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RESUMEN 

El bulbo olfatorio principal (BOP), es una estructura altamente plástica, que modifica 

su configuración y su función dependiendo de la experiencia sensorial. El 

enriquecimiento olfatorio (EO), que supone la exposición pasiva y prolongada a 

diferentes aromas, induce una disminución de la muerte neuronal y un incremento 

de la neurogénesis en el BOP; lo que correlaciona positivamente con una mejora en 

la capacidad para discriminar aromas. Sin embargo, hasta ahora se desconoce si el 

EO es capaz de modificar la actividad de la red neuronal bulbar y si estos cambios 

impactan en la percepción olfatoria innata. Además, el EO disminuye la 

hiperfosforilación de la proteína Tau, un marcador molecular de la enfermedad de 

Alzheimer (EA). La EA cursa además con un incremento en los niveles del péptido 

β amiloide (PβA) en el BOP lo que se asocia a una disfunción olfativa temprana. 

Con base en lo anterior, nos propusimos evaluar el posible efecto protector del EO 

frente a las alteraciones producidas por el PβA en el circuito bulbar. Nuestros 

resultados indican que el EO induce modificaciones plásticas en el BOP que se 

reflejan como un incremento en el área y una disminución en el número de 

glomérulos activados con aromas, lo que se asocia a un menor traslape de los 

mapas glomerulares. Así mismo el EO disminuyó la potencia de oscilaciones de 

baja frecuencia (<12Hz) e incrementó las de alta frecuencia (>12Hz) en la actividad 

espontánea e inducida con aromas en el BOP. Estos hallazgos correlacionaron 

positivamente con un incremento en los niveles del factor de crecimiento derivado 

de cerebro (BDNF) bulbar y una mejora en la discriminación e identificación olfatoria 

innata de aromas a bajas concentraciones. En este trabajo demostramos que el EO 

previene la disminución de la actividad poblacional bulbar tras la administración del 

PβA y que también previene las alteraciones inducidas por el PβA sobre la 

discriminación fina, evaluada mediante una prueba de discriminación olfatoria de 

tipo Go/No-Go. Finalmente, demostramos que el EO reduce significativamente los 

niveles del PβA bulbar e induce un incremento en los niveles de BDNF bulbar aún 

en presencia del PβA. Estos resultados sugieren que las modificaciones plásticas 

en el circuito bulbar inducidas por el EO podrían ser útiles contra el deterioro 

inducido por el PβA durante el desarrollo de la EA. 



ABSTRACT 

The main olfactory bulb (MOB) is a highly plastic structure that modifies its 

configuration and function depending on sensory experience. Olfactory enrichment 

(OE), which involves prolonged passive exposure to different odors, induces a 

decrease in neuronal death and increases neurogenesis in the MOB. Those effects 

positively correlate with an improvement in the ability to discriminate odors. 

However, until now, it is not known whether OE can modify the bulbar neural network 

activity and if such changes impact innate olfactory perception. Besides, OE 

decreases the hyperphosphorylation of Tau protein, a molecular marker in 

Alzheimer's disease (AD). AD is also associated with an increase in amyloid-beta 

peptide (Aβ) levels in the MOB, which is associated with early olfactory dysfunction. 

For this reason, we set out to assess the potential protective effect of OE against the 

alterations produced by Aβ in the MOB. Our results indicate that OE induces plastic 

modifications in the MOB, reflected as an increase in the area and a decrease in the 

number of odor-activated glomeruli. These plastic changes are associated with less 

overlapped glomerular maps. OE also decreased the power of low-frequency 

oscillations (<12Hz) and increased high-frequency oscillations (>12Hz) during 

spontaneous and odor-induced activity in the MOB. These findings positively 

correlated with increased BDNF levels in the MOB and improved innate olfactory 

discrimination and identification of odors at low concentrations. Finally, here we 

show that OE prevents the decrease in neuronal network activity induced by Aβ. 

Likewise, OE prevents alterations induced by Aβ peptide on fine discrimination, 

evaluated in the olfactory Go/No-Go discrimination task. Finally, we show that, even 

in presence of Aβ, EO significantly reduces bulbar Aβ levels and increases bulbar 

BDNF levels. These results suggest that the plasticity changes induced by OE in the 

MOB could protect it against the alterations induced by Aβ during AD. 

 



INTRODUCCIÓN 

El bulbo olfatorio principal (BOP) es el primer sitio de procesamiento de la 

información olfatoria en el sistema nervioso central (Nagayama et al., 2014; Kay, 

2015). En los mamíferos, presenta una estructura laminar compuesta por múltiples 

capas (Nagayama et al., 2014; Kay, 2015). Cada una de estas capas presenta 

diferentes tipos de neuronas que reciben su nombre, en muchos casos, 

dependiendo de la capa en la cual se encuentran sus somas (Nagayama et al., 

2014). Los tipos celulares que componen al BOP son las células yuxtaglomerulares 

(Kosaka et al., 1998; Kosaka et al., 2005), las células mitrales (CM-Bourne & 

Schoppa, 2017; Bagnoli & FitzGerald, 2018), las células empenachadas (Bourne & 

Schoppa, 2017) y las células granulares (CG- Petreanu & Alvarez-Buylla, 2002). 

Dentro de la clasificación de células yuxtaglomerulares, se encuentran las células 

periglomerulares (PG), las empenachadas externas (ET) y las células superficiales 

de axón corto (SSA; Fletcher et al., 2009; Nagayama et al., 2014). Todas las células 

yuxtaglomerulares están localizadas en pequeños módulos de información llamados 

“glomérulos” (Shepherd & Greer, 1998). Los glomérulos son neuropilos esféricos de 

aproximadamente 100-200 µm de diámetro (Pinching & Powell, 1971), donde 

arriban las terminales axónicas de las neuronas sensoriales (NSO) del epitelio 

olfatorio (Mori et al., 1999; Figura 1). En los glomérulos, las NSO ejercen contactos 

sinápticos excitatorios glutamatérgicos con las dendritas apicales de las CM y las 

ET (Mori et al., 1999). Paralelamente, se produce la activación de las células PG 

GABAérgicas quienes, a través de un mecanismo feedforward, inhiben a las CM del 

mismo glomérulo en una ventana temporal que permite la transducción de la señal 

olfatoria hacia el siguiente relevo neuronal cortical (Arruda et al., 2013). Por otra 

parte, las ET se caracterizan por presentar ráfagas intrínsecas (Griff et al., 2008; 

Dong & Ennis, 2014) y son más excitables que las CM (Griff et al., 2008), por lo que 

responden a bajas concentraciones de aromas (Griff et al., 2008). En cambio, las 

CM son menos sensibles al estímulo olfatorio, aumentando sus tasas de disparo y 

disminuyendo su latencia de disparo en función de la concentración de los aromas 

(Igarashi et al., 2012). Cada glomérulo incluye las dendritas de aproximadamente 

20 neuronas mitrales (Royet et al., 1998). Aquellas CM que inervan a un glomérulo 



son consideradas neuronas hermanas y presentan uniones comunicantes (Migliore 

et al., 2005), que les permiten la amplificación de la información olfatoria (Migliore 

et al., 2015). Recientemente, Dhawale y colaboradores (2011) describieron con 

técnicas de optogenética, que la estimulación de las NSO que expresan a la 

canalrodopsina-2 (ChR2) genera una activación de las CM hermanas altamente 

correlacionada entre sí (Dhawale et al., 2011), reflejando fielmente la activación 

presináptica que arriba a su glomérulo primario (Dhawale et al., 2011). Lo anterior, 

genera, junto a la inhibición lateral, módulos de información específicos que 

responden a aromas particulares (Mori et al., 1999) y contribuye a la producción de 

mapas de activación olfatoria en la superficie del BOP (Rubin & Katz, 1999), que 

pueden ser visualizados por diversas técnicas como la imagenología óptica de 

señales intrínsecas (Rubin & Katz, 1999), la imagenología de calcio (Economo et 

al., 2016) o la resonancia magnética (Yang et al., 1998). Por otro lado, si diferentes 

grupos de neuronas excitadoras e inhibitorias están interconectadas de manera 

ordenada y secuencial, se producen oscilaciones neuronales (Herreras, 2016). 

Estas oscilaciones pueden ser monitoreadas por registros electrofisiológicos como 

el potencial de campo local (LFP; Buzsaki et al., 2012). El LFP, como medida de la 

actividad cerebral, refleja el flujo de información a través de diferentes redes 

neuronales (Herreras, 2016; Kay, 2014), donde las corrientes transmembranales, 

ya sea de una espina, una dendrita, un soma, un axón o una terminal axónica 

contribuyen, sobre todo cuando ocurre en sincronía, a las deflexiones de voltaje 

extracelular observadas en el LFP (Buzsaki et al., 2012; Kay, 2014). En el BOP se 

han descrito diferentes ritmos oscilatorios poblacionales (Adrian, 1950; Kay et al., 

2015) que varían entre diferentes especies (Kay et al., 2015). Algunos de estos 

ritmos han sido asociados con la presencia de estímulos olfatorios (Laurent & 

Davidowitz, 1994; Kay et al., 2015), como las oscilaciones gamma y gamma rápido, 

que se encuentran dentro del rango de frecuencias de 40-100 Hz (Kay et al., 2015). 

Actualmente, se sabe que la generación de las oscilaciones gamma puede ser 

regulada por la experiencia (Beshel et al., 2007). Sin embargo, la interacción 

neuronal que las produce es inherente a la circuitería del BOP (Kay et al., 2015). 

Por ejemplo, el origen de las oscilaciones gamma se encuentra de la sinapsis 



dendrodendrítica que se establece entre las CM y las ET empenachadas 

glutamatérgicas con las CG GABAérgicas (Rojas-Libano & Kay, 2008). Estas 

sinapsis conducen a la inhibición feedback de las CM y empenachadas, generando 

una ventana temporal de inactivación para la generación del siguiente potencial de 

acción (Chen et al., 2000). Diversos trabajos han demostrado que un incremento en 

la inhibición bulbar de estas sinapsis (Nusser et al., 2000), así como tareas de 

condicionamiento operante para la discriminación de aromas, genera un incremento 

en la amplitud de las oscilaciones gamma en el BOP y la corteza olfatoria primaria 

(corteza piriforme; Nusser et al., 2001; Beshel et al., 2007; Ravel & Martín, 2003; 

Martin & Ravel, 2014), de manera simultánea al reforzamiento de las interacciones 

neuronales preexistentes (Nusser et al., 2001; Beshel et al., 2007; Ravel & Martín, 

2003; Martin & Ravel, 2014). La modulación de las oscilaciones gamma en el BOP 

se acopla a la fase de otro ritmo de oscilaciones lentas en el BOP, conocidas como 

ritmo theta (Buonviso et al., 2003). En roedores, el surgimiento de estos patrones 

oscilatorios lentos es dependiente de la frecuencia respiratoria, cuyo rango de 

frecuencia es de 4-12 Hz (Adrian, 1942; Buonviso et al., 2003; Kepecs et al., 2005; 

Kay, 2014).  

La enfermedad de Alzheimer (EA) constituye una de las patologías 

neurodegenerativas del sistema nervioso central (Villegas, 2015) y es el tipo más 

común de demencia (Wang et al., 2017). Actualmente, la EA es incurable (Wang et 

al., 2017) y afecta mayoritariamente a pacientes de edad avanzada (Bekris et al., 

2010). En México, la tasa de envejecimiento crece desmesuradamente y se estima 

que para el año 2050 un cuarto de la población pertenezca al grupo de edad más 

vulnerable a la EA (50-60 años; Roa-Rojas et al., 2017). Con lo que se prevé un 

total de 3.5 millones de personas con EA en ese mismo año (Roa-Rojas et al., 2017). 

La mayoría de los casos reportados con EA son de etiología desconocida y sólo un 

6% de ellos pueden ser explicados por alteraciones genéticas en los genes que 

codifican para las proteínas APOE, APP, PSEN1 y PSEN2 (Bekris et al., 2010). La 

etiología de la EA presenta diferentes estadios (Braak & Braak, 1991). En las etapas 

preclínicas, previo al deterioro cognitivo, existe una pérdida de la capacidad olfatoria 

(Masurkar & Devanad, 2014). Este hallazgo es relevante, ya que resulta en una 



posibilidad de detección temprana de la EA y en un blanco terapéutico importante 

para el tratamiento temprano de la patología (Doty et al., 1987; Wesson et al., 2010). 

Este deterioro temprano en la olfacción se ha relacionado con un incremento en los 

niveles del péptido β-amiloide (PβA) soluble (Armstrong, 2009; Wesson et al., 2010) 

y, de forma más tardía, con la aparición de placas seniles y ovillos neurofibrilares 

en el BOP (Attems & Jellinger, 2006; Armstrong, 2009; Wu et al., 2013). Además, 

en el epitelio olfatorio de pacientes con EA leve, se ha reportado un incremento de 

agregados del PβA y de la proteína Tau hiperfosforilada (Crino et al., 1995; Arnold 

et al., 2010). Lo anterior, correlaciona con una disminución de NSO inmunoreactivas 

a calbindina-D28k (Yamagishi et al., 1996), una proteína que protege a las células 

de la degeneración producida por una elevación del calcio intracelular (German et 

al., 1997), que es característico del desarrollo de la EA (Lampinen et al., 2022). La 

conectividad de las NSO (en la periferia) con el BOP (en el SNC) ha permitido 

proponer la administración de fármacos intranasales para el tratamiento de la EA, 

como las vacunas (Lemere et al., 2010; Sipos et al., 2010), el factor de crecimiento 

nervioso (Capsoni et al., 2002) y la insulina (Reger et al., 2008). Los cuales han 

mostrado tener efectos positivos en diferentes regiones cerebrales como las 

cortezas frontal, precuneal, cuneal y parietotemporal (Craft et al., 2012), mejorando 

funciones cognitivas como la memoria (Roger et al., 2008). Con estas 

aproximaciones, se espera en un futuro detener el avance progresivo de la 

enfermedad hacía otras regiones corticales aprovechando la conexión privilegiada 

del epitelio olfatorio periférico con el BOP (Figura 1). 

El BOP presenta conexiones con diferentes regiones cerebrales que son afectadas 

tempranamente en la EA (Christen-Zaech et al., 2003), como la corteza piriforme, el 

complejo nuclear amigdalino, el giro parahipocampal, y la corteza entorrinal 

(Nagayama et al., 2010). Por ello, el deterioro en la función del BOP se relaciona 

con una disminución en la memoria y la detección de aromas en los pacientes con 

la EA (Kotecha, 2018). Lo anterior, posiblemente como resultado de un incremento 

en los niveles del PβA, en su estado soluble (Wesson et al., 2010), particularmente 

en su secuencia de 42 aminoácidos (El-Agnaf et al., 2000; Alvarado-Martínez et al., 

2013). La secuencia de 42 aminoácidos del PβA (PβA1-42) es considerada como una 



de las más tóxicas para el cerebro durante el desarrollo de la EA (El-Agnaf et al., 

2000). El PβA1-42 induce una disrupción en la actividad neuronal, en términos de 

alteraciones en la transmisión sináptica y en la dinámica de la red neuronal de 

diversos circuitos, incluyendo al BOP (Alvarado-Martínez et al., 2013; Alcantara-

Gonzalez et al., 2019; Peña-Ortega, 2019). Tratar de entender cómo todas estas 

alteraciones inducen modificaciones genéticas, moleculares, celulares y 

conductuales que conllevan a la pérdida olfatoria en los pacientes con EA ha sido 

motivo de diversos estudios (Cavanaugh et al., 2014; Salgado-Puga & Peña-Ortega, 

2015). Con ello, surge la necesidad de emplear modelos experimentales que 

simulen el fenotipo y el genotipo que conlleva a la disfunción olfatoria de los 

pacientes con EA (Cavanaugh et al., 2014; Salgado-Puga & Peña-Ortega, 2015). 

Actualmente, una de las aproximaciones más empleadas, es el uso de animales 

transgénicos que expresan diferentes mutaciones, principalmente en el gen que 

codifica para la APP y que se han identificado en pacientes que padecen la EA 

familiar (Goate & Hardy, 2012; Cavanaugh et al., 2014). El descubrimiento de las 

mutaciones en el gen que codifica para la APP humana asociadas al surgimiento de 

la EA familiar (Lamb et al., 1997, 1999), han permitido la creación de diversos 

modelos transgénicos cuyas mutaciones fueron detectadas en familias de Holanda 

(E693Q; Levy et al., 1990), Suecia (APPswe/K670N/M671L; Mullan et al., 1992), 

Londres (V717I; Goate et al., 1991), Indiana (V717F; Murrel et al., 1991), 

Iowa(D694N Grabowski et al., 2001), el Ártico (E693G; Nilsberth et al., 2001) y 

Florida (I716V; Eckman et al., 1997), entre muchas otras. La expresión de 

transgenes con estas mutaciones en roedores, así como su coexpresión con otros 

transgenes, como mutaciones al gen que codifica para la presenilina 1 

(APPswe/PS1), ha mostrado alterar la función olfatoria en roedores (Liu et al., 2013). 

El equipo de trabajo de Liu y colaboradores (2013) reportó que los animales 

transgénicos APPswe/PS1 presentan una disminución en la coherencia del LFP del 

BOP, en las bandas de frecuencia, theta (2-12 Hz), beta (15-35 Hz) y gamma (35-

65 Hz; Liu et al., 2013). Lo anterior, se relacionó con una reducción en la capacidad 

para detectar y discriminar estímulos olfatorios, como consecuencia de las 

mutaciones que conllevan a la sobreproducción del PβA (Liu et al., 2013). Otra de 



las aproximaciones para estudiar este fenómeno ha sido la administración de 

oligómeros del PβA1-42 directamente en el bulbo olfatorio (Alvarado-Martínez et al., 

2013; Hernández-Soto, 2015; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hernández-Soto 

et al., 2019). En nuestro laboratorio, hemos observado que el BOP de roedores es 

especialmente sensible a los efectos deletéreos del PβA1-42 tanto en preparaciones 

in vitro como in vivo (Alvarado-Martínez et al., 2013; Hernández-Soto, 2015; 

Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hernández-Soto et al., 2019). Por ejemplo, la 

administración crónica del PβA1-42 en el BOP altera las interacciones neuronales y 

genera disfunción olfatoria, modificando la detección y discriminación de los 

estímulos olfatorios (Alvarado-Martínez et al., 2013; Hernández-Soto, 2015; 

Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hernández-Soto et al., 2019). Así mismo, la 

administración aguda del PβA1-42 disminuye la conectividad funcional entre ambos 

bulbos olfatorios, lo que correlaciona fuertemente con las alteraciones en la potencia 

de la actividad oscilatoria del bulbo olfatorio y la olfacción per se (Hernández-Soto 

et al., 2019). Estos hallazgos proveen una relación directa entre la administración 

del PβA1-42 y las alteraciones sobre la red neuronal del bulbo olfatorio, lo que 

conlleva a una disfunción olfatoria en roedores que podría ser extrapolada a 

pacientes que cursan con la EA (Hernández-Soto et al., 2019).  

Se han realizado diversos esfuerzos con la finalidad de aminorar los efectos 

deletéreos del PβA1-42, entre los que se encuentra la estimulación sensorial o el 

enriquecimiento ambiental (Lazarov et al., 2005; Costa et al., 2007) y el ejercicio 

(Isla et al., 2016). Estas aproximaciones terapéuticas no-farmacológicas generan 

modificaciones neuronales importantes en regiones involucradas con procesos de 

memoria y aprendizaje, como el hipocampo y la corteza prefrontal (Melani et al., 

2017). Particularmente, el enriquecimiento ambiental (EE), una condición de 

alojamiento donde son añadidos diferentes estímulos sensoriales, motores y 

sociales (Frick et al., 2003), disminuye el deterioro cognitivo en roedores, asociado 

a procesos patológicos como lesiones cerebrales, traumatismos, la enfermedad de 

Huntington (Spires et al., 2004), el síndrome de Down, la enfermedad de Parkinson 

y la EA (Nithianantharajah & Hannan, 2006). Sin embargo, los mecanismos por los 

cuales el EE induce estos beneficios son poco claros (Nithianantharajah & Hannan, 



2006). Entre las posibles causas de los efectos terapéuticos del EE se encuentra un 

incremento en el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF; Ickes et al., 2000) 

y de la neurogénesis en el hipocampo (Kempermann et al., 1997; Bruel-Jungerman 

et al., 2005) y en la corteza cerebral (Nithianantharajah & Hannan, 2006). 

Adicionalmente, el EE altera la expresión de los receptores tipo N-metilo-D-

aspartato (NMDA) y tipo α-amino3-hidroxi-5-metilo-4-izoxazolpropiónico (AMPA), lo 

que favorece la inducción de la potenciación a largo plazo (LTP, Tang et al., 2001). 

Lo anterior también regula procesos involucrados en la memoria y el aprendizaje 

(Tang et al., 2001). Dada la complejidad de las modificaciones moleculares, 

celulares y conductuales que se presentan tras el EE (Nithianantharajah & Hannan, 

2006), se ha propuesto el uso de diferentes ambientes enriquecidos que buscan la 

estimulación de sistemas sensoriales muy particulares (Rose et al., 1972; 

Martončíková et al., 2011; Yamashita et al., 2018). Entre ellos, destaca el 

enriquecimiento acústico (Yamashita et al., 2018), el visual (Rose et al., 1972) y el 

enriquecimiento olfatorio (EO; Martončíková et al., 2011). Este último tipo de 

estimulación sensorial presenta diferentes variantes como el entrenamiento olfatorio 

(Haehner et al., 2013) y el aprendizaje olfatorio (Escanilla et al., 2008). El EO 

consiste en la exposición crónica a una gran variedad de aromas naturales y/o 

sintéticos, con o sin la participación activa de los sujetos expuestos (Haehner et al., 

2013; Martončíková et al., 2011). Se sabe que el EO es capaz de disminuir la 

hiperfosforilación de la proteína Tau en serinas y treoninas particulares, como la 

T231, la S396 y la S404 (Liao et al., 2012). Lo anterior, resulta relevante para 

patologías como la EA donde existe un incremento en la hiperfosforilación de la 

proteína Tau, lo que resulta en la formación de ovillos neurofibrilares en el cerebro 

de los pacientes (Bakota & Brandt, 2016). En otras patologías neurodegenerativas 

como la enfermedad de Parkinson, el EO ha demostrado mejorar la capacidad 

olfatoria de los pacientes, específicamente la identificación, la discriminación y la 

detección de estímulos olfatorios a bajas concentraciones (Haehner et al., 2013). 

Asímismo, el EO induce una disminución de la muerte neuronal (Martončíková et 

al., 2011) y un incremento de la neurogénesis en el hipocampo y el BOP (Rusznak 

et al., 2018; Martončíková et al., 2011). Además, el EO incrementa el número de 



neuronas TH+ en la capa glomerular (Bonzano et al., 2014) y el de neuronas 

GABAérgicas granulares del BOP (Rochefort et al., 2002). Este incremento en la 

densidad celular del BOP se ha asociado con una mejora en la capacidad para 

discriminar aromas en roedores (Livneh et al., 2014; Sakamoto et al., 2014). Lo 

anterior, indica que el EO no sólo induce modificaciones plásticas en las 

interacciones neuronales de la red bulbar, sino que además podría ejercer un efecto 

terapéutico importante en patologías neurodegenerativas como la EA. Por ello, en 

este trabajo evaluamos el efecto del EO en la fisiología bulbar y su posible efecto 

protector sobre las alteraciones producidas por el PβA1-42 que, como ya se ha 

mencionado, incrementa considerablemente en la EA. 

El sistema olfatorio 

Nuestros sistemas sensoriales se han desarrollado para identificar, evaluar y 

predecir los estímulos ambientales (Kringelbach & Stein, 2010). En particular, el 

sistema olfatorio permite la ejecución de conductas que son cruciales para la 

supervivencia y la reproducción (Kay, 2015; Choi et al., 2018). Estudios en 

diferentes organismos indican que el olfato es el más antiguo de los sistemas 

sensoriales (Hoover, 2010), ya que no presenta relevos importantes a nivel del 

tálamo para el procesamiento de la información olfatoria en el sistema nervioso 

central (Hawkes & Doty, 2009). Algunos investigadores han argumentado que, en 

comparación con otros organismos, los humanos no dependen del sentido del olfato 

más que de otros sentidos como el oído y la vista (Jacobs, 2009). Sin embargo, esto 

no es del todo cierto, ya que, al igual que en otros organismos, el olfato permite 

localizar e identificar las fuentes de alimento de forma similar a otras especies 

(Mcgann, 2009). Tal como fue reportado recientemente por McGann (2009), quien 

mostró que los humanos son capaces de detectar fielmente concentraciones muy 

bajas de determinadas moléculas olfatorias, de manera comparable con otros 

organismos como los perros y los roedores (McGann, 2017). Este tipo de 

investigaciones pretenden desmitificar la supuesta pobre capacidad olfatoria en los 

humanos (McGann, 2017). En general, la detección de los estímulos químicos 

volátiles y las feromonas depende de dos subsistemas, el sistema olfatorio principal 



(SOP) y el sistema olfatorio accesorio (SOA) respectivamente y cada uno de ellos 

recibe información proveniente del epitelio olfatorio, que forma parte del sistema 

olfatorio periférico (Vargas-Barroso et al., 2017). A continuación, se detallarán 

dichos sistemas. 

Anatomía y organización del sistema olfatorio periférico 

Los humanos somos capaces de discriminar más de un trillón de estímulos olfatorios 

(Bushdid et al., 2014), gracias a la gran cantidad de receptores que se expresan en 

las neuronas sensoriales del epitelio olfatorio (Bushdid et al., 2014). El epitelio 

olfatorio es un órgano periférico localizado a lo largo de la lamella vertical medial 

superior (Choi et al., 2018) en la parte superior de la cavidad nasal, por debajo de 

la placa cribiforme en el septum nasal y en las turbinas superiores (Van Riel et al., 

2015; Choi et al., 2018). En humanos, el epitelio olfatorio ocupa una superficie de 

10 cm2 en cada una de las cavidades nasales (Boron & Boulpaep, 2012). Aquí se 

ubican las neuronas sensoriales olfatorias (Bushdid et al., 2014; Choi et al., 2018). 

En la profundidad de este epitelio, se encuentran las células basales y las células 

de soporte (Moran et al., 1982), en la región medial se ubican los somas de las 

neuronas sensoriales olfatorias (NSO; Moran et al., 1982). Las NSO son neuronas 

bipolares que extienden una dendrita al espacio aéreo de la superficie epitelial y 

extienden un axón muy delgado (0.2-0.3 µm) a través de la base del epitelio que se 

une con otros axones de otras NSO y dan lugar al primer par craneal (Van Riel et 

al., 2015; Choi et al., 2018). El nervio olfatorio o par craneal I, está conformado 

principalmente por axones de las NSO que conectan a la cavidad nasal con el 

sistema nervioso central (Van Riel et al., 2015). Las NSO que expresan un receptor 

olfatorio específico convergen en un único glomérulo en la superficie del BOP, 

donde hacen sinapsis con las células mitrales y empenachadas (Muroyama et al., 

2016), así como con diferentes tipos de interneuronas (Crespo et al., 1997). La 

activación de los glomérulos olfatorios específicos (mapas glomerulares), constituye 

el primer paso para el procesamiento de la información sensorial olfatoria (Choi et 

al., 2018). El conteo de los receptores olfatorios en humanos indica que su densidad 

es de aproximadamente 30 000 por mm2 o de 6 millones en la nariz (Moran et al., 



1982). Estudios realizados en humanos (Katada et al., 2005; Holbrook et al., 2011) 

y otros mamíferos, señalan que las NSO poseen inmunoreactividad selectiva para 

diferentes receptores olfatorios de siete dominios transmembranales acoplados a 

proteínas G (GPCRs; Katada et al., 2005), de la familia Golf (Katada et al., 2005) 

(Choi et al., 2018; Ihara et al., 2018). Cada NSO expresa un único receptor olfatorio, 

siguiendo la regla “un receptor, una neurona” (Mombaerts, 2004), por lo que esos 

GPCRs se utilizan como marcadores proteicos. Las NSO presentan, además, al 

glutamato como principal neurotransmisor (Berkowicz et al., 1994). 

Debido a su posición en la nariz y a su contacto permanente con el aire 

inspirado, las NSO son consideradas altamente vulnerables, lo que conduce a su 

daño o pérdida (Deckner et al., 1997; Choi et al., 2018) y a su reemplazo constante 

(Watson et al., 2012). Las glándulas de Bowmann, ubicadas en la profundidad del 

epitelio olfatorio, proveen a las NSO microambiente que contribuye a su 

homeostasis (Solbu & Holen, 2012). Estas glándulas son de naturaleza 

tubuloalveolar (Solbu & Holen, 2012; Choi et al., 2018). Las glándulas de Bowmann 

presentan ductos que se extienden a la superficie del epitelio olfatorio (Ross & 

Pawlina, 2007), donde secretan un fluido seroso que contribuye a la formación del 

moco que recubre al epitelio olfatorio y que contribuye al mantenimiento de las NSO 

(Solbu & Holen, 2012). Estudios señalan que las NSO pueden sobrevivir meses 

(Choi et al., 2018). Hallazgos recientes indican que las NSO ubicadas 

dorsomedialmente sobreviven más tiempo que las que se encuentran 

ventrolateralmente, quizá debido a diferencias en su expresión de ciertas enzimas 

detoxificantes (Choi et al., 2018). El reemplazo de las NSO es posible por la 

presencia de células troncales basales y células progenitoras en el BOP (Ross & 

Pawlina, 2007). La zona germinal basal del epitelio olfatorio es un nicho neurogénico 

activo, capaz de producir nuevas NSO (Choi et al., 2018). En los vertebrados el 

reemplazo de las NSO y su respuesta frente a estímulos está regulado por las 

células inmunes, como las células envolventes olfatorias (OEC), que recubren a los 

axones de las NSO y presentan actividad fagocítica (Mackay-Sim, 2012; Bryche et 

al., 2019; Ualiyeva et al., 2020). Así mismo, las células microvellosas (CMV), un 

subtipo de células de soporte del epitelio olfatorio, inducen respuestas inmunes 



contra alergenos (Bryche et al., 2021). Por ejemplo, las CMV que expresan altos 

niveles de interleucina-25 y que generan cisteinil-leucotrienos en respuesta al ATP 

o a alérgenos, participan en la vigilancia de respuestas inmunitarias locales 

(Ualiyeva et al., 2020). En el caso de los peces, la interacción de las NSO con ciertos 

virus, como el rabdovirus, induce el reclutamiento de células T CD8+ provenientes 

del bulbo olfatorio (Sepahi et al., 2019). Lo anterior, ocurre posiblemente a través 

del acople de las glicoproteínas virales con los TrkA de las NSO (Sephi et al., 2019). 

Lo que sugiere que las NSO en estos vertebrados podrían ejercer funciones 

relacionadas con la detección de patógenos y la activación de la respuesta inmune 

(Sepahi et al., 2019). La propagación transneuronal de los virus del epitelio olfatorio 

al BOP, conduce a la expresión de óxido nítrico y a la regulación del complejo 

principal de histocompatibilidad I y II por parte de los astrocitos, la microglía y las 

células endoteliales, contribuyendo con la supervivencia neuronal (Durrant et al., 

2016). En general, la inducción de la respuesta inmune en el epitelio y las mucosas 

olfatorias, que puede inducirse por la administración intranasal de fármacos y 

vacunas, representa una alternativa para aminorar los efectos de distintas 

enfermedades incluyendo la EA (Takeuchi et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sistema olfatorio accesorio 

El sistema olfatorio accesorio (SOA) participa activamente en la reproducción, 

modificando conductas y respuestas fisiológicas, que permiten la selección de 

pareja, la reproducción y el cuidado parental y la dominancia territorial (Luo et al., 

2003). Este sistema está conformado por las neuronas sensoriales vomeronasales 

localizadas en el órgano vomeronasal (Mohrhard et al., 2018). El SOA está 

conformado por el bulbo olfatorio accesorio (BOA), que presenta una región anterior 

y otra posterior, que se conectan recíprocamente (Vargas-Barroso et al., 2016). El 

SOA tiene la capacidad de detectar compuestos químicos no volátiles como las 

feromonas (Doty, 2010), emitidas mayormente por conespecíficos, que generan 

Figura 1. Sistema olfatorio periférico. El sistema olfatorio periférico está constituido por dos regiones, la mucosa nasal 

y el epitelio olfatorio (a). En esta última, se localizan las neuronas sensoriales olfatorias (NSO; b), que son células 

bipolares que proyectan sus cilios a la mucosa nasal donde se ubican las moléculas odorantes. Las NSO envían sus 

axones a través del tracto olfatorio al bulbo olfatorio principal, transmitiendo la señal eléctrica producto de la transducción 

de la información olfatoria hacia el SNC. El reemplazo de las NSO depende de las células basales que se localizan en la 

profundidad del epitelio olfatorio. En el epitelio olfatorio también se encuentran dos tipos de células de soporte de las 

NSO: las células sustentaculares y las células microvellosas (CMV). Las CMV además inducen respuestas inmunes 

contra alérgenos presentes en la mucosa nasal. Modificado de Tortora & Derrickson, 2017. 



respuestas conductuales específicas (innatas) en los individuos que las perciben 

(Vandenbergh, 1969).  

