04

Potencia Relativa

NS kG oA D 0,000 NEN0 N KO DA D DONENDE

Canales Canales
Canela Gamma Rapido

Il Controles
0.020 Enriquecidos

Potencia Relativa
o
; e
2
o

N DR H DA D 3,000

Canales

Figura 14. Modificaciones en la potencia relativa (PR) de la actividad inducida tras la estimulacion
con esencia de canela en animales EO y controles en las distintas bandas de frecuencia. Note una
disminucion significativa de la potencia relativa delta (A) en los animales enriquecidos con aromas
comparados con el control, en los electrodos mas profundos. Por el contrario, hay un incremento
significativo de la potencia relativa beta (C) y gamma (D) en los animales enriquecidos con aromas
comparados con el control en los electrodos mas profundos (n=6, en ambos grupos). Los valores son
representados como la media + EEM. * denota una diferencia significativa con respecto al grupo control

(p<0.05).
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Con la finalidad de evaluar los cambios en las interacciones entre las distintas capas del
BOP inducidos por el EO, evaluamos la actividad sincronizada intrabulbar mediante un analisis de
coherencia del LFP de cada uno de los electrodos situados en el BOP con respecto a los demas.
Los resultados del andlisis de la coherencia de la actividad espontidnea bulbar muestran un
incremento significativo en la coherencia en todas las bandas de frecuencia en animales
enriquecidos olfatoriamente con respecto a los animales control (n=6; p<0.05, U Mann Whitney
Anexos: Figura 26 A-C). Las bandas delta (1-4 Hz), theta (4-10Hz), beta (10-30 Hz) y Gamma
lento (30-80 Hz), muestran un incremento en la coherencia con respecto del control que es
significativo para electrodos situados en la profundidad del BOP, correspondientes a la capa

granular (n=6, p<0.05, U Mann Whitney, Anexos: Figura 26 C).

De manera relevante, se observé una disminucion significativa de la coherencia en la banda
de frecuencia gamma rapido (80-200 Hz) en los animales enriquecidos olfatoriamente en
comparacion con el control (n=6; p<0.05, U Mann Whitney, Figura 15 A-B). Esta disminucién es
significativa en las capas mas superficiales y profundas del BOP correspondientes a la capa
glomerular y granular, respectivamente (Figura 15-C).
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Figura 15. Efecto del EO sobre la coherencia intrabulbar de las oscilaciones espontaneas
poblacionales en la frecuencia gamma rapido (80-200 Hz) en animales control (A) y EO (B). Se
muestran matrices de coherencia (en escala de color) entre todos los electrodos localizados en el BOP.
Note un decremento en la coherencia global en los animales EO. En (C) se muestra una matriz de
significancia de las coherencias comparadas entre los dos grupos experimentales (U de Mann Whitney).
Las celdas en blanco indican que un valor de p < 0.05, realizando la comparacion entre la matriz de los
animales controles vs EQ. Se muestran histogramas de frecuencia de los valores de coherencia de todo
el circuito bulbar. Los valores fueron obtenidos de la matriz de coherencia a la izquierda para cada caso.
Note una reduccién de los valores de coherencia de los animales EO. * denota una diferencia
significativa con respecto al grupo control (p<0.05).
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La coherencia bulbar inducida por la estimulacién con acetato de amilo 99% a partir del
potencial local de campo, mostré un incremento en la coherencia para casi la totalidad de las
frecuencias en animales enriquecidos olfatoriamente en comparacion con los animales control
(n=6; p<0.05, U Mann Whitney; Anexo: Figura 27 A-B, histogramas). La coherencia en la banda
delta (1-4 Hz), theta (4-10Hz), beta (10-30 Hz), muestra un incremento significativo en la
coherencia con respecto del control, especificamente para electrodos situados en la superficie y la
profundidad del BOP, correspondiente a la capa glomerular y granular del BOP (n=6; p<0.05, U
Mann Whitney, Anexo: Figura 27-C). En relacidn a la coherencia en la banda de frecuencia gamma
(30-80 Hz), se observa un incremento significativo en los animales EO con respecto del control,
especificamente en la superficie y en la profundidad del bulbo olfatorio. Se reporta un incremento
significativo de la coherencia del circuito eléctrico bulbar en animales EO en comparacion con los
animales control durante la estimulacion con acetato de amilo 99% (p<0.05, n=6; U Mann Whitney,

Anexo: Figura 27, histogramas).

Por el contrario, la coherencia durante la estimulacion con acetato de amilo al 99% de los
animales EO mostré una disminucion significativa en comparacion con los animales control en la

banda de frecuencia gamma rapido (80-200 Hz; p<0.05, n=6; U Mann Whitney, Figura 16).
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Figura 16. Efecto del EO sobre la coherencia intrabulbar de las oscilaciones poblacionales inducidas
por acetato de amilo al 99% en la frecuencia gamma rapido (80-200 Hz) en animales control (A) y EO
(B). Se muestran matrices de coherencia (en escala de color) entre todos los electrodos localizados en
el BOP. Note un decremento en la coherencia global en los animales EO. En (C) se muestra una matriz
de significancia de las coherencias comparadas entre los dos grupos experimentales (U Mann Whitney).
Las celdas en blanco indican que un valor de p<0.05, realizando la comparacién entre la matriz de los
animales controles vs EQ. Se muestran histogramas de frecuencia de los valores de coherencia de todo
el circuito bulbar. Los valores fueron obtenidos de la matriz de coherencia a la izquierda para cada caso.
Note una reduccién en los valores de coherencia de los animales EO. * denota una diferencia
significativa con respecto al grupo control (p<0.05).
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El analisis de la coherencia bulbar durante la estimulacion con esencia de canela, mostro
un incremento en la coherencia en las frecuencias delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), Beta (10-30 Hz)
y Gamma (30-40 Hz) en animales enriquecidos olfatoriamente en comparacion con los animales
control (n=6; p<0.05, U Mann Whitney; Anexos: Figura 28 A-C). De manera interesante, en la
coherencia gamma rapido (80-200 Hz) de los animales enriquecidos con aromas se observa una
disminucion de los valores de coherencia tras la estimulacion con esencia de canela en comparacion
con los animales control (Figura 17 A-B; n=6; p<0.05; U Mann Whitney). En las comparaciones
realizadas para cada electrodo la estimulacion con esencia de canela indica una disminucion de los
valores de coherencia para casi la totalidad de los electrodos situados en el bulbo olfatorio (p<0.05,
n=6; U Mann Whitney, Figura 17 C).
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Figura 17. Efecto del EO sobre la coherencia intrabulbar de las oscilaciones poblacionales inducidas
por esencia de canela en la frecuencia gamma rapido (80-200 Hz) en animales control (A) y EO (B). Se
muestran matrices de coherencia (en escala de color) de todos los electrodos localizados en el BOP.
Note un decremento en la coherencia global en los animales EO. En (C) se muestra una matriz de
significancia de las coherencias comparadas entre los dos grupos experimentales (U de Mann Whitney).
Las celdas en blanco indican que un valor de p < 0.05 realizando la comparacién entre la matriz de los
animales controles vs EO. Se muestran histogramas de frecuencia de los valores de coherencia de todo
el circuito bulbar. Los valores fueron obtenidos de la matriz de coherencia a la izquierda para cada caso.
Note una reduccién de los valores de coherencia de los animales EO. * denota una diferencia
significativa con respecto al grupo control (p<0.05).
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8.3 Evaluacion del efecto del EO sobre la red olfatoria bulbar.

Ademas de caracterizar los cambios en las interacciones entre las distintas capas del BOP
inducidos por el EO mediante el analisis de la actividad poblacional, también caracterizamos los
cambios de las interacciones neuronales en la red por medio del analisis de la correlacion en los

disparos registrados como MUAS y SUAS en el mismo arreglo de electrodos.

El andlisis de la frecuencia de disparo de la actividad neuronal del bulbo olfatorio indica un
incremento de la frecuencia de disparo en la actividad espontanea en animales enriquecidos con
aromas comparados con los animales control (p<0.05, n=4, Figura 18 A-C). No se reportan
diferencias significativas entre ambos grupos en la actividad inducida con acetato de amilo al 99%
y con esencia de canela (p>0.05, n=4, Figura 18 A-C). Asi mismo, encontramos un incremento
significativo de la frecuencia de disparo tras la estimulacién con acetato de amilo al 99% y con
esencia de canela comparado con la frecuencia de disparo de la actividad espontanea en los
animales control (p<0.05; n=4; Figura 18 A y C). No se reportan diferencias significativas en la
actividad inducida con aromas en los animales enriquecidos con aromas con respecto de la

actividad espontanea (p>0.05; n=4; Figura 18 B-C).

58



A CONTROL

0

20- Il Controles
Enriquecidos

Respiracion

15+ #

B ENRIQUECIDO 104

CGL

Frecuencia de disparo (Hz)

0-

EPL Espontanea AA Canela

MC

IPL

cG

LFP (CGL) e e e e P 00 v

Respiracién

Figura 18. Frecuencia de disparo de la actividad espontdnea e inducida con aromas de animales EO y
controles. Se muestra un raster de los disparos neuronales en la actividad espontanea e inducida con
acetato de amilo al 99% (cuadro gris) en un animal control (A) y EO (B). Para cada uno se muestra un
trazo representativo del potencial local de campo (LFP) de la capa glomerular (CGL) del BOP vy la
respiracion. (C) Histograma de la frecuencia de disparo (Hz) de la actividad espontanea e inducida con
acetato de amilo (AA) al 99% y esencia de canela. (n=6, en ambos grupos). Los valores son
representados como la media * EEM. * denota una diferencia significativa con respecto al grupo control
(p<0.05). # indica una diferencia significativa con respecto de la actividad espontanea del control
(p<0.05).