El SOA produce interacciones complejas con el sistema olfatorio principal 

(Martel & Baum, 2007). Por ejemplo, la actividad del SOA aumenta tras la 

estimulación con compuestos volátiles, un efecto que está relacionado con la 

activación de las NSO en el epitelio olfatorio y no del órgano vomeronasal (Martel & 

Baum, 2007). Lo anterior sugiere que ambos sistemas interactúan funcionalmente. 

De hecho, los registros electrofisiológicos realizados por Vargas-Barroso y 

colaboradores (2016) han determinado la existencia de proyecciones axónicas del 

bulbo olfatorio accesorio (BOA) al bulbo olfatorio principal (BOP; Figura 2; Vargas-

Barroso et al., 2016). Estas conexiones pueden, reclutar interneuronas localizadas 

en el limbo olfatorio, que divide al BOA y al BOP (Vargas-Barroso et al., 2017), pero 

que también funciona como interfase entre los mismos (Vargas-Barroso et al., 

2017).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Conexión entre el BOA y el BOP. El BOA envía fibras colaterales a las interneuronas localizadas en la región 

dorsal del MOB. BOP: Bulbo olfatorio principal. BOA: Bulbo olfatorio accesorio. LA: línea alba. BOAa: Bulbo olfatorio 

accesorio anterior. BOAp: Bulbo olfatorio accesorio posterior. TOL: Tracto olfatorio lateral. Tomado de Vargas-Barroso 

et al., 2016. 



Diversos trabajos han demostrado que las señales químicas que activan al SOA 

influyen en la fisiología y la conducta de diversas especies. Por ejemplo, la 

exposición a feromonas masculinas acelera el inicio de la pubertad femenina en 

diferentes especies, incluidos ratones (Vandenbergh, 1969), hámsteres (Reasner & 

Johnston, 1988) y ovejas (Knight et al., 1975). Este fenómeno fue descrito por 

primera vez por Vandenbergh (1969) y, actualmente, recibe su nombre, “Efecto 

Vandenbergh”. Así mismo, si una hembra que ha sido inseminada por un macho es 

expuesta a la orina o a la presencia de otro macho, se induce un aborto espontáneo, 

en un fenómeno conocido como “Efecto Bruce” (Bruce, 1959). Existe evidencia de 

que los estrógenos no conjugados secretados en la orina de los roedores 

masculinos y que son percibidos por el órgano vomeronasal inducen la interrupción 

del embarazo (deCatanzaro, 2011). 

El bulbo olfatorio principal 

El bulbo olfatorio principal (BOP) es el primer sitio de procesamiento de la 

información olfatoria en el sistema nervioso central (Kay, 2015). El BOP se divide 

en múltiples capas (Figura 3; Nagayama et al., 2014). Las neuronas en el BOP se 

categorizan dependiendo de la capa en la cual se encuentran sus somas 

(Nagayama et al., 2014. Los tipos celulares más comunes del BOP son las células 

yuxtaglometrulares (Kosaka et al., 1998; Kosaka et al., 2005), las células mitrales 

(CM-Bourne & Schoppa, 2017; Bagnoli & FitzGerald, 2018), las células 

empenachadas (Bourne & Schoppa, 2017) y células granulares (CG- Petreanu & 

Alvarez-Buylla, 2002) Dentro de la clasificación de células yuxtaglomerulares, se 

encuentran las células periglomerulares (PG), las empenachadas externas (ET, por 

sus siglas en inglés) y las células superficiales de axón corto (SSA- por sus siglas 

en inglés; Fletcher et al., 2009; Nagayama et al., 2014). El bulbo olfatorio presenta 

pequeños módulos de información llamados “glomérulos” (Shepherd & Greer, 

1998). Los glomérulos son neurópilos esféricos de aproximadamente 100-200 µm 

de diámetro (Pinching & Powell, 1971), conformados por las dendritas de las células 

CM, PG, ET y SSA (Pinching & Powell, 1971). Los axones de las NSO inervan los 

glomérulos generando contactos sinápticos excitatorios glutamatérgicos con las 



dendritas apicales de las CM y ET (Mori et al., 1999). Paralelamente, se produce la 

activación de las células PG GABAérgicas quienes, a través de un mecanismo 

feedforward, inhiben a las CM del mismo glomérulo en una ventana temporal que 

permite la transducción de la señal olfatoria hacia el siguiente relevo neuronal 

cortical (Arruda et al., 2013). Las ET son consideradas intrínsecamente 

rafagueadoras (Griff et al., 2008; Dong & Ennis, 2014) y son más excitables que las 

CM (Griff et al., 2008), por lo que responden a bajas concentraciones de aromas 

(Griff et al., 2008). En cambio, las CM son menos sensibles, aumentando sus tasas 

de disparo y disminuyendo su latencia de disparo en función de la concentración de 

los aromas (Igarashi et al., 2012). 

Cada glomérulo incluye las dendritas de aproximadamente 20 neuronas 

mitrales (Royet et al., 1998). Aquellas CM que inervan a un glomérulo son 

consideradas neuronas hermanas y presentan uniones comunicantes (Migliore et 

al., 2005), que les permiten la amplificación de la información olfatoria (Migliore et 

al., 2015). Recientemente, Dhawale y colaboradores (2011) describieron con 

técnicas de optogenética, que la estimulación de las NSO que expresan a la 

canalrodpsina-2 (ChR2, por sus siglas en inglés) genera una activación de las CM 

hermanas altamente correlacionada entre sí (Dhawale et al., 2011), reflejando 

fielmente la activación presináptica que arriba a su glomérulo primario (Dhawale et 

al., 2011). Lo anterior genera, junto a la inhibición lateral, módulos de información 

específicos que responden a aromas particulares (Mori et al., 1999). Esto también 

contribuye a la producción de mapas de activación olfatoria en la superficie del BOP 

(Rubin & Katz, 1999), que pueden ser visualizados por diversas técnicas como la 

imagenología óptica de señales intrínsecas (Rubin & Katz, 1999), la imagenología 

de calcio (Economo et al., 2016) o la resonancia magnética (Yang et al., 1998).  

Si diferentes grupos de neuronas excitadoras e inhibitoras están 

interconectadas, se producen oscilaciones neuronales (Herreras, 2016). Tal es el 

caso de las conexiones que ocurren entre las células mitrales y empenachadas que 

son las células glutamatérgicas de proyección y las células granulares GABAérgicas 

bulbares (Rojas-Libano & Kay, 2008). Estas oscilaciones pueden se monitoreadas 



por registros electrofisiológicos como el potencial de campo local (LFP, por sus 

siglas en inglés- Buzsaki et al., 2012). El LFP como medida de la actividad cerebral 

refleja el flujo de información a través de diferentes redes neuronales (Herreras, 

2016), donde las corrientes transmembranales de cualquier membrana excitable, ya 

sea de una espina, una dendrita, un soma, axón o terminal axónica contribuyen a 

las deflexiones de voltaje observadas en el LFP (Buzsaki et al., 2012). En el BOP 

se han sido descritos diferentes ritmos oscilatorios poblacionales (Adrian, 1950; Kay 

et al., 2015). Algunos de estos ritmos han sido asociados con la presencia de 

estímulos olfatorios (Laurent & Davidowitz, 1994; Kay et al., 2015). Entre estos 

ritmos, se incluyen las oscilaciones gamma y gamma rápido, que se encuentran 

dentro del rango de frecuencias de 40-100 Hz (Kay et al., 2015). Estas frecuencias 

varían en diferentes especies (Kay et al., 2015). La generación de las oscilaciones 

gamma puede ser regulada por la experiencia (Beshel et al., 2007). Sin embargo, la 

interacción neuronal que las produce se mantiene (Kay et al., 2015). Por ejemplo, 

el origen de las oscilaciones gamma proviene de la sinapsis dendodendrítica de las 

CM y las ET empenachadas glutamatérgicas con las CG GABAérgicas (Rojas-

Libano & Kay, 2008). Estas sinapsis conducen a la inhibición feedback de las CM y 

empenachadas, generando una ventana temporal de inactivación para la 

generación del siguiente potencial de acción. Diversos trabajos han demostrado que 

tareas condicionamiento operante para la discriminación de aromas genera un 

incremento en la amplitud de las oscilaciones gamma en el BOP y la corteza olfatoria 

primaria, reforzando las interacciones neuronales preexistentes (Martin & Ravel, 

2014).  En el BOP la modulación de las oscilaciones gamma depende de la fase de 

otro ritmo de oscilaciones lentas en el bulbo olfatorio, conocidas como ritmo theta 

(Buonviso et al., 2003). En roedores, el surgimiento de estos patrones oscilatorios 

lentos es dependiente de la frecuencia respiratoria, cuyo rango de frecuencia es de 

4-12 Hz (Adrian, 1942; Buonviso et al., 2003; Kepecs et al., 2005).  

El bulbo olfatorio principal en humanos 

El BOP de los humanos presenta la misma organización laminar vista en modelos 

animales estudiados comúnmente (Maresh et al., 2008; Figura 3). Sin embargo, el 



bulbo olfatorio de los humanos parece diferir, en algunos aspectos, del de los 

roedores (Meisami et al., 1997). El BOP de los humanos tiene cerca de 5000 

glomérulos (Maresh et al., 2008), por lo que se asume que hay una alta proporción 

de convergencia en los glomérulos de las proyecciones de las neuronas sensoriales 

olfatorias (Maresh et al., 2008). En los ratones, las NSO que expresan el mismo OR 

inervan dos glomérulos y mientras que en el caso de los humanos las NSO que 

expresan el mismo OR inervan dieciséis glomérulos (Maresh et al., 2008), este 

número puede variar con la edad (Doty et al., 1984; Meisami et al., 1997).   

La organización laminar del BOP en humanos parece comparable a la 

descrita en roedores (Figura 3; Maresh et al., 2008). Esto sugiere una preservación 

general de las propiedades funcionales del BO, previamente descritas en otros 

modelos animales (Maresh et al., 2008). El número de células principales del BO, 

que inervan otras regiones corticales, parece no diferir entre humanos y roedores 

(Meisami et al., 1988; Richard et al., 2010). En humanos el número de CM es de 

40000 (Meisami et al., 1997), mientras que en roedores el número de CM es de 

33000 por bulbo (Richard et al., 2010). Esta organización permite el procesamiento 

de información sensorial olfatoria proveniente del medio ambiente (Kay et al., 2015) 

y de la relacionada con el consumo de alimentos (Gautam & Verhagen, 2012; Ni et 

al., 2015; Goldberg et al., 2018).  

Existen dos vías que permiten la percepción sensorial de los distintos 

estímulos olfatorios, la vía ortonasal y la vía retronasal. En la vía ortonasal durante 

la inhalación el aire entra por la cavidad nasal y transporta las moléculas olfatorias 

al epitelio olfatorio, donde se lleva a cabo el primer procesamiento de la vía olfatoria 

(Gautam & Verhagen, 2012). La vía retronasal, se efectúa mediante la estimulación 

de los receptores olfatorios por parte de los compuestos odorantes de los alimentos 

a través del aire exhalado (Ni et al., 2015). En humanos, la olfacción retronasal 

permite la identificación de comida en descomposición, así como el consumo 

nutricional normal (Gautam & Verhagen, 2012; Choi et al., 2018; Goldberg et al., 

2018). Sin embargo, el olfato puede sufrir diferentes alteraciones en su capacidad 

de percibir los estímulos odoríferos (Hummel et al., 2011), disminuyendo la calidad 



de vida de los pacientes (Hummel et al., 2011). Estas alteraciones pueden incluir la 

pérdida total (anosmia- Jakef et al., 2000) o parcial (hiposmia- Ishman et al., 2003) 

del olfato. Ambas son parte de la etiología de muchas patologías, como la 

rinosinusitis, la concusión, los desórdenes olfatorios postvirales, la presbiosmia 

(declive olfatorio relacionado con la vejez; Choi et al., 2018), los desórdenes 

genéticos, tales como el síndrome de Kallman (Gillespie et al., 2013) y diferentes 

enfermedades del sistema nervioso central como la EA (Hüttenbrink et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compuestos odorantes 

Un amplio rango de compuestos orgánicos que, regularmente, presentan una región 

hidrofóbica y un peso molecular por debajo de 300, pueden ser percibidos como 

olores por los humanos (Choi et al., 2018). La intensidad y la calidad de los aromas 

son dos propiedades que presentan los químicos odorantes que presentan una 

influencia en la percepción olfatoria (Rossiter, 1996). Las propiedades moleculares 

que presentan la mayoría de estas moléculas son un peso molecular moderado, 

una baja polaridad, cierta solubilidad en agua a alta presión de vapor y lipofilia 

(Meierhenrich et al., 2004). Previamente a la unión con los receptores olfatorios 

transmembranales localizados en las NSO (Pelosi & Maida, 1990; Felten et al., 

2015), se ha hipotetizado que los odorantes están asociados a una proteína 

Figura 3. Organización laminar del BOP en roedores y humanos. a) Se muestra un corte coronal del BOP de un 

roedor y de un humano b) con una tinción que permite observar los núcleos celulares (DAPI). Se muestran las capas del 

BOP de humano equivalentes a las mostradas en el roedor. Barra de escala =500 µm. RMS: corriente migratoria rostral. 

GCL: capa células granulares. IPL: Capa plexiforme interna. MCL: Capa células mitrales. EPL: Capa plexiforme externa. 

GL: capa glomerular. ONL: Capa de nervio olfatorio. Tomado de Maresh et al., 2008. 

 



transportadora de aromas (OT) presente en la mucosa del epitelio olfatorio (Figura 

4; Pelosi & Maida, 1990; Felten et al., 2015). Las OTs son proteínas solubles de 

bajo peso molecular (Pelosi, 1994) y forman parte de una gran familia de lipocalinas 

que comparten una estructura de barril tipo beta de ocho cadenas (Archunan, 2018). 

Son abundantes en la mucosa nasal de vertebrados, lo que permite su asociación 

con aromas y feromonas (Pelosi, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Un solo aroma es capaz de activar diferentes receptores a odorantes y un 

solo receptor puede ser activado por diferentes aromas (Rubin & Katz, 1999; 

Antunes & Simoes de Souza, 2016). Esto implica una gran complejidad para la 

reconstrucción de los estímulos olfatorios a nivel del sistema nervioso central (SNC). 

Los trabajos de Buck y Axel en 1991 aportaron evidencia de una gran diversidad de 

genes que codifican para receptores olfatorios (RO; Buck & Axel, 1991). En el 

genoma humano existen cerca de 339 genes de ROs y 297 pseudogenes de ROs 

(Buck & Axel, 1991). Esta diversidad permite a los humanos distinguir más de un 

trillón de compuestos odorantes (Bushdid et al., 2014).  

Diversos trabajos han empleado a los compuestos odorantes como 

tratamiento sinérgico con medicamentos en diversas patologías. Los compuestos 

odorantes presentan propiedades anticancerígenas (Wattenberg, 1991; Yu et al., 

1995), analgésicas (Peana et al., 2006), antiinflamatorias (Ramos et al., 2006), 

Figura 4. Estructura tridimensional de un complejo molecular entre el aroma 2-isobutil-3-metoxipirazina (en 

esferas) y una proteína transportadora de aromas (OT; izquierda) soluble en agua ubicada en la mucosa del 

epitelio olfatorio. La molécula olfatoria 2-isobutil-3-metoxipirazina (esferas de color gris, rojo y azul), de aroma floral, se 

une a la proteína OT en un sitio de unión específico (izquierda). Este complejo se une a los receptores acoplados a 

proteína Golf (derecha) presentes en la membrana de las neuronas sensoriales olfatorias (NSO) del epitelio olfatorio. 

Tomado de Meierhenrich et al., 2004. 



antibacterianas y antivirales (Primo et al., 2001). Recientemente, su uso se ha 

extendido al tratamiento de la hiposmia en enfermedades neurodegenerativas, 

como es el caso del Parkinson (Haehner et al., 2013). 

Procesamiento sensorial de los compuestos odorantes en el sistema olfatorio 

En el primer paso de la olfacción, cuando las moléculas odorantes son inspiradas, 

estas interactúan con muchas neuronas sensoriales olfatorias en la cavidad nasal 

(Choi et al., 2018). El procesamiento de la información olfatoria, o transducción 

olfatoria, convierte la información química en impulsos eléctricos dentro de las NSO 

para la transmisión de señales en el sistema olfatorio (Figura 5; Purves et al., 2001). 

Cuando una molécula odorante se une a los RO de las NSO, los activa y lleva a la 

activación de la proteína Golf intracelular (Purves et al., 2001), que media la 

estimulación de la adenilato ciclasa III, con lo que se produce un incremento del 

AMPc intracelular (Sklar et al., 1986). El incremento de AMPc y la generación de 

óxido nítrico, que se produce por la asociación de la molécula odorante con los ROs, 

activa a la guanilato ciclasa soluble (sGC) lo que favorece el incremento de GMPc 

intracelular (Redolfi & Ludovichi, 2015). Este incremento del GMPc se presenta 

también, en un subgrupo de NSO en el epitelio olfatorio que expresan a la guanilato 

ciclasa D (GC-D; Juilfs et al., 1997) y que son responsivas al CO2 (Sun et al., 2009). 

El incremento de GMPc en las NSO permite la apertura de canales iónicos 

dependientes de GMPc, permitiendo el ingreso de Ca2+ y Na+ y la despolarización 

en estas neuronas (Sun et al., 2009). Por otra parte, el incremento de GMPc 

intracelular induce la fosforilación de CREB en el núcleo (posiblemente mediante la 

actividad de la proteína cinasa A; PKA), favoreciendo la transcripción de genes 

involucrados en la guía axonal de las NSO al BOP (Pietrobon et al., 2011; Redolfi & 

Ludovichi, 2015).  

Por otro lado, en la vía canónica de la transducción de señales olfatorias 

(Figura 5), el AMPc en las NSO provoca la apertura de canales catiónicos no 

selectivos permeables al Ca2+, K+ y Na+, conocidos como canales activados por 

nucleótidos cíclicos (CNG; Reisert & Bradley, 2005). Los CNG están distribuidos en 

mayor abundancia en la membrana ciliar de las NSO (Nakamura & Gold, 1987; 



Firestein & Zufall, 1994). Nakamura y Gold (1987) demostraron la existencia de los 

CNG mediante la aplicación intracelular de AMPc y GMPc que producen un 

aumento en la conductancia de membrana de los cilios de las NSO (Nakamura & 

Gold, 1987). La activación de los CNG produce una corriente despolarizante 

(Firestein & Zufall, 1994) que produce potenciales de acción que se transmiten al 

BOP por el nervio olfatorio (Zou et al., 2009). De forma indirecta se estimula a la 

fosfolipasa C (PLC) que genera inositol-1, 4,5-trifosfato (IP3) que activa a los 

canales de cationes dependientes de IP3, permitiendo la salida del Ca2+ de pozas 

internas hacia el medio intracelular; lo que contribuye a la despolarización de la NSO 

(FitzGerald et al., 1994). El ingreso de Ca2+ induce una corriente de Cl- dependiente 

de Ca2+ en los cilios olfatorios, permitiendo la salida de Cl- intracelular, lo que 

contribuye con la despolarización de la membrana (Li et al., 2016). Es importante 

destacar que la despolarización en las NSO también depende de la composición 

heterotrimérica de la proteína Golf intracelular presente en los receptores olfatorios 

(Li et al., 2013; Boto & Alcorta, 2013). Estudios previos realizados en ratones 

Gng13-KO, que no expresan las subunidades Gβ y Gγ de la proteína Golf, muestran 

una reducción en la amplitud del electroolfactograma obtenido durante la 

estimulación con aromas (Li et al., 2013). Lo anterior, indica que las subunidades 

Gβ y Gγ, participan activamente en la transducción de señales olfatorias (Li et al., 

2013; Boto & Alcorta, 2013). 

La excitación de las NSO concluye a través de varios mecanismos (Lazard 

et al., 1991; Kurahashi & Menini, 1997). Uno de ellos es la separación del odorante 

de los ORs y de la superficie quimioreceptiva de los cilios de las NSO, 

probablemente por la acción de las OT (Lazard et al., 1991). Sin embargo, la 

naturaleza lipofílica de algunos aromas hace difícil su eliminación del epitelio 

olfatorio (Lazard et al., 1991). Para ello, algunos trabajos indican que las enzimas 

biotransformantes de amplio espectro (Lazard et al., 1991), localizadas en la 

mucosa del epitelio olfatorio realizan modificaciones enzimáticas en los aromas que 

disminuyen su función agonista y favorecen su eliminación (Lazard et al., 1991). 

Otro de los mecanismos que elimina la transducción olfatoria es la adaptación 

sensorial de los ORs de las NSO (Boccaccio et al., 2006). El ingreso de Ca2+ a 



través de los CNG ejerce una retroalimentación tipo feedback negativa que produce 

la desensibilización de corto plazo de los CNG (Kurahashi & Menini, 1997). 

Asimismo, el ingreso de Ca2+ inhibe a la adenilato ciclasa III reduciendo la 

generación de AMPc.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Vía canónica y no canónica de la transducción de señales de los receptores para odorantes. En la vía 

canónica (arriba), la unión de la molécula odorante con el receptor olfatorio acoplado a la proteína Golf, presente en la 

membrana de las neuronas sensoriales olfatorias (NSO), permite la activación de la adenilato ciclasa III (AC III). Lo 

anterior, conduce al incremento del adenosín monofosfato cíclico (AMPc) que permite la apertura del canal activado por 

nucleótidos cíclicos (CNG) y, en consecuencia, el ingreso de cationes, como Na+ y Ca2+, que despolarizan a la membrana 

celular. El Ca2+, a su vez, activa un canal de Cl- dependiente de Ca2+, permitiendo la salida de Cl- al medio extracelular y 

contribuyendo con la despolarización de las NSO. En la vía no canónica (abajo), el incremento del AMPc induce la 

activación de la proteína cinasa A (PKA) y del CNG. El incremento de Ca2+ intracelular, producido por la apertura del 

CNG, induce la activación de la sintasa de óxido nítrico (NOS) y, en consecuencia, el incremento de los niveles de óxido 

nítrico (NO). Esto permite la activación de la guanilil ciclasa soluble (sGC) que induce un incremento en los niveles de 

guanosín monofosfato cíclico (GMPc) intracelular. El GMPc junto con el AMPc, modulan a la PKA, contribuyendo con la 

fosforilación de CREB en el núcleo. Lo que permite, la activación de programas génicos que llevan a la reorganización 

de las proyecciones axonales de las NSO al bulbo olfatorio. Modificado de Zou et al., 2009 y Redolfi & Ludovichi, 2015. 



Procesamiento cortical de las funciones olfatorias 

El bulbo olfatorio envía la información a la corteza piriforme (CP; Figura 6; Choi et 

al., 2018), una paleocorteza que presenta tres capas (Neville & Haberly, 2004). En 

roedores, la CP se encuentra en la región ventrolateral del encéfalo (Bekkers & 

Suzuki, 2013), mientras que en humanos se ubica en la unión de los lóbulos 

temporal y frontal, medial al tallo temporal (Mai et al., 2008). Se ha estimado que la 

CP presenta en promedio 532 000 neuronas en cada hemisferio en los roedores 

(Srinivasan & Stevens, 2017), distribuidas en la región anterior (CPa) y posterior 

(CPp) de la CP. La CPa se distingue por la presencia del tracto olfatorio lateral y, 

funcionalmente, está relacionada con la identificación de los estímulos olfatorios 

(Neville & Haberly, 2004). Por su parte, la CPp se involucra en la calidad 

(concentración e identidad) de los estímulos (Gottfried, 2010).   

La capa I de la CP recibe proyecciones del BOP a través del TOL (Shipley & 

Ennis, 1996). Está compuesta primordialmente de interneuronas GABAérgicas, las 

cuales realizan una inhibición tipo feedforward sobre las neuronas de la capa II, 

donde se localizan los somas de las neuronas piramidales quienes se encargan de 

la transmisión de la información hacia otras estructuras cerebrales, tales como la 

amígdala, la corteza entorrinal y el hipocampo (Bekkers & Suzuki, 2013). 

Finalmente, se encuentra la capa III que está compuesta en gran medida por 

interneuronas que realizan una inhibición tipo feedback a las neuronas de 

proyección de la capa III (Bolding & Franks, 2018).  A pesar de que la representación 

de los aromas en esta corteza aún no está del todo clara, ya que la organización 

odotópica que se presenta en el epitelio y el bulbo olfatorio se pierde por completo 

en esta estructura (Stettler & Axel, 2009), actualmente sabemos que la corteza 

piriforme codifica parte importante de la identidad (Bolding & Franks, 2017), 

presencia y concentración (Bolding & Franks, 2018) de los aromas que son 

percibidos por los primeros centros de relevo del procesamiento de la información 

olfatoria, como el bulbo olfatorio y el núcleo olfatorio anterior (Bolding & Franks, 

2018).  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enriquecimiento olfatorio 

Los ambientes enriquecidos suponen modificaciones neuronales importantes en 

regiones involucradas con procesos de memoria y aprendizaje, como el hipocampo 

y la corteza prefrontal (Melani et al., 2017). Uno de estos ambientes es el EE, una 

condición de alojamiento donde son añadidos diferentes estímulos sensoriales, 

motores y sociales (Frick et al., 2003). Lo que induce una mejora de los deterioros 

cognitivos en roedores, que se asocian con procesos patológicos como las lesiones 

cerebrales o los traumatismos, la enfermedad de Huntington (Spires et al., 2004), la 

de Parkinson y el síndrome de Down, la EA, entre otros (Nithianantharajah & 

Hannan, 2006). Sin embargo, los mecanismos por los cuales el EE induce estos 

beneficios son poco claros. Entre las posibles causas se encuentra un incremento 

en el BDNF (Ickes et al., 2000), en la neurogénesis en el hipocampo (Kempermann 

et al., 1997; Bruel-Jungerman et al., 2005) y en otras cortezas (Nithianantharajah & 

Hannan, 2006).  Adicionalmente, el EE altera la expresión de los receptores tipo 

NMDA (N-metilo-D-aspartato) y tipo AMPA (α-amino3-hidroxi-5-metilo-4-

Figura 6.  Corteza piriforme en ratones y humanos. A) Representación esquemática de la corteza piriforme en ratón, 

donde se muestra una sección coronal. Se muestran las tres capas (I, II y III) que conforman a la corteza piriforme en el 

ratón en la región ventrolateral de la corteza en ratón. B) Localización anatómica de la corteza piriforme en humano. Se 

muestra una rebanada coronal teñida con Nissl y una amplificación de la región delimitada en rojo. aIA: Área insular 

agranular. CoApl, Parte posterolateral núcleo cortical anterior de la amígdala. PC: Corteza piriforme. TrAP: Corteza 

piriforme amigdalina de transición. ac: comisura anterior. PirF: Corteza piriforme frontal. PirT: Corteza piriforme temporal. 

Cl: Claustrum. Unc: uncus. Ent: Corteza entorrinal. Adaptado de Vaughan & Jackson, 2014 y Larriva-Sahd, 2010. 



izoxazolpropiónico), lo que favorece la inducción de la potenciación a largo plazo 

(LTP, por sus siglas en inglés) (Tang et al., 2001). Dada la complejidad de las 

modificaciones moleculares, celulares y conductuales que se presentan tras el EE 

(Nithianantharajah & Hannan, 2006), se ha propuesto el uso de diferentes 

ambientes enriquecidos que buscan la estimulación de sistemas sensoriales 

particulares (Rose et al., 1972; Martončíková et al., 2011; Yamashita et al., 2018). 

Entre ellos, destaca el enriquecimiento acústico (Yamashita et al., 2018), el visual 

(Rose et al., 1972) y el enriquecimiento olfatorio (EO- Martončíková et al., 2011). 

Este último tipo de estimulación sensorial ha sido referido en la literatura con otros 

nombres como entrenamiento olfatorio (Haehner et al., 2013) o aprendizaje 

olfatorio. El EO consiste en la exposición crónica a una gran variedad de estímulos 

olfatorios, con o sin la participación activa de los sujetos expuestos (Haehner et al., 

2013; Martončíková et al., 2011). Este tipo de estimulación incluye aromas naturales 

y/o sintéticos (Haehner et al., 2013; Martončíková et al., 2011). Se sabe que el EO 

es capaz de disminuir la hiperfosforilación de la proteína Tau en la serina pT231, 

pS396, pS404 (Liao et al., 2012). Lo que resulta relevante para patologías como la 

EA donde existe un incremento en la hiperfosforilación de la proteína, que resulta 

en la formación de ovillos neurofibrilares en el cerebro de los pacientes (Bakota & 

Brandt, 2016). En otras patologías como la enfermedad de Parkinson, el EO ha 

demostrado mejorar la capacidad olfatoria de los pacientes que sufren esta 

enfermedad (Haehner et al., 2013). Así mismo, el EO induce una disminución de la 

muerte neuronal (Martončíková et al., 2011) y un incremento de la neurogénesis en 

el BOP (Kay et al., 2009), incrementando el número de neuronas TH+ en la capa 

glomerular (Bonzano et al., 2014) y de neuronas GABAérgicas granulares del BOP 

(Rochefort et al., 2002). Este incremento se ha asociado con una mejora en la 

capacidad para discriminar aromas en roedores (Livneh et al., 2014; Sakamoto et 

al., 2014). El equipo de trabajo de Rusznak y colaboradores (2018) demostraron 

que el EO incrementa el número de neuronas y mantiene intacto el número de 

células gliales tanto en el bulbo olfatorio como en el hipocampo (Rusznak et al., 

2018). Este incremento en la neurogénesis en el BOP conlleva al incremento en los 

niveles de BDNF (Yuan, 2008) lo cual contribuye a favorecer la función olfatoria fina 



que se produce con el EO (Livneh et al., 2014; Sakamoto et al., 2014) y 

adicionalmente ha mostrado efectos benéficos en el desarrollo de la EA (Giuffrida 

et al., 2018). Sin embargo, hasta el momento se desconoce si hay una relación del 

directa del EO y los niveles de BDNF en el BOP. Lo anterior indica que el EO no 

sólo genera modificaciones plásticas sobre las interacciones neuronales de la red 

bulbar, sino que además podría ejercer un rol importante en patologías 

neurodegenerativas como la EA.  

Factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en la experiencia sensorial 

El BDNF es una neurotrofina que contribuye a la división, la migración y la 

diferenciación de nuevas neuronas (Miranda et al., 2019). Así mismo, regula 

funcional (Mast & Fadool, 2012) y estructuralmente las sinapsis (Lu, 2003; Lu et al., 

2014) en diferentes circuitos neuronales involucrados en el aprendizaje y la memoria 

(Ismail et al., 2020). La experiencia sensorial modifica la expresión endógena de 

BDNF en regiones cerebrales, como la corteza de los barriles (Jiao et al., 2011), la 

corteza auditiva primaria (Anomal et al., 2013), el hipocampo (Sleiman et al., 2016; 

Liu & Nusslock, 2018) y el BOP (Zimmerberg et al., 2009). Concretamente la 

experiencia sensorial olfatoria, como la deprivación (McLean et al., 2001; 

Zimmerberg et al., 2009) o la estimulación con aromas, modula de manera opuesta 

la expresión de BDNF en el BOP (Zimmerberg et al., 2009). Lo anterior influencia a 

la neurogénesis producida en la región subventricular (SVZ; por sus siglas en 

inglés), que constituye el nicho neurogénico por excelencia del BOP (Yuan, 2008). 