Para evaluar las interacciones funcionales entre los SUAS y MUAS identificados en los
registros, se llevo a cabo un analisis de la correlacién cruzada clasica (Nieto-Posadas et al., 2014).
Ademas, con la finalidad de conocer la topologia de la red neuronal del BOP en las diferentes
condiciones experimentales realizamos la cuantificacién del nimero de conexiones, el nimero de
nodos, la densidad de conexion promedio, la longitud caracteristica, la eficiencia y el coeficiente
de agrupamiento. Las matrices de adyacencia obtenidas del analisis de correlacion cruzada (CORR-
X), indican un incremento de la fuerza de las interacciones neuronales del circuito bulbar en la
actividad espontanea de los animales EO comparadas con los animales control (Figura 19 A-B).

Se reporta un incremento significativo en el valor de la correlacion global en los animales
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enriquecidos con aromas comparados con los controles (Figura 19-C; p<0.05; n=4; U Mann
Whitney).
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Figura 19. Efectos del EO sobre las interacciones funcionales entre las neuronas del circuito bulbar.
Matrices representativas de las correlaciones cruzadas (escala de colores) para animales control (A) y
EO (B) entre los elementos neuronales (MUAS y SUAS) registrados en el BOP. Note un incremento de
los valores de correlacién para las interacciones obtenidas en los registros de los animales EO en
comparacién con el control. C) Correlacién global en animales control y EO. Note un incremento en los
valores de correlacidon en los animales EO comparados con el control (n=4, en ambos grupos). Los
valores son representados como la media = EEM. * denota una diferencia significativa con respecto al
grupo control (p<0.05).

Con las matrices de adyacencia obtenidas del analisis de la correlacion cruzada durante la
actividad esponténea bulbar, se llevaron a cabo cuantificaciones de parametros descriptivos
basados en la teoria de grafos (Pérez-Ortega et al., 2016). Los resultados de este andlisis se
muestran en la Tabla 1. Del mismo se desprende que cuando se comparan los animales EO con los
animales control no se observan diferencias significativas en cuanto al nimero de conexiones
totales de la red (Tabla 1; p>0.05; n=4; U Mann Whitney). Tampoco se reportan diferencias
significativas en el numero de nodos (SUAS y MUAS) encontrados en la red bulbar entre animales
EO y animales control (Tabla 1; p>0.05; n=4; U Mann Whitney). Por el contrario, se reporta un
incremento significativo de la densidad de conexion promedio, la eficiencia y el coeficiente de
agrupamiento en los animales EO en comparacion con los animales control (Tabla 1; p<0.05; n=4;

U Mann Whitney). También se reporta una disminucion de la longitud caracteristica en la red
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bulbar de los animales enriquecidos con aromas en comparacion con los animales control (Tabla
1; p<0.05; n=4; U Mann Whitney).

Numero de Numero de Densidad de Longitud Eficiencia Coeficiente de
conexiones nodos conexion caracteristica agrupamiento
promedio
Controles  CORR-X 483.3+25.94 34+1 0.850+0.04 122.69+17.40 0.01+0.002 0.009+0.0019
EO CORR-X 511.3+17.96 33#1 *0.970+0.02 *54.38+15.25 *0.0410.020 *0.034+0.0140

Tabla 1. Parametros de la red bulbar obtenida de los andlisis de correlacién del disparo durante la
actividad espontanea. Se muestran los valores obtenidos para los animales EO y controles. Los valores
son mostrados como la media * el EEM (n=4, en ambos grupos). *indica diferencias significativas entre
los animales EO y sus respectivos controles. Los valores que son significativamente diferentes también
se indican en letras negritas (p<0.05).

Las matrices de adyacencia obtenidas del analisis de CORR-X, indican un incremento de
la fuerza de las interacciones neuronales del circuito bulbar en la actividad inducida con acetato de
amilo al 99% de los animales EO comparada con los animales control (Figura 20 A-B). Se reporta
un incremento significativo del valor de la correlacion global durante la estimulacién con acetato
de amilo al 99% en los animales enriquecidos con aromas comparados con el control (Figura 20-
C; p<0.05; n=4; U Mann Whitney).

61



Acetato de amilo al 99%

0.08+

0.06 T

Control  Enriquecido

CGL CGL

28 o6

8

EPL

Neuronas
m
-
~
Neuronas
[FLIRLTENIe)

Mc |
IPL

Correlacion
(=]
o
-

4

=)

R
h

CcG

B 2 2 B B B

Neuronas

CGL
EPL
MC
IPL
CG
CGL
EPL
MC
IPL
CG

Figura 20. Efectos del EO sobre las interacciones funcionales entre las neuronas del circuito bulbar
durante la estimulacion olfatoria con acetato de amilo al 99%. Matrices representativas de las
correlaciones cruzadas (escala de colores) para animales control (A) y EO (B) entre los elementos
neuronales (MUAS y SUAS) registrados en el BOP. Note un incremento de los valores de correlacion
para las interacciones obtenidas en los registros de los animales EO en comparacién con el control. C)
Correlacién global en animales control y EO. Note un incremento en los valores de correlacion en los
animales EO comparados con el control (n=4, en ambos grupos). Los valores son representados como
la media £ EEM. * denota una diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).

Las matrices de adyacencia obtenidas del analisis de correlacion de la actividad inducida
durante la estimulacién con acetato de amilo 99% permitieron realizar las cuantificaciones de los
parametros descriptivos basados en la teoria de grafos (Pérez-Ortega et al., 2016). Los resultados
de este andlisis se muestran en la Tabla 2. Estos indican que cuando se comparan los animales EO
con el control no se observan diferencias significativas en cuanto al nUmero de conexiones totales
de lared (Tabla 2; p>0.05; n=4; U Mann Whitney). Tampoco se reportan diferencias significativas
en el numero de nodos (SUAS y MUAS) ni en la densidad de conexién promedio encontrados en
la red bulbar entre animales EO y animales control (Tabla 2; p>0.05; n=4; U Mann Whitney). Por
el contrario, se reporta un incremento significativo de la densidad de la eficiencia y el coeficiente
de agrupamiento en los animales EO en comparacion con los animales control (Tabla 2; p<0.05;
n=4; U Mann Whitney). También se reporta una disminucion significativa de la longitud
caracteristica en la red bulbar de los animales enriquecidos con aromas en comparacién con los

animales control (Tabla 2; p<0.05; n=4; U Mann Whitney).
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Numero de Numero de Densidad de Longitud Eficiencia Coeficiente de

conexiones nodos conexion caracteristica agrupamiento
promedio
Controles CORR-X  485.0+20.16 34+1 0.836+0.04 69.13+13.85  0.018+0.002 0.015+0.0010
EO CORR-X 495.5+48.98 33+1 0.920+0.06 *35.88+9.87 *0.051+0.021 *0.040+0.0140

+

Tabla 2. Parametros de la red bulbar obtenida de los analisis de correlacion del disparo durante la
actividad inducida con acetato de amilo al 99%. Se muestran los valores obtenidos para los animales
EO y controles. Los valores son mostrados con la media y el EEM (n=4, en ambos grupos). *indica
diferencias significativas entre los animales EO y sus respectivos controles. Los valores que son
significativamente diferentes también se indican en letras negritas (p<0.05).

En cuanto a la actividad bulbar inducida con aroma de canela, las matrices de adyacencia

obtenidas de la CORR-X, indican un incremento de la fuerza de las interacciones neuronales del

c

ircuito bulbar de los animales EO comparadas con los animales control (Figura 21 A-B). Se

reporta un incremento significativo del valor de la correlacion global durante la estimulacion con

esencia de canela en los animales enriquecidos con aromas comparados con el control (Figura 20-

C; p<0.05; n=4; U Mann Whitney).
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Figura 21. Efectos del EO sobre las interacciones funcionales entre las neuronas del circuito bulbar
durante la estimulacién olfatoria con esencia de canela. Matrices representativas de las correlaciones
cruzadas (escala de colores) para animales control (A) y EO (B) entre los elementos neuronales (MUAS
y SUAS) registrados en el BOP. Note un incremento de los valores de correlacién para las interacciones
obtenidas en los registros de los animales EO en comparacion con el control. C) Correlacion global en
animales control y EO. Note un incremento en los valores de correlacion en los animales EO
comparados con el control (n=4, en ambos grupos). Los valores son representados como la media +
EEM. *denota una diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).
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Las matrices de adyacencia obtenidas del analisis de la correlacion cruzada de la actividad
inducida con esencia de canela permitieron realizar las siguientes cuantificaciones de los
pardmetros descriptivos basados en la teoria de grafos (Pérez-Ortega et al., 2016). Los resultados
de este analisis se muestran en la Tabla 3. Esta indica que tanto los animales EO como los controles
no muestran diferencias significativas en cuanto al nimero de conexiones, el nimero de nodos, la
densidad de conexion promedio, la longitud caracteristica, la eficiencia y el coeficiente de

agrupamiento (Tabla 3; n=4 para ambos grupos; p >0.05; U Mann Whitney).

Numero de Numero de Densidad de Longitud Eficiencia Coeficiente de
conexiones nodos conexion caracteristica agrupamiento
promedio
Controles  CORR-X 517422.42 35+1 0.87610.049 54.30+80.02 0.027+0.009 0.021+0.005
EO CORR-X 491+62.90 33+1 0.876+0.075 41.25+14.55 0.056+0.031 0.045+0.023

Tabla 3. Parametros de la red bulbar obtenida de los analisis de correlacidn del disparo durante la
actividad inducida con esencia de canela. Se muestran los valores obtenidos para los animales EO y
controles. Los valores son mostrados con la media y el EEM (n=4, en ambos grupos).No se reportan
diferencias significativas entre los grupos (p>0.05).

8.4 Evaluacidn del efecto del EO sobre la deteccion y discriminacion olfatorias.

Con la finalidad de evaluar la funcion olfatoria en los animales EO empleamos, inicialmente, la
prueba de alimento enterrado. En esta prueba no se observan diferencias significativas en el
desempefio entre los animales EO con respecto de los animales control. Lo anterior, con relacion
al tiempo que les tomo a los animales encontrar un trozo de galleta escondido aleatoriamente en
una de las esquinas de la caja de prueba. La cuantificacion de la latencia de llegada al sitio donde
se encontraba la galleta, asi como el tiempo requerido para desenterrarla, mostraron valores

similares entre ambos grupos (Figura 22; n=7; p>0.05; U Mann Whitney).
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Figura 22. Evaluacion de la capacidad olfatoria mediante la prueba de alimento enterrado. (A) La
grafica muestra la latencia para encontrar un trozo de alimento enterrado en los animales controles
(barra negra) y EO (barra gris). No se observan diferencias significativas entre los grupos. (B) La grafica
muestra la latencia de llegada al sitio donde se encontraba escondido el alimento. No se reportan
diferencias significativas en ambos grupos (n=7; p>0.05; los valores son representados como la media
+ EEM).

Otra prueba que nos permite evaluar el aprendizaje, la discriminacion y la deteccion olfatoria en
roedores es la prueba de habituacion-deshabituacion (Yang & Crawley, 2009; Wesson et al., 2010).
El desempefio general de los animales en la prueba demuestra que ambos grupos de animales
reducen el tiempo de exploracion de un aroma cuando éste es presentado repetidamente en 3
ocasiones seguidas (Figura 23; n=6 para ambos grupos; p>0.05), indicando que ambos grupos de
animales presentan el fendmeno de habituacion olfatoria. De manera interesante, los animales EO
muestran un tiempo de exploracion incrementado ante la primera exposicién tanto de agua
destilada como de esencia de vainilla al 1% v/v comparados con los animales control (Figura 23-
A; n=6 para ambos grupos; p<0.05; U Mann Whitney). Adicionalmente, realizamos el analisis de
la exploracion normalizada con respecto del primer ensayo con odorante, o que muestra que si
bien la habituacion tanto a la exposicién a agua como a vinagre es la misma en ambos grupos de
animales, la habituacion a la presentacion de vainilla es menor en animales EO comparados con

animales del grupo control (Figura 23-B; n=6 para ambos grupos; p<0.05).
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Figura 23. Evaluacion de la discriminacion y aprendizaje olfatorios mediante la prueba de
habituacién- deshabituacién. (A) La grafica muestra el tiempo de exploracién para cada uno de los
odorantes presentados durante la prueba (1% v/v), tanto para animales controles (linea negra), como
para animales EO (linea gris). Note un incremento en la exploracién de los animales EO en el primer
ensayo con agua y en los primeros ensayos con vainilla y vinagre (B) Normalizacién del tiempo de
exploracién al primer ensayo de cada bloque (indicado como el 100%) para ambos grupos. Note un
incremento significativo en el porcentaje de exploracién de los animales EO en el ultimo bloque. Los
datos son presentados como la media + EEM (n=6). *denota una diferencia significativa con respecto
al grupo control (p<0.05).

Finalmente, es importante mencionar que al finalizar el EO los animales mostraron un
incremento en la masa corporal, por lo que se realiz6 el andlisis temporal del peso de los animales
sometidos al EO y los animales controles. Interesantemente, los animales EO muestran un
incremento significativamente mayor en el peso en el dia 5 comparado con los animales control
(Figura 24; n=12; para ambos grupos; p<0.05). En este dia los animales EO presentan un peso de
36 g + 0.43 g lo que es significativamente mayor en comparacion con los animales control quienes
exhiben un peso de 34.17 g £ 0.53 g (Figura 24; n=12; para ambos grupos; p<0.05). Adicionalmente
se reporta un incremento significativo de los animales EO al finalizar el EO en comparacién con
los animales control (Figura 24; n=12; para ambos grupos; p<0.05). Los animales EO muestran un
peso de 40 g + 0.71 lo que es significativamente mayor en comparacién con los animales control

quienes presentan un peso de 37.42 g + 0.49 g (Figura 24; n=12; para ambos grupos; p<0.05).
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Figura 24. Evaluacidn del peso corporal de los animales sometidos a EO. Se grafica el peso corporal a
través del periodo experimental. Note un mayor incremento en el peso en el dia 5y 21 de los animales
EO con respecto del control. Los datos son presentados como la media £ EEM (n=12, en ambos grupos).
*denota una diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).
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9. DISCUSION

El bulbo olfatorio es altamente plastico (Coppola, 2012; Tong et al., 2014), pues presenta cambios
moleculares y celulares diversos a través de procesos regulados por la experiencia (Bonzano et al.,
2014; Mandairon et al., 2006), por lo que el paradigma usado en este estudio, el “enriquecimiento
olfatorio”, generd diversos cambios en este microcircuito. En este trabajo se demostré que el
enriquecimiento olfatorio (EO) es capaz de inducir procesos plasticos en el bulbo olfatorio
principal (BOP) que se reflejan en cambios de la activacion glomerular, en la potencia de la
actividad poblacional y en cambios en las relaciones funcionales intrabulbares. Lo anterior, en
condiciones basales y en presencia de olores incluidos en el protocolo de EO y con un aroma
novedoso. Estas modificaciones en las interacciones neuronales del BOP inducidas por el EO
correlacionan con un incremento en la discriminacion de olores. De manera interesante, también
encontramos que los animales expuestos al protocolo de EO presentaron un incremento en el peso

corporal. A continuacion se discuten dichos resultados.

En primer lugar, nuestro trabajo indica que el EO modifica el patron de activacion
glomerular en respuesta a la exposicion a odorantes. Este cambio involucra un incremento en el
tamafio de los glomérulos (Figura 25). Dicho hallazgo se pudiera explicar por un aumento en el
namero de terminales axonicas de las neuronas sensoriales olfatorias que inervan glomérulos
especificos del BOP, probablemente como producto de una redistribucion de las terminales
axonicas (Monjarez-Fuentes et al., 2017). Lo mismo se observa con estimulaciones aromaticas por
periodos cortos de tiempo, similares al EO (Monjarez-Fuentes et al., 2017). Probablemente este
incremento en el tamafio glomerular también esté relacionado con un aumento en el nimero de las
dendritas apicales de las células mitrales (Liu et al., 2016) y un incremento en el nimero de
interneuronas glomerulares (Bonzano et al., 2014; Liu et al., 2016), como producto de la
estimulacion repetida con aromas, tal y como se observa con una exposicion corta a odorantes (Liu
etal., 2016). Este incremento en el tamafio glomerular, es similar al reportado en animales que han
sido expuestos a un solo odorante por periodos cortos de tiempo (Woo et al., 1987; Monjarez-
Fuentes et al., 2017). En estas condiciones experimentales con estimulacion monoaromatica de
corta duracion no sélo se produce un incremento en el tamafio glomerular (Woo et al., 1987), sino

gue también éste se asocia con un aumento en el nimero de receptores olfatorios como el MI17
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(Valle-Leija et al., 2012; Monjarez-Fuentes et al., 2017) y el M72 (Valle-Leija et al., 2012). El
incremento en el tamafio glomerular también ha sido reportado previamente por Todrank y
colaboradores (Todrank et al., 2011) en neonatos que fueron expuestos a odorantes que activan a
los receptores M71 y M72 durante la gestacion y la lactancia (Todrank et al., 2011). Lo anterior es
relevante debido a que los glomérulos presentan un proceso de maduracion y refinamiento en el
periodo post-natal (Meisami & Sendera, 1993) y a que cambios en el ambiente olfatorio temprano
pueden resultar en cambios notables en la morfologia glomerular (Valle-Leija et al., 2012;
Monjarez et al., 2017). Interesantemente, asi como se muestra en esta tesis, los glomérulos de los
ratones adultos son también altamente plasticos y refinan sus respuestas tras la exposicion repetida
a un aroma en particular, o a una gama amplia de aromas (Valle-Leija et al., 2012; Bonzano et al.,
2014), como es el caso del EO (Marton¢ikova et al., 2011). Los cambios plésticos inducidos por el
EO podrian modificar no sélo la recepcion de la sefial por parte de los glomérulos olfatorios, sino
que ademas pudieran contribuir al refinamiento de su respuesta a los aromas. Tal como se observa
en el incremento en la capacidad para detectar aromas a bajas concentraciones en los animales EO.
Es importante mencionar que en nuestro estudio empleamos ratones adultos que ya presentan
“glomérulos maduros” que estan formados exclusivamente por axones que expresan el mismo tipo
de receptor a odorante (Treloar et al., 2002). Con base en lo anterior, es posible deducir que el EO
puede producir cambios en las neuronas receptoras olfatorias que inervan la capa glomerular del
BOP, independientemente de la edad de los ratones (Mombaerts et al., 1996; Valle-Leija et al.,
2012; Monjarez et al., 2017).