Particularmente, una elevación en los niveles de BDNF provoca un incremento en 

el número de células granulares en el BOP (Zigova et al., 1998) e incrementa la 

densidad de espinas dendríticas en las células mitrales y granulares del BOP 

(Imamura & Greer, 2009; McDole et al., 2015). Además de su rol en la fisiología del 

BOP, el BDNF ha ganado un significativo interés terapéutico en enfermedades 

neurológicas y psiquiátricas (Zuccato & Cattaneo, 2009; Nagahara & Tuszynski, 

2011; Autry & Monteggia, 2012). Una desregulación en la señalización del BDNF 

constituye un factor determinante en el desarrollo de trastornos neurológicos como 

la enfermedad de Parkinson (Palasz et al., 2020), la enfermedad de Huntington 



(Zuccato & Cattaneo, 2014) y la EA (Amidfar et al., 2020). En el desarrollo de la EA 

se presenta una disminución en los niveles de BDNF en el suero con respecto a 

pacientes sanos (Laske et al., 2007). Por lo anterior, se ha propuesto el desarrollo 

de estrategias terapéuticas no farmacológicas que contribuyen al incremento de los 

niveles de BDNF cerebral, como las dietas con alto contenido de antioxidantes 

(Amidfar et al., 2020), el ejercicio (Neeper et al., 1996; Farmer et al., 2004; Vaynman 

et al., 2004), la estimulación auditiva (Tiunova et al., 2018; Kathpalia et al., 2019), la 

estimulación visual (Mui et al., 2018; Tiunova et al., 2018) y el enriquecimiento 

ambiental (Ickes et al., 2000; Kazlauckas et al., 2011; Barros et al., 2019).  

La Enfermedad de Alzheimer (EA) 

La EA es una patología crónica-neurodegenerativa, irreversible y progresiva 

(Mukhin et al., 2017). La EA presenta una estrecha relación con el incremento en la 

edad de los pacientes (Guerreiro et al., 2015), la contaminación (Croze & Zimmer, 

2018), la alimentación (Otaegui-Arrazola et al., 2014) y el sedentarismo (Wheeler et 

al., 2017). Esta enfermedad fue descrita por primera vez por el psiquiatra alemán 

Alois Alzheimer en 1907 (Small & Cappai, 2006). El primer caso reportado fue de 

una mujer relativamente joven que tenía problemas en la memoria y en la 

orientación temporal y espacial (Small & Cappai, 2006). Así mismo en evaluaciones 

postmortem del tejido cerebral Alois reportó depósitos intra y extracelulares, que 

más adelante se conocerían como ovillos neurofibrilares y placas seniles 

respectivamente (Vicker et al., 200).  

La patogénesis de la EA es compleja (Mukhin et al., 2017). En etapas preclínicas 

se presenta un metabolismo anormal del PβA y la hiperfosforilación de la proteína 

Tau (Wang et al., 2017), una proteína importante en el citoesqueleto celular (Buée 

et al., 2000), y en estadios más tardíos una pérdida neuronal severa (Raji et al., 

2009; Mukhin et al., 2017). Dichas alteraciones conducen a un deterioro cognitivo 

severo (Sperling et al., 2011).  

  En estudios post-mortem realizados en el tejido cerebral de los pacientes con 

esta enfermedad, se han identificado distintos marcadores histopatológicos (Selkoe, 

1991), tales como las placas seniles, compuestas primordialmente por el péptido 



beta amiloide (Hardy & Higgins, 1992) y los ovillos neurofibrilares, conformados por 

la proteína Tau en su estado hiperfosforilado (Wang et al., 2017).  

El péptido beta amiloide (PβA) 

El péptido beta amiloide (PβA) contiene de 40 a 42 aminoácidos y se produce a 

partir de la proteína precursora amiloide (APP por sus siglas en inglés; Van Der Kant 

& Goldstein, 2015). La APP es una glicoproteína que forma parte de una de las 

familias más grandes en humanos, su estructura se compone de un dominio 

transmembrana, un dominio largo extracelular N-glicosilado y un dominio corto C-

terminal (Van Der Kant & Goldstein, 2015). La APP presenta dos vías de 

procesamiento, una no amiloidogénica y una amiloidogénica (Figura 7; Villegas, 

2015). En la primera vía, la APP es escindida a través de la acción de la alfa 

secretasa, lo que libera el segmento soluble APPα, dejando un fragmento carboxilo 

de 83 aminoácidos (CTFα) en la membrana (Hermey, 2015). Posteriormente, la 

gamma secretasa realiza un corte intramembranal produciendo un péptido de 3 kDa, 

el P3 (Hermey, 2015). Por otra parte, en la vía amiloidogénica la APP es escindida 

por la acción de las betas secretasas produciendo un segmento APPβ extracelular 

y un segmento carboxilo de 99 aminoácidos intramembranal. La acción de las 

gamma secretasas sobre este segmento en diferentes sitios puede producir 

diferentes fragmentos del PβA, entre ellas la secuencia 1-42 que es una de las más 

tóxicas en el cerebro (Hermey, 2015, Sun et al., 2015; Norstrom, 2017).  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El PβA1-42 es altamente hidrofóbico y, en soluciones fisiológicas, tiende a 

agregarse en oligómeros y fibrillas (Chen et al., 2017). Lo anterior, es debido a que 

el PβA1-42 es capaz de conformar una estructura de tipo lámina beta plegada que, 

en soluciones fisiológicas, lleva a la formación de placas amiloides, que son parte 

de las placas seniles, uno los marcadores histopatológicos característicos de la EA 

(Haass & Selkoe, 2007; Chen et al., 2017). Investigaciones recientes indican que la 

forma soluble del PβA y no las placas seniles, desencadenan alteraciones en el 

sistema nervioso central de los pacientes con EA (Haass & Selkoe, 2007). Estas 

contribuciones forman parte de uno de los modelos de la EA más influyentes hasta 

el momento, la hipótesis de la cascada amiloide, que intenta explicar el origen y la 

evolución de esta enfermedad (Simón-Mata et al., 2010). Una de las bases de esta 

hipótesis ha sido la descripción de casos de Alzheimer familiar (Green et al., 2009) 

asociados con mutaciones en la APP (Chang, 2011) y en las subunidades catalíticas 

del complejo gamma-secretasa como las presenilina 1 y 2 (Chang, 2011). Esto 

conlleva a la sobreproducción del PβA, lo que altera diversas cascadas de 

señalización intracelular involucradas en la supervivencia neuronal (Sun et al., 

Figura 7. La proteína APP puede seguir 2 vías de procesamiento proteolítico: la vía no amiloidogénica y la vía 

amiloidogénica. En la vía no amiloidogénica la proteína precursora amiloide (APP, por sus siglas en inglés) se escinde 

por la α-secretasa que genera un fragmento carboxilo terminal de 83 aminoácidos (C83), finalmente la γ-secretasa genera 

un péptido P3 en el espacio extracelular. Por otro lado, la vía amiloidogénica requiere de un primer procesamiento de la 

APP que se da por la acción de las β-secretasas lo que produce un fragmento carboxilo terminal de 99 aminoácidos (C99). 

Posteriormente, la acción de la γ-secretasa produce diversos fragmentos del PβA que pueden permanecer asociados a la 

membrana o formar agregados y placas en el espacio extracelular.  Tomado de Villegas, 2015. 



2015). Cuando el PβA es liberado puede permanecer en el espacio extracelular o 

mantenerse asociado a la membrana plasmática o a las balsas lipídicas de la 

membrana a través de la asociación con el gangliósido GM1 (Chen et al., 2017). En 

su estado soluble, el PβA es capaz de unirse a múltiples receptores de superficie 

generando disfunción mitocondrial y estrés oxidativo en las neuronas, lo que resulta 

en una entrada masiva de calcio y, por consecuencia, una toxicidad neuronal (Figura 

8; Chen et al., 2017). Por ejemplo, el PβA se une al receptor de neurotrofina p75 

(Hashimoto et al., 2004) lo que conlleva a la muerte neuronal en el hipocampo 

(Armato et al., 2013), posiblemente mediada por la activación de una vía de 

señalización intracelular que recluta a las caspasas 8 y 3, mismas que median 

procesos de apoptosis celular (Troy et al., 2000). Además, el PβA puede asociarse 

al receptor de glutamato tipo NMDA (Texidó et al., 2011) y al receptor metabotrópico 

de glutamato tipo 5 (mGluR5), lo que resulta en el incremento del Ca2+ intracelular 

proveniente del medio extracelular, así como de la liberación de Ca2+ de los 

depósitos intracelulares, lo que promueve la translocación de la PKC y la 

fosforilación de ERK1/2 (Chen et al., 2017). En adición, se ha propuesto que la 

asociación del PβA a la subunidad α del receptor nicotínico de acetilcolina regula la 

fosforilación de tau a través de vías que involucran la activación de las cinasas ERK 

y JNK (Wang et al., 2000; Wang et al., 2003; Chen et al., 2017). En conjunto, estas 

vías de señalización producen alteraciones que culminan en la inestabilidad de la 

fisiología neuronal y su muerte. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La pérdida olfatoria en la EA 

La etiología de la EA presenta diferentes estadios (Braak & Braak, 1991). En las 

etapas preclínicas, previo al deterioro cognitivo existe una pérdida de la capacidad 

olfatoria (Masurkar & Devanad, 2014). Procesos como la memoria olfatoria, la 

discriminación y la identificación de aromas se encuentran afectados en la EA (Zou 

et al., 2016; Murphy, 2019; Son et al., 2021c). Lo cual, se ha relacionado con un 

incremento en los niveles del PβA soluble (Wesson et al., 2010) y, de forma más 

tardía, con la aparición de placas seniles y ovillos neurofibrilares en el bulbo olfatorio 

principal (Attems & Jellinger, 2006; Wu et al., 2013; Zou et al., 2016; Murphy, 2019), 

la corteza entorrinal, el núcleo olfatorio anterior y la corteza piriforme (Zhou et al., 

2019; Murphy, 2019; Son et al., 2021c). Estos hallazgos son relevantes, ya que 

Figura 8. Receptores y vías transduccionales por el PβA. El PβA es capaz de unirse a múltiples receptores de 

superficie generando disfunción mitocondrial y estrés oxidativo. Por ejemplo, los oligómeros del PβA se asocian a 

los receptores metabotrópicos de glutamato tipo 5 (mGluR5), a la subunidad α de los receptores nicotínicos de 

acetilcolina, a los receptores de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). La activación de estos receptores y de las 

cascadas transduccionales que desencadenan genera estrés oxidativo, disfunción mitocondrial, hiperfosforilación de Tau 

y respuestas inflamatorias, que pueden provocar la muerte neuronal. Tomado de Chen et al., 2017. 



resultan en una posibilidad de detección temprana de la EA y en un blanco 

terapéutico importante para el tratamiento temprano de la patología (Doty et al., 

1987; Wesson et al., 2010). En pacientes con EA se ha mostrado una reducción en 

la capacidad para identificar estímulos olfatorios (Morgan & Murphy, 2002), así 

como una reducción de los potenciales relacionados con eventos olfatorios (Morgan 

& Murphy, 2002). Tratar de entender cómo todas estas alteraciones inducen 

modificaciones genéticas, moleculares, celulares y conductuales que conllevan a la 

pérdida olfatoria en los pacientes con EA ha sido motivo de estudios diversos 

(Cavanaugh et al., 2014; Salgado-Puga & Peña-Ortega, 2015). Con ello, surge la 

necesidad de emplear modelos experimentales que simulen el fenotipo y el genotipo 

que conlleva a la disfunción olfatoria de los pacientes con EA (Cavanaugh et al., 

2014; Salgado-Puga & Peña-Ortega, 2015). Actualmente, una de las 

aproximaciones más empleadas, es el uso de animales transgénicos que presentan 

diferentes mutaciones, principalmente en el gen que codifica para la APP (Goate & 

Hardy, 2012; Cavanaugh et al., 2014). El descubrimiento de las mutaciones en el 

gen que codifica para la APP humana (Lamb et al., 1997, 1999), asociadas al 

surgimiento de la EA familiar, han permitido la creación de diversos modelos 

transgénicos que expresan mutaciones que fueron detectadas en familias de 

Holanda (E693Q; Levy et al., 1990), de Suecia (APPswe/K670N/M671L; Mullan et 

al., 1992), de Londres (V717I; Goate et al., 1991), de Indiana (V717F; Murrel et al., 

1991), de Iowa(D694N Grabowski et al., 2001), el Ártico (E693G; Nilsberth et al., 

2001) y Florida (I716V; Eckman et al., 1997). La expresión de transgenes con estas 

mutaciones en roedores, así como su coexpresión con otros transgenes, como en 

que contiene la mutación al gen que codifica para la presenilina 1 (APPswe/PS1), 

ha mostrado alterar la función olfatoria en roedores (Liu et al., 2013). El equipo de 

trabajo de Liu y colaboradores (2013) reportó que los animales transgénicos 

APPswe/PS1 presentan una disminución en la coherencia del potencial de campo 

local (LFP, por sus siglas en inglés) del bulbo olfatorio principal (BOP), en las bandas 

de frecuencia, theta (2-12 Hz), beta (15-35 Hz) y gamma (35-65 Hz; Liu et al., 2013). 

Lo que induce reducción en la capacidad para detectar y discriminar estímulos 

olfatorios, como consecuencia de las mutaciones que conllevan a la 



sobreproducción del péptido beta amiloide (Liu et al., 2013). Otra de las 

aproximaciones para entender como el PβA altera la capacidad olfatoria ha sido la 

administración de oligómeros del PβA directamente en el bulbo olfatorio (Alvarado-

Martínez et al., 2013; Hernández-Soto, 2015; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; 

Hernández-Soto et al., 2019). En nuestro laboratorio, hemos observado que el BOP 

es especialmente sensible a los efectos deletéreos del PβA en roedores tanto en 

preparaciones in vitro como in vivo (Alvarado-Martínez et al., 2013; Hernández-Soto, 

2015; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018). La administración crónica del PβA en 

el BOP altera las interacciones neuronales y genera disfunción olfatoria, alterando 

la detección y discriminación de los estímulos olfatorios (Alvarado-Martínez et al., 

2013; Hernández-Soto, 2015; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hernández-Soto 

et al., 2019). Así mismo, la administración aguda del PβA disminuye la conectividad 

funcional entre ambos bulbos olfatorios lo que correlaciona fuertemente con las 

alteraciones en la potencia de la actividad oscilatoria del bulbo olfatorio (Hernández-

Soto et al., 2019). Estos hallazgos proveen una relación directa entre la 

administración del PβA y las alteraciones sobre la red neuronal del bulbo olfatorio, 

lo que conlleva a una disfunción y una pérdida olfatorias en roedores que podría ser 

extrapolada a pacientes que cursan con la EA (Hernández-Soto et al., 2019). Por lo 

que en este trabajo evaluamos el efecto del EO sobre las alteraciones producidas 

por el PβA que, como ya se ha mencionado, incrementa considerablemente en la 

EA. 

  

 

 

 

 

 

 

 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El bulbo olfatorio principal (BOP) es la primera región cerebral involucrada en el 

procesamiento de la información olfatoria (Kay, 2015) y es una estructura altamente 

plástica, que se modifica en respuesta a la experiencia sensorial (Bovetti et al., 

2009). El enriquecimiento olfatorio (EO), que supone la exposición pasiva y 

prolongada a una amplia gama de aromas sintéticos y/o naturales, modifica la 

neurogénesis en el BOP, mejora la memoria y la discriminación olfatoria en 

roedores. Sin embargo, hasta el momento se desconoce su influencia sobre la 

actividad del circuito bulbar y la aversión/preferencia olfatoria innata. Por otra parte, 

la estimulación sinérgica de diferentes sistemas sensoriales, por periodos 

prolongados, induce modificaciones morfológicas y funcionales en el cerebro, que 

contribuyen a aminorar algunos síntomas de patologías neurodegenerativas como 

la enfermedad de Alzheimer (EA). Tal es el caso del enriquecimiento ambiental; un 

tipo de estimulación crónica, que provee de una combinación de interacciones 

sociales, cognitivas, sensoriales y de estimulación motora, que mejora distintos 

procesos cognitivos en pacientes con la EA y en modelos animales que presentan 

un fenotipo tipo Alzheimer. Esta complejidad de estímulos produce numerosos 

cambios que modifican la anatomía y la funcionalidad de numerosas estructuras 

cerebrales. Sin embargo, esta mezcla de activaciones sensoriales no permite 

reconocer de forma precisa el origen de las modificaciones más importantes que 

generan los posibles efectos protectores en la EA. Por lo que en este trabajo se 

plantea el uso del EO como una alternativa para aminorar el deterioro olfatorio 

temprano característico de la EA. 

La EA es una patología que cursa con diferentes síntomas, siendo la pérdida 

olfatoria uno de ellos que, además, representa un criterio diagnostico relevante en 

etapas preclínicas de la EA, antes del deterioro cognitivo (Wesson et al., 2010; 

Marigliano et al., 2014; Woodward et al., 2017; Kotecha et al., 2018). La hiposmia 

no es exclusiva de la EA, pues pacientes con enfermedad de Parkinson también 

presentan desórdenes olfatorios tempranos que han sido aminorados con 

manipulaciones experimentales que pretenden activar de forma específica al 

sistema olfatorio (Haehner et al., 2013). El entrenamiento olfatorio, un protocolo 



similar al EO, y que supone la exposición activa a una variedad de aromas, recupera 

la detección y la discriminación olfatoria en estos mismos pacientes (Haehner et al., 

2013). Así mismo, la estimulación olfatoria mejora funciones cognitivas como la 

atención, la memoria y el lenguaje en pacientes con demencia (Vance et al., 1999; 

Cha et al., 2021; Oleszkiewicz et al., 2021). Del mismo modo, en pacientes con EA 

leve, la estimulación olfatoria ha mostrado disminuir la amnesia anterógrada y 

retrógrada (El Haj et al., 2017; Glachet et al., 2018; 2019; Glachet & El Haj, 2019; 

2020). Además, en modelos animales, el EO reduce tanto la fosforilación de la 

proteína Tau (Liao et al., 2012) como la deposición del péptido beta amiloide (PβA) 

en el hipocampo (Wang et al., 2020) que, como ya se mencionó, son marcadores 

diagnósticos de la EA (Liao et al., 2012). Sin embargo, hasta el momento no se 

conocen los efectos del EO sobre las alteraciones producidas por el PβA, cuya 

sobreproducción induce una disrupción en la función neuronal característica de la 

EA en el BOP (Wesson et al., 2010; Cao et al., 2012). Con base en lo anterior, nos 

propusimos evaluar los efectos del EO sobre la actividad de la red neuronal bulbar 

y sus implicaciones en la conducta olfatoria innata. También, evaluamos los efectos 

del EO sobre estos mismos parámetros tras la administración del PβA, para así 

definir los posibles efectos protectores del EO sobre la detección y la discriminación 

olfatoria, así como sobre la actividad bulbar. 

  

 

 

 

 

 

 

 



HIPÓTESIS 

El enriquecimiento olfatorio produce modificaciones plásticas en el bulbo olfatorio y 

lo protege contra los efectos inhibidores producidos por el péptido beta amiloide in 

vivo. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto del enriquecimiento olfatorio sobre el circuito bulbar y su posible 

efecto protector contra las alteraciones producidas por el péptido beta amiloide. 

Objetivos particulares 

1. Evaluar los cambios inducidos por el enriquecimiento olfatorio sobre los 

niveles de BDNF bulbar.  

2. Evaluar los cambios plásticos inducidos por el enriquecimiento olfatorio en el 

circuito glomerular y la actividad de la red neuronal bulbar en condiciones 

basales y en presencia de aromas. 

3. Determinar los cambios inducidos por el EO en la detección y discriminación 

olfatoria. 

4. Determinar los efectos deletéreos del PβA1-42 sobre la activación de la capa 

glomerular y la actividad de la red neuronal bulbar en condiciones basales y 

en presencia de aromas. 

5. Determinar los posibles efectos protectores del EO contra las alteraciones 

que produce el PβA1-42 sobre la activación de la capa glomerular y la actividad 

de la red neuronal bulbar en condiciones basales y en presencia de aromas. 

6. Determinar los posibles efectos protectores del EO contra las alteraciones 

que produce el PβA1-42 sobre la discriminación olfatoria. 

7. Determinar los efectos del EO sobre la expresión del PβA1-42 en el circuito 

bulbar. 

8. Determinar los efectos del BDNF en el posible efecto protector del EO contra 

las alteraciones que produce el PβA1-42 en el circuito bulbar.  

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 (022, Charles River Laboratories 

Company) de 7-8 semanas de edad de 30-35 g. Todos los experimentos fueron 

aprobados por el comité de Bioética en Investigación del Instituto de Neurobiología 

con el número de protocolo 50 y están basados en la Norma Oficial Mexicana de la 

Secretaría de Agricultura, ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación 

(SAGARPA) con clave NOM-062-ZOO-1999. Así mismo, se tomaron en cuenta los 

criterios de ética para el uso de animales de investigación de los Institutos 

Nacionales de Salud de los Estados Unidos (NIH). Los animales fueron mantenidos 

en un ciclo de luz/oscuridad normal de 12 horas, a una temperatura constante de 

22 ± 1 °C, con agua y alimentación ad libitum. Para todas las evaluaciones 

experimentales se contaron con 8 grupos de animales: 

1- Grupo sometido a enriquecimiento olfatorio. 

2- Grupo sin enriquecimiento olfatorio.  

3- Grupo sometido a enriquecimiento olfatorio implantado con una placa de acero 

inoxidable para evaluaciones del animal despierto con la cabeza fija. 

4- Grupo sin enriquecimiento olfatorio implantado con una placa de acero 

inoxidable para evaluaciones del animal despierto con la cabeza fija. 

5- Grupo sometido a enriquecimiento olfatorio administrado 

intracerebroventricularmente (ICV) con el PβA1-42. 

6- Grupo sometido a enriquecimiento olfatorio administrado ICV con la secuencia 

inversa del PβA como control. 

7- Grupo sin enriquecimiento olfatorio administrado ICV con el PβA1-42. 

8- Grupo sin enriquecimiento olfatorio administrado ICV con la secuencia inversa 

del PβA como control. 

 

 

 



Enriquecimiento olfatorio 

El protocolo de EO utilizado en esta tesis está basado en el trabajo de Martončíková 

y colaboradores (2011) y está sustentado en datos de nuestro laboratorio que 

indican que esta modalidad de EO es capaz de inducir una modificación de la 

actividad eléctrica de la CG del BOP (Pimentel-Farfán, 2016). El EO consiste en la 

exposición pasiva a 21 odorantes sintéticos y naturales (aceite de almendras dulces, 

acetato de amilo, albahaca, anís estrella, citrol, clavo de hojas, eucalipto, 

heptaldehído, hierbabuena, hojas de canela, lavanda, limón, mandarina, menta 

piperita, octanaldehido, pino, romero español, salvia española, tomillo, toronja 

blanca y gaulteria -Droguería Cosmopolita S.A. DE C.V.-), uno por día, durante 21 

días. Cada uno de los odorantes fue presentado dos veces, una hora por la mañana 

y otra hora por la tarde, con una diferencia mínima entre cada exposición de 3 horas 

(Martončíková et al., 2011). Para ello, se aplicaron 5 μl de cada odorante en un 

hisopo colocado dentro de un frasco de plástico con la tapa perforada, mismo que 

se situó en la caja habitación del animal. Cada caja, cubierta con una tapa provista 

de un filtro, fue situada en un sistema de ventilación independiente, lo que evitó la 

salida de los aromas al bioterio. En el caso de los animales control, se adicionaron 

5 μl de agua destilada en el hisopo dentro del frasco de plástico y la exposición fue 

exactamente la misma que para los sujetos experimentales. 

Sistema para la estimulación olfatoria 

El aparato para la emisión de los aromas durante los registros electrofisiológicos 

con animales anestesiados, las pruebas de condicionamiento operante y la 

imagenología óptica intrínseca bulbar (descritos más adelante), consiste en un 

sistema de solenoides idéntico al reportado por Slotnick & Restrepo, 2005. Este 

generador de estímulos permite la presentación de 4 aromas diferentes a través de 

un tubo de suministro. Así mismo, cuenta con un tubo de vacío para eliminar 

cualquier rastro de los aromas emitidos. Cada una de las válvulas es controlada con 

ayuda del software BBC Basic (versión 5.91, Knosys Olfactometer Begin 

Programm). 



Aromas empleados durante el registro electrofisiológico, la 

imagenología óptica intrínseca y la prueba de discriminación olfatoria fina 

Durante los registros electrofisiológicos y la imagenología óptica intrínseca en 

animales anestesiados y despiertos con la cabeza fija, se realizó la estimulación 

olfatoria con acetato de amilo (Sigma-Aldrich Inc., MO, USA) y esencia de canela 

(Droguería Cosmopolita S.A DE C.V, Cd. México, México), ambos a una 

concentración del 100 % v/v. Por otra parte, durante la prueba de condicionamiento 

operante olfatorio (descrita más adelante) se emplearon enantiómeros aromáticos, 

limoneno (+) y limoneno (-), ambos en concentraciones del 100 % v/v y 1% v/v, 

(diluidos en aceite mineral). Adicionalmente, para la captura de la imagenología 

óptica intrínseca bulbar en los animales condicionados olfatoriamente se realizó la 

estimulación con butirato de etilo (Sigma-Aldrich Inc., MO, USA), acetato de amilo 

(Sigma-Aldrich Inc.), limoneno (+) (Sigma-Aldrich Inc., MO, USA) y limoneno ((-); 

Sigma-Aldrich Inc.) a una concentración del 100% y 1% v/v, diluido en aceite 

mineral. 

Prueba de alimento enterrado 

Al finalizar el protocolo de enriquecimiento olfatorio, con la finalidad de evaluar la 

capacidad para detectar aromas, se realizó la prueba de alimento enterrado 

(Alvarado-Martínez et al., 2013). Antes de la prueba los animales fueron habituados 

durante 30 minutos a la caja de prueba con aserrín limpio con las mismas 

características de la caja de alojamiento (caja de acrílico: 24 x 18 x 25 cm). Después 

del periodo de habituación, un trozo de galleta de chocolate (50 mg; TRIKI-TRAKES 

®, Cd. Méx., México) fue colocado aleatoriamente en una de las esquinas de la caja 

de prueba, oculto bajo 2 cm de aserrín. Se cuantificó la latencia para encontrar la 

galleta. El tiempo máximo para la ejecución de la prueba fue de 600 segundos 

(Alvarado-Martínez et al., 2013). 

Prueba de habituación-deshabituación olfatoria 

Al término del enriquecimiento olfatorio, con la finalidad de evaluar la capacidad 

para discriminar aromas (deshabituación) y la memoria de estos (habituación), en 



los ratones con y sin implante, así como en los ratones administrados con el PβA1-

42 o con su secuencia inversa, como control, se realizó la prueba conductual olfatoria 

conocida como habituación/deshabituación (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; 

Pimentel-Farfán, 2016; Hernández-Soto, 2021). Para ello, los animales fueron 

habituados al entorno experimental en una caja de acrílico (27 x 17 x 12 cm) con 

aserrín limpio, cuya tapa fue provista con una malla metálica, en la cual se colocaron 

recipientes circulares metálicos (4.5 cm de diámetro) con un papel filtro de 2 x 2 cm 

durante por lo menos 30 minutos. Cada uno de los animales fue expuesto a dos 

diferentes aromas (vainilla o vinagre 100% v/v: depositados en el papel filtro) 

durante 3 minutos en 3 ensayos sucesivos, con un intervalo interestímulo de 1 

minuto. Previo a la presentación de los aromas, los animales fueron expuestos al 

recipiente metálico con el papel filtro que contenía 5 µl de agua destilada, durante 2 

ensayos. Cada una de las pruebas fue grabada para su análisis posterior. Las 

pruebas fueron realizadas durante la fase de luz del ciclo luz/oscuridad. Este 

procedimiento fue repetido una semana después usando los mismos aromas, pero 

a una concentración más baja (1%). Para la cuantificación de los resultados se 

analizó el tiempo de exploración del recipiente metálico, considerando una distancia 

igual o menor a 2 cm entre el recipiente y la nariz del animal. Adicionalmente, el 

tiempo de exploración fue normalizado a la primera presentación de cada estímulo 

(considerado como 100% para el análisis). La fase de habituación de la prueba se 

refleja en la reducción de la exploración ante la presentación repetida de un mismo 

aroma, mientras que la deshabituación se refleja en el incremento en la exploración 

de un nuevo aroma, lo que también se interpreta como la discriminación entre un 

aroma conocido y uno novedoso (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hernández-

Soto et al., 2021). Finalmente, se cuantificó el índice de habituación cruzada 

(Wesson et al., 2010; Hernández Soto et al., 2021), a través de la sustracción del 

tiempo normalizado de la exploración para la última exposición a un aroma de un 

bloque determinado que es restada de la exploración normalizada de la primera 

exposición al aroma novedoso del siguiente bloque. 



Prueba de preferencia y aversión olfatoria innata 

En esta tesis también evaluamos la respuesta innata ante la presencia de aromas 

atractivos y aversivos (Lin et al., 2006; Witt et al., 2009; Cho et al., 2011; Lazarini et 

al., 2014; Saito et al., 2017). Para la aversión innata empleamos 2, 5-Dihidro-2, 4, 

5-Trimetiltiazolina (TMT; Sigma Aldrich), que es un componente volátil presente en 

las heces del zorro (Cho et al., 2011; Lazarini et al., 2014). Para la atracción innata 

olfatoria, empleamos aceite de cacahuate (Kaporo ®; Lin et al., 2006; Witt et al., 

2009; Saito et al., 2017). Al inicio de la prueba los animales fueron colocados en 

una caja de acrílico transparente, limpia y sin aserrín. La caja fue dividida 

imaginariamente en tres secciones iguales (15.6 x 25 x 21 cm). Posteriormente, 2 

cuadrados de papel filtro (2 x 2 cm) fueron colocados en el centro de las 2 secciones 

laterales. Inicialmente, ambos papeles filtro estaban impregnados con 5 µl de aceite 

mineral, como vehículo (Sigma Aldrich). En estas condiciones, se permitió a los 

animales explorar la caja libremente durante un periodo de 3 minutos. Al término de 

este periodo, ambos papeles filtro fueron reemplazados con dos papeles filtro 

nuevos que fueron impregnados con las siguientes sustancias: uno con aceite 

mineral y otro ya sea con TMT 10% v/v (prueba de aversión innata) o con aceite de 

cacahuate 50 % v/v (prueba de preferencia). En estas condiciones, se permitió la 

exploración libre de los animales en la caja de prueba durante un periodo de 3 

minutos. Todas las conductas fueron grabadas con una cámara digital para permitir 

su análisis fuera de línea. Se cuantificó el tiempo que los animales invirtieron en 

cada uno de los tres sectores de la caja de prueba. El índice de preferencia olfatoria 

fue calculado como la diferencia entre el tiempo que cada animal invirtió en el 

compartimiento que contenía ya sea TMT o aceite de cacahuate, y el tiempo que el 

animal invirtió en el mismo compartimento durante el ensayo de familiarización; un 

valor positivo de este índice indica una preferencia olfatoria y un valor negativo 

indica aversión olfatoria (Lazarini et al., 2014). 

Prueba de campo abierto 

Con la finalidad de evaluar la locomoción y la exploración de los animales 

administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa como control, realizamos una 



prueba de campo abierto. Para ello, se empleó una arena de 50 cm de ancho x 50 

cm de largo x 50 cm de alto, provista con sensores de movimiento (SuperFlex Open 

Field, Omnitech Electronics, Inc). Los animales fueron colocados en la arena 

durante 10 minutos y, al finalizar la prueba, se cuantificó su movimiento con ayuda 

del software Fusion (Omnitech Electronics Inc). Con este software se evaluó el 

tiempo en el que el animal permaneció en movimiento, la distancia recorrida en 

centímetros, el tiempo de permanencia en el centro y en las orillas de la caja. 

Inyección intracerebroventricular del PβA1-42 o su secuencia inversa como 

control 

Previo al protocolo de enriquecimiento olfatorio descrito en la sección anterior, se 

realizó la administración intracerebroventricular del PβA1-42 o su secuencia inversa 

como control. Para ello, los animales fueron inyectados intraperitonealmente con 

una combinación de ketamina (100mg/Kg, Cheminova) y xilazina (4mg/Kg, 

Cheminova) para la inducción de anestesia. Posteriormente, los animales se 

mantuvieron en anestesia con sevoflurano al 0.8%. Aseguramos el nivel de 

anestesia de los animales revisando el reflejo al pinchazo en las patas traseras. Se 

aplicaron gotas oftálmicas en los ojos para evitar lesiones. El cuerpo de los animales 

fue mantenido a una temperatura a 37 ± 1°C usando una almohadilla eléctrica. 

Posteriormente, los animales fueron montados en un equipo estereotáxico para la 

realización de la cirugía. Previamente a la realización de la incisión, limpiamos el 

área de la cirugía con un antiséptico de amplio espectro (Microdacyn Oculus ®), 

seguido de alcohol etílico al 70%. Posteriormente, inyectamos 0.03 ml de lidocaína 

al 2% (Pisacaína ®) subcutánea para generar anestesia local. Se removió, con un 

escalpelo, la piel que recubre el cráneo, se retiró el periostio y se introdujo una aguja 

de inyección a través de un trepano para la administración intracerebroventricular 

(ICV) del péptido beta amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa como control, en 

un ventrículo lateral ubicado en las siguientes coordenadas estereotáxicas, de 

acuerdo con el atlas de Franklin & Paxinos, 2007, AP: -0.22, ML: ±1.0 y DV -2.5. La 

perfusión de 5 µl de la solución con el PβA1-42 (500 pmol), o de su secuencia inversa, 

se realizó a una velocidad de 0.5 µl/min. Después de 5 minutos de finalizada la 



perfusión, se removió la aguja y la piel fue suturada. Finalmente, se colocó acrílico 

dental sobre la herida para evitar cualquier infección. Al finalizar la cirugía, los 

animales fueron llevados a una cámara de recuperación adicionada con una 

almohadilla térmica a temperatura controlada de 37 ± 1°C. Finalmente, a los 

animales se les administró un antibiótico de amplio espectro (Fluvicina Pfizer 

0.5mg/Kg) para evitar cualquier infección y para minimizar la inflamación. 

Adicionalmente, para evitar la formación de un edema se inyectó meloxicam 

intramuscularmente (Mobicox Boehringer Ingelheim, 15mg/kg). Cada animal tuvo 

un periodo de recuperación de 3 días, previos a la realización del protocolo de 

enriquecimiento olfatorio descrito anteriormente. 

Cirugía estereotáxica para la imagenología óptica intrínseca crónica y 

la prueba de condicionamiento operante olfatorio 

Con la finalidad de implantar un soporte craneal que permite mantener al animal con 

la cabeza fija, mientras se encuentra despierto, durante la imagenología óptica y el 

registro electrofisiológico del potencial de campo local (LFP, por sus siglas en 

inglés), así como durante la prueba de condicionamiento operante, que se describen 

más adelante, se realizó el procedimiento general de cirugía estereotáxica detallado 

al inicio de la sección anterior. Posteriormente, para la visualización de la 

imagenología óptica intrínseca en la superficie del BOP, se adelgazó el cráneo en 

una ventana de 3 x 2 mm sobre uno de los bulbos olfatorios, seleccionado 

aleatoriamente. Para evitar el sobrecalentamiento del BOP, se perfundió 

constantemente líquido cefalorraquídeo artificial frio (LCRa; composición mM: 119 

NaCl, 3 KCl, 1.5 CaCl2, 1 MgCl2, 25 NaHCO3 y 30 D-glucosa, pH 7.4) sobre el área 

de adelgazamiento. Posteriormente, se colocó una laminilla transparente de 

polidimetilsiloxano (PDMS, por sus siglas en inglés) a base de silicona suave de 5 

mm de diámetro (Sylgard 184 Dow Corning, Inc.) que se adhirió al cráneo con 

cianoacrilato (KolaLoka ®). Para asegurar la permanencia de la ventana, se aplicó 

un adhesivo auto curable con luz UV (Figura 9; Heo et al., 2016). Las laminillas de 

PDMS se prepararon mezclando el elastómero base y el agente de curado, en una 

proporción de 10:1 (v/v), desgasificado completamente dentro de un desecador de 



vacío. El PDMS se dejó solidificar dentro de una placa de cultivo celular esterilizada 

(diámetro de 100 mm) en una incubadora (80° C, 1–2 h). El PDMS obtenido fue 

esterilizado por autoclave y exposición a luz UV.  

En los grupos de animales inyectados con el péptido β amiloide (PβA1-42) o su 

secuencia inversa como control, se colocó una cánula de acero inoxidable en las 

siguientes coordenadas estereotáxicas, de acuerdo con el atlas de Franklin & 

Paxinos, 2007, AP: - 0.22, ML: ± 1.0 y DV - 1.5. La cánula permitió la inserción de 

un inyector en la coordenada DV: -2.5 para realizar la administración del PβA1-42 o 

su secuencia inversa, tras el entrenamiento en la prueba de discriminación olfatoria, 

que se describe más adelante. Para permitir la fijación de la cabeza durante la 

imagenología óptica intrínseca, el registro del LFP y durante la prueba conductual 

se fijó una placa metálica con cianoacrilato y acrílico dental sobre el cráneo, tal como 

se observa en la Figura 8. Como ya se indicó, para los experimentos con animales 

anestesiados, también se colocaron 2 tornillos, que sirven como una referencia 

(REF) y una tierra (GND; por sus siglas en inglés) para los registros de la actividad 

eléctrica neuronal con un sistema de registro con electrodos múltiples (Figura 8).  

Al finalizar la cirugía, cada ratón fue transferido a una caja de recuperación 

adicionada con una almohadilla térmica a 37 ± 1°C, hasta su recuperación completa. 

Al término del periodo de recuperación, el animal fue regresado a su caja de 

alojamiento con agua y comida ad libitum durante 3 días, durante los cuales se 

administró antibiótico (Fluvicina Pfizer 0.5mg/Kg) y meloxicam (Mobicox Boehringer 

Ingelheim, 15mg/kg). Durante estos días los animales fueron monitoreados para 

evaluar signos de estrés que incluyeran una disminución del peso corporal, letargo 

y cambios conductuales. De no presentarse estos signos, se comenzó con la 

restricción de agua para las pruebas olfatorias posteriores. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Registro del potencial de campo local en animales anestesiados 

Uno a siente días después del enriquecimiento olfatorio, y uno a tres días después 

de las pruebas olfatorias descritas anteriormente, se realizó el registro del potencial 

de campo local (LFP, por sus siglas en inglés) del bulbo olfatorio principal en 

animales anestesiados y despiertos con la cabeza fija. Los animales del grupo no 

implantado se anestesiaron profundamente con uretano (2 g/kg, i.p.) y fueron 

posicionados en un equipo estereotáxico, mientras que los animales despiertos 

fueron posicionados usando la placa metálica implantada en su cráneo (ver 

procedimiento quirúrgico en la sección anterior) sobre el equipo estereotáxico al 

cual se familiarizaron previamente durante un periodo de tres días. Para realizar los 

registros electrofisiológicos el PDMS fue removido. En todos los casos un electrodo 

de borosilicato (1-2 MΩ), lleno con LCRa (composición mM: 119 NaCl, 3 KCl, 1.5 

CaCl2, 1 MgCl2, 25 NaHCO3 y 30 D-glucosa, pH 7.4), fue posicionado en la capa 

granular del BOP empleando las siguientes coordenadas estereotáxicas con 

respecto a Bregma: AP: + 4.8, ML: ± 0.7, DV: -1.7 (Franklin & Paxinos, 2007). Con 

ello, fue posible realizar el registro del LFP (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; 

Hernández-Soto et al., 2021). Simultáneamente, fue monitoreada la respiración con 

Figura 9. Implante crónico para la prueba de discriminación olfatoria e imágenología óptica intrínseca. Se muestra 

un esquema de un ratón con el implante de un sistema de fijación, inyección y registro. BOP-I: Bulbo olfatorio principal 

izquierdo, BOP-D: Bulbo olfatorio derecho. Cánula para la administración intracerebroventricular (ICV) del péptido beta 

amiloide o su secuencia inversa como control. Se muestran también los tornillos de referencia (REF) y tierra (GND) para 

los registros con multielectrodos que se efectuaron tras el entrenamiento para la prueba de condicionamiento operante 

olfatorio. 



un sensor piezoeléctrico situado en el tórax de los animales (Hernández-Soto et al., 

2021). Se registró la actividad espontánea durante 30 minutos y posteriormente, un 

hisopo impregnado con 5 µl de acetato de amilo (100% v/v) o esencia de limón 

(100% v/v) fue posicionado frente a la nariz del animal (aproximadamente a 2 cm 

de distancia) durante 10 segundos. Este procedimiento se repitió secuencialmente 

tres veces, con un intervalo inter-estímulo de 3 minutos. Las señales fueron 

amplificadas (0.3-0.3 kHz; 7P511L, Grass Instruments Co.) y digitalizadas a 1kHz 

(MiniDigi 1B, Axon Instruments) con el software AxoScope (versión 10.7, Molecular 

Devices). Las grabaciones fueron analizadas usando Clampfit (versión 10.7, 

Molecular Devices). Los análisis del espectro de potencia fueron realizados en diez 

segmentos aleatorios de 10 segundos mediante el algoritmo de la transformada 

rápida de Fourier (FFT; por sus siglas en inglés). Los resultados obtenidos 

permitieron calcular la potencia relativa en las siguientes bandas de frecuencia: 

theta (1-12 Hz), beta (12-30 Hz) y gamma (30-120 Hz). La potencia relativa fue 

obtenida con base al porcentaje de la potencia de cada banda de frecuencia con 

respecto al total obtenido de la banda ancha (1-120 Hz; considerado como 100% 

para el análisis). Los espectrogramas de potencia fueron graficados usando el 

software NeuroExplorer (versión 5.037 Nex Technologies). 

Registro con multielectrodos en animales anestesiados 

Al finalizar las pruebas conductuales descritas anteriormente, se realizó el registro 

de la actividad del BOP con un arreglo de multielectrodos, con el fin de evaluar los 

cambios inducidos por el EO y/o el PβA sobre la actividad eléctrica de las diferentes 

capas del BOP. El día del registro, los animales fueron anestesiados con uretano 

(2g/Kg, i.p.). La anestesia fue comprobada mediante la ausencia de respuesta 

motora a estímulos dolorosos. Posteriormente, se removió la piel y el periostio a la 

altura del BOP. Con ayuda de un taladro dental, se realizó un trepano sobre el 

cráneo con las siguientes coordenadas estereotáxicas, basadas en el atlas de 

Franklin & Paxinos (2007) con respecto a Bregma: AP: + 4.8 y ML: ± 0.7. Finalmente, 

con ayuda de una aguja 26G, se retiró la dura. Adicionalmente, se colocaron 2 

tornillos de REF y GND justo por debajo de Bregma teniendo especial cuidado de 



no alcanzar el cerebro. Lo anterior, con la finalidad de referenciar el registro y reducir 

al máximo el ruido en la señal electrofisiológica. Los registros fueron realizados 

usando sondas de silicón de 16 canales (NeuroNexusTech; A1x16-5mm-25-177), 

con un diámetro del electrodo de 15 µm y con una separación de 50 µm entre cada 

uno de los electrodos. La sonda penetró al tejido en un ángulo de 90° desde la 

superficie dorsal hasta la zona medial del BOP con una coordenada DV: 0.7 

(Franklin & Paxinos, 2007). Con esta posición de la sonda, se alcanzó la capa 

granular del BOP con los electrodos más ventrales. Los registros fueron adquiridos 

a 40 kHz y las señales obtenidas fueron transferidas a una computadora para su 

análisis fuera de línea con los softwares Offline Sorter (versión 3.3.5 Plexon Inc.) y 

NeuroExplorer (versión 5.037 Nex Technologies). Para evaluar la actividad eléctrica 

inducida con aromas, los animales fueron estimulados con 4 aromas diferentes, 

acetato de amilo, butirato de etilo, limoneno (+) y limoneno (-), diluidos en aceite 

mineral tanto al 1% v/v, como al 100%. Cada aroma fue presentado 3 veces, durante 

10 segundos, con un intervalo interestímulo de 10 minutos. Dado que la actividad 

neuronal depende directamente de la frecuencia respiratoria de los animales, se 

realizó el registro de la respiración con ayuda de un piezoeléctrico colocado sobre 

el tórax del animal. El registro de la respiración fue adquirido con ayuda de un 

digitalizador DigiAmp 1B y el software Clampex 10.6.2. (Axon Molecular Devices). 

Simultáneamente, la señal fue entregada a una entrada análoga en el sistema de 

registro de Plexon, para ser analizada fuera de línea con respecto de la actividad 

neuronal. 

Prueba de discriminación olfatoria fina operante tipo Go/No-Go 

Todos los experimentos conductuales fueron realizados durante la fase de luz entre 

las 8:00 am y las 12:00 pm. Se efectuó una fase de habituación al entorno, una fase 

de entrenamiento y una fase de prueba. Cada una de estas fases se realizó en un 

equipo de condicionamiento operante construido en el laboratorio en una cabina 

sonoamortiguada (Figura 10). El equipo está provisto de una bocina para indicar al 

animal el inicio de los ensayos o las respuestas incorrectas durante las pruebas. 

Este equipo también incluye un tubo de vidrio, de 3 mm de diámetro, conectado a 



un olfactómetro (descrito previamente) para la emisión de los aromas. Finalmente, 

para la recompensa, se utilizó una aguja endotraqueal de 25 G con la punta roma. 

Con ello, fue posible la entrega de 2 µl de agua con ayuda de un solenoide. Así 

mismo, para la detección del momento en que el animal lame el sitio de la 

recompensa, se colocó un sensor infrarrojo de barrera. Tanto la bocina como el 

sensor infrarrojo, el solenoide y el olfactómetro utilizados durante la prueba fueron 

controlados, externamente, con ayuda de un código elaborado en Matlab 2019a 

(MathWorks, Inc).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para las pruebas conductuales, 3 días después de la cirugía, los animales fueron 

restringidos a un consumo diario de agua de 1 ml/día durante 3 días previos a la 

fase de entrenamiento (Guao et al., 2014). Desde el inicio de la restricción de agua 

se monitoreó el peso de los animales, para vigilar que no disminuyera a más del 

20% de su peso corporal (Guao et al., 2014; Chu et al., 2017). Se proporcionó agua 

a los animales con ayuda de un dispensador provisto con una aguja endotraqueal, 

similar a la que se les presentó en la caja de entrenamiento. Lo anterior, con la 

finalidad de permitirle al ratón familiarizarse con el material de la aguja y comenzar 

la asociación de la recompensa a dicho material. Después de la restricción de agua, 

Figura 10. Cámara de condicionamiento operante olfatorio. 1, bocina. 2, tubo de restricción. 3, cámara de 

videograbación. 4, dispensador de agua. 5, sensor infrarrojo de barrera.  6, tubo de vidrio, conectado a un olfactómetro, 

para la entrega de aromas.  



los animales fueron manipulados y habituados al entorno de entrenamiento, 

incluyendo las manos del experimentador, el tubo de restricción, el tubo de 

recompensa, a los sonidos en el cuarto experimental y otros factores, durante 30 

minutos por 3 días consecutivos, manteniendo constante el horario de habituación 

para cada animal. Lo anterior, permite la reducción en los niveles de estrés de los 

animales (Guo et al., 2014; Chu et al., 2017). Antes de cada ensayo, los animales 

fueron colocados en un tubo de plástico con la cabeza restringida de movimiento, 

mediante dos tornillos situados en ambos extremos de la placa metálica implantada 

en la cabeza de los animales. Los tornillos fueron asegurados en un equipo 

estereotáxico adaptado. Al término de la fase de habituación los animales fueron 

entrenados para discriminar entre dos odorantes, uno recompensante (limoneno (+) 

al 100% v/v) y otro no recompensante (Limoneno (-) al 100% v/v) en un paradigma 

de condicionamiento operante conocido como Go/No-Go (Abraham et al., 2004, 

Abraham et al., 2012; 2010; Guo et al., 2014, Chu et al., 2017). Los ratones 

realizaron sesiones diarias de 100 ensayos. En cada ensayo, uno de los dos aromas 

fue entregado de forma pseudoaleatoria, con un máximo de 3 ensayos consecutivos 

del mismo aroma. El ensayo Go fue considerado como correcto cuando al término 

de los 4 segundos de la presentación de limoneno (+) 100% v/v, el animal lamió por 

lo menos una vez el sitio de la recompensa durante el periodo de respuesta de 2 

segundos, al término de este tiempo le fue dispensada una gota de agua de 25 µl. 

El ensayo No-Go se consideró como correcto cuando un animal no lamió durante el 

periodo de respuesta (2 segundos) tras la presentación de limoneno (-) 100% v/v (4 

segundos). Los ensayos se consideraron incorrectos si el animal lamió el sitio de la 

recompensa durante el periodo de respuesta (2 segundos) después de la 

presentación de limoneno (-) 100% v/v o si no respondió tras la presencia de 

limoneno (+) 100% v/v. Como castigo, se hizo sonar la bocina a una frecuencia de 

5000 Hz, en ambos casos (Figura 11). Cada uno de los ensayos, 

independientemente si fueron respuestas correctas o incorrectas, se realizaron con 

un periodo interestímulo de 10 segundos, igual a la fase de asociación. Cuando los 

animales alcanzaron más del 80% de respuestas correctas de la totalidad de los 

ensayos por día, fueron administrados ICV con el PβA1-42 o su secuencia inversa y, 



posteriormente, iniciaron el protocolo de EO siguiendo la metodología descrita 

previamente. Durante el EO, se continuó con el entrenamiento de los animales en 

la tarea Go/No-Go empleando aromas a una concentración baja (1% v/v). Lo 

anterior, debido que esta concentración supone un reto olfatorio para los animales 

control, en comparación con los animales enriquecidos olfatoriamente (Hernández-

Soto, 2018). El protocolo descrito permite evaluar los efectos de la administración 

crónica del PβA1-42 sobre la discriminación olfatoria en los roedores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagenología óptica intrínseca en animales despiertos y anestesiados 

Adquirimos imágenes ópticas intrínsecas de la superficie dorsal del bulbo olfatorio, 

donde es posible observar patrones de activación glomerular tras la estimulación 

con aromas (Rubin & Katz, 1999). Los experimentos fueron realizados en animales 

despiertos con la cabeza fija y bajo anestesia profunda. Los animales implantados 

que ya contaban con una ventana para la captura de la imagenología óptica fueron 

Figura 11. Esquema del condicionamiento operante tipo Go/No-Go. Se muestra un esquema de ensayos con las 4 

respuestas posibles para la prueba conductual. Todos los ensayos, 100 en total, fueron aleatorizados. Cada ensayo inicia 

con un estímulo auditivo (8000 Hz) durante 100 milisegundos. Tras 1 segundo de espera, se presenta aleatoriamente 

uno de los dos aromas (limoneno (+) o limoneno (-); 100% v/v). Se consideraron ensayos correctos a aquellos en los que 

el animal lamió el lickómetro al finalizar la presentación de limoneno (+) por 4 segundos, y aquellos en los que el animal 

evita lamer en respuesta a la presentación de limoneno (-) también por 4 segundos. Solo los ensayos correctos después 

de la presentación del aroma con limoneno (+) son recompensados con una gota de agua. Los ensayos incorrectos 

corresponden a aquellos en los que el animal no lamió el lickómetro durante la presentación de limoneno (+) o aquellos 

en los que el animal lamió durante la estimulación con limoneno (-). Un estímulo auditivo (5000 Hz) se hizo sonar como 

castigo en ambos casos. 

 



montados en un equipo estereotáxico. Previo a la captura de las imágenes los 

animales fueron habituados durante 3 días al sistema de registro por un periodo de 

30 minutos. Por otra parte, los animales del segundo grupo fueron anestesiado con 

uretano (2g/Kg i.p.) y posicionados en un equipo estereotáxico. Se removió el 

cráneo sobre uno de los bulbos olfatorios (ventana de 2 x 1 mm) dejando la 

duramadre intacta. Durante este proceso el tejido fue irrigado constantemente con 

LCRa. Finalmente, el bulbo olfatorio expuesto fue cubierto con un cubreobjetos de 

vidrio. 

Para los animales implantados que fueron administrados con el PβA1-42 o su 

secuencia inversa como control, las imágenes fueron capturadas al término del 

entrenamiento del condicionamiento operante olfatorio (semana 1) y una vez por 

semana tras la administración del PβA1-42, o su secuencia inversa, durante 12 días 

del EO (semanas 2 y 3). Con la finalidad de evaluar posibles cambios en la 

activación glomerular tras las distintas condiciones experimentales se realizó en 

todos los grupos experimentales el registro de la actividad espontánea, así como en 

presencia de odorantes: esencia de canela, butirato de etilo, acetato de amilo, 

limoneno (+) y limoneno (-). Cada uno de los aromas fue utilizado a una 

concentración del 100% y, posteriormente, fueron diluidos en aceite mineral a una 

concentración del 1% v/v. Para la toma de imágenes, se empleó un sistema de 

registro provisto de una cámara (Imager 3001F System Optical Imaging). El tejido 

se iluminó con una fuente de luz blanca que se pasó por dos filtros de luz, uno verde 

de 530 nm y otro rojo de 630 nm. El primero (530 nm), permite una captura del 

patrón de vasos sanguíneos de la superficie del BOP, con lo cual es posible 

determinar los sitios de activación que se observan con ayuda del segundo filtro de 

interferencia (630 nm). Todas las imágenes presentan una dimensión de 156 x 252 

pixeles y la región visualizada de la superficie del bulbo olfatorio fue de 2mm x 1mm, 

con un tamaño de píxel de 50 µm2. Simultáneamente, se adquirió el 

electrocardiograma de los animales. Esta señal fue digitalizada con ayuda del 

software Clampex 10.6.2 (Axon Molecular Devices), y fue sincronizada con el 

software Vdaq (Vdaq 3001F, Optical Imaging Ltd), del sistema de adquisición de 

imágenes, para la sustracción del movimiento provocado por el latido cardiaco en 



las imágenes del bulbo olfatorio. Durante la adquisición, se realizó la captura de 25 

imágenes (1 segundo), que corresponden a la actividad espontánea bulbar o pre-

estímulo. Posteriormente, se colectaron 100 imágenes (4 segundos) durante la 

actividad evocada con aromas. Finalmente, se capturaron 275 imágenes (11 

segundos) que corresponden a un periodo post-estímulo. Cada uno de los aromas 

fueron presentados de 3-10 veces y las estimulaciones que no evocaron un cambio 

evidente en la reflectancia fueron descartados. Cada estimulación fue separada por 

un intervalo inter-estímulo de 3 minutos. Las imágenes obtenidas fueron 

almacenadas en un formato multi-TIFF con ayuda del software Vdaq (Vdaq 3001F, 

Optical Imaging Ltd), para su posterior análisis fuera de línea como se describe más 

adelante.  

Oligomerización del péptido β-amiloide 

La oligomerización del PβA1-42 y su secuencia inversa (American Peptide), se llevó 

a cabo con un protocolo previamente estandarizado por Lambert y colaboradores 

(1998) y empleado por nuestro equipo de trabajo (Balleza-Tapia, 2014; Hernández-

Soto et al., 2019). Para ello, el PβA o su secuencia inversa se incubó con 1, 1, 1, 3, 

3, 3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) a una concentración final del péptido de 1mM a 

temperatura ambiente por 60 min. La solución se evaporó para remover todo el HFIP 

durante un periodo de aproximadamente 18 horas, al cabo del cual el péptido se 

resuspendió a una concentración de 5 mM en dimetilsulfóxido (DMSO) al 100% y, 

posteriormente, se diluyó en medio F12 (sin rojo fenol) a una concentración final de 

100 µM. Esta solución se incubó por 24 horas de 4 a 5 °C y se centrifugó, a la misma 

temperatura, a 14000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante que contiene 

oligómeros y monómeros de PβA se colocó en alícuotas con 30 µl y se usó 

directamente en los experimentos (Balleza-Tapia, 2014; Hernández-Soto et al., 

2019). Las alícuotas se mantuvieron en refrigeración a 4°C con la finalidad de evitar 

la formación de fibrillas de PβA (Balleza-Tapia, 2014; Hernández-Soto et al., 2019). 

La composición de la solución oligomerizada del PβA1-42 se corroboró mediante 

electroforesis estándar seguida de una tinción con plata, que muestra la presencia 



de monómeros, dímeros, trímeros/tetrámeros, heptámeros/octámeros y 

protofibrillas (Hernández-Soto et al., 2019). 

Western blot 

Las muestras de bulbo olfatorio se homogeneizaron en buffer de lisis (5 mM Tris-

HCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1 mM ortovanadato de sodio, 50 mM fluoruro de 

sodio, 100 mM pirofosfato ácido de sodio, 250 mM sacarosa, 1% Igepal Ca-630, pH 

7.5) con inhibidores de proteasas (4693116001; Roche Diagnostics GmbH). Los 

lisados se centrifugaron a 13523 x g, durante 10 min, a 4°C. Se tomaron volúmenes 

suficientes para tomar 50 µg de proteína sobrenadante (cuantificada mediante el 

método de Bradford, Kielkopf et al., 2020). Posteriormente, se mezclaron esas 

cantidades iguales de proteína total (50 μg) con buffer de muestra Laemmli 2X (1: 

1). Se hirvió esta mezcla durante 10 minutos a 95°C, y se corrió en geles de SDS-

PAGE al 15%. Las proteínas se transfirieron electroforéticamente a membranas de 

nitrocelulosa durante 40 min utilizando un buffer de transferencia (Tris base 1.5 M, 

Glicina 0.2M, SDS 10%) y se bloquearon en leche desnatada al 5%, durante 1 hora. 

Las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios 

anti-BDNF a una dilución 1:500 (ab205067; Abcam plc.) y anti-β Tubulina a una 

dilución 1: 1000 (ab6046; Abcam plc.), en tampón de fosfato de sodio con Tween al 

0.05%. Se utilizó un anticuerpo primario para la β-Tubulina (ab6046; Abcam plc) 

como proteína de control de carga. La inmunoreactividad se evaluó usando 

anticuerpos secundarios acoplados a fosfatasa alcalina a una dilución 1: 5000, anti-

ratón de cabra (ab7069; Abcam plc) y anti-conejo de cabra (111-055-003; Jackson 

Immuno Research Laboratories, Inc), respectivamente. La detección se realizó 

empleando el kit de sustrato conjugado de fosfatasa alcalina (170-6432; Bio-Rad 

Laboratories). Las transferencias del Western blot se digitalizaron con un scanner 

(Perfection V500 EPSON) y los valores de densidad óptica de BDNF se 

normalizaron a la cantidad de β-Tubulina con el software de análisis Quantity One 

1-D (Bio-Rad Laboratories). 



Inmunofluorescencia  

Para la inmunodetección del BDNF o del PβA, se obtuvieron rebanadas sagitales 

del bulbo olfatorio principal de 30 µm de grosor. Las rebanadas fueron incubadas 

en una solución bloqueadora (PBS 0.01 M, 0.1% Tritón X-100 y 10% suero de 

burro), durante 30 minutos, a temperatura ambiente, seguido de 30 minutos a 4°C. 

Posteriormente, las rebanadas fueron incubadas durante toda la noche con el 

anticuerpo primario anti-BDNF a una dilución 1: 1000 (ab205067; Abcam plc) o con 

anticuerpo primario BAM-10 (MA1-91209; Thermo Fisher Scientific) a una dilución 

1: 1000. Después de 3 lavados de 10 minutos con PBS 0.01 M, se evaluó la 

presencia de marca usando el anticuerpo secundario Alexa Fluor 568 anti-ratón de 

cabra (A-11004; Thermo Fisher Scientific) a una dilución 1: 500. Para el marcaje de 

los núcleos celulares las rebanadas fueron incubadas con DAPI (D1306; Thermo 

Fisher Scientific) a una dilución 1: 50000, durante 10 minutos, a temperatura 

ambiente. Finalmente, las rebanadas fueron montadas en portaobjetos, cubiertas 

con cubreobjetos utilizando un medio de montaje (DPX, Sigma-Aldrich Inc.) y se les 

dejó secar por una noche a temperatura ambiente. Las imágenes fueron capturadas 

usando un microscopio de fluorescencia (Axio Observer A1, Carl Zeiss Inc.), con 

objetivos de 40x. Se cuantificó la fluorescencia de 3 rebanadas de BOP por animal 

mediante el software Zen blue 3.4 (Carl Zeiss Inc.). En cada rebanada se realizó la 

captura de una imagen de 100 µm x 140 µm, que contenía la totalidad de las capas 

del BOP. Posteriormente, se cuantificó la intensidad de fluorescencia de 5 ventanas 

aleatorias de 20 µm x 20 µm. Para la aleatorización de las ventanas seleccionadas 

se empleó un código elaborado en Matlab 2019a (MathWorks, Inc), empleando la 

función randi. 

Análisis estadístico 

Registros electrofisiológicos 

Los registros del LFP de la totalidad de las capas del bulbo olfatorio fueron 

analizados fuera de línea utilizando el Programa NeuroExplorer (versión 5.037 Nex 

Technologies). La señal fue descompuesta mediante la transformada rápida de 



Fourier con una ventana tipo Hamming. Con ello, se obtuvo la potencia de la 

actividad espontánea y la actividad inducida con aromas. Se promediaron las 3 

estimulaciones efectuadas para el mismo aroma. Posteriormente, para obtener el 

porcentaje de cambio de la actividad eléctrica bulbar, después de la estimulación 

olfatoria, los valores promedios de la potencia de 1-59 Hz fueron normalizados con 

respecto a la potencia de la actividad espontánea, establecida como el 100% para 

el análisis. Finalmente, se realizó una ANOVA de dos vías de múltiples 

comparaciones con una p<0.05. 

Registro de la respiración 

Los registros de la respiración fueron obtenidos con un sensor piezoeléctrico y 

analizados como se describe a continuación. Las señales fueron amplificadas, 

filtradas (0.3-0.3 kHz; 7P511L, Grass Instruments Co.) y digitalizadas a 1kHz 

(MiniDigi 1B, Axon Instruments) con el software AxoScope (versión 10.7, Molecular 

Devices, CA, USA). Los registros fueron analizados usando Clampfit (versión 10.7, 

Molecular Devices). Se analizaron 10 segmentos de 10 segundos cada uno, durante 

la actividad espontánea. Se contabilizó el número de ciclos inspiratorios por 

segundo y se obtuvo la frecuencia respiratoria promedio. Debido a la distribución 

normal de los datos los resultados obtenidos fueron analizados con una prueba T 

de Student. Con la finalidad de establecer posibles relaciones entre la potencia 

relativa de theta del BOP y la frecuencia respiratoria, se realizó un análisis de la 

correlación de Pearson (Hernández-Soto et al., 2021). Los datos fueron analizados 

con el programa estadístico GraphPad Prism (Versión 8.1, GraphPad Software Inc.) 

y se graficaron como la media ± el error estándar de la media (EEM) en todos los 

casos. 

Imagenología óptica intrínseca  

Los datos fueron segmentados de acuerdo con la duración del periodo pre–

estímulo, a la estimulación con aromas y a la condición post-estímulo. El cambio en 

la reflectancia en cada píxel (∆R/R) a lo largo del archivo multi-TIFF fue analizado 

con la siguiente formula: R1-R0/R1, donde R1 es la reflectancia promedio de cada 



píxel durante la presentación del aroma (4 segundos) y R0 es la reflectancia 

promedio durante el periodo pre-estímulo.  

Se obtuvo la imagen promedio durante la estimulación con aromas y con ella se 

realizó la identificación automática de los glomérulos activos y su área. Dichos 

análisis fueron realizados con ayuda de los softwares WinMix (Optical Imaging Ltd) 

e ImageJ (versión 1.51k), tal como lo describe Grishagin (2015), con algunas 

modificaciones. Cada imagen RGB promediada se transformó a un formato de 8 bits 

(0 = negro a 255 = blanco). Para analizar el área y el número de glomérulos, con 

base en los cambios en la reflectancia durante la presentación del olor, usamos la 

función “analizar partículas” del software Imagen J. Se estableció un umbral de 1.5 

desviaciones estándar del histograma de distribución de píxeles para obtener una 

imagen binaria con aquellos píxeles que superaban este valor. Un grupo de píxeles 

mayor o igual a 10 (≥ 500 μm2) se consideró como un glomérulo (Rubin & Katz, 

1999; Nagayama et al., 2014). Adicionalmente, se realizó la evaluación temporal del 

cambio de reflectancia para cada glomérulo, con una resolución de 1 fotograma (40 

ms), con la función “multi-measure” en el software imagen J. Con ello, fue posible 

obtener los cambios de la reflectancia a lo largo de los 16 segundos del registro. El 

cambio en la reflectancia usado para la comparación entre grupos se obtuvo de la 

diferencia de la reflectancia en el último segundo de la estimulación con aromas 

(últimos 25 fotogramas durante el aroma). Así mismo, se cuantificó la media de los 

grupos de píxeles o glomérulos identificados. Los datos fueron analizados mediante 

el programa estadístico GraphPad Prism (Versión 8.1, GraphPad Software Inc.) y 

se graficaron como la media ± el EEM en todos los casos. La distribución acumulada 

del área glomerular fue graficada en GraphPad Prism (versión 8.1, GraphPad 

Software Inc.). Finalmente, comparamos la similitud de los mapas olfatorios 

evocados con acetato de amilo y esencia de canela. Para ello, realizamos la 

cuantificación de la Distancia Euclidiana (DE) entre todos los glomérulos 

identificados en el mapa olfatorio obtenido durante la estimulación con acetato de 

amilo y el mapa olfatorio en presencia de esencia de canela. El centroide y las 

coordenadas de cada glomérulo fueron identificado con ayuda del software ImageJ 

(versión 1.51k). La DE entre todos los centroides de los glomérulos fue calculada 



empleando una rutina personalizada en Matlab 2019a (MathWorks, Inc), usando la 

función pdist2. El resultado fue promediado por cada animal estimulado con ambos 

aromas. 