Los resultados de esta tesis también indican que tanto la activacidn con acetato de amilo
como con esencia de canela, activan un patron glomerular denso en la superficie bulbar en animales
control y enriquecidos con aromas (Figura 25). Esta activacion est4 asociada a la naturaleza de los
aromas que constituye un factor importante que influye en los patrones de activacion glomerular
(Lin Da et al., 2006; Vincis et al., 2012). Los odorantes naturales, como los aceites esenciales o
ciertas frutas como el platano, generan patrones glomerulares densos en la superficie bulbar en
comparacion con moléculas especificas de ciertos aromas como el benzaldehido y la carvona que
activan patrones glomerulares mas discretos (Johnson et al., 2010; Zhou & Belluscio, 2012;
Gschwend et al., 2016; Vincis et al., 2015). Sin embargo, los animales en ambientes enriquecidos
presentan un patron de activacion glomerular menos denso (menos glomérulos activados)
comparados con los animales control, lo que indicaria que el EO genera un refinamiento en la
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activacion glomerular que favorece la activacion especifica de una menor cantidad de glomerulos
en contraste a una activacion mas inespecifica (méas glomérulos activados) en animales control.
Esto permitiria a los animales EO una transduccién de la informacion olfatoria a sitios méas
profundos del bulbo olfatorio como la capa mitral y granular, de una forma mas eficiente, con

menos “ruido” y con menos recursos (Wilson et al., 2017).

Nuestros datos también muestran que el EO reduce el niamero de glomérulos activados ante
aromas “conocidos” (p.e. acetato de amilo) y “desconocidos”. Es importante destacar que la
reorganizacion glomerular depende en gran medida de las interacciones axo-axonicas de las
neuronas sensoriales olfatorias con las neuronas localizadas en los glomérulos del bulbo olfatorio
(Petrovic & Shmuker, 2015). En el axdn de estas neuronas sensoriales olfatorias se encuentran
receptores olfatorios que controlan la generacién de sefiales intracelulares a través de la generacion
del AMPc (Petrovic & Shmuker, 2015). EI AMPc inicia una ruta molecular que determina la
posicién de las terminales axonicas de las neuronas sensoriales olfatorias en el eje antero-posterior
del bulbo olfatorio (Petrovic & Shmuker, 2015). Se ha demostrado que aquellas neuronas
sensoriales olfatorias que expresan altos niveles de AMPc tienen blancos celulares en la region
posterior del bulbo olfatorio (Petrovic & Shmuker, 2015; Nishizumi & Sakano, 2015). En nuestro
trabajo no encontramos diferencias significativas en cuanto a la posicién de los glomérulos
bulbares. Sin embargo, el incremento en el tamafio glomerular y su reduccién en nimero, podrian
estar relacionados con estos procesos moleculares que les permiten a las terminales axdnicas
establecer contactos con areas especificas de la capa glomerular del bulbo olfatorio (Serizawa et
al., 2006; Petrovic & Shmuker, 2015; Nishizumi & Sakano, 2015). Este hallazgo, relacionado con
la diminucion en el nimero de glomérulos activos por la estimulacion con canela y acetato de amilo
en animales EO, es contrario a lo reportado por Valle-Lejia y colaboradores (2012), quienes
observaron que la estimulacion con heptaldehido (HD) durante 20 dias postnatales incrementa el
namero de glomérulos que expresan el receptor MI7 que une especificamente este aroma (Valle-
Lejia et al., 2012). Sin embargo, este incremento en el nimero de glomérulos tras la estimulacion
con heptaldehido (HD) durante 20 dias no fue reproducido en animales adultos, por lo que la
explicacion méas simple de las diferencias entre nuestros resultados y estos, son los cambios que

ocurren durante el desarrollo temprano (Petrovic & Schmuker, 2015).
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El proceso de refinamiento de los mapas glomerulares producido por el EO no s6lo se
refleja en una menor cantidad de glomérulos activados por un aroma, sino en que esos glomérulos
probablemente son activados con mayor potencia, muy probablemente debido a un incremento de
la actividad neuronal (Grinvald et al., 1999; Zepeda et al., 2004). Lo anterior, se refleja en un
incremento en el &rea activada por glomérulo, misma que incrementaria por dos razones probables,
la primera seria un incremento en el tamafio glomerular per se o, alternativamente, este incremento
en el tamafio glomerular pudiera deberse a la activacion mas potente de regiones fuera de foco que
contribuyen al aumento en el &rea glomerular evaluada en la superficie bulbar. Ambas posibilidades
requieren ser evaluadas experimentalmente, la primera histologicamente y la segunda por

microscopia multifotonica.

En cuanto a la dindmica de activacion glomerular, los animales enriquecidos con aromas
presentan un incremento significativo en la absorbancia tras la estimulacion con canela comparados
con los animales control. Esta observacion coincide con reportes de un incremento en la magnitud
y en la diversidad de activacion glomerular producidos por el reclutamiento de interneuronas
ubicadas en la capa glomerular del bulbo olfatorio (Spors et al., 2006; Gire & Schoppa, 2009). La
actividad postsinaptica glomerular es controlada principalmente por las interacciones entre las
interneuronas periglomerulares del circuito bulbar (Nagayama et al., 2015). Reportes recientes
indican que un periodo de exposicion prolongado a aromas incrementa el nimero de elementos
neuronales en el circuito glomerular (Marton¢ikova et al., 2011; Bonzano et al., 2014). Lo anterior,
sugiere que el incremento en la respuesta glomerular de los animales enriquecidos con aromas
podria estar relacionado con un incremento en las interacciones neuronales de dicho circuito local
(Martonc¢ikova et al., 2011; Bonzano et al., 2014). Otro factor importante que influye en la
magnitud de la activacion glomerular es la concentracion de los odorantes (Spors et al., 2006).
Numerosos reportes con técnicas de imagenologia de calcio (Spors et al., 2006), imagenologia
oOptica intrinseca (Rubin & Katz, 1999) y resonancia magnética funcional (Yan et al., 1998),
sefialan la existencia de un incremento en la respuesta olfatoria que depende directamente de la
concentracion de los aromas (Spors et al., 2006; Gschwend et al., 2016). En nuestro trabajo, la
estimulacion con aromas se llevo a cabo con la misma concentracion con la finalidad de descartar

esta variable, lo que favorece la hipotesis de que nuestra observacion se debe un incremento en las
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interacciones neuronales que se producen a nivel glomerular en el BOP (Spors et al., 2006; Gire &
Schoppa, 2009; Nagayama et al., 2015).

Los datos de nuestro trabajo también indican que los animales enriquecidos presentan
cambios en los mapas glomerulares no sélo en respuesta a un aroma incluido en el EO (acetato de
amilo) sino a un aroma completamente novedoso (esencia de canela). Este efecto observado tras la
estimulacion con esencia de canela en animales enriquecidos podria deberse a que la canela, un
aroma constituido por diversas moléculas aromaticas (Singh et al., 2007; Escanilla et al., 2008;
Rao & Gan, 2014), activa receptores olfatorios previamente activados por algunas moléculas
contenidas en otros aromas aplicados durante el EO. Tal es el caso del cinamaldehido, una de las
moléculas principales de la esencia de canela, que activa receptores MOR42-3 (Bavan et al., 2014)
y OR10AG6 de las neuronas sensoriales olfatorias (De March et al., 2015). Otro ligando de estos
receptores es el eugenol, presente también en los compuestos aromaticos de la canela (Rao & Gan,
2014) que le da su aroma caracteristico al clavo de hojas (Aguilar-Gonzéalez & Lopez-Malo, 2013;
Cortés-Rojas et al., 2014). Es importante mencionar que el clavo de hojas forma parte de los 21
aromas utilizados en nuestro protocolo de enriquecimiento olfatorio, por lo que una posible
explicacion de la similitud de efecto del EO sobre la activacidon glomerular por canela y acetato de
amilo, podria estar relacionada directamente con la activacion de los receptores MOR42-3 y
OR10AG6 por parte de las moléculas arométicas que componen a la esencia de canela (Singh et al.,
2007; Escanilla et al., 2008; Rao & Gan, 2014; Bavan et al., 2014) y, posiblemente, por parte de
otras moléculas presentes en otros odorantes aplicados durante el EO. Alternativamente, existe la
posibilidad de que los cambios en el microcircuito glomerular producidos por el EO se generalicen
no solo a los aromas aplicados durante el EO o las vias neuronales activadas durante el mismo,
sino a todo el sistema glomerular del BOP. El uso de aromas monomoleculares durante el EO y
durante la toma de los mapas glomerulares podria ayudar a corroborar o desechar esta posibilidad.
Independientemente de cual sea la extension de los cambios observados en los mapas glomerulares,
nuestros hallazgos sugieren que el EO produce modificaciones importantes en el circuito
glomerular que se originan de la amplia gama de odorantes presentados y que se refleja en un

refinamiento en la respuesta glomerular aun de aromas no familiares.