Evaluaciones conductuales 

Para la prueba de habituación-deshabituación se cuantificó el tiempo de exploración 

de cada uno de los aromas presentados. Con la finalidad de evaluar las diferencias 

entre los grupos se realizó una ANOVA de dos vías con una p<0.05.  

Para las pruebas de campo abierto, debido a la distribución no normal de los datos 

(p>0.05, prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnov), éstos fueron analizados 

mediante las pruebas no paramétricas de Mann-Whitney. Los datos fueron 

analizados mediante el programa estadístico GraphPad Prism (Versión 8.1, 

GraphPad Software Inc.) y se graficaron como la media ± el EEM en todos los casos.  

Western Blot 

La densidad óptica de los niveles de BDNF fue evaluada empleando una prueba T 

de Student no pareada, debido a la distribución normal de los datos. Los análisis 

estadísticos fueron realizados en el programa estadístico GraphPad Prism (Versión 

8.1, GraphPad Software Inc.) y se graficaron como la media ± el EEM en todos los 

casos. Así mismo, fueron reportados los datos individuales de densidad óptica. 

Inmunofluorescencia 

Las muestras fueron analizadas con el software Zen lite (Zen Blue Edition 3.4, Carl 

Zeiss Microscopy GmbH). Se calculó la intensidad de florescencia en unidades 

arbitrarias (UA). Los resultados obtenidos fueron analizados mediante una prueba 

paramétrica T de Student debido a la distribución normal de los datos. Los datos se 

graficaron como la media ± el EEM en todos los casos.  



RESULTADOS 

Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la expresión de BDNF en el bulbo 

olfatorio principal 

Con el propósito de evaluar las modificaciones moleculares que produce el 

enriquecimiento olfatorio, se realizó un análisis de los niveles del BDNF en el BOP, 

mediante la técnica de Western Blot. La cuantificación de los niveles de BDNF 

bulbar, normalizados con respecto a los niveles β-Tubulina, indica que los animales 

enriquecidos presentan niveles de BDNF significativamente más altos (Figura 12 A-

B; n = 5; p<0.05) en comparación con los animales control (Figura 12 A-B; n = 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la actividad glomerular evocada 

con aroma 

Con el objetivo de evaluar si el enriquecimiento modifica los patrones de activación 

glomerular evocados con aromas en la superficie dorsal del BOP, empleamos la 

técnica de imagenología óptica intrínseca en animales anestesiados y despiertos 

con la cabeza fija (ver materiales y métodos). Durante la estimulación con aromas 

Figura 12. Evaluación de los niveles del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF; por sus siglas en inglés) 

en animales control y enriquecidos olfatoriamente. A) Western blot representativo que muestra la presencia de BDNF 

(~ 14 kDa) en el bulbo olfatorio principal de animales control (CON) y enriquecidos olfatoriamente (EO). El hipocampo 

(Hipo) de un animal naïve se empleó como control positivo de la presencia de BDNF. La β-Tubulina se empleó como 

control de carga de la proteína extraída del BOP. B) Cuantificación de los valores de densidad óptica de BDNF en 

unidades arbitrarias (UA) de los Western blots. * Denota una diferencia significativa en los animales enriquecidos 

olfatoriamente con respecto a los animales control. p< 0.05. Los datos se reportan como la media ± el EEM y también se 

muestran los valores obtenidos por individuo. MPM, Marcador de peso molecular. 

 



(acetato de amilo y canela) encontramos áreas discretas con una forma circular (de 

aproximadamente 500µm2), que corresponden a los glomérulos activos en animales 

control y enriquecidos olfatoriamente. Con relación al grupo de animales 

anestesiados, nuestros datos muestran que los animales enriquecidos 

olfatoriamente muestran una reducción significativa en el número de glomérulos 

evocados durante la estimulación con acetato de amilo (Figura 13 A-B; 9.57 ± 1.52 

glomérulos; n = 7) en comparación con los animales control anestesiados (Figura 

13 A-B; 15.67 ± 1.71 glomérulos; n = 6). Del mismo modo, durante la estimulación 

con esencia de canela los animales enriquecidos olfatoriamente presentan una 

reducción en el número de glomérulos evocados (Figura 13 A-B; 6.00 ± 1.03 

glomérulos; n = 6) en comparación con los animales control anestesiados (Figura 

13 A-B; 16.00 ± 2.86 glomérulos, n = 5; p<0.05). El análisis del área de los 

glomérulos muestra que los animales enriquecidos olfatoriamente presentan 

glomérulos más grandes durante la estimulación con acetato de amilo (Figura 13 C; 

1.13 ± 0.32 x 10-2 mm2; n = 7) que los de los animales control (Figura 12 C; 0.49 ± 

0.07 x 10-2 mm2; n = 6; p<0.05). Así mismo, los animales enriquecidos olfatoriamente 

exhiben glomérulos más grandes (Figura 13 C; 2.93 ± 0.73 x 10-2 mm2; n = 6) que 

los de los animales control (Figura 13 C; 0.89 ± 0.06 x 10-2 mm2, n = 5; p<0.05) 

cuando son estimulados con esencia de canela. La distribución acumulada del área 

glomerular de los glomérulos reclutados durante la estimulación con acetato de 

amilo o esencia de canela en los animales enriquecidos olfatoriamente (Figura 13 

D-E; n = 7) muestra un desplazamiento a la derecha en contraste con la de los 

animales control (Figura 13 D-E; n = 6). La cuantificación de la intensidad glomerular 

durante la estimulación con acetato de amilo en animales enriquecidos 

olfatoriamente, expresada como una reducción en la reflectancia en la superficie del 

MOB, muestra una activación glomerular más fuerte (Figura 13 F, H; -20.04 ± 2.99 

% de reflectancia; n = 6) en comparación con la de los animales control (Figura 13 

F, H; -10.39 ± 2.17 % de reflectancia; n = 4; p<0.05). Adicionalmente, la intensidad 

de activación glomerular inducida por esencia de canela fue más fuerte en los 

animales enriquecidos olfatoriamente (Figura 13 G-H; -12.47 ± 3.11 % de 

reflectancia; n = 5), en comparación con la de los animales control (Figura 13 G-H; 



-5.93 ± 1.20 % de reflectancia; n = 5; p<0.05). Se analizaron las diferencias entre la 

distribución espacial de la respuesta glomerular evocada con acetato de amilo y 

esencia de canela, mediante la cuantificación de la distancia euclidiana entre los 

glomérulos evocados en ambos mapas olfatorios. Los resultados muestran que los 

mapas olfatorios en animales enriquecidos olfatoriamente son más diferenciables 

(Figura 13 I; 1.39 ± 0.008 x 10-3 DE; n = 4; p<0.05) en comparación con los obtenidos 

en animales control (Figura 13 I; 1.14 ± 0.031 x 10-3 DE; n = 3; p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Evaluación de la actividad glomerular evocada tras la estimulación con acetato de amilo y esencia de 

canela en animales control y enriquecidos olfatoriamente anestesiados. A) Patrón de vasos sanguíneos de la 

superficie dorsal del bulbo olfatorio principal (BOP; izquierda) y sus señales ópticas intrínsecas evocadas con acetato de 

amilo (en medio) y esencia de canela (derecha), en animales control (CON; imágenes superiores) y enriquecidos 

olfatoriamente (EO; imágenes inferiores). Las líneas punteadas, amarillas, verdes y azules indican las regiones de interés 

(ROI; por sus siglas en inglés) situadas sobre la superficie dorsal del BOP y los glomérulos activados. B) Cuantificación 

del número total de glomérulos activados. C) Área glomerular. D) Distribución acumulada del área de los glomérulos 

evocados con acetato de amilo. E) Distribución acumulada del área de los glomérulos evocados con esencia de canela. 

F) Curso temporal de la activación glomerular evocada con acetato de amilo. G) Curso temporal de la activación 

glomerular evocada con esencia de canela. Las líneas solidas representan la media y las regiones sombreadas 

representan el EEM y el recuadro gris representa el periodo de aplicación del aroma. H) Cambio de la reflectancia 

promedio al final de la estimulación (último segundo, línea punteada vertical) con acetato de amilo y esencia de canela 

cuantificado para los animales control (verde) y enriquecidos olfatoriamente (azul). I) Distancia Euclidiana promedio (DE) 

entre los glomérulos evocados con acetato de amilo y esencia de canela, en el mismo animal para los grupos control 

(CON; verde) y enriquecidos olfatoriamente (EO; azul). *, **, *** Denotan una diferencia significativa en los animales 

enriquecidos olfatoriamente con respecto a los animales control. Los datos se reportan como la media ± el EEM. *p<0.001, 

**p<0.01, *** p<0.001. 

 



La actividad neuronal en el BOP en ausencia o en presencia de aromas, difiere 

notablemente en animales despiertos y anestesiados (Chery et al., 2014; Rinberg 

et al., 2006). Por ello, con la finalidad de evaluar si los cambios inducidos por el 

enriquecimiento olfatorio sobre la activación glomerular inducida con aromas 

dependen del estado de conciencia de los animales, realizamos la evaluación de la 

imagenología óptica intrínseca del BOP en animales despiertos con la cabeza fija.  

Nuestros resultados indican que el número de glomérulos evocados tras la 

estimulación con acetato de amilo es significativamente menor en los animales 

enriquecidos olfatoriamente (Figura 14 B; 4.22 ± 0.52 glomérulos; n = 3; p<0.05) en 

comparación con los animales control despiertos (Figura 14; 5.78 ± 0.60 glomérulos, 

n = 3; p<0.05). Así mismo, cuando los animales fueron estimulados con esencia de 

canela el número de glomérulos activos tendió a ser más pequeño en animales 

enriquecidos olfatoriamente (Figura 14 B; 4.67 ± 0.62 glomérulos; n = 3; p = 0.098) 

en comparación con los animales control (Figura 14 B; 6.00 ± 0.76 glomérulos, n = 

3; p<0.05). Un análisis del área de los glomérulos activados reveló que los animales 

enriquecidos olfatoriamente exhiben glomérulos más grandes durante la 

estimulación con acetato de amilo (Figura 14 C; 4.54 ± 1.69 x 10-2 mm2; n = 3) en 

comparación con la de los animales control (Figura 14 C; 2.02 ± 0.42 x 10-2 mm2; n 

= 3; p = 0.084). De igual forma, se observa un incremento en el área de los 

glomérulos activos en los animales enriquecidos olfatoriamente durante la 

estimulación con esencia de canela (Figura 14 C; 4.02 ± 1.62 x 10-2 mm2; n = 3) en 

relación con la de los animales control (Figura 14 C; 1.44 ± 0.32 x 10-2 mm2, n = 3; 

p = 0.069). La distribución acumulada del área de los glomérulos reclutados durante 

la estimulación con acetato de amilo (Figura 14 D; n = 3) y esencia de canela (Figura 

14 D; n = 3) en animales enriquecidos olfatoriamente presenta un desplazamiento 

a la derecha de la distribución con respecto a la de los animales control (Figura 14 

D; n = 3 en ambos grupos). La cuantificación de la intensidad de activación 

glomerular inducida tras la estimulación con acetato de amilo fue similar entre los 

animales enriquecidos olfatoriamente (Figura 14 F, H; -17.76 ± 6.83 % de la 

reflectancia; n = 3) y los animales control (Figura 14 F, H; -7.10 ± 14.27 % de 

reflectancia; n = 3; p > 0.05). De la misma forma, se observa que la intensidad 



glomerular inducida durante la estimulación con esencia de canela fue similar en los 

animales enriquecidos olfatoriamente (Figura 14 G-H; -17.17 ± 7.87 % de la 

reflectancia; n = 3) y los animales control despiertos (Figura 14 G-H; -16.73 ± 7.88 

% de la reflectancia; n= 3; p > 0.05).La evaluación de la distancia euclidiana 

glomerular de los mapas glomerulares evocados durante la estimulación con 

acetato de amilo y canela muestra que ambos mapas son más disímiles en los 

animales enriquecidos olfatoriamente (Figura 14 I; 4.80 ± 0.11 x 10-3 DE; n = 3; 

p<0.05) en comparación con los animales control despiertos (Figura 14 I; 4.27 ± 

0.01 x 10-3 DE; n = 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Evaluación de la actividad glomerular evocada tras la estimulación con acetato de amilo y esencia de 

canela en animales control y enriquecidos olfatoriamente despiertos. A) Patrón de vasos sanguíneos de la superficie 

dorsal del bulbo olfatorio principal (BOP; izquierda) y sus señales ópticas intrínsecas evocadas con acetato de amilo (en 

medio) y esencia de canela (derecha), en animales control (CON; imágenes superiores) y enriquecidos olfatoriamente 

(EO; imágenes inferiores). Las líneas punteadas, amarillas, verdes y azules indican las regiones de interés (ROI; por sus 

siglas en inglés) situadas sobre la superficie dorsal del BOP y los glomérulos activados. B) Cuantificación del número 

total de glomérulos activados. C) Área glomerular. D) Distribución acumulada del área de los glomérulos evocados con 

acetato de amilo. E) Distribución acumulada del área de los glomérulos evocados con esencia de canela. F) Curso 

temporal de la activación glomerular evocada con acetato de amilo. G) Curso temporal de la activación glomerular 

evocada con esencia de canela. Las líneas solidas representan la media y las regiones sombreadas representan el EEM 

y el recuadro gris representa el periodo de aplicación del aroma. H) Cambio de la reflectancia promedio al final de la 

estimulación (último segundo, línea punteada vertical) con acetato de amilo y esencia de canela cuantificado para los 

animales control (verde) y enriquecidos olfatoriamente (azul). I) Distancia Euclidiana promedio (DE) entre los glomérulos 

evocados con acetato de amilo y esencia de canela, en el mismo animal para los grupos control (CON; verde) y 

enriquecidos olfatoriamente (EO; azul). * Denota una diferencia significativa en los animales enriquecidos olfatoriamente 

con respecto a los animales control. Los datos se reportan como la media ± el EEM. *p< 0.05. 

 



Efecto del enriquecimiento olfatorio en la actividad del circuito bulbar durante 

la actividad espontánea e inducida con aromas 

El LFP del BOP en ratones anestesiados, durante la actividad espontánea e 

inducida con aromas, presenta oscilaciones lentas más potentes en el rango de 

frecuencia theta (1-12 Hz). Así mismo se presenta una superposición de 

oscilaciones con menor potencia en el rango de frecuencias beta (12-30 Hz) y 

gamma (30-120 Hz; Figura 15). Este patrón fue claramente distinguible en los 

animales enriquecidos olfatoriamente y en los controles anestesiados con uretano. 

Sin embargo, la proporción de los componentes rápidos de frecuencia muestra un 

incremento en los animales enriquecidos olfatoriamente, comparados con los 

animales control, mientras que la proporción de oscilaciones lentas disminuyó 

(Figura 15). La proporción de la potencia en la banda theta durante la actividad 

espontánea del BOP de los animales enriquecidos olfatoriamente fue 

significativamente más pequeña (Figura 15 A; 44.99 ± 7.91 %; n = 6) en 

comparación con la de los animales control anestesiados (Figura 15 A; 76.11 ± 4.08 

%; p<0.05, n = 10). En contraste, la proporción de la potencia en las bandas de 

frecuencia beta (Figura 15 A; 30.19 ± 6.37 %) y gamma (Figura 15 A; 27.48 ± 7.14 

%; n = 6) de los animales enriquecidos olfatoriamente fue significativamente más 

grande que las de los animales control (Figura 15 A; 14.29 ± 2.75 % y 12.25 ± 2.23 

%; respectivamente; p<0.05, n = 10). 

Durante la estimulación con un aroma monomolecular (acetato de amilo) la 

proporción de la potencia de la banda theta en los animales enriquecidos 

olfatoriamente fue significativamente más pequeña (Figura 15 B; 73.69 ± 7.06 %; n 

= 6) en relación con la de los animales control (Figura 15 B; 91.53 ± 1.41 %; p<0.05, 

n = 10). Por el contrario, la proporción de la potencia de las bandas beta (Figura 15 

B; 16.59 ± 4.74 %) y gamma (Figura 15 B; 10.90 ± 3.70 %; n = 6) fue 

significativamente mayor que las de los animales control (Figura 15 B; 5.68 ± 1.03 

% y 3.81 ± 0.77 %; respectivamente; p<0.05, n = 10). Ante la estimulación con un 

aroma complejo (esencia de limón; Vinicis et al., 2012; Darjazi, 2013; Al-Jabri& 

Hossain, 2014) se observó que la proporción de la potencia de la banda theta en los 

animales enriquecidos olfatoriamente, fue más pequeña (Figura 15 C; 64.25 ± 7.90 



%; n = 6) que la de los animales control (Figura 15 C; 87.64 ± 2.49 %; p<0.05, n = 

10). Por otra parte, la proporción de la potencia de las bandas de frecuencia beta 

(Figura 15 C; 23.14 ± 5.28 %) y gamma (Figura 15 C; 15.30 ± 4.65 %; n = 6) en los 

animales enriquecidos olfatoriamente fue significativamente más grande que las de 

los animales control (Figura 15 C; 7.07 ± 1.62 % and 6.05 ± 1.34 %; 

respectivamente; p<0.05, n = 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Evaluación de la actividad neuronal poblacional bulbar espontánea y durante la estimulación con 

acetato de amilo y esencia de canela en animales anestesiados de los grupos control y enriquecidos 

olfatoriamente. Registros electrofisiológicos del potencial de campo local en el bulbo olfatorio principal (BOP) y sus 

espectrogramas de potencia correspondientes en animales control (izquierda) y enriquecidos olfatoriamente (en medio), 

durante la actividad espontánea (A) y en presencia de acetato de amilo (B) y esencia de limón (C). La escala de color en 

los espectrogramas representa la potencia relativa en todos los casos. Las gráficas de la derecha muestran las 

cuantificaciones de la potencia relativa en las tres bandas de frecuencia: theta (1-12 Hz), beta (12-30 Hz) y gamma (30-

120 Hz) para los animales control (CON; verde) y enriquecidos con aromas (EO; azul). Note una reducción en la banda 

de frecuencia theta y un incremento en la banda de frecuencia beta y gama en los animales enriquecidos olfatoriamente 

en las tres condiciones. * Denota una diferencia significativa en los animales enriquecidos olfatoriamente con respecto a 

los animales control. Los datos se reportan como la media ± el EEM. *p<0.05. 

 



La respiración modula fuertemente las oscilaciones theta del BOP (Rojas-Líbano et 

al., 2014; Wu et al., 2020; Figura 16 A), por lo que evaluamos si los cambios 

observados en la actividad theta de los animales enriquecidos olfatoriamente 

estaban relacionados con cambios en la frecuencia respiratoria. Nuestros 

resultados indican que la frecuencia respiratoria no está alterada en los animales 

enriquecidos olfatoriamente (Figura 16 B; 3.76 ± 0.36 Hz; p>0.05; n = 6), 

comparados con los animales control anestesiados (Figura 16 B; 3.32 ± 0.36 Hz; 

p>0.05; n = 10). Además, encontramos que la frecuencia respiratoria no está 

correlacionada con la potencia relativa de la banda de frecuencia theta en ninguno 

de los grupos experimentales evaluados (Figura 16 C; r2=-0.29; p>0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los anestésicos como el uretano son capaces de inducir modificaciones en el patrón 

de oscilaciones neuronales disminuyendo la potencia de las oscilaciones rápidas e 

incrementando las oscilaciones lentas (Li et al., 2012). Por ello, con la finalidad de 

evaluar si los cambios inducidos por el enriquecimiento olfatorio en el circuito bulbar 

dependen del estado de conciencia de los animales, realizamos la evaluación del 

LFP del BOP en animales despiertos con la cabeza fija. Nuestros resultados indican 

que, durante la actividad espontánea e inducida con aromas, la actividad oscilatoria 

bulbar fue dominada por oscilaciones lentas más potentes en el rango de frecuencia 

Figura 16. Evaluación de la frecuencia respiratoria y su correlación con la potencia relativa de las oscilaciones 

theta bulbar en animales control y enriquecidos olfatoriamente. A) Trazos representativos de los registros del 

potencial de campo local del bulbo olfatorio principal (BOP; arriba) y la respiración (Resp; abajo) medida como los 

movimientos rítmicos del tórax en animales control (CON; trazos superiores) y enriquecidos olfatoriamente (EO; trazos 

inferiores). B) Cuantificación de la frecuencia respiratoria en ambos grupos. Los datos se reportan como la media ± el 

EEM. C) Ausencia de correlación entre la frecuencia respiratoria y la potencia relativa de la banda de frecuencia theta 

durante la actividad espontánea. p>0.05. 

 



theta (1-12 Hz). Adicionalmente, se observa la presencia de oscilaciones con menor 

potencia en el rango de frecuencias beta (12-30 Hz) y gamma (30-120 Hz; Figura 

17). Este patrón de actividad en el BOP se presentó tanto en los animales 

enriquecidos olfatoriamente como en los animales control despiertos. Sin embargo, 

la proporción de los componentes de frecuencia rápidos en animales enriquecidos 

olfatoriamente incrementó comparados con los animales control mientras que los 

componentes lentos de frecuencia disminuyeron (Figura 16). Adicionalmente 

nuestros resultados indican que, durante la actividad espontánea, en ausencia de 

aromas, los animales enriquecidos olfatoriamente presentan una reducción 

significativa de la potencia de la banda theta (Figura 17 A; 88.73 ± 0.75 %; n = 3) en 

comparación con la de los animales control despiertos (Figura 17 A; 95.55 ± 0.90 

%; p<0.05, n = 3). Por el contrario, se observó que la proporción de la potencia 

relativa en las bandas de frecuencia beta (Figura 17 A; 7.23 ± 0.86 %) y gamma 

(Figura 17 A; 4.03 ± 0.16%; n = 3) en los animales enriquecidos olfatoriamente fue 

significativamente más grande que la de los animales control despiertos (Figura 17 

A; 2.83 ± 0.34 % y 1.61 ± 0.57 %; respectivamente; p<0.05, n = 3). Por otra parte, 

la cuantificación de la potencia relativa del LFP en el BOP durante la estimulación 

con acetato de amilo indica que los animales enriquecidos olfatoriamente presentan 

una reducción significativa en la banda de frecuencia theta (Figura 17 B; 88.10 ± 

1.69 %; n = 3) con respecto a la de los animales control despiertos (Figura 17 B; 

94.49 ± 2.51 %; p<0.05, n = 3). En contraste, la proporción de la potencia en las 

bandas de frecuencia beta (Figura 17 B; 9.12 ± 1.77 %) y gamma (Figura 17 B; 2.78 

± 0.08 %; n = 3) en los animales enriquecidos olfatoriamente fue significativamente 

más grande que la de los animales control despiertos (Figura 17 B; 4.99 ± 2.29 % y 

0.52 ± 0.22 %; respectivamente; p<0.05, n = 3). Adicionalmente, se observa que 

durante la estimulación con esencia de limón los animales enriquecidos 

olfatoriamente presentan una reducción significativa en la potencia relativa de la 

banda de frecuencia theta (Figura 17 C; 85.83 ± 2.15 %; n = 3) en comparación con 

la de los animales control despiertos (Figura 17 C; 93.17 ± 0.40 %; p<0.05, n = 3). 

Por el contrario, la cuantificación de la potencia relativa de las bandas de frecuencia 

beta (Figura 17 C; 9.90 ± 1.99 %) y gamma (Figura 17 C; 4.27 ± 0.76 %; n = 3) 



muestran un incremento significativo en comparación con la de los animales control 

despiertos (Figura 17 C; 5.46 ± 0.63 % and 1.37 ± 0.28 %; respectivamente; p<0.05, 

n = 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Evaluación de la actividad neuronal poblacional bulbar espontánea y durante la estimulación con 

acetato de amilo y esencia de canela en animales control y enriquecidos olfatoriamente despiertos con la cabeza 

fija. Registros electrofisiológicos del potencial de campo local en el bulbo olfatorio principal (BOP) y sus espectrogramas 

de potencia correspondientes en animales control (izquierda) y enriquecidos olfatoriamente (en medio), durante la 

actividad espontánea (A) y en presencia de acetato de amilo (B) y esencia de limón (C). La escala de color en los 

espectrogramas representa la potencia relativa en todos los casos. Las gráficas de la derecha muestran las 

cuantificaciones de la potencia relativa en las tres bandas de frecuencia: theta (1-12 Hz), beta (12-30 Hz) y gamma (30-

120 Hz) para los animales control (CON; verde) y enriquecidos con aromas (EO; azul). Note una reducción en la banda 

de frecuencia theta y un incremento en la banda de frecuencia beta y gama en los animales enriquecidos olfatoriamente 

en las tres condiciones. * Denota una diferencia significativa en los animales enriquecidos olfatoriamente con respecto a 

los animales control. Los datos se reportan como la media ± el EEM. *p<0.05. 

 



Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la detección y discriminación de 

aromas 

Con la finalidad de evaluar el impacto del enriquecimiento olfatorio sobre distintos 

aspectos de la olfacción, realizamos diferentes pruebas conductuales olfatorias (ver 

material y métodos). Inicialmente, evaluamos la habilidad de los animales para 

encontrar un trozo de alimento, así como su tendencia innata a buscar comida (Yang 

& Crawley, 2009; Rattazzi et al., 2015; Machado et al., 2018). Los resultados 

muestran que la latencia para encontrar el alimento escondido fue similar entre los 

animales enriquecidos olfatoriamente (Figura 18 A; 36.17 ± 11.70 segundos, n = 6) 

y los animales control (Figura 18 A; 34.28 ± 11.83 segundos; n = 7; p>0.05). 

Adicionalmente, evaluamos la habilidad de los animales para habituarse a la 

presentación repetitiva de aromas y la discriminación de aromas distintos mediante 

la prueba de habituación/ deshabituación (Arbuckle et al., 2015; Takahashi et al., 

2017; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Nittenson et al., 2019). Al realizar esta 

prueba empleando aromas a una concentración alta (100 % v/v; Figura 18 B, D-F) 

observamos un rendimiento típico de habituación/ deshabituación en ambos grupos 

(Figura 18 D-F; n = 10 en ambos grupos). La habituación se define como una 

disminución en el tiempo de exploración ante la presentación repetida de un mismo 

aroma, mientras que la deshabituación se define como un incremento en la 

exploración ante la presentación de un aroma nuevo. No se reportan diferencias 

significativas en los tiempos de exploración de cada uno de los aromas presentados 

durante la prueba entre los animales enriquecidos olfatoriamente y los animales 

control (Figura 18 D-F; n = 10 en ambos grupos; p>0.05). Una normalización de los 

tiempos de exploración con respecto al primer ensayo de cada bloque de aromas 

(considerado como 100 % para el análisis), indica que los animales enriquecidos 

olfatoriamente reducen su tiempo de exploración a 11.68 ± 3.23 % cuando el vinagre 

a una concentración alta (100% v/v; Figura 18 B, E) fue presentado por tercera vez 

y a 11.71 ± 5.41 % cuando la esencia de vainilla a una concentración alta (100% 

v/v; Figura 18 B, E) fue presentada por tercera vez. Este fenómeno fue similar a la 

habituación mostrada por los animales control quienes reducen su exploración a 

13.85 ± 5.89 % (n = 10; p<0.05; Figura 18 B-D) cuando el vinagre a una 



concentración alta (100% v/v; Figura 18 B, D) fue presentado por tercera ocasión y 

a 11.23 ± 3.53 % cuando la esencia de vainilla a una concentración alta (100% v/v; 

Figura 18 B, D) fue presentado por tercera ocasión.  

Para la evaluación de la discriminación olfatoria con base en el fenómeno de 

deshabituación, y que se refleja como un incremento en la exploración cuando se 

presenta un aroma nuevo (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hernández-Soto et 

al., 2021), se cuantificó el índice de habituación cruzada (Wesson et al., 2010). Este 

índice resulta de la diferencia del tiempo de exploración normalizado de la tercera 

exposición de un aroma particular que se resta al tiempo de exploración al aroma 

subsecuente en el siguiente ensayo novedoso (Hernández-Soto et al., 2021). Este 

análisis indica que los animales enriquecidos olfatoriamente y controles no 

muestran diferencias significativas en la discriminación de aromas a una 

concentración alta (Figura 18 F; 83.40 ± 3.20 y 85.47 ± 2.63, respectivamente; n = 

6 en ambos grupos). 

Con la finalidad de incrementar la dificultad en la discriminación de aromas durante 

la prueba de habituación/deshabituación, los aromas fueron diluidos en agua 

destilada a una concentración del 1% v/v (Figura 18 C, G-I). Los resultados indican 

que los animales enriquecidos olfatoriamente incrementaron significativamente el 

tiempo de exploración cuando la vainilla fue presentada durante la primera (Figura 

18 C; 5.75 ± 1.31 segundos; n = 6; p<0.05) y la segunda exposición (Figura 18 C; 

3.75 ± 0.99 segundos; n = 6; p<0.05), en comparación con los animales control 

(Figura 18 C; 1.66 ± 0.41 segundos y 0.53 ± 0.24 segundos respectivamente; n = 6; 

p<0.05). El análisis de la exploración normalizada muestra que los animales 

enriquecidos olfatoriamente presentan una reducción significativa en el tiempo de 

exploración a la tercera presentación de vinagre (Figura 18 C, H; 38.82 ± 16.22 %; 

n = 6; p<0.05) y esencia de vainilla (Figura 18 C, H; 55.40 ± 13.02 %; n = 6; p<0.05) 

a concentraciones bajas (Figura 18 C, H; 1% v/v en agua destilada). Por el contrario, 

los animales control no muestran diferencias significativas en la tercera 

presentación de vinagre (Figura 18 C, G; 60.39 ± 18.50 %; n = 6; p>0.05) y esencia 

de vainilla (Figura 18 C, G; 57.48 ± 22.30 %; n = 6; p>0.05) a concentraciones bajas 

(Figura 18 C, G; 1% v/v en agua destilada). Adicionalmente, la cuantificación del 



índice de habituación en animales enriquecidos olfatoriamente muestra un 

incremento significativo (Figura 18 I; 66.76 ± 7.68; n= 6; p<0.05) con respecto a los 

animales control (Figura 18 I; 30.51 ± 18.25; n= 6; p<0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Prueba de alimento enterrado y habituación/deshabituación en animales control y enriquecidos 

olfatoriamente. A) cuantificación de la latencia para encontrar el alimento enterrado de los animales control (CON; verde) 

y enriquecidos olfatoriamente (EO; azul). (B, C) Tiempo de exploración promedio de la presentación repetida a agua 

destilada y a dos aromas (vinagre y vainilla) a un alta (100%; B) y baja (1% v/v, diluido en agua destilada; C) concentración 

en animales control y enriquecidos olfatoriamente. La reducción en el tiempo de exploración ante la presentación repetida 

de un mismo aroma refleja la habituación, mientras que un incremento en la exploración ante la presentación de un aroma 

nuevo refleja la deshabituación. La prueba de habituación/ deshabituación fue también cuantificada como el tiempo de 

exploración normalizado (considerando el primer ensayo de cada bloque como el 100% para el análisis) para los animales 

control (D, G) y enriquecidos olfatoriamente (E, H), a bajas y altas concentraciones. F, I) Índice de habituación cruzada 

para ambos grupos y concentraciones. *, **, ***, **** Denota una diferencia significativa en los animales enriquecidos 

olfatoriamente con respecto a los animales control. Los datos se reportan como la media ± el EEM. *p<0.05, ** p<0.001, 

**** p<0. 0001. 

 



Adicionalmente evaluamos la habilidad de los animales implantados con una placa 

de acero inoxidable en la cabeza, para habituarse a la presentación repetida de 

aromas y su discriminación, para ello realizamos la prueba de habituación/ 

deshabituación empleando aromas a una concentración baja (Figura 19; 1% v/v). 

Los resultados indican que los animales enriquecidos con aromas incrementaron 

significativamente su tiempo de exploración cuando la esencia de vainilla fue 

presentada por primera vez (Figura 19 A; 7.88 ± 2.52 segundos; n = 3; p<0.05) 

comparada con los animales control implantados (Figura 19 A; 0.19 ± 0.19 

segundos; n = 3; p<0.05). Tras realizar la cuantificación de la exploración 

normalizada se observó que los animales enriquecidos olfatoriamente reducen su 

tiempo de exploración a 29.01 ± 2.61 % cuando el vinagre a una concentración baja 

(Figura 19 A, C; 1 % v/v) fue presentado por tercera ocasión y a 16.09 ± 11.76 % 

cuando la esencia de vainilla a una concentración baja fue presentada por tercera 

vez (Figura 19 A, C). En contraste, los animales control implantados no mostraron 

una clara habituación ante la presentación repetida del vinagre a una concentración 

baja (Figura 19 A, B; 1103.00 ± 933.80 % en su tercera exposición; n = 3; p<0.05) 

ni a la esencia de vainilla (Figura 19 A, B; 107.60 ± 7.60 % en su tercera exposición; 

n = 3; p<0.05). Tras realizar el análisis del índice de habituación cruzada, 

observamos que los animales enriquecidos con aromas presentan un índice (Figura 

19 D; 79.55 ± 5.07; n = 3; p<0.05) que es significativamente mayor que el reportado 

en los animales control implantados (Figura 19 D; -315.80 ± 319.94; n = 3; p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la conducta olfatoria innata 

El aceite de cacahuate y el TMT inducen una fuerte atracción o evitación olfatorias, 

respectivamente (Lin et al., 2006; Witt et al., 2009; Saito et al., 2017). Con la finalidad 

de evaluar si la reconfiguración producida por el enriquecimiento olfatorio influye 

sobre la conducta olfatoria innata, evaluamos la respuesta a ambos aromas. 

Durante la habituación a la caja de prueba, en ausencia de aromas, los animales de 

ambos grupos exhibieron una preferencia por los compartimentos laterales con 

respecto a la región central (Figura 19 A, D). Si embargo, no se observaron 

diferencias significativas en el tiempo de permanencia en los tres compartimentos 

en los cuales imaginariamente se dividió la caja de prueba (Figura 20 A-B; p>0.05; 

n=6 en ambos grupos). Por el contrario, cuando el aceite de cacahuate (50% v/v) 

Figura 19. Prueba de habituación/deshabituación en animales control y enriquecidos olfatoriamente implantados. 

A) Tiempo de exploración promedio de la presentación repetida a agua destilada y a dos aromas (vinagre y vainilla) a 

una concentración baja (1% v/v, diluido en agua destilada) en animales control (CON; verde) y enriquecidos 

olfatoriamente (EO; azul). La reducción en el tiempo de exploración ante la presentación repetida de un mismo aroma 

refleja la habituación, mientras que un incremento en la exploración ante la presentación de un aroma nuevo refleja la 

deshabituación. La prueba de habituación/ deshabituación fue también cuantificada como el tiempo de exploración 

normalizado (considerando el primer ensayo de cada bloque como el 100% para el análisis) para los animales control (B) 

y enriquecidos olfatoriamente (C). D) Índice de habituación cruzada para ambos grupos. *Denota una diferencia 

significativa en los animales enriquecidos olfatoriamente con respecto a los animales control. Los datos se reportan como 

la media ± el EEM. *p<0.05. 

 



fue situado en el compartimento lateral #3, observamos que los animales 

enriquecidos olfatoriamente se mantienen significativamente más tiempo en tal 

compartimento (Figura 20 A-B; 131.00 ± 6.74 segundos) en comparación con los 

animales control (Figura 20 A-B; 88.67 ± 18.35 segundos; p<0.05; n = 6).  

Realizamos la cuantificación del índice de preferencia innata (ver material y 

métodos), que permite evaluar la respuesta innata a los aromas (Lazarini et al., 

2014). Un valor negativo indica una aversión a los aromas y un valor positivo indica 

preferencia (Lazarini et al., 2014). Nuestros resultados indican que los animales 

enriquecidos olfatoriamente muestran un índice positivo significativamente más alto 

(Figura 20 C; 57.40 ± 17.67; n = 5) en comparación con los animales control (Figura 

20 C; 16.40 ± 16.86; p<0.05; n = 5). Adicionalmente, evaluamos la aversión al TMT 

(10% v/v) y encontramos que los animales enriquecidos olfatoriamente 

significativamente se mantienen más tiempo en el compartimiento opuesto (Figura 

20 D-E; 125.33 ± 11.90 segundos, sección 1; n = 12) en comparación con los 

animales control (Figura 20 D-E; 85.67 ± 13.39 segundos; p<0.05; n = 12). El análisis 

del índice de preferencia mostró valores negativos en ambos grupos 

experimentales; sin embargo, los animales enriquecidos olfatoriamente mostraron 

una aversión significativamente más alta (Figura 20 F; -56 ± 11.60; n = 12) que la 

de los animales control (Figura 20 F; -14.50 ± 21.73 segundos; p<0.05; n = 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Prueba de preferencia y aversión olfatorias innatas en animales control y enriquecidos olfatoriamente. 

A, D) Raster plots de la ocupación temporal en cada uno de los tres sectores de la caja de prueba. El aroma (aceite de 

cacahuate 50 % v/v (A) o TMT 10 % v/v (D)) fue colocado en el sector #3 de la caja de prueba como lo indica el punto 

rojo en la caja de tres colores a la derecha. La exploración de cada sección lateral se grafica como sigue: izquierda: 

sección sin aroma; derecha: sección con el aroma atractivo o repulsivo (aceite de cacahuate 50% o TMT 10 % v/v, 

respectivamente) (B, E) El índice de preferencia a los aromas atractivo (C) y repulsivo (F) se grafica para los animales 

control (CON; verde) y enriquecidos olfatoriamente (EO; azul). *Denota una diferencia significativa en los animales 

enriquecidos olfatoriamente con respecto a los animales control. Los datos se reportan como la media ± el EEM. *p<0.05. 

 



Verificación histológica de la administración intracerebroventricular y el 

registro con electrodos múltiples 

Con el propósito de evaluar el efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la actividad 

eléctrica del bulbo olfatorio en animales administrados con PβA1-42 o su secuencia 

inversa, como control, se llevaron a cabo experimentos utilizando la preparación de 

animal anestesiado. En primer lugar, se llevó a cabo el análisis histológico de la 

administración intracerebroventricular en ratones CD-1 administrados con el PβA1-

42 o su secuencia inversa, como control (Figura 21 A-B). Se observó que el PβA1-42 

irriga a todos los ventrículos cerebrales. Adicionalmente, se realizó la confirmación 

histológica de las posiciones del arreglo de electrodos múltiples al finalizar cada uno 

de los registros (Figura 21 C-D). Para ello, cada sonda fue teñida en su región más 

distal con el colorante de carbocianina lipofílica DiI (1% v/v; Sigma; Figura 21 C-D). 

Con ello se confirmó que cada uno de los 16 electrodos se encontraban distribuidos 

desde la capa más profunda (capa granular; GCL) a la capa más superficial del BOP 

(capa glomerular; GL). Con lo que se obtuvo el LFP de cada uno de los estratos 

celulares que componen al BOP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Verificación histológica de la administración intracerebroventricular del péptido beta amiloide y del 

registro con el sistema de electrodos múltiples. A) Corte coronal donde se observa el trayecto de la cánula de 

inyección (flecha verde) desde la corteza del hemisferio izquierdo, de acuerdo con las coordenadas estereotáxicas 

establecidas para la administración en el ventrículo lateral (AP: -0.22 mm, ML: ±1.0 mm DV: -2.5 mm). Escala 5 mm. B) 

Fotografía donde se muestra la irrigación de tinta azul en la región anterior del cerebro. Note una irrigación completa en 

la totalidad de los ventrículos cerebrales y el tercer ventrículo. C) Corte coronal del bulbo olfatorio donde se muestra el 

trayecto del arreglo de electrodos múltiples (flecha amarilla) de acuerdo con las coordenadas establecidas (AP: +4.7 mm, 

ML: ± 0.7 mm DV: -1.7 mm). Escala 250 µm. D) Corte sagital del bulbo olfatorio donde se muestra el trayecto del arreglo 

de electrodos múltiples (flecha amarilla). Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul; arriba) y el trayecto del arreglo de 

electrodos múltiples con el colorante de carbocianina lipofílica DiI (rojo; en medio). Escala 250 µm. 



Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la actividad oscilatoria bulbar 

La estimulación sensorial olfatoria modifica los patrones de actividad del bulbo 

olfatorio (Aylwin et al., 2009; Kay, 2014). Con la finalidad de entender si el 

enriquecimiento olfatorio modifica la actividad eléctrica del bulbo olfatorio principal 

(BOP) tras la administración de la secuencia inversa del PβA, como control, se 

realizó un análisis del LFP durante la estimulación con acetato de amilo a una 

concentración baja (1% v/v; Figura 22). Lo anterior, dado que esto supone un reto 

olfatorio para los animales control, en comparación con los animales enriquecidos 

olfatoriamente (Hernández-Soto, 2018) 

La cuantificación de la proporción de cambio durante la estimulación con el aroma, 

con respecto de la actividad espontánea (considerada como el 100% para el 

análisis) indica que, en ratones enriquecidos olfatoriamente administrados con la 

secuencia inversa, la estimulación olfatoria produjo un incremento significativo de la 

potencia promedio de la totalidad de las capas del bulbo olfatorio con respecto de 

la actividad espontánea (EOinverso: 399.15 ± 74.24% del control; Figura 22 B-C; n = 

6; p<0.05). Sin embargo, este efecto no se observó en los animales control 

administrados con la secuencia inversa del péptido, quienes no incrementaron su 

respuesta tras la estimulación con acetato de amilo al 1% v/v, con respecto a la 

actividad espontánea (CONinverso: 111.90 ± 1.26% del control; Figura 22 A, C; n = 6; 

p>0.05). Al realizar una comparación entre ambos grupos experimentales se 

encontraron diferencias significativas en la totalidad de las capas del bulbo olfatorio 

(Figura 22; n = 6; p<0.05). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre las alteraciones producidas por el 

PβA1-42 en la actividad oscilatoria bulbar 

Adicionalmente, con el propósito de evaluar el efecto del enriquecimiento olfatorio 

sobre las alteraciones producidas por el PβA1-42, se realizó un análisis del LFP 

durante la estimulación con acetato de amilo al 100% v/v (Figura 23 A-E). La 

cuantificación de la proporción de cambio durante la estimulación con el aroma, con 

respecto de la actividad espontánea (considerada como el 100%) indica que, en 

ratones enriquecidos y controles inyectados con la secuencia inversa del péptido, la 

estimulación olfatoria produjo un incremento significativo de la potencia promedio 

de la totalidad de las capas del bulbo olfatorio con respecto de la actividad 

espontánea (CONinverso: 1405.86 ± 328.04% del control; n = 4; EOinverso: 2521.19 ± 

400.02% del control; Figura 23 A-B, E; n = 5; p<0.05). Al realizar una comparación 

entre los grupos inyectados con la secuencia inversa (enriquecidos y control) no se 

Figura 22. Cambio en la actividad de campo del BOP inducido por la presentación de acetato de amilo a una 

concentración baja (1% v/v) en animales control (A) y enriquecidos con aromas (B), administrados con la 

secuencia inversa del péptido beta amiloide. A-B) Trazos representativos del registro electrofisiológico in vivo de las 

distintas capas del bulbo olfatorio en un animal control (A) y uno enriquecido con aromas (B). El área sombreada muestra 

el periodo de estimulación con acetato de amilo 1% v/v. C) Cuantificación del cambio en la potencia (normalizada como 

% de la actividad espontánea) de la actividad del BOP tras la estimulación con acetato de amilo en un rango de frecuencia 

de 1-59 Hz. La línea punteada representa la actividad espontánea para todos los grupos. Note un incremento significativo 

de la potencia en la totalidad de los electrodos situados en el BOP en los animales enriquecidos, en comparación con el 

grupo control. * Denota una diferencia significativa en los animales enriquecidos comparada con los animales control. 

Los datos se reportan como la media ± el EEM.  



encontraron diferencias significativas (Figura 23 A-B, E; p>0.05). Por el contrario, 

los animales control administrados con el PβA1-42 no mostraron un incremento 

significativo de la potencia promedio ni en ninguna región del bulbo olfatorio, durante 

la estimulación olfatoria (CON PβA1-42: 224.78 ± 18.89% del control; Figura 23 C, E; 

n = 7; p>0.05). Sin embargo, en ratones enriquecidos con aromas e inyectados con 

el PβA1-42, la estimulación olfatoria produjo un incremento significativo de la potencia 

promedio de la totalidad de las capas del bulbo olfatorio (EO PβA1-42: 1925.27 ± 

595.408% del control; Figura 23 D, E; n = 7; p<0.05). Al realizar una comparación 

entre los grupos administrados con el PβA1-42 (enriquecidos y control) se 

encontraron diferencias significativas en los animales enriquecidos olfatoriamente 

en los electrodos ubicados en la capa glomerular (GL; 673.41 ± 191.94% del 

control), en la capa mitral (CM (electrodo 5); 1813.47 ± 1096.77% del control) y en 

la capa plexiforme interna (EPL; 1633.48 ± 759.04% del control; Figura 23 E; n = 7; 

p>0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Cambio en la actividad de campo del BOP inducido por la presentación de acetato de amilo a una 

concentración alta (100 %) en animales control (A) y enriquecidos con aromas (B), administrados con el péptido 

beta amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa. A-D) Trazos representativos del registro electrofisiológico in vivo de 

las distintas capas del bulbo en un animal control y uno enriquecido con aromas administrados con la secuencia inversa 

del péptido beta amiloide (A-B) y con el PβA1-42 (C-D). El área sombreada muestra el periodo de estimulación con acetato 

de amilo 100% v/ v. E) Cuantificación del cambio en la potencia (normalizada como % de la actividad espontánea) de la 

actividad del BOP tras la estimulación con acetato de amilo en un rango de frecuencia de 1-59 Hz. La línea punteada 

representa la actividad espontánea para todos los grupos. Note un incremento significativo de la potencia en algunos 

electrodos situados en la capa glomerular (GL), la capa mitral (CM) y la capa plexiforme interna (IPL) en los animales 

enriquecidos olfatoriamente administrados con el PβA1-42 en comparación con el grupo control administrado con el PβA1-

42. * Denota una diferencia significativa en los animales enriquecidos olfatoriamente y controles administrados con el 

PβA1-42. Los datos se reportan como la media ± el EEM.  



Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la disminución en la capacidad para 

discriminar aromas inducida por el PβA1-42 

Para investigar los efectos protectores del enriquecimiento olfatorio contra las 

alteraciones que produce el PβA1-42 sobre la discriminación olfatoria, se realizó una 

prueba conductual conocida como habituación/deshabituación (ver material y 

métodos), con dos aromas a una concentración del 100% (Figura 24). Nuestros 

datos muestran que los animales control y los enriquecidos olfatoriamente, 

administrados con la secuencia inversa del PβA1-42 exhiben la conducta típica de 

habituación/deshabituación, que se refleja como una disminución significativa en el 

tiempo de exploración entre el primer y el último ensayo para cada aroma 

(habituación; Figura 24 A; p<0.05; n = 5 en ambos grupos). Cuando los animales 

son habituados al primer aroma, la presentación de un nuevo aroma aumenta el 

tiempo de exploración (deshabituación; Figura 24 A; p<0.05; n = 5 en ambos 

grupos). No se muestran diferencias significativas entre ambos grupos en los 

diferentes ensayos (Figura 24 A; p>0.05; n = 5 en ambos grupos). En contraste, los 

animales control administrados con el PβA1-42, no son capaces de habituar ante la 

presentación repetida de los diferentes estímulos olfatorios a una concentración del 

100%, puesto que no se reportan diferencias significativas entre el primero y el 

último estímulo con vinagre y vainilla (Figura 24 A; p>0.05; n = 6). Debido a la 

ausencia del fenómeno de habituación, los animales control administrados con el 

PβA1-42, no son capaces de mostrar deshabituación (Figura 24 A; p>0.05; n = 6). En 

cambio, los animales enriquecidos olfatoriamente y administrados con el PβA1-42 si 

presentan el fenómeno de habituación, disminuyendo de forma significativa el 

tiempo de exploración en los ensayos repetidos con los diferentes estímulos 

olfatorios (Figura 24 A; p<0.05; n = 6). En estos animales, la presentación de un 

nuevo aroma aumenta el tiempo de exploración lo que se interpreta como una 

capacidad de deshabituación intacta (Figura 24 A; p<0.05; n = 6 en ambos grupos). 

Tras realizar una comparación entre ambos grupos administrados con el PβA1-42, se 

observa que los animales control muestran un incremento significativo en la 

exploración para el segundo y tercer estímulo con vinagre (Figura 24 A; p<0.05; n = 

6 en ambos grupos). Así mismo, se muestra un incremento significativo en el tiempo 



de exploración en el último ensayo con vainilla (Figura 24 A; p<0.05; n = 6 en ambos 

grupos). Para todos los animales, se calculó el índice de habituación cruzada 

reportado por Wesson et al., 2010, que permite evaluar la habilidad general para 

discriminar aromas en los roedores en la prueba de habituación/deshabituación. 

Para ello, se calculó la diferencia entre el tiempo de exploración normalizado del 

primer estímulo con respecto del tercero para cada grupo experimental. No se 

encontraron diferencias significativas entre los animales control y enriquecidos 

olfatoriamente administrados con la secuencia inversa del péptido que muestran un 

índice positivo de habituación cruzada (Figura 24 B; p>0.05; n = 5 en ambos 

grupos). Sin embargo, encontramos que los animales control administrados con el 

PβA1-42 muestran un índice negativo de habituación cruzada del -164.90% ± -

169.20% que es significativamente menor en comparación con los animales control 

y enriquecidos administrados con la secuencia inversa del péptido y con los 

animales enriquecidos olfatoriamente administrados con el PβA1-42, quienes 

presentaron un índice de habituación del 90.60% ± 1.75%, 81.39% ± 5.59% y 

87.52% ± 3.40% respectivamente (Figura 24 B; p<0.05; n = 6 en ambos grupos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Prueba de habituación/deshabituación con aromas a una concentración alta en animales control y 

enriquecidos olfatoriamente administrados con el péptido beta amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa. A) 

Cuantificación del tiempo de exploración (normalizado como % de la exploración del primer ensayo) durante la exposición 

repetida de los diferentes aromas, así como de agua, en animales control (rosa) y enriquecidos con aromas (morado), 

administrados con la secuencia inversa del PβA, así como de animales control (verde) y enriquecidos con aromas (gris) 

administrados con el PβA1-42. Se observa un incremento significativo en el tiempo de exploración en los animales control 

administrados con el PβA1-42, para las últimas exposiciones con vinagre y en el último ensayo con vainilla, en comparación 

con los animales enriquecidos olfatoriamente administrados con el PβA1-42. B) Índice de habituación cruzada normalizado 

que permite calcular la discriminación olfatoria a los diferentes aromas (Wesson et al., 2010). Note una disminución 

significativa de la discriminación olfatoria en los animales control administrados con el PβA1-42. *p<0.05, denota una 

diferencia significativa comparada con los animales control administrados con PβA1-42. Los datos se reportan como la 

media ± el EEM. 

 



Así mismo, con la finalidad de evidenciar el efecto del EO sobre la 

discriminación de estímulos a una concentración baja, se realizó la prueba de 

habituación/deshabituación empleando aromas a una concentración del 1%. En 

estos experimentos se observó que los animales control administrados con la 

secuencia inversa del PβA no muestran la conducta típica de 

habituación/deshabituación en los ensayos repetidos con los diferentes estímulos 

olfatorios a concentración baja (Figura 25 A; p > 0.05; n = 11). Sin embargo, los 

animales administrados con la secuencia inversa PβA42-1 y sometidos al EO 

mostraron el fenómeno de habituación que se refleja en una disminución 

significativa en el tiempo de exploración ante la presentación repetida tanto de 

vinagre como de vainilla (Figura 25 A; p<0.05; n = 11). Además, estos animales 

fueron capaces de discriminar entre aromas a bajas concentraciones pues 

mostraron un incremento significativo en el tiempo de exploración para los estímulos 

olfatorios cuando se presentaron por primera vez (Figura 25 A; p < 0.05; n = 11). De 

manera similar, se observa que los animales control administrados con el PβA1-42 

no presentan una habituación a los diferentes estímulos olfatorios, lo que se refleja 

en valores de exploración que no muestran diferencias significativas entre los 

ensayos repetitivos (Figura 25 A; p >0.05; n = 11). En contraste, los animales 

administrados con el PβA1-42 y sometidos a EO muestran habituación olfatoria pues 

presentan una reducción significativa en el tiempo de exploración ante los estímulos 

olfatorios (Figura 25 A; p < 0.05; n = 11). Una comparación entre ambos grupos 

administrados con PβA1-42 reveló un incremento significativo en la exploración de 

los animales control con respecto de los EO en la totalidad de los ensayos (Figura 

25 A; p < 0.05; n = 11).  

Tras realizar el análisis del índice de habituación cruzada de la prueba de 

habituación/ deshabituación empleando aromas a una concentración baja (1 % v/v), 

observamos que los animales control administrados con el PβA42-1  muestran una 

índice negativo de habituación cruzada del -337% ± 165.60 % que es 

significativamente menor en comparación con los animales enriquecidos 

olfatoriamente y administrados con el PβA42-1 quienes presentaron un índice del 

89.23 %  ± 3.30 % (Figura 25 B; p<0.05; n = 11). Así mismo, los animales control 



administrados con el PβA42-1 muestran una reducción significativa del índice de 

habituación en comparación con los animales enriquecidos olfatoriamente 

administrados con el PβA1-42, estos últimos mostraron un índice de habituación del 

81.44 % ± 7.60 % (Figura 25 B; p <0.05; n = 11). Adicionalmente, los animales 

control administrados con el PβA1-42 mostraron una reducción significativa del índice 

de habituación cruzada del -269.60 % ± 184.3 % en comparación con los animales 

enriquecidos con aromas que fueron administrados con el PβA1-42 y con su 

secuencia inversa (Figura 25 B; p <0.05; n = 11). No se reportan diferencias 

significativas entre los animales control administrados con el PβA1-42 y con la 

secuencia inversa (Figura 25 B; p>0.05; n = 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Prueba de habituación/deshabituación con aromas a una concentración baja en animales control y 

enriquecidos olfatoriamente administrados con el péptido beta amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa. A) 

Cuantificación del tiempo de exploración (normalizado como % de la exploración del primer ensayo) durante la exposición 

repetida de los diferentes aromas, así como de agua, en animales control (morado claro) y enriquecidos con aromas 

(verde), administrados con la secuencia inversa del PβA, así como de animales control (morado intenso) y enriquecidos 

con aromas (rosa) administrados con el PβA1-42. B) Índice de habituación cruzada normalizado que permite calcular la 

discriminación olfatoria a los diferentes aromas (Wesson et al., 2010). Note una disminución significativa de la 

discriminación olfatoria en los animales control administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa que desaparece en 

los animales enriquecidos. * y # (p<0.05) denotan una diferencia significativa comparada con los animales control 

administrados con PβA1-42 o su secuencia inversa, respectivamente. Los datos se reportan como la media ± el EEM. 

 



Evaluación de la locomoción tras la administración del PβA1-42 en un campo 

abierto 

Para examinar si la administración del PβA1-42 altera la actividad locomotora, lo que 

pudiera influir en las pruebas de discriminación olfatoria antes reportadas, se realizó 

una prueba de campo abierto. No se identificaron diferencias significativas entre los 

animales control administrados con el PβA1-42 (Figura 26 A-D; p >0.05; n = 6 en 

ambos grupos) o su secuencia inversa (Figura 26 A-D; p >0.05; n = 5 en ambos 

grupos), en el tiempo en que los animales permanecieron en movimiento, ni en la 

distancia total recorrida, ni en el tiempo de permanencia en los bordes y el centro 

de la arena (Figura 26 A-D; p >0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la disminución de la discriminación 

fina de aromas inducida por la administración del PβA1-42 

Con la finalidad de evaluar los cambios en la discriminación fina de aromas, tras la 

administración del PβA1-42 durante el periodo de enriquecimiento olfatorio, 

realizamos una prueba de condicionamiento operante olfatorio (tipo Go/No-Go; 

Figura 11; ver material y métodos). Durante el transcurso de la prueba se evaluó el 

peso de los animales control y los enriquecidos olfatoriamente, antes y después de 

Figura 26. Evaluación de la locomoción en animales control y enriquecidos con aromas, tras la administración 

del péptido beta amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa (PβA42-1). Se grafica la cuantificación, para los cuatro 

grupos experimentales, de los siguientes parámetros: A) Tiempo que los animales permanecieron en movimiento durante 

los 10 minutos de la prueba de campo abierto. B) Distancia total recorrida. C) Tiempo de permanencia en el borde de la 

caja de prueba. D) Tiempo de permanencia en el centro de la caja de prueba. No se muestran diferencias significativas 

entre los grupos para cada uno de los valores cuantificados. Los datos se reportan como la media ± el EEM.  



la administración del PβA1-42 (CON PβA1-42; EO PβA1-42) o su secuencia inversa 

(CON inverso; EO inverso). El peso de todos los animales se redujo, pero se mantuvo 

por arriba del 80% de su peso inicial, como consecuencia de la restricción de agua 

previa a la prueba conductual, para mantener la motivación de los animales durante 

la prueba (Guo et al., 2014). No se encontraron diferencias significativas en la 

disminución y el mantenimiento del peso de los animales entre los grupos 

experimentales (Figura 27; p>0.05; n = 6 en todos los grupos).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante el periodo de entrenamiento en la prueba Go/No-Go, previo a la 

administración del PβA1-42 o de su secuencia inversa, se observa que los animales 

inician con un desempeño del 59.88 ± 1.66% de respuestas correctas en el día 1, 

alcanzando más del 80% de aciertos en el día 6. Como era de esperarse, debido a 

Figura 27. Peso de los animales control y enriquecidos olfatoriamente durante la prueba de condicionamiento 

operante, antes y después de la administración del péptido β amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa. Se 

muestran los 21 días del periodo de restricción de agua durante la prueba conductual. La primera línea punteada vertical 

indica el inicio de la prueba de condicionamiento operante empleando aromas a una concentración del 100%. Dicho 

procedimiento se efectuó posterior a la fase de habituación al entorno experimental por 3 días (ver materiales y métodos). 

La línea punteada horizontal indica el 80% del peso inicial de los animales control y enriquecidos olfatoriamente, 

administrados en el día 9 con el PβA1-42 o su secuencia inversa (segunda línea vertical punteada). La línea horizontal 

inferior indica el periodo de enriquecimiento olfatorio para todos los grupos experimentales que inicia después de la 

inyección intracerebroventricular de los péptidos (indicada por la segunda línea punteada vertical). No se reportan 

diferencias significativas entre los grupos. Los datos se reportan como la media ± el EEM.  

    



que hasta ese día todos los animales se encontraban en condiciones idénticas, no 

se reportan diferencias significativas entre los grupos para este último parámetro 

(Figura 28 B; p>0.05; CON inverso: 89.60 ± 3.53% de aciertos; CON PβA1-42: 81.83 ± 

2.60% de aciertos; EO inverso: 90 ± 2.67% de aciertos; EO PβA1-42: 91 ± 2.26% de 

aciertos; n= 6 en todos los grupos). Como se menciona en los métodos, 80% o más 

de aciertos en la prueba fue el criterio para considerar que los animales aprendieron 

la regla de la prueba (Abraham et al., 2012; Guo et al., 2014; Chu et al., 2017). Con 

base a lo anterior, la administración del PβA1-42, o su secuencia inversa, se realizó 

en el día 6 de entrenamiento, justo al término de la prueba conductual. Después de 

la inyección, se observa que la administración del PβA1-42, en animales control, 

induce una disminución en el porcentaje de aciertos que, en el día 18, disminuye 

significativamente al 63.00 ± 4.74% (Figura 28 B; p<0.05; n = 6). Lo cual es 

significativamente menor en comparación con los grupos EO PβA1-42 (Figura 28 B; 

p<0.05, n = 6; EO PβA1-42: 83.17 ± 4.26% de aciertos), CON inverso (Figura 28 B; 

p<0.05, n = 6; 93.20 ± 2.35% de aciertos) y EO inverso (Figura 28 B; p<0.05, n = 6; 

86.67 ± 3.84% de aciertos). Con la finalidad de evaluar el efecto del enriquecimiento 

olfatorio y/o la administración del PβA1-42 sobre la sensibilidad de la discriminación 

de aromas (Berditchevskaia et al., 2016), las respuestas fueron divididas en cuatro 

categorías distintas, con base en los siguientes criterios: a) Se consideró un acierto 

cuando durante la presentación del aroma recompensante (limoneno (+)) el animal 

lamió (Figura 28 A, C-D; Rosa); por el contrario b) se consideró un error si el animal 

no lamió durante la presentación del aroma recompensante (Figura 28 A, C-D; Gris). 

Adicionalmente, c) se consideró como una respuesta correcta (CR) si el animal no 

lamió al término de la presentación del aroma no recompensante (limoneno (-); 

Figura 28 A, C-D; Verde) y d) se consideró una falsa alarma (FA) si el animal lamió 

en respuesta a la presentación de este aroma no recompensante (Figura 28 A, C-

D; Amarillo). Encontramos que los animales administrados con PβA1-42 muestran 

una disminución de la proporción de aciertos y, correspondientemente, un 

incremento en la proporción de errores, en comparación con los demás grupos (EO 

PβA1-42, CON inverso y EO inverso; Figura 28 C-D; n = 6 en todos los grupos). Por el 

contrario, los animales administrados con el PβA1-42 y que fueron enriquecidos 



olfatoriamente muestran una proporción de aciertos y errores comparable a la de 

los animales CON inverso y EO inverso (Figura 28 C-D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Prueba de condicionamiento operante en animales control y enriquecidos olfatoriamente tras la 

administración del péptido beta amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa. A) Diagrama de la secuencia de eventos 

en un ensayo y del sistema de restricción de movimiento con la cabeza fija para ratones empleado durante la prueba de 

condicionamiento operante Go/No-Go. B) Porcentaje de aciertos obtenidos durante la prueba de todos los grupos 

experimentales. Note una disminución significativa del porcentaje de aciertos de los animales control tras la 

administración, al día 6, del PβA1-42. La línea punteada horizontal representa el criterio de aprendizaje en la prueba. La 

línea punteada vertical indica el momento de la administración del PβA1-42 o su secuencia inversa. La línea negra inferior 

representa el periodo de enriquecimiento olfatorio. C) Raster plots representativos del cambio en los lengüeteos (z-score) 

de animales en el último día de la prueba conductual (día 18) de los grupos administrados con el PβA1-42 o su secuencia 

inversa en animales control (izquierda-abajo: CON PβA1-42; izquierda-arriba: CON inverso) y animales con las mismas 

inyecciones, pero enriquecidos olfatoriamente (derecha-abajo: EO PβA1-42; izquierda-arriba: EO inverso). Se enmarcan en 

color la proporción de aciertos (rosa), errores (gris), falsas alarmas (FA; amarillo) y respuestas correctas (CR; verde). 

Note una disminución en la proporción de aciertos en los animales CON PβA1-42 que no se observa en los animales EO 

PβA1-42. D) Proporción de aciertos, errores, FA y CR en todos los grupos experimentales. *** p <0.05. Los datos se 

reportan como la media ± el EEM. 

  



El análisis estadístico de la proporción de aciertos a lo largo de la prueba de 

condicionamiento operante olfatorio no muestra diferencias significativas entre los 

animales EO PβA1-42, CON inverso y EO inverso. Por otra parte, se observó una 

disminución significativa en los animales control tras la administración del PβA1-42 

con respecto al resto de los grupos experimentales (Figura 29 A; p<0.05; n = 6 en 

todos los grupos). Con respecto a la proporción de errores, no se encontraron 

diferencias significativas en los animales enriquecidos olfatoriamente administrados 

con el PβA1-42, en comparación con los animales control y enriquecidos 

olfatoriamente administrados con la secuencia inversa del péptido.  En contraste, 

se observó un incremento significativo de los errores en los animales control 

administrados con el PβA1-42 en comparación con los animales EO PβA1-42, CON 

inverso y EO inverso (Figura 29 B; p<0.05; n = 6 en todos los grupos). No se reportaron 

diferencias significativas entre los grupos experimentales en la proporción de falsas 

alarmas o en las respuestas correctas tras la administración del PβA1-42 o su 

secuencia inversa (Figura 29 C-D; p>0.05; n = 6 en todos los grupos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Categorías de respuesta en la prueba de condicionamiento operante en animales control y 

enriquecidos olfatoriamente antes y después a la administración del péptido beta amiloide (PβA1-42) o su 

secuencia inversa. Aciertos (A), errores (B), falsas alarmas (FA; C) y respuestas correctas (CR; D) durante la prueba 

de condicionamiento operante Go/No-Go de todos los grupos experimentales. La línea negra inferior representa el 

periodo de enriquecimiento olfatorio. Note una disminución del porcentaje de aciertos (A) y un incremento del porcentaje 

de errores (B) significativos, en los animales control tras la administración del PβA1-42 (día 6; línea punteada vertical). ** 

p <0.05. Los datos se reportan como la media ± el EEM. 