De manera interesante, se ha reportado que una manipulacion de la activacion glomerular

conlleva a modificaciones de la frecuencia de disparo en las neuronas mitrales y empenachadas del
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bulbo olfatorio (Gschwend et al., 2016; Lehmann et al., 2016). En nuestro trabajo, al evaluar el
potencial de campo local (LFP) del circuito eléctrico bulbar de animales EO, demostramos que la
aplicacion de aromas produce un incremento en la actividad bulbar que es de mayor magnitud
comparada a la que se observa en animales control (Figura 25). Se sabe, que la estimulacion con
aromas aumenta la magnitud de la actividad del bulbo olfatorio (Kay, 2014). Este incremento en la
magnitud del LFP en respuesta a los aromas implica la participacion de un mayor numero de
neuronas en la generacion de la actividad del bulbo olfatorio (Kay, 2014). En nuestro trabajo, dicho
incremento se observo en las capas glomerular, mitral y granular del BOP, indicando cambios
plasticos en dichas regiones, posteriores al protocolo de enriquecimiento olfatorio. El analisis de la
potencia relativa en bandas de frecuencia indica una disminucion de la potencia en las oscilaciones
lentas (delta-theta). Estas oscilaciones estan gobernadas principalmente por la respiracion (Rojas-
Libano et al., 2014), pues un bloqueo de la respiracién nasal es capaz de abolirlas completamente
(Phillips et al., 2012). Considerando la importancia de los ciclos respiratorios para el
mantenimiento de las oscilaciones delta-theta bulbares, es importante mencionar que los ciclos
respiratorios cambian de frecuencia dependiendo del estado en el que se encuentre el animal
(Fontanini et al., 2003; Courtiol et al., 2011; Esclassan et al., 2012; Mori, 2014). Por ejemplo, en
libre movimiento la frecuencia respiratoria puede ser de 6-10 Hz (Courtiol et al., 2011; Mori,
2014), mientras que en anestesia profunda se reduce de 3-8 Hz (Fontanini et al., 2003; Courtiol et
al., 2011; Esclassan et al., 2012; Mori, 2014). En nuestro estudio, todos los animales permanecieron
en anestesia profunda durante el registro electrofisiologico y dicha anestesia fue muy similar en
todos los casos. De hecho, la frecuencia respiratoria y la amplitud de los esfuerzos respiratorios
fueron similares en ambos grupos (datos no mostrados). Excluyendo a los cambios en la respiracion
como responsables de los cambios en el ritmo theta inducidos por el EO, es posible que la
disminucion en la potencia relativa del ritmo theta que observamos en la actividad espontanea e
inducida con aromas se deba a cambios en el epitelio olfatorio (Carey & Wachowiak, 2011) o a
cambios en las interacciones neuronales bulbares. Esta idea esta apoyada por el trabajo realizado
por Gray & Skinner (1998), quienes reportaron que las vias centrifugas de bulbo olfatorio también
regulan la generacion de las oscilaciones theta bulbares (Gray & Skinner, 1988), lo que sugiere que
el incremento en la potencia relativa de las oscilaciones bulbares del BOP en esta banda de

frecuencia, podria deberse a cambios plasticos a nivel de la corteza olfatoria como producto del
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EO. Lo anterior, en virtud de que gran parte de las fibras centrifugas que inervan al BOP provienen
de esta corteza (Mori, 2014; Imai, 2014)

Nuestro trabajo también reporta un incremento significativo de la potencia en la banda de
frecuencia beta despues del EO (Figura 25). Estas oscilaciones en el BOP dependen en gran medida
de la retroalimentacion proveniente de la corteza piriforme (Neville & Haberly, 2003). Esta corteza
es altamente plastica y recibe aferencias directas de las células mitrales y empenachadas (Wilson
& Sullivan, 2011). Tal como se discutio al final del parrafo anterior, esta observacion en la
actividad beta reafirma la hipotesis que los cambios en el BO después del EO pudieran deberse a
un cambio a nivel cortical, asi como en las interacciones neuronales de las células de proyeccién
(mitrales y empenachadas) con la corteza cerebral. Reiterando, las oscilaciones beta del BOP han
sido de particular interés en la percepcion de los aromas (Neville & Haberly, 2003; Kay et al.,
2014). Trabajos de Nevile & Haberly (Neville & Haberly, 2003), indican que una lesion del tracto
olfatorio lateral abole las oscilaciones beta del bulbo olfatorio, sugiriendo una participacion de
regiones corticales como la corteza piriforme en la generacion de este ritmo bulbar (Neville &
Haberly, 2003). Es por ello, que el incremento de la potencia beta en la actividad espontanea e
inducida con aromas en los animales enriquecidos podria reflejar no sélo los cambios en el circuito
bulbar, sino que sugiere cambios importantes a nivel cortical, lo que abre las puertas a nuevas vias
de investigacion para tratar de entender los cambios fisioldgicos que subyacen al enriquecimiento
olfatorio en la corteza cerebral.

De manera interesante, también encontramos un incremento de las oscilaciones gamma en
capas mas profundas del bulbo olfatorio, tanto en la actividad espontanea como inducida con
aromas, despues del EO. Los ritmos gamma bulbares en el LFP incrementan su amplitud y
frecuencia tras la inhalacién de sustancias aromaticas (Neville & Haberly, 2003; Rosero & Aylwin,
2011; Manabe & Mori 2013). Estas oscilaciones rapidas reflejan las descargas sincronizadas de las
células mitrales y empenachadas (Kashiwadani et al., 1999). Ademas, las sinapsis dendodendriticas
de las neuronas de proyeccion (células mitrales y empenachadas) y las interneuronas del bulbo
olfatorio, principalmente las células granulares, participan en la generacion de las oscilaciones
gamma bulbares (Lagier et al., 2004). En nuestro trabajo, encontramos que los animales
enriquecidos con aromas muestran un incremento en la potencia de las oscilaciones gamma

comparados con los animales control, sugiriendo un incremento de la sinapsis dendodendriticas
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entre las células mitrales/empenachas y las células granulares. Como ya se menciond, se ha
reportado que esta actividad oscilatoria incrementa su potencia tras la estimulacion con aromas
(Beshel et al., 2007; Frederick et al., 2016) y que un incremento en la potencia y la frecuencia de
esta banda de frecuencia refleja la experiencia olfatoria previa y un cambio en la conducta olfatoria
en los animales (Bressler, 1988; Chabaud et al., 2000; Kay & Freeman 1998; Ravel et al. 2003).

Esta actividad potenciada se relaciona con mejoras en tareas de discriminacion olfatoria que
se origina independientemente de cambios en las bandas de frecuencia theta y beta (Beshel et al.,
2007). Todo lo anterior sugiere que el incremento en la potencia de los ritmos gamma en los
animales enriquecidos con aromas podria optimizar la resolucion del estimulo olfatorio cuando la
sefial de entrada es ambigua, como en el caso de los enantiomeros arométicos (Beshel et al., 2007).
Como ya se menciond, se ha reportado que las oscilaciones gamma lentas y rapidas, representan la
actividad de la red de células mitrales y empenachadas del bulbo olfatorio (Manabe & Mori, 2013).
Fukunaga y colaboradores mostraron una asociacion de la actividad de las neuronas empenachadas
con el gamma rapido al inicio de la inspiracion y las células mitrales con la inhalacion mas tardia
(Fukunaga et al., 2012). El incremento de la potencia en gamma de los animales enriquecidos
permitiria una mejor respuesta ante estimulos olfatorios y reflejaria cambios importantes en la
dindmica de las neuronas de proyeccion en el bulbo olfatorio. Adicionalmente, el incremento en la
potencia gamma y gamma rapido en los animales EO, especialmente en regiones como la CGL, la
CM vy la CG, probablemente esté relacionado con un incremento de la inhibicidn en el circuito,
puesto que dichos patrones oscilatorios se relacionan mayormente con la inhibicion del circuito
neuronal, producto de las interacciones de las interneuronas del BOP. El rol de las interneuronas
inhibitorias en el sistema nerviosos central después de una experiencia sensorial, constituye una de
las posibles explicaciones de la reconfiguracion de los circuitos neuronales (Sun, 2009). Por
ejemplo, en sitios distantes al bulbo olfatorio, especificamente a nivel cortical, se ha demostrado
(Sun, 2009) que la corteza de los barriles reconfigura los disparos neuronales después de la
remocion de los bigotes en ratones GAD67-GFP, presumiblemente mediante un incremento en la
inhibicidn del circuito. Recientemente, Nunes y Kuner (2015) reportaron que un incremento en la
inhibicién en la sinapsis dendrodendritica de las CG hacia las CM, induce un incremento de la
discriminacion olfatoria en roedores carentes de la subunidad B3 de los receptores a GABA-A.
Estas subunidades se expresan primordialmente en las CG del BOP (Wisden et al., 1992; Pirker et
al., 2000). También se ha reportado que la activacion de estos receptores por la liberacion de GABA
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proveniente de las células de Golgi y de Blanes regula la ya mencionada inhibicion
dendrodentritica. Asi, una inhibicion aumentada a las CM estaria generando modificaciones en la
percepcion sensorial en roedores (Nunes & Kuner, 2015). Esto concuerda con los datos presentados
en este trabajo en los que los animales EO que fueron evaluados en la prueba de habituacion y
deshabituacion mostraron una mejor deteccion y discriminacidén en comparacion con los animales

control.