  



Con la finalidad de examinar si el enriquecimiento olfatorio modifica la estrategia de 

lengüeteo tras la administración del PβA1-42 y su posible influencia en la respuesta 

descrita en el párrafo anterior, se realizó un análisis del coeficiente de variación (CV 

= desviación estándar/ media) de los lengüeteos. Para lo cual se consideró la 

frecuencia del lengüeteo durante el periodo de respuesta de 2 segundos de todos 

los aciertos y falsas alarmas obtenidos por día. Los resultados no muestran 

diferencias significativas en el CV de los lengüeteos durante los aciertos en los 

animales control y enriquecidos olfatoriamente antes y después de la administración 

del PβA1-42 o su secuencia inversa (Figura 30 A-B; p>0.05; n = 6 en todos los 

grupos). Por otro lado, observamos que el CV de los lengüeteos durante las falsas 

alarmas presenta fluctuaciones considerables, a través de los días, en todos los 

grupos experimentales (Figura 30 B; n = 6 en todos los grupos). Sin embargo, el 

análisis estadístico no reporta diferencias significativas entre los grupos (Figura 30 

B; p>0.05; n = 6 en todos los grupos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto del enriquecimiento olfatorio sobre la expresión de PβA1-42 en el bulbo 

olfatorio principal 

Con la finalidad de determinar si el enriquecimiento olfatorio modifica la acumulación 

del PβA1-42 en animales administrados con este mismo péptido o con su secuencia 

inversa, se empleó la técnica de inmunofluorescencia en muestras obtenidas del 

Figura 30. Variabilidad de los lengüeteos durante el periodo de respuesta en la prueba de condicionamiento 

operante en animales control y enriquecidos olfatoriamente antes y después de la administración del péptido 

beta amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa. Coeficiente de variación de los lengüeteos durante los aciertos (A) y 

las falsas alarmas (B), en la prueba de condicionamiento operante Go/No-Go de todos los grupos experimentales. La 

línea punteada vertical indica el momento de la administración del PβA1-42 o su secuencia inversa. La línea negra inferior 

representa el periodo de enriquecimiento olfatorio. Los datos se reportan como la media ± el EEM. 

  



bulbo olfatorio principal de todos los grupos experimentales (Figura 31 A-E; ver 

material y métodos). La cuantificación relativa de la intensidad de fluorescencia del 

PβA1-42 en la totalidad del bulbo olfatorio no reporta diferencias significativas entre 

los grupos control y enriquecidos olfatoriamente administrados con la secuencia 

inversa del péptido (Figura 31 A-B, E; p>0.05; n = 6 en ambos grupos; CON inverso: 

409.01 ± 18.50 u.a.; EO inverso: 448.20 ± 20.17 u.a.). Adicionalmente, se muestra 

que los animales CON PβA1-42 presentan un incremento significativo en la intensidad 

relativa de fluorescencia (618.70 ± 41.51 u.a.) en comparación con los animales EO 

PβA1-42 (430.90 ± 22.49 u.a.; Figura 31 C-E, p<0.05; n = 6 en ambos grupos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto del enriquecimiento olfatorio y del PβA1-42 sobre la expresión de BDNF 

en el bulbo olfatorio principal 

Para estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la disminución de los 

niveles del PβA1-42 en animales enriquecidos olfatoriamente evaluamos, mediante 

inmunofluorescencia, los niveles del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF; 

por sus siglas en inglés) en el bulbo olfatorio principal. La cuantificación de la 

fluorescencia relativa asociada al BDNF en el bulbo olfatorio indica que los animales 

EO inverso presentan una intensidad de la fluorescencia (431.50 ± 18.95 u.a.) que es 

Figura 31. Acumulación del péptido beta amiloide (PβA1-42) en animales control y enriquecidos olfatoriamente 

posterior a la administración del péptido beta amiloide (PβA1-42) o su secuencia inversa. Los núcleos fueron teñidos 

con DAPI (azul) y el PβA1-42 inmunohistoquímicamente con el anticuerpo BAM10 (rojo). Se muestra una microfotografía 

representativa del bulbo olfatorio principal para los siguientes grupos: A) CON inverso B), EOinverso, C) CON PβA1-42 y D) EO 

PβA1-42. E) Cuantificación de la intensidad de inmunofluorescencia relativa de PβA1-42. Note un incremento significativo 

de la fluorescencia acoplada al anticuerpo BAM10 en los animales CON PβA1-42 en comparación con los animales EO 

PβA1-42. ** p <0.05. Los datos se reportan como la media ± el EEM. 

 



significativamente mayor a la de los animales CON inverso (358.01 ± 10.64 u.a.; Figura 

32; p<0.05; n = 6 en ambos grupos). Asimismo, al realizar una comparación de los 

niveles de inmunofluorescencia entre los animales que fueron administrados con el 

PβA1-42 se observa un incremento significativo de la intensidad relativa de la 

fluorescencia en el grupo EO PβA1-42 (452.90 ± 17.99 u.a.) en comparación con los 

animales CON PβA 1-42 (317.70 ± 14.42 u.a.; Figura 32; p<0.05; n=6 en ambos 

grupos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto de la administración del PβA1-42 sobre la activación glomerular 

Con la finalidad de evaluar posibles cambios en la activación glomerular durante el 

enriquecimiento olfatorio y/o la administración del PβA1-42, o su secuencia inversa, 

se realizó imagenología óptica intrínseca bulbar durante la estimulación con acetato 

de amilo (AA), butirato de etilo (BE; ver anexo), limoneno + (Li (+); ver anexos) y 

limoneno (Li (-); ver anexo), a concentración alta y baja (100% y 1% v/v, 

respectivamente; Figuras 33 y 34). Lo anterior, se llevó a cabo en un periodo de 3 

semanas, que corresponden a la condición previa (Semana 1) y dos semanas 

Figura 32. Acumulación del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF; por sus siglas en inglés) en animales 

control y enriquecidos olfatoriamente posterior a la administración del péptido beta amiloide (PβA1-42) o su 

secuencia inversa. Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul) y el BDNF inmunohistoquímicamente con el anticuerpo 

Anti-BDNF (verde). A) Se muestra una microfotografía representativa del bulbo olfatorio principal para los siguientes 

grupos: A) CON inverso B), EO inverso, C) CON PβA1-42 y D) EO PβA1-42. E) Cuantificación de la intensidad de 

inmunofluorescencia relativa de BDNF. Note un incremento significativo de la fluorescencia acoplada al anticuerpo anti-

BDNF en los animales EO inverso en comparación con los animales CON inverso. Adicionalmente, se observa un incremento 

significativo de la fluorescencia de BDNF en los animales EO PβA1-42 comparados con los animales CON PβA1-42. * p<0.05, 

*** p <0.001. Los datos se reportan como la media ± el EEM. 

 



después (Semana 2 y 3) de la administración de la secuencia inversa del PβA y del 

inicio del enriquecimiento olfatorio. 

Dos semanas después de la administración de la secuencia inversa del PβA y del 

inicio del enriquecimiento olfatorio (semana 2; Figura 33 A-B; n = 6), se observó que, 

durante la estimulación con acetato de amilo a una concentración alta, los animales 

control y enriquecidos olfatoriamente presentan una cantidad de glomérulos similar 

a los encontrados antes de la administración de la secuencia inversa del péptido 

(Figura 33 A-B; n = 6; Semana 1 vs semana 3: CONinverso: 3.70 ± 0.45 vs. 3.40 ± 

0.45 glomérulos; EOinverso: 3.11 ± 0.61 vs. 4.22 ± 0.46 glomérulos; p>0.05). Este 

fenómeno es similar en los animales enriquecidos olfatoriamente al cabo de dos 

semanas de la administración con el PβA1-42 (Figura 33 A-B; n = 6; Semana 1 vs. 

semana 3: EO PβA1-42: 2.55 ± 0.37 vs. 4.33 ± 0.84 glomérulos; p>0.05). Por otra 

parte, se observó que la estimulación con acetato de amilo a una concentración alta 

tras la administración del PβA1-42, en animales control, incrementa 

significativamente el número de glomérulos al cabo de dos semanas (Figura 33 A-

B; n = 6; Semana 1 vs. semana 3: CON PβA1-42: 2.33 ± 0.28 vs. 4.40 ± 1.01 

glomérulos; p<0.05). Adicionalmente, la estimulación con acetato de amilo a una 

concentración baja (1% v/v) no muestra diferencias significativas en el número de 

glomérulos dos semanas después del inicio del enriquecimiento olfatorio y de la 

administración de la secuencia inversa del péptido en animales control y 

enriquecidos olfatoriamente (Figura 33 A-B; n = 6; Semana 1 vs semana 3: 

CONinverso: 3.91 ± 0.79 vs. 2.50 ± 0.33 glomérulos; EOinverso: 3.66 ± 0.68 vs. 3.77 ± 

0.70 glomérulos; p>0.05). Un efecto similar se observa en los animales enriquecidos 

olfatoriamente al cabo de dos semanas de la administración con el PβA1-42 (Figura 

33 A-B; n = 6; Semana 1 vs semana 3: EO PβA1-42: 4.13 ± 0.75 vs. 3.67 ± 1.21 

glomérulos; p>0.05). En contraste, la estimulación con acetato de amilo a una 

concentración baja induce un incremento significativo en el número de glomérulos 

evocados dos semanas después de la administración del PβA1-42 en animales 

control (Figura 33 A-B; n = 6; Semana 1 vs. semana 3: CON PβA1-42: 2.46 ± 0.32 vs. 

4.60 ± 1.22 glomérulos; p<0.05).  



El análisis del área de los glomérulos evocados con acetato de amilo a una 

concentración alta y baja reveló estabilidad en la misma dos semanas después de 

la administración del PβA1-42 y su secuencia inversa en animales control y 

enriquecidos olfatoriamente (Semana 2 y 3; Figura 33 C; n = 6; p>0.05). El área de 

los glomérulos evocados tras la estimulación con acetato de amilo a 

concentraciones altas en la semana 1 vs semana 3, para los diferentes grupos 

experimentales fue la siguiente: CONinverso: 0.019 ± 0.005 mm2 vs. 0.035 ± 0.011 

mm2; EOinverso: 0.025 ± 0.008 mm2 vs. 0.018 ± 0.007 mm2; CON PβA1-42: 0.056 ± 

0.007 mm2 vs. 0.038 ± 0.005 mm2; EO PβA1-42: 0.054 ± 0.012 mm2 vs. 0.031 ± 0.011 

mm2 (Figura 33 C; n = 6). Por otra parte, el área de los glomérulos evocados tras la 

estimulación con acetato de amilo a concentraciones bajas en la semana 1 vs. 

semana 3, para los diferentes grupos experimentales fue la siguiente: Semana 1 vs. 

semana 3: CONinverso: 0.028 ± 0.004 mm2 vs. 0.038 ± 0.011 mm2; EOinverso: 0.029 ± 

0.007 vs. 0.027 ± 0.009 glomérulos; CON PβA1-42: 0.043 ± 0.007 vs. 0.034 ± 0.004 

mm2; EO PβA1-42: 0.032 ± 0.006 vs. 0.043 ± 0.011 mm2 (Figura 33 C; n = 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Cuantificación del número y el área de glomérulos activados tras la estimulación con acetato de amilo 

en animales control y enriquecidos olfatoriamente administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa. A) 

Diagrama del procedimiento experimental (ver material y métodos) y de los momentos en que los animales fueron 

evaluados mediante imagenología óptica intrínseca bulbar durante el entrenamiento en la prueba de discriminación 

olfatoria Go/No-Go: un día previo (Semana 1), una semana después (Semana 2) y dos semanas después de la 

administración del PβA1-42 o su secuencia inversa (Semana 3). B) Número y (C) área de los glomérulos activados por la 

estimulación con acetato de amilo. El aroma fue presentado a una concentración alta (100% v/v; barras en color sólido) 

y una baja (1% v/v; barras sin relleno). Se muestra un incremento significativo en el número de glomérulos activos tras 

la estimulación con acetato de amilo en los animales control administrados con el PβA1-42 que no se observa en los 

animales enriquecidos con aromas administrados con el PβA1-42. * p<0.05. Los datos se reportan como la media ± el 

EEM.   

 



Adicionalmente, se evaluó la cinética de activación glomerular en un periodo de 3 

semanas, que corresponden a la condición previa (Semana 1) y dos semanas 

después (Semana 2 y 3; Figura 34 A) de la administración de la secuencia inversa 

del PβA y del inicio del enriquecimiento olfatorio. En primer lugar, se cuantificaron 

los cambios en la dinámica de activación glomerular en los animales control y 

enriquecidos con aromas administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa 

durante la estimulación con acetato de amilo a una concentración alta (100%). Para 

ello, se realizó una normalización con respecto de la actividad espontánea 

(considerada como el 100%). Esta cuantificación muestra que, para cada captura y 

cada grupo experimental durante las 3 semanas de adquisición de imágenes, los 

patrones de activación glomerular promedio permanecen estables durante el primer 

segundo de la adquisición de la imagenología óptica intrínseca previos a la 

estimulación olfatoria (Figura 34 A-D). Así mismo, se observa que, tras la 

estimulación con acetato de amilo a una concentración alta (100% por 4 segundos) 

se produce una disminución de la reflectancia de los glomérulos activos (Figura 34 

A-D; n = 6) en todos los grupos y durante las 3 capturas realizadas (1 por semana) 

de la imagenología óptica intrínseca bulbar.  

La evaluación del cambio en la reflectancia en el último segundo de la estimulación 

con acetato de amilo a una concentración alta no muestra diferencias significativas 

al finalizar el protocolo de enriquecimiento olfatorio en animales control y 

enriquecidos administrados con la secuencia inversa del péptido (Semana 3; Figura 

34 A, C; n=6; CONinverso: -36.69 ± 5.57%; EOinverso: -25.59 ± 13.19%). De la misma 

forma, no se encontraron diferencias significativas en la dinámica de la activación 

glomerular global en los animales enriquecidos olfatoriamente administrados con el 

PβA1-42 al finalizar el protocolo de enriquecimiento (Semana 3; Figura 34 D; n = 6; 

EO PβA1-42: -33.89 ± 3.82%). En contraste, los animales control administrados con 

el PβA1-42 presentan una reducción significativa en la reflectancia dos semanas 

después de la administración del péptido (Semana 3; Figura 34 B; n = 6; CON PβA1-

42: -14.26 ± 7.69%). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Curso temporal de la activación glomerular tras la estimulación con acetato de amilo a una 

concentración alta (100%) en animales control y enriquecidos administrados con el PβA1-42 o su secuencia 

inversa. A-D) Dinámica de activación glomerular antes (semana 1) y dos semanas después (semana 2 y 3) de la 

administración del PβA1-42 en animales control y enriquecidos olfatoriamente (izquierda). Para cada caso, se muestra el 

porcentaje de cambio promedio en el tiempo de todos los glomérulos evocados tras la estimulación con acetato de amilo 

a una concentración alta (100% v/v, recuadro en azul para todos los casos) con respecto de la actividad espontánea 

(considerada como el 100%).  Así mismo, se grafica la disminución de la reflectancia durante el último segundo de la 

estimulación con acetato de amilo (100% v/v; derecha) durante las tres semanas de captura. * p<0.05. Los datos se 

reportan como la media ± EEM.   

 

 



DISCUSIÓN 

El sistema olfatorio en mamíferos es crucial para la supervivencia y la reproducción 

(Van Hartevelt, & Kringelbach, 2012). Diversos factores como la dieta (Temmel et 

al., 2002), ciertos desórdenes neurológicos (Murphy, 1999; Hawkes et al., 1997, 

Hawkes, 2003; Hawkes & Doty, 2009; Doty, 2015), la deprivación sensorial 

(Waggener & Coppola, 2007; Mandairon et al., 2006a; Aylwin et al., 2009) o la 

experiencia sensorial (Rochefort et al., 2002; Veyrac et al, 2009) cambian la 

percepción olfatoria. Incrementando (hiperosmia; Veyrac et al, 2009) o 

disminuyendo esta función (hiposmia; Temmel et al., 2002). 

En este trabajo se demostró que el enriquecimiento olfatorio (EO), que consiste en 

la exposición pasiva y crónica a una gama amplia de aromas, es capaz de inducir 

procesos plásticos en el bulbo olfatorio principal (BOP) que se reflejan en cambios 

en la actividad glomerular evocada con aromas y en la potencia de la actividad 

neuronal poblacional. Así mismo, nuestros resultados indican que el EO induce un 

incremento en los niveles del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) bulbar 

y una mejora en la discriminación e identificación olfatoria innatas de aromas a 

concentraciones bajas. Por otra parte, demostramos que la sola administración del 

péptido β amiloide (PβA1-42) altera la discriminación fina a los aromas e induce una 

alteración en los patrones de activación glomerular a largo plazo. Nuestros 

resultados muestran que este fenómeno puede ser prevenido por el EO. Además, 

demostramos que el EO previene los efectos deletéreos de la administración del 

PβA1-42 sobre la actividad bulbar. Esto se asoció con una mejora de la discriminación 

de aromas. Finalmente, reportamos que el EO es capaz de disminuir la agregación 

del PβA1-42 e incrementar los niveles del BDNF. A continuación, se discuten dichos 

resultados.  

El enriquecimiento olfatorio disminuye el número de glomérulos evocados 

con aromas e incrementa su área, intensidad y selectividad 

Al evaluar los patrones de activación glomerular en animales enriquecidos, 

demostramos que la estimulación olfatoria induce un incremento en el área y la 

intensidad de la absorbancia de los glomérulos evocados con aromas. Así mismo, 



se observa una disminución en el número de glomérulos activos, lo que permite una 

menor superposición de los mapas olfatorios evocados con aromas (Figura 35). Los 

glomérulos son estructuras complejas compuestas por diferentes interneuronas 

(Kasowsky et al., 1999; Imai, 2014; Nawroth et al., 2007), células gliales (Kasowsky 

et al., 1999; Nawroth et al., 2007; Roux et al., 2011; Daumas-Meyer et al., 2017) y 

neuropilo donde se efectúa la sinapsis entre las dendritas apicales de las  células 

mitrales/empenachadas y las terminales axónicas de las neuronas sensoriales 

olfatorias (Kasowsky et al., 1999; Nawroth et al., 2007; Mori & Sakano, 2011; Imai, 

2014; Sakano, 2020). Es probable que los cambios observados en volumen, el área 

y la intensidad de activación glomerular, impliquen modificaciones importantes en 

alguno de estos elementos. Por ejemplo, el incremento en el volumen glomerular 

está relacionado con un aumento en el número de interneuronas yuxtaglomerulares 

(Woo et al., 2006; Sachse et al., 2007; Busto et al., 2009; Bovetti et al., 2009; 

Degano et al., 2014; Bonzano et al., 2016), del número de células mitrales y 

empenachadas (Rosselli-Austin & Williams, 1990; Liu & Urban, 2016), del número 

de terminales axónicas provenientes de las neuronas sensoriales olfatorias (Cadiou 

et al., 2014; Monjaraz-Fuentes et al., 2017; Degano et al., 2014) y de la densidad 

sináptica (Hinds & Hinds, 1976; Nezlin et al., 2003).  

El enriquecimiento olfatorio acelera la actividad poblacional del BOP en 

ausencia y presencia de aromas 

Por otra parte, nuestros resultados indican que el EO cambia la actividad 

poblacional del BOP en presencia o ausencia de aromas, lo que se refleja en una 

disminución en la potencia de las oscilaciones lentas (<12 Hz) así como un 

incremento en la potencia de las oscilaciones rápidas (>12 Hz; Figura 35). Diversos 

reportes indican que la experiencia sensorial induce una disminución en la 

respuesta de las neuronas sensoriales olfatorias (Barbour et al., 2008) y las células 

mitrales bulbares (Buonviso et al., 1998; Buonviso & Chaput, 2000; Chaudhury et 

al., 2010; Kato et al., 2012). Por ello, la reducción de las oscilaciones lentas 

observadas en nuestro trabajo podría ser el resultado de modificaciones plásticas 

en ambos tipos celulares. Por otra parte, el incremento en la actividad de las 



interneuronas de la capa granular reportado en otros estudios (Arenkiel et al., 2011; 

Moreno et al., 2009), podría explicar el incremento de las oscilaciones rápidas en el 

BOP (Boyd et al., 2012), principalmente en el rango de oscilaciones gamma (>30Hz) 

en respuesta a la estimulación olfatoria repetitiva (Arenkiel et al., 2011; Moreno et 

al., 2009; Mandairon et al., 2006b; Zhou et al., 2016; Geramita & Urban, 2016; 

Moreno et al., 2009). Asimismo, nuestros resultados muestran que el EO induce un 

incremento en la potencia de las oscilaciones tipo beta (12-30 Hz), lo que podría 

reflejar cambios en la modulación centrífuga proveniente de la corteza piriforme 

(Boyd et al., 2012), como se ha observado en protocolos similares al nuestro que 

implican experiencia olfatoria prolongada (Jacobson et al., 2018; Fleming et al., 

2019). Tal es el caso del trabajo de Fleming y colaboradores (2019), quienes 

demostraron que la exposición a olores produce un incremento en la actividad de 

las oscilaciones beta en la corteza piriforme y mejora la discriminación de aromas 

(Flemming et al., 2019), como se observa en los resultados reportados en esta tesis. 

Este fenómeno sugiere que el EO podría no sólo generar modificaciones plásticas 

a nivel bulbar, sino que además este fenómeno podría extenderse a otras regiones 

cerebrales como la corteza piriforme.  

El enriquecimiento olfatorio incrementa los niveles de BDNF en el BOP 

Es importante destacar que muchos de los cambios descritos podrían ser 

influenciados por una sobreproducción en los niveles de BDNF (Figura 35), como 

se ha observado en neonatos (Degano et al., 2014) y adultos después de la 

exposición prolongada a aromas (Kim et al., 2019). La expresión de BDNF depende 

de la actividad del BOP (Biju et al., 2008; McLean et al., 2001), lo que promueve la 

reconfiguración de la citoarquitectura glomerular (Cao et al., 2007; Bergami et al., 

2013), el refinamiento olfatorio, la especialización sináptica y la reconfiguración de 

mapas glomerulares (Tisay et al., 2000; Degano et al., 2014). En esta tesis se 

demostró una correlación entre un incremento en los niveles de BDNF y las 

modificaciones plásticas en el BOP, sin embargo, es necesario determinar el 

mecanismo molecular que subyace a dicho incremento y si hay una relación causal 

entre ambos fenómenos.  



El enriquecimiento olfatorio potencia la detección y la discriminación durante 

retos olfatorios 

En cuanto a la conducta olfatoria, los resultados de esta tesis indican que el EO 

incrementa la habituación/deshabituación, la aversión y la preferencia innata a los 

aromas (Figura 35). Estos hallazgos concuerdan con lo observado por Mandairon y 

colaboradores (2018) quienes mostraron un incremento en la 

habituación/deshabituación como producto de la experiencia sensorial (Mandairon 

et al., 2018; Inoue et al., 2021), que persiste incluso frente a retos olfatorios que 

implican la discriminación de moléculas odorantes altamente similares, como los 

enantiómeros (Mandairon et al., 2018). En nuestro trabajo mostramos que el EO 

genera un incremento en la discriminación de aromas a una concentración baja.  

Así mismo, al evaluar el potencial de campo local (LFP) del circuito bulbar en 

animales EO, demostramos que la aplicación de aromas a bajas concentraciones 

induce un incremento de la actividad bulbar, que es de mayor magnitud comparada 

a la que se observa en animales control. Estas oscilaciones dependen de la 

sincronización de ciertos tipos neuronales en el bulbo olfatorio (Friedman & 

Strowbridge, 2003; Kay, 2003, 2005) que imponen diferentes patrones oscilatorios 

a todo el circuito (Adrian, 1942; Adrian, 1950; Kay et al., 2015). Diversos reportes 

indican que la experiencia sensorial olfatoria (Ravel et al., 2003; Beshel et al., 2007) 

incrementa la amplitud y la frecuencia de las oscilaciones beta (15-40 Hz; Beshel et 

al., 2007) y gamma (40-100 Hz; Ravel et al., 2003; Beshel et al., 2007) en el BOP 

(Beshel et al., 2007). Las oscilaciones gamma, que surgen como producto de las 

sinapsis dendrodendríticas entre las células mitrales y las células granulares (Ravel 

et al., 2003), se modifican con las demandas olfatorias (Wang et al., 2019) y con la 

manipulación selectiva de sus receptores, tanto glutamatérgicos como gabaérgicos 

(Okutani et al., 1999; Nusser et al., 2001). En tareas de aprendizaje olfatorio, el 

bloqueo (Okutani et al., 1999) o la ausencia (Nusser et al., 2001) de los receptores 

GABAA en las células mitrales mejora la discriminación de aromas aversivos y 

conduce a un incremento en la potencia de las oscilaciones gamma (Nusser et al., 

2001; Okutani et al., 1999). Así mismo, se ha observado que, en tareas de 

discriminación olfatoria, las células mitrales disminuyen su tasa de disparo (Wang 



et al., 2019). Mientras que, en la exposición pasiva a estímulos olfatorios, se 

presentan predominantemente respuestas excitatorias (Fuentes et al., 2008; Wang 

et al., 2019). Por otra parte, las células mitrales son más responsivas a los 

incrementos en la concentración de los estímulos olfatorios (Parabucki et al., 2019; 

Nagayama et al., 2014). Todo lo anterior sugiere que la estimulación pasiva a largo 

plazo, como el EO empleado en este trabajo, podría modificar las propiedades 

intrínsecas de las células mitrales propiciando el incremento en la actividad bulbar 

evocada con aromas a bajas concentraciones en los animales EO. Por otro lado, a 

pesar de que no son claros los mecanismos celulares involucrados en la detección 

de estímulos olfatorios a diferentes concentraciones (Dewan et al., 2018), hay 

evidencias de que el incremento en el umbral de detección de aromas es un proceso 

que depende de la vía transduccional que ocurre en las neuronas sensoriales 

olfatorias (NSO), localizadas en el epitelio olfatorio (Grosmaitre et al., 2006). Los 

receptores de las NSO están acoplados a una proteína G de tipo olf (Jones & Reed, 

1989). Los receptores de las NSO sufren un cambio conformacional tras la 

asociación de su ligando o molécula olfatoria (Jones & Reed, 1989), favoreciendo a 

través de la activación de su vía transduccional la actividad enzimática del adenilato 

ciclasa tipo III (Bakalyar & Reed, 1990), lo que induce un incremento en los niveles 

de AMPc que permiten la apertura de canales activados por nucleótidos cíclicos 

(CNG; Nakamura & Gold, 1987). En consecuencia, además de la despolarización 

mediada por el flujo de Na+, el ingreso de Ca2+ por estos canales (Kurahashi & Yau, 

1993), propicia la apertura de canales de Cl- y potencia la despolarización de las 

NSO (Kurahashi & Yau, 1993), debido a que las NSO lo acumulan en su interior 

(Kurahashi & Yau, 1993). Diversos reportes señalan que esta corriente de Cl- 

activada por Ca2+ incrementa proporcionalmente al incremento en la concentración 

de los estímulos olfatorios (Li et al., 2018). Por lo anterior, es posible que los 

cambios observados en la detección de estímulos olfatorios a bajas 

concentraciones en los animales enriquecidos con aromas podrían estar mediados 

por una modulación al alta en los canales de Cl- activados por Ca2+ después de la 

estimulación olfatoria, lo que a su vez podría ejercer efectos indirectos en la 

activación subsecuente de las células mitrales en el BOP. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El enriquecimiento olfatorio evita la inhibición de la respuesta del LFP 

evocada con aromas en animales administrados con el PβA1-42  

Por otra parte, nuestros resultados indican que los animales sometidos a 

enriquecimiento olfatorio y administrados con el PβA1-42 se protegen contra la 

inhibición de la respuesta del LFP durante la estimulación sensorial con acetato de 

amilo inducida por el PβA1-42 (Figura 36).  Como se mencionó anteriormente, la 

estimulación con aromas evoca patrones de actividad oscilatoria rápidos en el rango 

de frecuencia gamma dentro del BOP (Beshel et al., 2007), mismos que son 

afectados por el PβA1-42 (Alvarado-Martínez et al., 2013). Interesantemente, parece 

haber una relación recíproca entre la actividad gamma cerebral y el PβA1-42 

(Alvarado-Martínez et al., 2013), pues mientras que el PβA1-42 disminuye la potencia 

del ritmo gamma (Alvarado-Martínez et al., 2013), la promoción de este ritmo en 

distintas estructuras cerebrales disminuye los niveles del PβA1-42 (Laccarino et al., 

2016). Entre estas estructuras se encuentra el hipocampo (Laccarino et al., 2016), 

donde la estimulación optogenética de las interneuronas de disparo rápido a una 

frecuencia gamma produce una disminución en los niveles del PβA1-42 (Laccarino et 

Figura 35. Modificaciones en el bulbo olfatorio principal (BOP) al término del periodo del enriquecimiento 

olfatorio (EO). El EO en animales adultos aumenta el área y la intensidad de los glomérulos reclutados con olores, lo 

que se combina con un refinamiento en los mapas glomerulares. La experiencia olfativa también cambia la actividad de 

la población BOP, incluida una disminución de las oscilaciones lentas (<12 Hz) y un aumento de las rápidas (>12 Hz). 

Todos estos cambios funcionales se correlacionan con un aumento del BDNF y con respuestas olfativas innatas 

mejoradas. 

 



al., 2016). Además, la estimulación no invasiva con luz a 40 Hz (incluida en el 

gamma), en ratones transgénicos que simulan un fenotipo similar a la Enfermedad 

de Alzheimer, induce una reducción en los niveles del PβA1-42 en la corteza visual 

(Laccarino et al., 2016). Lo anterior se debe, en parte, a un incremento de la 

endocitosis microglial del PβA1-42 en el cerebro (Laccarino et al., 2016). Lo que 

sugiere que una potenciación de los patrones oscilatorios rápidos inducidos por 

aromas podrían reclutar no solo a las neuronas, sino, adicionalmente a la microglía 

(Ferreira & Castellano, 2019). Lo anterior, podría explicar el estado protector que se 

observa en los animales EO contra los efectos deletéreos del PβA1-42 sobre la 

actividad neuronal poblacional bulbar. Posiblemente este efecto protector esté 

relacionado también con una disminución de la actividad de la acetilcolinesterasa 

(AChE) que se produce por diferentes aromas, como los empleados en el EO 

(Miyazawa et al., 1998; Miyazawa et al., 2001; Benny & Thomas, 2019). Esto es 

relevante ya que un incremento en los niveles del PβA1-42 cerebral correlaciona con 

un aumento en la actividad de la AChE (García-Ayllón et al., 2008). Este fenómeno 

es característico en la Enfermedad de Alzheimer y ha demostrado inducir deterioro 

cognitivo severo en los pacientes con EA (García-Ayllón et al., 2008). La AChE es 

una enzima que se encarga de la degradación de la acetilcolina (ACh; Trang & 

Khandhar, 2019) que es un neuromodulador que se asocia a los receptores 

muscarínicos y nicotínicos de las interneuronas de la capa glomerular y de las 

células mitrales del BOP (Kasa et al., 1995). Chaudhury y colaboradores (2009), 

demostraron que el bloqueo de la actividad de la AchE por la administración de 

neostigmina en el BOP incrementa el disparo de las células mitrales tras la 

estimulación con diferentes aromas mejorando la discriminación (Chaudhury et al., 

2009). Estos hallazgos sugieren que el enriquecimiento olfatorio podría disminuir la 

actividad de la acetilcolinesterasa y contrarrestar su incremento por la 

administración del PβA, lo que contribuiría al mantenimiento de la actividad neuronal 

evocada por aromas en el BOP.  

Durante el desarrollo de la EA, se producen procesos inflamatorios (Stamouli & 

Politis, 2016), como la activación crónica de la microglía, que contribuyen al 

incremento en la producción del PβA (Meraz-Ríos et al., 2013) y la secreción de 



citocinas proinflamatorias (Hu et al., 1998; Yates et al., 2000). Particularmente, el 

incremento en la expresión de interleucina-1beta (IL-1β) en la EA (Shaftel et al., 

2008), favorece la actividad de la AChE mediante el incremento en la expresión del 

ARNm de AChE (Li et al., 2000; Shaftel et al., 2008). Lo anterior, induce una 

disminución en la expresión de los receptores de acetilcolina de tipo nicotínico α7 

(α7nAChR; Lombardo & Maskos, 2015). Esto es relevante ya que la activación de 

estos receptores previene la liberación de citosinas proinflamatorias (Gallowitsch-

Puerta & Tracey, 2005; Zhan et al., 2017) que se producen durante el desarrollo de 

la EA (Meraz-Ríos et al., 2013).  