Adicionalmente, nuestro trabajo indica un incremento en la coherencia para todas las
bandas de frecuencia en la actividad espontanea de los animales enriquecidos olfatoriamente,
principalmente en las capas profundas del BOP (capa granular). En estos animales, la coherencia
presenta un incremento importante para casi todas las capas del BOP cuando los animales son
estimulados con acetato de amilo y con esencia de canela. Un incremento en la coherencia supone
un refinamiento en la respuesta olfatoria que involucra la reconfiguracion del circuito bulbar (Kay
et al., 2010) y un incremento en la eficacia de la comunicacion de las redes neuronales (Buszaki &
Shomburg, 2015) del BOP. Sin embargo, la coherencia de la actividad gamma réapida en los
animales EO mostrd una disminucion, posiblemente debido al incremento en frecuencia de disparo
que presentan los animales EO (Buszaki & Shomburg, 2015). A pesar de que los indices de
correlacion del disparo neuronal indican un incremento de la coordinacidn entre neuronas, el hecho
de que observemos una disminucion en la coherencia de la actividad gamma podria estar
relacionado con un incremento en la correlacion de las interacciones neuronales en regiones
particulares del BOP y en bandas de frecuencia diferentes al gamma. Tal es el caso de la capa de
células granulares que incrementan su tasa de disparo (Zhou et al., 2016) en coordinacién con
oscilaciones gamma lenta (Lagier et al., 2004). Asi mismo, esta disminucion en la coherencia
gamma podria reflejar modificaciones importantes en la comunicacion neuronal con regiones
corticales distantes (Buszaki & Shomburg, 2015). Se requieren estudios de conectividad que
relacionen la actividad bulbar de los diferentes estratos neuronales y de la actividad de la corteza
olfatoria para confirmar esta hipétesis. Hasta el momento los reportes existentes de la coherencia
de las oscilaciones neuronales entre diferentes areas cerebrales, tales como el BOP, indican que la
coherencia esta involucrada en una variedad de funciones, que dependen del estado fisioldgico del
animal (Li et al., 2010). De hecho, alteraciones en la coherencia estan estrechamente relacionadas
con la aparicion de diversas patologias como el Alzheimer, el Parkinson, la esquizofrenia, entre
otras (Uhlhaas & Singer., 2006). Especificamente, Liu et al (2013), mostraron una alteracion de la
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coherencia bulbar en un modelo de la enfermedad del Alzheimer. Lo que resalta la importancia de
entender la dinamica bulbar con regiones cerebrales involucradas en el procesamiento de la

informacion olfatoria.

La funcionalidad de la red bulbar implica la participacién sincrénica de diversos
componentes neuronales (Nagayama et al., 2014). Diversos trabajos, incluido el nuestro, han
mostrado que la estimulacién olfatoria, aguda o crénica, induce cambios plasticos en la actividad
de los componentes neuronales del BOP (Coopersmith & Michael, 1984; Mandairon et al., 2006;
Todrank et al., 2010; Martonc¢ikova et al., 2011). En particular, el enriquecimiento olfatorio
disminuye la frecuencia de disparo en las neuronas de proyeccion (Zhou et al., 2016) e incrementa
la tasa de disparo de las células granulares (Zhou et al., 2016). Esto ultimo permitiria entender el
incremento en la frecuencia de disparo global en los animales EO, lo que refleja el incremento en
la inhibicion del circuito. Asi mismo, el EO incrementa la neurogénesis bulbar (Marton¢ikova et
al., 2011; Bonzano et al., 2014; Lazarini et al., 2014), y produce un incremento de la inhibicién
del circuito por parte de las células granulares (Rosselli-Austin & Williams, 1990; Zhou et al.,
2016). Estos trabajos dan cuenta de la importancia de considerar las interacciones neuronales del
bulbo olfatorio como un todo. Es por ello, que en el presente trabajo tratamos de entender las
relaciones funcionales neuronales del bubo olfatorio por medio de un analisis de correlacion y la
aplicacion de la teoria de grafos (Sporns, 2011). Entre los hallazgos més relevantes del presente
trabajo, destaca la modificacion de las conexiones funcionales del circuito bulbar después del EO.
Es importante mencionar que estas relaciones funcionales se establecieron a través de la
coactividad neuronal mediante un analisis de correlacion cruzada clasico (Nieto-Posadas et al.,
2014; Peérez-Ortega, 2016). Este analisis muestra que los animales enriquecidos con aromas
presentan un incremento en la coactividad neuronal, que se observa en la actividad espontanea y
en la inducida con aromas (acetato de amilo 99% y esencia de canela). Lo anterior sugiere un
incremento en la actividad coordinada de las respuestas excitatorias e inhibitorias del circuito
bulbar. Mandairon y colaboradores (Mandairon et al., 2006), sefialan que estos cambios plasticos
dependen en gran medida de las sinapsis dendodendriticas inhibitorias que incluyen la participacion
de receptores NMDA en el circuito bulbar (Isaacson & Strowbridge, 1998; Mandairon et al., 2006).

Ademas de lo discutido en el parrafo anterior, con respecto al analisis de la correlacion del

disparo neuronal, los pardmetros para describir la red neuronal bulbar como el nimero de nodos,

77



numero de enlaces, la longitud caracteristica, el coeficiente de agrupamiento y la densidad de
enlaces (Newman et al., 2003; Bocaletti et al., 2005; Pérez-Ortega et al., 2016), indican
importantes cambios en la configuracion de la red después del EO. En primer lugar, el nimero de
nodos (neuronas) no fue diferente entre los grupos, pero la longitud caracteristica promedio del
microcircuito bulbar fue de L>2 para ambos grupos, indicando muchas conexiones polisinapticas
y una baja eficiencia en la comunicacion de los elementos neuronales de la red bulbar en ambos
grupos (Newman et al., 2003; Bocaletti et al., 2005). Sin embargo, los animales enriquecidos con
aromas muestran un incremento en la eficiencia comparado con el control, lo que reflejaria un
refinamiento del circuito y una mejora en la comunicacién neuronal comparados con el control
(Newman et al., 2003; Bocaletti et al., 2005). Las neuronas en la red bulbar exhiben coeficientes
de agrupamiento (C) muy bajos indicando que las neuronas del bulbo olfatorio estan distribuidas
en grupos distantes (Newman et al., 2003; Bocaletti et al., 2005).

Los hallazgos funcionales del presente trabajosugieren cambios plasticos en la red neuronal bulbar
en respuesta al EO que permiten a los animales enriquecidos responder eficientemente a los
estimulos olfatorios. Tal como se observa en las pruebas olfatorias en esta tesis. El enriquecimiento
olfatorio genera diversas modificaciones en el bulbo olfatorio (Fletcher & Wilson, 2002; Buonviso
& Chaput, 2000; Martonc¢ikova et al., 2011) que subyacen a su vez alteraciones en la conducta
olfatoria de los animales (Mandairon et al., 2006c). Uno de los mas importantes, involucra el
incremento de los mecanismos inhibitorios en el bulbo olfatorio principal (Rochefort et al., 2002;
Zhou et al., 2016). Diversos reportes indican que un incremento en la inhibicion por parte de las
células granulares del circuito eléctrico bulbar permite una mejora de la discriminacion de aromas
(Abraham et al., 2010; Nunes & Kuner, 2015). Adicionalmente, Buonviso y colaboradores
(Buonviso et al., 1998; Buonviso & Chaput, 2000) demostraron que un periodo corto de exposicién
a aromas es capaz de disminuir la responsividad de las células mitrales a los aromas. Esto
posiblemente debido al incremento de células inhibitorias granulares en el circuito bulbar
(Rochefort et al., 2002), quienes se encargan de la inhibicion de las células mitrales. Esta sinapsis
entre células mitrales y granulares (Shepherd & Greer, 1990) podria constituir uno de los
mecanismos de mayor importancia para la discriminacion olfatoria. Lo que podria permitir al
circuito del BOP dar una respuesta mas eficiente como lo que se ha visto en humanos (Rabin, 1998)
y en ratas adultas (Mandairon et al., 2006¢) donde se ha demostrado que la exposicion prolongada
a diversos aromas mejora la discriminacion ante enantiomeros aromaticos (Mandairon et al.,

78



2006c¢). Lo anterior, pudiera deberse a un incremento de la inhibicion que permite refinar el circuito
y evitar el sobrelape de las respuestas bulbares, especificamente de las neuronas mitrales ante
aromas similares estructuralmente (Fletcher & Wilson, 2003). De hecho, como ya se menciond, el
enriquecimiento olfatorio incrementa el nimero de interneuronas en la capa glomerular del bulbo
olfatorio, permitiendole al sistema contender contra los retos del medio ambiente (Bonzano et al.,
2014). En particular, en nuestro trabajo la concentracion de los diferentes odorantes supone un reto
en la percepcion olfatoria. Se ha demostrado que las neuronas de la capa glomerular son capaces
de activarse con concentraciones bajas de un odorante (Rubin & Katz.,, 1999). Bajas
concentraciones de un aroma pueden evocar una respuesta en los glomérulos mas sensibles del
bulbo olfatorio y conforme la concentracion del aroma incrementa se reclutan glomeérulos menos
sensibles. Esto fendmeno se conoce como “concepto de primacia” (Wilson et al., 2017). El
enriquecimiento olfatorio podria permitir al circuito glomerular sensibilizar su respuesta a aromas
en una baja concentracion. Lo anterior sugiere importantes modificaciones en la red neuronal
bulbar (Figura 25), que permiten refinar las respuestas olfatorias que seran finalmente procesadas

en la corteza olfatoria primaria (Chandra & Barkai, 2017).

Diversos trabajos alrededor del mundo sefialan que el enriquecimiento ambiental, incluido
el olfatorio, es capaz de generar modificaciones de la actividad neuronal de diversos sistemas
sensoriales y, al mismo tiempo, en la conducta (Turner et al., 2002; Moucha et al., 2005; Cancedda
et al., 2004). Nuestros resultados indican que el EO genera una modificacion en ambos niveles, la
actividad neuronal y la conducta olfatoria. Adicional y sorpresivamente, encontramos que los
animales que fueron expuestos al EO presentan un incremento gradual en el peso corporal,
probablemente como resultado de la exposicién a aromas novedosos. Reportes previos indican que
neonatos expuestos a un ambiente enriquecido olfatoriamente presentan un incremento en el
consumo de sustancias novedosas (Hennessy et al., 1977), lo que podria explicar el aumento del
peso observado en nuestros animales sometidos al protocolo de EO, como producto de un
incremento en el consumo de alimento. Lo anterior es relevante puesto que existe una estrecha
relacion con el consumo alimenticio y el sistema olfatorio. Actualmente se sabe que la activacion
del sistema olfatorio induce patologias como desordenes metabdlicos y diabetes (Riera et al.,
2017), mediante la regulacion de receptores como el IGF1 en las neuronas sensoriales olfatorias
(Riera et al., 2017). Ademas el sistema olfatorio estd estrechamente relacionado con el sistema

digestivo y es capaz de regular a la baja el consumo de alimentos durante el envejecimiento
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(Seiberling & Conley, 2004). Se requieren investigaciones que permitan entender estos y
probablemente otros cambios en el metabolismo de los animales enriquecidos con aromas, mismos

que pudieran influenciar el incremento en la ganancia de peso en los animales sometidos al EO.

A Control B Enriquecido Olfatoriamente

Neuronas Sensoriales Olfatorias Neuronas Sensoriales Olfatorias

108 10s

Capa Glomerular Capa Glomerular

Capa Plexiforme Externa Capa Plexiforme Externa

Capa Mitral Capa Mitral

Capa Plexiforme Interna Capa Plexiforme Interna

Capa granular Capa granular

Figura 25. Especulaciones acerca del efecto del enriquecimiento olfatorio sobre el circuito bulbar. Los
animales control (A) muestran un mayor nimero de glomérulos activos con un drea mas reducida en
comparacién con los animales enriquecidos olfatoriamente (B). Probablemente debido a un incremento
en el niumero de interneuronas en la capa glomerular y de las terminales axdnicas de las NSO (B)
(Monjarez-Fuentes et al., 2017). Asi mismo, el EO incrementa la neurogénesis en la capa granular del
BOP (Martoncikova et al., 2011), lo que llevaria a un incremento en las interacciones dendodendriticas
gue se producen entre las células mitrales y granulares en los animales EO (B). Ademas, el incremento
observado en las oscilaciones en el rango de frecuencia beta, sugieren importantes modificaciones a
nivel de la corteza olfatoria (Neville & Haberly, 2003), ya que las fibras centrifugas que provienen de
dicha corteza modulan estos patrones oscilatorios (B). Por ultimo, el incremento en la coherencia bulbar
y en los indices de correlacidn en los disparos neuronales que se producen desde la capa glomerular
hasta la capa granular del BOP, permite sugerir un refinamiento del circuito que se manifiesta tanto en
la actividad espontanea como inducida con aromas.
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10. CONCLUSIONES

e EIl EO indujo un cambio en la activacion de la capa glomerular en el BOP inducida con un
aroma conocido y uno novedoso, produciendo un incremento en el tamafio glomerular y una

disminucién en el nidmero de los mismos.

e EI EO modifica la actividad poblacional del BOP, disminuyendo la potencia de la actividad
eléctrica espontanea e incrementando la tasa de activacion durante la estimulacion con aromas

novedosos y conocidos.

e EIEO incrementa la coherencia de la actividad eléctrica bulbar tanto en la actividad espontanea

como en la inducida con aromas, en todas las bandas de frecuencia.

e El EO induce un incremento de la fuerza de las interacciones neuronales intrabulbares,

generando un incremento en la eficiencia y una disminucion de la longitud caracteristica

e EI EO incrementa la capacidad de deteccion y la discriminacion de aromas a una baja

concentracion.

e EI EO induce un incremento en el peso corporal.
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12. ANEXOS

12. 1 Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la coherencia de la actividad eléctrica bulbar

esponténea.
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Figura 26. Coherencia intrabulbar de las oscilaciones espontaneas poblacionales en distintas bandas de frecuencia en animales control (A)
y EO (B). Se muestran matrices de coherencia (en escala de color), en todas las bandas de frecuencia y de todos los electrodos localizados en
el BOP. Note un incremento en la coherencia para todas las bandas de frecuencia en los animales EO. En (C) se muestra una matriz de
significancia de las coherencias comparadas entre los dos grupos experimentales (U de Mann Whitney). Las celdas en blanco indican que un
valor de p < 0.05. Note que las diferencias significativas en las coherencias son mas comunes en las bandas de frecuencia rapidas. Se muestran
también histogramas de frecuencia de los valores de coherencia de todo el circuito bulbar para cada banda de frecuencia. * denota una

diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).
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12. 2 Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la coherencia de la actividad eléctrica bulbar

inducida con acetato de amilo al 99%.
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Figura 27. Coherencia intrabulbar de las oscilaciones poblacionales inducidas por acetato de amilo al 99% en distintas bandas de frecuencia
en animales control (A) y EO (B). Se muestran matrices de coherencia (en escala de color), en todas las bandas de frecuencia y de todos los
electrodos localizados en el BOP. Note un incremento en la coherencia para todas las bandas de frecuencia en los animales EO. En (C) se
muestra una matriz de significancia de las coherencias comparadas entre los dos grupos experimentales (U Mann Whitney). Las celdas en
blanco indican un valor de p<0.05. Note que las diferencias significativas en las coherencias son mds comunes en las bandas de frecuencia
rapidas. Se muestran también histogramas de frecuencia de los valores de coherencia de todo el circuito bulbar para cada banda de

frecuencia. * denota una diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).

100



12.3 Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la coherencia de la actividad eléctrica bulbar

inducida con esencia de canela.

) Delta: 1-4 Hz Theta: 4-10 Hz Beta: 10-30 Hz Gamma: 30-80 Hz Gamma rapido: 80-200 Hz
. .. . | |
w 8
08
a9 - 5 5 5 g
[} 06 @
- 5
T 10 10 10 @ I 04 D,
Q o
0 ,
K o
= 15 i 15 15
o o
. 5 10 15 5 10 15 5 10 15 5 10 15
)
g Canales
Delta: 1-4 Hz Theta: 4-10 Hz Beta: 10-30 Hz Gamma: 30-80 Hz Gamma rapido: 80-200 Hz
200 200 200 200 200
3
Q1m0 150 {80 50 150
S
100 100 100 100 100
S
3
hl 50 50 50 50 50
[T
1] o o (] o
0.z 04 06 08 1 0.2 0.4 06 08 1 02 04 06 08 1 0.2 0.4 06 08 1 0.2 0.4 0.6 0.8 1
B ) Coherencia
Detta: 1.4 Hz Theta: 410 Hz Bota: 1030 Hz Gamma: 3080 Hz
- . 5 . w0
2 5 5 5 5 (:D_
] 3
5 H
10 10 10 10 04 0.
) 3
02
15 L s 15 L s
@] s w0 o s w0 o 5w ow s w o
Canales
Delta: 1-4 Hz Theta: 4-10 Hz Beta: 10-30 Hz Gamma: 30-80 Hz Gamma rapido: 80-200 Hz

200 200 200 200 200

* * ' *

Frecuencia

e 0z 04 06 038 1
Coherencia

C

S

Controles vs EO

Delta: 1-4 Hz Theta: 4-10 Hz Beta: 10-30 Hz

Gamma: 30-80 Hz Gamma-Répido: 80-200 Hz

Canales

5 10 15

Canales

Figura 28. Coherencia intrabulbar de las oscilaciones poblacionales inducidas por esencia de canela en distintas bandas de frecuencia en
animales control (A) y EO (B). Se muestran matrices de coherencia (en escala de color), en todas las bandas de frecuencia y de todos los
electrodos localizados en el BOP. Note un incremento en la coherencia para todas las bandas de frecuencia en los animales EO. En (C) se
muestra una matriz de significancia de las coherencias comparadas entre los dos grupos experimentales (U Mann Whitney). Las celdas en
blanco indican un valor de p<0.05. Note que las diferencias significativas en las coherencias son mds comunes en las bandas de frecuencia
rapidas. Se muestran también histogramas de frecuencia de los valores de coherencia de todo el circuito bulbar para cada banda de
frecuencia. * denota una diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05).
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12.4 Efecto de la estimulacion olfatoria con acetato de amilo al 99% sobre la coherencia de la

actividad eléctrica bulbar en animales control.

Con la finalidad de evaluar los cambios en las interacciones entre las distintas capas del BOP en los animales control
tras la estimulacion con acetato de amilo al 99%, evaluamos la actividad sincronizada intrabulbar mediante un analisis
de coherencia del LFP de cada uno de los electrodos situados en el BOP con respecto a los demas. Los resultados
indican un incremento significativo con respecto a la coherencia de la actividad espontanea sélo en las bandas delta
(1-4 Hz) y theta (4-10 Hz), (p<0.05, n=6; U Mann Whitney, Anexos: Figura 28 A-B, histogramas). No se reportan
diferencias significativas en el resto de las bandas de frecuencia analizadas (p>0.05, n=6; U Mann Whitney, Anexos:
Figura 28 A-B, histogramas).
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Figura 29. Efecto de la estimulacion olfatoria con acetato de amilo al 99% (B) sobre la coherencia intrabulbar de las
oscilaciones espontaneas (A) en distintas bandas de frecuencia en animales control. Se muestran matrices de coherencia
(en escala de color) en todas las bandas de frecuencia y de todos los electrodos localizados en el BOP. Note un incremento en
la coherencia para todas las bandas de frecuencia en los animales control. En (C) se muestran una matrices de significancia
de las coherencias comparadas entre las dos condiciones (espontdnea vs acetato de amilo al 99%- U de Mann Whitney). Las
celdas en blanco indican que un valor de p < 0.05. Note que las diferencias significativas en las coherencias son mas comunes
en las bandas de frecuencia theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) y gamma (30-80 Hz). Para ambas condiciones (espontanea y
acetato de amilo al 99%) se muestran en histogramas los valores de coherencia de todo el circuito bulbar para cada banda de
frecuencia. * denota una diferencia significativa con respecto de la estimulacidn con acetato de amilo al 99% (p<0.05). Note
un incremento de la coherencia total en las bandas delta (1-4 Hz) y theta (4-10 Hz) después de la estimulacidn olfatoria con
acetato de amilo al 99%.
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12.5 Efecto de la estimulacion olfatoria con acetato de amilo al 99% sobre la coherencia de la

actividad eléctrica bulbar en animales enriquecidos olfatoriamente.

Con la finalidad de evaluar los cambios en las interacciones entre las distintas capas del BOP en los animales
enriquecidos con aromas tras la estimulaciéon con acetato de amilo al 99%, evaluamos la actividad sincronizada
intrabulbar mediante un analisis de coherencia del LFP de cada uno de los electrodos situados en el BOP con respecto
a los demas. Los resultados muestran un incremento significativo con respecto de la actividad espontanea en las bandas
theta (4-10 Hz), gamma (30-80 Hz) y gamma rapido (80-200 Hz), (p<0.05, n=6; U Mann Whitney; Anexos: Figura 29
A-B, histogramas). No se encontraron diferencias significativas en las bandas de frecuencia delta (1-4 Hz) y beta (10-
30 Hz), (p>0.05, n=6; U Mann Whitney, Anexos: Figura 29 A-B, histogramas).
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Figura 30. Efecto de la estimulacion olfatoria con acetato de amilo al 99% (B) sobre la coherencia intrabulbar de las oscilaciones
espontaneas (A) en distintas bandas de frecuencia en animales EO. Se muestran matrices de coherencia (en escala de color) en todas las
bandas de frecuencia y de todos los electrodos localizados en el BOP. Note un incremento en la coherencia para todas las bandas de frecuencia
en los animales EO. En (C) se muestran matrices de significancia de las coherencias comparadas entre las dos condiciones (espontanea vs
acetato de amilo al 99%; U de Mann Whitney). Las celdas en blanco indican que un valor de p < 0.05. Note que las diferencias significativas
en las coherencias son mds comunes en las bandas de frecuencia rapidas. Para ambas condiciones (espontdnea y acetato de amilo al 99%) se
muestran histogramas de los valores de coherencia de todo el circuito bulbar para cada banda de frecuencia. * denota una diferencia
significativa con respecto de la estimulacién con acetato de amilo al 99% (p<0.05). Note un incremento de la coherencia total en las bandas
theta (4-10 Hz), gamma (30-40 Hz) y gamma rapido (80-200 Hz) después de la estimulacion olfatoria con acetato de amilo al 99%.
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12.6 Efecto de la estimulacion olfatoria con esencia de canela sobre la coherencia de la actividad

eléctrica bulbar en animales control.

Con la finalidad de evaluar los cambios en las interacciones entre las distintas capas del BOP en los animales control
tras la estimulacion con esencia de canela, evaluamos la actividad sincronizada intrabulbar mediante un andlisis de
coherencia del LFP de cada uno de los electrodos situados en el BOP con respecto a los demas. Los resultados muestran
una disminucion significativa con respecto de la actividad espontanea s6lo en las bandas delta (1-4 Hz) y theta (4-10
Hz), (p<0.05, n=6, U Mann Whitney, Anexos: Figura 30 A-B, histogramas). No se reportan diferencias significativas
en el resto de las bandas de frecuencia analizadas (p>0.05, n=6; U Mann Whitney, Anexos: Figura 30 A-B). Tampoco
se encontraron diferencias significativas en las comparaciones realizadas por cada electrodo tras la estimulacion con
esencia de canela (p>0.05, n=6; U Mann Whitney, Anexos: Figura 30 C).
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Figura 31. Efecto de la estimulacidn olfatoria con esencia de canela (B) sobre la coherencia intrabulbar de las oscilaciones espontaneas (A)
en distintas bandas de frecuencia en animales control. Se muestran matrices de coherencia (en escala de color) en todas las bandas de
frecuencia y de todos los electrodos localizados en el BOP. Note un incremento en la coherencia para todas las bandas de frecuencia en los
animales control. En (C) se muestran matrices de significancia de las coherencias comparadas entre las dos condiciones experimentales
(espontanea vs canela; U Mann Whitney). No se reportan diferencias significativas en ninguna comparacion entre electrodos (p>0.05; U
Mann Whitney). Para ambas condiciones (espontanea y canela) se muestran los valores de coherencia de todo el circuito bulbar para cada
banda de frecuencia. * denota una diferencia e significativa con respecto de la estimulacién con esencia de canela (p<0.05). Note un
incremento de la coherencia total en las bandas delta (1-4 Hz) y theta (4-10 Hz) después de la estimulacion olfatoria con esencia de canela.
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12.7 Efecto de la estimulacion olfatoria con esencia de canela sobre la coherencia de la actividad

eléctrica bulbar en animales enriquecidos olfatoriamente.

Con la finalidad de evaluar los cambios en las interacciones entre las distintas capas del BOP en los animales control
tras la estimulacion con esencia de canela, evaluamos la actividad sincronizada intrabulbar mediante un andlisis de
coherencia del LFP de cada uno de los electrodos situados en el BOP con respecto a los demas. Los resultados muestran
un incremento significativo con respecto de la actividad espontanea en las bandas delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz),
gamma (30-80 Hz) y gamma rapido (80-200 Hz), (p<0.05, n=6; U Mann Whitney, Anexos: Figura 31 A-C). No se
encontraron diferencias significativas en la banda de frecuencia beta (10-30 Hz), (p>0.05, n=6; U Mann Whitney,
Anexos: Figura 31 A-C). A diferencia de los animales control, la estimulaciéon con esencia de canela si indujo un
incremento en la coherencia de electrodos superficiales y profundos, presumiblemente ubicados en la capa glomerular
y granular del BOP, en las bandas de frecuencia beta (10-30 Hz) y gamma (30-80 Hz), (p<0.05, n=6; U Mann Whitney,
Anexos: Figura 31 A-C). No se encontraron diferencias significativas en el resto de las bandas de frecuencia (p>0.05,
n=6; U Mann Whitney, Anexos: Figura 31 C).
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Figura 32. Efecto de la estimulacidn olfatoria con esencia de canela (B) sobre la coherencia intrabulbar de las oscilaciones espontaneas (A)
en distintas bandas de frecuencia en animales EO. Se muestran matrices de coherencia (en escala de color) en todas las bandas de frecuencia
y de todos los electrodos localizados en el BOP. Note un incremento en la coherencia para todas las bandas de frecuencia en los animales
EO. En (C) se muestran matrices de significancia de las coherencias comparadas entre las dos condiciones (espontanea vs canela; U Mann
Whitney) dos grupos experimentales (U de Mann Whitney). Las celdas en blanco indican que un valor de p < 0.05. Note que las diferencias
significativas en las coherencias son mas comunes en las bandas de frecuencia beta (10-30 Hz) y gamma (30-80 Hz). Para ambas condiciones
(espontanea y canela) se muestran en histogramas los valores de coherencia de todo el circuito bulbar para cada banda de frecuencia. *
denota una diferencia significativa con respecto de la estimulacién con esencia de canela (p<0.05). Note un incremento de la coherencia total
en las bandas delta (1-4 Hz), theta (4-10 Hz), gamma (30-80 Hz) y gamma réapido (80-200 Hz) después de la estimulacion olfatoria con esencia
de canela.
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