Por otra parte, en el BOP, se ha reportado que la disminución en la expresión de los 

α7nAChR induce un deterioro en el aprendizaje asociativo, la preferencia y el 

procesamiento de aromas (Hellier et al., 2012). En contraste, un incremento en su 

expresión favorece la discriminación de aromas a una baja concentración (Hellier et 

al., 2010). Lo anterior, posiblemente por la alta expresión de los receptores 

α7nAChR en la GCL del BOP (D’Souza et al., 2013). Interesantemente, como se 

mencionó anteriormente, la GCL presenta diversas modificaciones plásticas al 

término del periodo de EO. Por ello, hipotetizamos que el EO, podría contribuir con 

la expresión de los α7nAChR en el BOP, permitiendo al mismo tiempo reducir la 

síntesis de citosinas proinflamatorias que se producen por la administración PβA. 

Lo anterior, podría contribuir con el mantenimiento de la actividad neuronal evocada 

por aromas en el BOP. Sin embargo, se requieren investigaciones adicionales que 

permitan confirmar estas hipótesis. 

La disminución de la actividad neuronal poblacional del BOP producida por el 

PβA1-42 puede ser prevenida por el incremento en los niveles de BDNF 

inducido por el enriquecimiento olfatorio 

Adicionalmente, nuestros resultados indican que la sola administración del PβA1-42 

induce una disminución del LFP en el BOP (Figura 36). Este hallazgo coincide con 

reportes previos que señalan que la sola administración del PβA1-42 en la corteza 

prefrontal (Flores-Martínez et al., 2017) y el hipocampo (Gutiérrez-Lerma et al., 

2013; Alcantara-Gonzalez et al., 2019), disminuye la actividad eléctrica neuronal de 



campo (Alvarado-Martínez et al., 2013; Salgado-Puga et al., 2017). Así mismo, se 

ha observado que la administración del PβA1-42 en preparaciones in vitro del bulbo 

olfatorio, induce una disminución de la actividad espontánea bulbar (Alvarado-

Martínez et al., 2013; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018). De manera más 

directamente relacionada a nuestro hallazgo, la administración intrabulbar del PβA1-

42 a animales despiertos y en libre movimiento reduce la potencia de la actividad 

neuronal del BOP y la correlación funcional de ambos bulbos olfatorios (Hernández-

Soto et al., 2019). Lo anterior, posiblemente por la reducción de la transmisión 

sináptica GABAérgicas y glutamatérgica inducida por el PβA1-42 (Karisetty et al., 

2020). Este fenómeno ha sido observado en estructuras como el hipocampo y la 

corteza cerebral (Kurudenkandy et al., 2014), en las que ambas sinapsis son 

cruciales en la generación de la actividad oscilatoria, tal como ocurre con la actividad 

oscilatoria bulbar (Beshel et al., 2007). Uno de los mecanismos involucrados en los 

efectos deletéreos producidos por el PβA1-42 en el cerebro involucra la activación de 

la cinasa de la glucógeno sintetasa 3 beta (GSK3β, por sus siglas en inglés; Peña-

Ortega et al., 2012; Isla et al., 2016). La GSK3β está involucrada en el deterioro 

cognitivo, así como de la activación microglial y astrocítica, típicos de la enfermedad 

de Alzheimer (Armato et al., 2013). La activación de la GSK3β promueve la 

degradación de la proteína precursora amiloide, que inicia la vía amiloidogénica (Ly 

et al., 2012; Qu et al., 2014), lo que resulta en un incremento en los niveles del PβA 

(Ly et al., 2012; Qu et al., 2014). Además, la activación de la GSK3β lleva a la 

fosforilación de diferentes blancos que modulan la excitabilidad neuronal, incluidos 

canales iónicos y receptores (Smillie & Cousin, 2011; James et al., 2015). 

Interesantemente, resultados de nuestro laboratorio también muestran que la 

activación de la GSK3β ocurre de manera simultánea a la reducción de la potencia 

de las oscilaciones beta y gamma rápido producida por el PβA1-42 (Peña-Ortega et 

al., 2012; Salgado-Puga et al., 2015). Por ello, hipotetizamos que, como ocurre en 

otros circuitos, la administración del PβA1-42 genera la activación de la GSK3β y 

reduce la potencia de la actividad neuronal en el BOP. Esto sugiere que los 

inhibidores de la GSK3β podrían prevenir los efectos del PβA1-42 sobre la actividad 

neuronal del circuito bulbar (Peña-Ortega et al., 2012; Salgado-Puga et al., 2015). 



De hecho, la administración de litio, un bloqueador inespecífico de la GSK3β, 

previene la inhibición de la actividad neuronal inducida por el PβA1-42 en la corteza 

entorrinal (Peña-Ortega et al., 2012) y el BOP (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018), 

lo que es reproducido con un inhibidor específico de la GSK3β (Peña-Ortega et al., 

2012; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018). El litio, además de tener un efecto 

inhibidor directo sobre la GSK3β (Freland & Beaulieu, 2012), incrementa los niveles 

BDNF (Hashimoto et al., 2002). Por su parte, el BDNF regula la producción del PβA1-

42 cerebral (Peng et al., 2009), pues existe una relación negativa entre el BDNF y la 

producción del PβA (Peng et al., 2009). Así, cuando los niveles de BDNF disminuyen 

los niveles del PβA1-42 incrementan, y viceversa (Peng et al., 2009). Además, el 

BDNF contrarresta los efectos celulares del PβA (Arancibia et al., 2008). Se ha 

propuesto que uno de los mecanismos involucrados en estos efectos protectores 

del BDNF contra la acción inhibidora del PβA1-42 es la activación de sus receptores 

Trk, a los cuales se une con una alta afinidad (Klein et al., 1991; Arai et al., 1996). 

La activación de los receptores TrK por el BDNF propicia la activación del complejo 

ERK que, a su vez, es capaz de inhibir a la GSK3β (Ding et al., 2005). Es importante 

destacar que la GSK3β, presenta más de 100 sustratos de fosforilación (Beurel et 

al., 2015). Por lo que se ha propuesto que su modulación pudiera impactar 

diferentes mecanismos patológicos involucrados en el desarrollo de la EA (Beurel 

et al., 2015). Por ejemplo, el incremento en la actividad de la GSK3β es el resultado 

de la inhibición de la proteína fosfatasa 1 (PP1), a través de la fosforilación de su 

inhibidor I-2 (Beurel et al., 2015). Otro de los mecanismos inhibitorios de la PP1 

involucra el incremento del PβA (Vintém et al., 2009). Esto sitúa a la regulación de 

la PP1 como un mecanismo patológico importante en el desarrollo de a EA (Vintém 

et al., 2009). Posiblemente, el incremento observado en los niveles de BNDF 

durante el EO favorezca una disminución en los efectos del PβA1-42 en el cerebro a 

través de estas vías, tal como se muestra en la inmunofluorescencia de PβA1-42 

reportada en esta tesis. Diversas manipulaciones como el enriquecimiento 

ambiental (Sun et al., 2010) y el ejercicio voluntario (Soya et al., 2007), incrementan 

los niveles de BDNF (Soya et al., 2007; Sun et al., 2010). Nuestros resultados 

indican que el EO modifica los niveles de BDNF en el bulbo olfatorio, donde se ha 



mostrado que presenta efectos tróficos que incluyen el incremento en la 

neurogénesis bulbar (Bath et al., 2012) y la reconfiguración de las espinas 

dendríticas de las células granulares (McDole et al., 2015). Por lo anterior, es posible 

sugerir que el BDNF, que incrementa durante el EO, podría participar en la 

protección contra los efectos deletéreos producidos por el PβA1-42 en el circuito 

bulbar. 

Las alteraciones en la discriminación y la detección de aromas inducidas por 

el PβA1-42 son prevenidas por el enriquecimiento olfatorio 

Por otra parte, nuestros resultados indican que la administración del PβA1-42 altera 

la discriminación y detección de aromas en la prueba de habituación/deshabituación 

(Figura 36). La prueba de habituación/deshabituación es una prueba conductual 

olfatoria que evalúa la memoria no declarativa o implícita y que no es dependiente 

del hipocampo (Wesson et al., 2010). El desempeño adecuado en esta prueba 

requiere de la función eficiente de los receptores NMDA de las células granulares 

del bulbo olfatorio (McNamara et al., 2008), ya que el bloqueo de estos receptores 

con el antagonista MK-801, extingue la habituación olfatoria (McNamara et al., 

2008). Es importante destacar que el PβA1-42 es capaz de modular directa o 

indirectamente a las subunidades GluN1 y GluN2B del receptor NMDA (Costa et al., 

2012), alterando el flujo de Ca2+ a través de estos receptores, lo que conlleva a la 

disfunción sináptica y la muerte neuronal (Alberdi et al., 2010). Posiblemente, la 

disminución en la habituación de los animales control administrados con el PβA1-42 

esté relacionada con una alteración en los receptores NMDA de las células 

granulares que, como apenas mencionamos, son necesarios para el fenómeno de 

habituación (McNamara et al., 2008). 

Adicionalmente, el PβA1-42 también se une a los receptores metabotrópicos de 

glutamato (mGluR), lo que induce un incremento en la producción del PβA1-42 (Chen 

et al., 2017). Es importante destacar que los mGluR también son necesarios para el 

proceso de habituación, a través de la regulación de la activación de las neuronas 

principales de la corteza piriforme (McNamara et al., 2008). La corteza piriforme es 

el área cortical olfatoria más grande en el cerebro (Price, 2004) y desempeña un 



papel fundamental en la discriminación y la percepción de aromas (Wilson, 2009; 

Bekkers & Suzuki, 2013). Por lo anterior, aquí sugerimos que el deterioro en la 

habituación olfatoria que produce el PβA1-42, y que reportamos en este trabajo, 

podría deberse a un efecto deletéreo sinérgico producido por el PβA1-42 en el BOP 

y la corteza piriforme. Lo anterior, correlaciona con hallazgos en los pacientes que 

padecen de la EA quienes presentan una reducción en la habilidad para detectar, 

discriminar e identificar aromas (Djordjevic et al., 2008) que se acompaña con 

alteraciones en el BOP y la corteza piriforme. Además, existen estudios 

experimentales que demuestran el déficit olfatorio en ratones transgénicos que 

simulan la EA (Wesson et al., 2010; Li et al., 2019), que cursan con un incremento 

del PβA soluble en el bulbo olfatorio (Wesson et al., 2010) y con alteraciones en el 

BOP y la corteza piriforme (Wesson et al., 2010). Un estudio reciente reveló que el 

PβA genera diferentes alteraciones a nivel bulbar, entre las que se encuentra una 

disminución del número de espinas dendríticas en las células granulares que, a su 

vez, conlleva a alteraciones en las sinapsis dendrodendríticas con las células 

mitrales (Ling et al., 2019). El funcionamiento adecuado de las sinapsis 

dendrodendríticas es crucial para la detección y la discriminación de estímulos 

olfatorios (Abraham et al., 2010), por lo que su alteración por el PβA contribuiría a 

alteraciones en estas funciones olfatorias. 

Otra sinapsis importante para la detección y la discriminación olfatorias es la 

proveniente del locus coeruleus (LC; Moreno et al., 2012), que constituye la principal 

fuente de noradrenalina en el prosencéfalo. El LC proyecta al bulbo olfatorio y está 

involucrado en la discriminación fina de estímulos olfatorios (Moreno et al., 2012). 

Se sabe que el LC sufre modificaciones en etapas tempranas de la enfermedad de 

Alzheimer y, al igual que el bulbo olfatorio, muestra signos de agregación tardía del 

PβA (Ross et al., 2019). Posiblemente, una agregación del péptido en otras regiones 

cerebrales alejadas del bulbo olfatorio, pero que regulan su función, podría contribuir 

al deterioro de la capacidad olfatoria que se observa en los resultados de este 

trabajo y en la literatura (Ross et al., 2019). Lo anterior, es muy probable, debido a 

que en este estudio la administración del PβA se realizó de manera ICV, lo que 



posiblemente generé una alteración no solo directamente en el BOP, sino también 

en el LC (Moreno et al., 2012) y otras partes del cerebro.  

Es importante destacar que la alteración en la habilidad para discriminar estímulos 

olfatorios inducida por el PβA1-42 no se presentó en los animales sometidos al EO 

durante la prueba de habituación/deshabituación (Figura 36). Diversos reportes 

señalan que el EO incrementa los niveles de la noradrenalina en ratones, lo que 

mejora su memoria olfatoria (Veyrac et al., 2007; Shea et al., 2008). Posiblemente, 

las proyecciones provenientes del LC que llegan a la capa granular del bulbo 

olfatorio (Shipley et al., 1985; Mandairon & Didier, 2009) modulan la memoria 

olfatoria y se modifiquen tras el periodo de EO. Lo anterior es muy probable, pues 

la exposición a estímulos novedosos, aumenta la actividad del LC (Foote et al, 

1980; Aston-Jones & Bloom, 1981; Bouret & Sara, 2005). Esta posibilidad ha sido 

evaluada por el equipo de trabajo de Veyrac (2009), quienes reportaron que la 

mejora de la memoria que se produce en ratones enriquecidos olfatoriamente se ve 

abatida tras la administración de labetalol, un antagonista general de los receptores 

noradrenérgicos que actúa sobre las terminales noradrenérgicas en el bulbo 

olfatorio (Veyrac et al, 2009). Lo anterior confirma la participación directa del sistema 

noradrenérgico en la memoria y reconocimiento de los estímulos olfatorios en 

roedores (Veyrac et al., 2007), además de que sustenta la posibilidad de que el 

sistema noradrenérgico participa en los efectos protectores, o potenciadores de la 

función olfatoria, que se observan en los animales enriquecidos olfatoriamente.  

Las alteraciones en la discriminación fina de aromas inducidas por el PβA1-42 

son prevenidas por el enriquecimiento olfatorio 

Por otra parte, nuestros resultados indican que la discriminación olfatoria fina, 

evaluada en una tarea de condicionamiento operante de tipo Go/No-Go, se 

mantiene estable en los días subsecuentes a la administración del PβA1-42 en los 

animales enriquecidos olfatoriamente (Figura 36). El aprendizaje asociativo y los 

cambios en la atención que se producen durante la prueba de condicionamiento 

operante olfatorio de tipo Go/No-Go modulan la actividad poblacional de diferentes 

áreas cerebrales involucradas en el procesamiento de aromas como el núcleo 

https://www.nature.com/articles/npp2008191#ref-CR5


olfatorio anterior (Han et al., 2019), la corteza entorrinal (Chapuis et al., 2013), el 

hipocampo (Gourévitch et al., 2010), la corteza piriforme (Zinyuk et al., 2001; 

Chapuis et al., 2013; Han et al., 2019) y el bulbo olfatorio (Gourévitch et al., 2010; 

Han et al., 2019). Específicamente en el BOP, la discriminación fina y las demandas 

en la tarea de condicionamiento operante olfatorio tipo Go/No-Go potencian las 

oscilaciones gamma (Beshel et al., 2007). Estas oscilaciones presentan una 

alteración en los pacientes con la EA (Jeong, 2004; Engels et al., 2016; Kitchigina, 

2018), así como en modelos animales de esta enfermedad (Goutagny et al., 2013; 

Klein et al., 2016; Zhang et al., 2016; Nakazono et al., 2017). Por lo anterior, diversas 

investigaciones han centrado su atención en el restablecimiento de las oscilaciones 

gamma en diferentes circuitos neuronales en condiciones patológicas relacionadas 

con la EA (Iaccarino et al., 2016; Morterell et al., 2019; Etter et al., 2019). Por 

ejemplo, se ha demostrado que la estimulación audiovisual a 40 Hz durante seis 

meses reduce la atrofia cerebral en los pacientes con la EA (Hajos et al., 2022). En 

modelos animales, la imposición de ritmos oscilatorios tipo gamma, mediante la 

estimulación sensorial, reduce la acumulación del PβA1-42 en la región de CA1 del 

hipocampo (Iaccarino et al., 2016), la corteza visual (Iaccarino et al., 2016; Martorell 

et al., 2019) y la corteza prefrontal (Martorell et al., 2019). Además, la imposición de 

ritmos oscilatorios gamma a través de la estimulación optogenética de células 

inmunorreactivas a parvalbúmina, restaura las oscilaciones gamma intrínsecas del 

hipocampo y promueve el restablecimiento de la memoria espacial (Etter et al., 

2019). Dado que el EO incrementa la potencia de las oscilaciones gamma bulbares 

(Hernández-Soto et al., 2022), es probable que el mantenimiento de estos ritmos 

oscilatorios en el BOP genere un estado protector en el circuito bulbar en presencia 

del PβA1-42. Lo anterior, podría permitir la discriminación eficiente de los estímulos 

olfatorios, tal como se observa en los animales sometidos al EO y que fueron 

administrados con el PβA1-42 en esta tesis. Posiblemente, lo anterior ocurre a través 

del de diferentes mecanismos que impliquen la reducción en los niveles de PβA1-42, 

así como otros mecanismos protectores que incluirían una la modulación de las 

sinapsis GABAérgicas (Iaccarino et al., 2016), la fagocitosis microglial (Iaccarino et 



al., 2016; Ta et al., 2019), y la liberación de BDNF (Lu & Lu, 2014; Giuffrida et al., 

2018). A continuación, se discute la evidencia que apoya estas posibilidades.  

Se ha demostrado que el tratamiento con antagonistas del receptor GABAA abole 

por completo la reducción de la agregación del PβA inducida por la imposición de 

oscilaciones de tipo gamma (> 40 Hz; Iaccarino et al., 2016), lo que sugiere que el 

mantenimiento de la transmisión GABAérgica es crítica para los efectos 

neuroprotectores que se observan durante la estimulación con oscilaciones de alta 

frecuencia (Iaccarino et al., 2016). Además, el establecimiento de oscilaciones de 

rápidas en el hipocampo (> 40 Hz) provoca un incremento de los niveles de genes 

proinflamatorios, como CD68, B2m, Bst2, Icam y Lyz2, relacionados con la 

fagocitosis microglial (Iaccarino et al., 2016). Lo anterior es consistente con la 

evidencia acumulada de que la microglía juega un papel en la patología de la EA 

(Tejera & Heneka, 2016; Hansen et al., 2018; Hemonnot et al., 2019). Por los 

antecedentes descritos, es viable que el EO, genere el reclutamiento de células 

microgliales que reduzcan los niveles del PβA propiciando el correcto 

funcionamiento de la actividad neuronal poblacional al modular las oscilaciones 

gamma en el circuito bulbar, y favoreciendo al mismo tiempo, la discriminación fina 

de aromas (Beshel et al., 2007). Esto es consistente con lo observado por Ta y 

colaboradores (2019), quienes demostraron que la activación de la microglía por la 

administración de IFN-γ, una citosina inflamatoria, ralentiza las oscilaciones gamma 

en células de hipocampo (Ta et al., 2019). Lo anterior indica que la microglía 

participa activamente en la modulación de ritmos oscilatorios gamma que podría ser 

importante para los efectos neuroprotectores en la actividad neuronal poblacional 

observados al término del EO, aún en presencia del PβA. Aunque hasta el momento 

se desconoce el papel de la microglía en las interacciones neuronales del BOP 

como producto de la estimulación olfatoria en sujetos sanos; posiblemente el 

reclutamiento de la microglía que se produce por la inducción de oscilaciones 

gamma, tal como ocurre durante el EO (Hernández-Soto et al., 2022), favorezca el 

correcto mantenimiento de las oscilaciones en el bulbo olfatorio. Además, es 

probable que el EO genere un efecto sinérgico con la identificación y la 

discriminación fina de aromas durante el periodo de la prueba olfatoria de tipo 



Go/No-Go, ya que las oscilaciones gamma bulbares se potencian durante esta tarea 

(Beshel et al., 2007; Martín & Ravel, 2014). Un efecto similar se ha descrito en 

humanos durante tareas de identificación de aromas donde se observa un 

incremento de la potencia de las oscilaciones gamma en la corteza piriforme (Martin 

& Ravel, 2014; Yan et al., 2022). Lo anterior, sugiere que el efecto protector del EO 

podría extenderse a regiones cerebrales involucradas con el procesamiento de la 

información olfatoria. La modulación de las oscilaciones gamma bulbares es un 

fenómeno que depende de la participación de las células granulares (CG) en el BOP 

(Schoppa, 2006; Rojas-Líbano & Kay, 2008; Ambard & Martínez, 2009; Osinski et 

al., 2016). El EO induce un aumento del número de CG en el BOP (Bovetti et al., 

2009; Veyrac et al., 2009; Moreno et al., 2009), las cuales también incrementan su 

tasa de activación en tareas olfatorias basadas en la discriminación de aromas 

(Hardy et al., 2018) y son esenciales para la discriminación de aromas similares 

(Moreno et al., 2009). Cuando los ratones aprenden a discriminar aromas, las 

respuestas evocadas de las células granulares son distintas, dependiendo si es o 

no un estímulo recompensante (Wang et al., 2020). Lo anterior sugiere que el EO 

conjuntamente con la discriminación olfatoria fina podría proteger al BOP a través 

de los procesos plásticos que se producen en las CG, como el refinamiento de su 

respuesta en presencia de aromas (Wang et al., 2020), un incremento en su número 

(Rosselli-Austin & Williams, 1990; Bovetti et al., 2009), el favorecimiento de su 

integración funcional en el circuito bulbar (Arenkiel et al., 2011) y el refinamiento de 

las entradas sinápticas de estas células (Arenkiel et al., 2011), lo que contribuye con 

el surgimiento de oscilaciones tipo gamma en el BOP (Schoppa, 2006; Rojas-Líbano 

& Kay, 2008; Ambard & Martínez, 2009; Osinski et al., 2016). Además, el acople de 

las oscilaciones theta/gamma del BOP (Losacco et al., 2020), así como el acople de 

la actividad theta entre el hipocampo y la corteza prefrontal (Ramírez-Gordillo et al., 

2021), modulan la discriminación olfatoria (Losacco et al., 2020; Ramírez-Gordillo 

et al., 2021). Posiblemente, el EO favorezca el acople de estas oscilaciones en 

presencia del PβA1-42 contribuyendo al mantenimiento de la discriminación fina de 

aromas. 



El uso de la estimulación olfatoria ha sido de particular interés en el tratamiento de 

enfermedades como la demencia (Vance et al., 1999; Cha et al., 2021; Oleszkiewicz 

et al., 2021) y la enfermedad de Parkinson (Haehner et al., 2013). Recientemente, 

su uso se ha extendido al tratamiento de la sintomatología de la EA (Vence, 2003; 

El Haj et al., 2017; Glachet et al., 2018; 2019; Glachet & El Haj, 2019; 2020), 

mostrando que la exposición a aromas presenta efectos positivos en la memoria 

autobiográfica en los pacientes (El Haj et al., 2017; Glachet et al., 2018; 2019; 

Glachet & El Haj, 2019) y la memoria de eventos futuros (Glachet & El Haj, 2020). 

Además, se ha observado que la estimulación con aromas mejora la función 

cognitiva de los pacientes con Alzheimer (Fuji et al., 2008; Jimbo et al., 2009) y en 

modelos animales de esta enfermedad (Satou et al., 2018). Esto es relevante ya 

que una de las funciones cognitivas empleadas para la discriminación olfatoria es la 

memoria de trabajo (Jönsson et al., 2011). Por lo anterior, es probable que el EO 

genere un estado protector también en la memoria de trabajo permitiendo, en 

consecuencia, el mantenimiento de la discriminación fina aún en presencia del PβA. 

Las alteraciones en la activación glomerular evocada con aromas inducidas 

por el PβA1-42 son prevenidas por el enriquecimiento olfatorio 

Por otra parte, los resultados de esta tesis muestran un incremento en el número y 

una disminución en el área y la intensidad de la señal de los glomérulos activos 

durante la estimulación olfatoria dos semanas después de la administración del 

PβA1-42 en animales control (Figura 36). Como se mencionó anteriormente, las 

señales olfatorias se transducen desde la periferia a través de las neuronas 

sensoriales olfatorias (NSO), que proyectan sus terminales axónicas a los 

glomérulos del BOP (Wachowiak & Cohen, 2001). En humanos, se presenta un 

incremento en la acumulación de PβA en la capa glomerular (Son et al., 2021a), lo 

que es consistente con lo observado en modelos animales transgénicos que 

recapitulan la fisiopatología de la EA (Son et al., 2021b), que también muestran un 

incremento en la expresión de β-secretasa en las terminales axónicas de las NSO 

(Son et al., 2019b). Por lo anterior, es probable que un incremento en la síntesis de 

PβA en la capa glomerular podría conducir a las alteraciones observadas en los 



animales control de esta tesis. Este hallazgo concuerda con lo observado en el tejido 

bulbar postmortem de pacientes que cursaron con EA (Son et al., 2021), donde se 

muestra una reducción de volumen de la capa glomerular y del número de células 

periglomerulares TH+, así como un incremento en la acumulación del PβA en el 

BOP (Son et al., 2021). Es probable que esta reducción en el volumen bulbar 

observado tras la administración de PβA en animales control se deba a una 

disminución en el número de neuronas en la capa glomerular del BOP (Son et al., 

2021).  

En contraste con estos hallazgos, nuestros resultados indican que al término del 

periodo de EO y de la discriminación olfatoria fina, los mapas glomerulares 

evocados con aromas no presentaron modificaciones aún en presencia del PβA1-42 

(Figura 36). Dado que la discriminación fina de aromas durante la prueba de 

condicionamiento operante olfatorio no modifica el número de glomérulos evocados 

con aromas ni su intensidad de activación (Abraham et al., 2014). Es probable que 

la discriminación fina de aromas y el EO contribuyan con el mantenimiento de los 

mapas glomerulares que se observa de forma crónica en los animales enriquecidos 

olfatoriamente aún en presencia del PβA. Ogg y colaboradores (2015), encontraron 

que la estimulación eléctrica repetitiva del nervio olfatorio no modifica la respuesta 

glomerular, posiblemente por la uniformidad en la disponibilidad de glutamato en las 

terminales de las NSO (Ogg et al., 2015). Sin embargo, existe gran cantidad de 

evidencia que indica que la estimulación olfatoria, que activa a las NSO en la 

periferia (Glezer & Malnic, 2019), modifica los patrones de activación glomerular 

(Rubin & Katz, 1999; Lecoq et al., 2009; Vincis et al., 2012). Por lo que es probable 

que el mantenimiento en el patrón de activación glomerular en los animales 

enriquecidos olfatoriamente y que fueron entrenados en la prueba de 

condicionamiento operante, se deba a efectos plásticos que ocurren en la periferia 

del sistema olfatorio, específicamente en las NSO (Ogg et al., 2015). Se requieren 

experimentos que evalúen el potencial del EO y la discriminación olfatoria fina sobre 

las alteraciones en el sistema olfatorio periférico, que permitan corroborar esta 

hipótesis. 



Numerosos estudios han demostrado que la supervivencia y la integración de las 

neuronas en el BOP es favorecida por el EO (Rochefort et al., 2002; Yamaguchi & 

Mori, 2005; Bovetti et al., 2009; Bonzano et al., 2014). Asimismo, el EO induce un 

incremento de neuronas periglomerulares dopaminérgicas y las positivas a 

calretinina, en el BOP (Kato et al., 2012; Bonzano et al., 2014), lo que podría 

contribuir con el incremento de dopamina extracelular, tal como se ha observado 

durante el entrenamiento de preferencia a aromas (Coopersmith et al., 1991). El 

incremento de dopamina extracelular se ha asociado con la liberación de factores 

neurotróficos como el BDNF (Williams & Undieh, 2009), que actualmente representa 

un enfoque de tratamiento viable durante el curso de enfermedades 

neurodegenerativas como la EA (Lu & Lu, 2014; Giuffrida et al., 2018). Lo anterior, 

se apoya en que en pacientes con demencia y EA se han encontrado niveles 

reducidos de BDNF en el plasma y el hipocampo (Fahnestock, 2011; Brown et al., 

2020; van den Bosh et al., 2021). Además, el BDNF protege a las neuronas contra 

el daño celular (Knusel et al., 1992; Lindvall et al., 1994), y la neurotoxicidad 

inducida por el PβA (Arancibia et al., 2008; Mitroshina et al., 2020) mediante la 

activación de su receptor TrkB (Arancibia et al., 2008). Dado que los datos de esta 

tesis indican que el EO incrementa el BDNF bulbar, es posible que el mantenimiento 

de los mapas glomerulares en presencia del PβA1-42 involucre procesos plásticos en 

las células dopaminérgicas que favorecen el incremento del BDNF bulbar. 

En resumen, en este trabajo hemos mostrado que el EO induce modificaciones 

plásticas en el circuito bulbar que son consistentes con una mejora de la 

discriminación, la preferencia y la aversión innatas a los aromas. Dichas 

modificaciones podrían estar involucradas en la prevención del deterioro inducido 

en la detección de estímulos olfatorios tras la administración del PβA.  

Estos resultados sugieren que el EO podría ser una herramienta terapéutica para 

aminorar las alteraciones en el sistema olfatorio en los pacientes con EA. Además, 

con relación al deterioro cognitivo progresivo que se presenta en los pacientes con 

EA, sería interesante determinar si la pérdida olfatoria representa un factor 

desencadenante para el desarrollo de la EA y si la estimulación olfatoria como la 

que se induce por el EO podría detener su avance progresivo. Con ello, sería posible 



establecer fehacientemente el uso de EO como una vía terapéutica para la 

disfunción olfatoria y las alteraciones cognitivas que se producen durante el 

desarrollo de la EA. Sin embargo, se requieren más estudios que permitan confirmar 

estas aseveraciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Modificaciones en el BOP ante el enriquecimiento olfatorio (EO) (izquierda) y en animales controles 

(derecha) administrados con el PβA1-42.  El grupo sometido a EO y administrado con el PβA1-42 (EO-PβA1-42) presenta 

un menor número de glomérulos activados por aromas, así como un incremento en la magnitud de su activación 

comparado con el grupo control administrado con el PβA1-42 (CON-PβA1-42). Adicionalmente, nuestros resultados 

muestran que los animales EO-PβA1-42 presentan un incremento de la actividad neuronal poblacional en presencia de 

aromas que no se observa en los animales CON-PβA1-42. Finalmente, mostramos que al término del protocolo de EO, se 

induce un incremento en la expresión de BDNF, así como una reducción en la expresión del PβA1-42 en los animales EO-

PβA1-42 en comparación con los animales CON-PβA1-42. Estos resultados, podrían indicar que el incremento de BDNF 

induce un incremento en la activación del receptor de tropomiosina relacionado a la quinasa B (TrkB), el cual activa al 

complejo ERK que induce, a su vez, la inhibición de la cinasa de la glucógeno sintetasa 3 (GSK3). Lo anterior, podría 

contribuir con una reducción en la expresión de PβA1-42 bulbar. 

 

 



CONCLUSIONES 

• El EO incrementa los niveles de BDNF en el BOP sugiriendo modificaciones 

plásticas en las interacciones neuronales de este circuito.  

• El EO modifica el patrón de activación glomerular evocado con aromas, 

generando mapas olfatorios que son más diferenciables en animales 

anestesiados y despiertos.  

• El EO modifica la actividad neuronal poblacional en el BOP, que se observa en 

el LFP como una reducción de la potencia de las oscilaciones de baja frecuencia 

y un incremento de la potencia de las oscilaciones de alta frecuencia.  

• El EO mejora la discriminación de aromas a una concentración baja, lo que 

supone un reto olfatorio para los animales. Este fenómeno es consistente con 

un incremento en la preferencia y la aversión innatas a los aromas. 

• El EO genera un estado protector en el circuito bulbar contra los efectos 

deletéreos inducidos por el PβA1-42, lo que se observa en el LFP como un 

incremento significativo de la potencia en presencia de aromas.  

• El EO previene las alteraciones inducidas por el PβA1-42 en la discriminación de 

aromas a una concentración baja.  

• El EO previene las alteraciones producidas por el PβA1-42 en la discriminación 

fina de aromas en una prueba de condicionamiento operante olfatorio de tipo 

Go/No-Go.  

• El EO disminuye la agregación del PβA1-42 en el circuito bulbar, lo que indica que 

el EO podría generar modificaciones importantes en la vía amiloidogénica 

involucrada con el procesamiento del PβA1-42. 

• El EO incrementa los niveles del BDNF bulbar en presencia del PβA1-42.  

• El EO previene las alteraciones producidas por el PβA1-42 en la activación 

glomerular evocada con aromas a concentraciones altas y bajas. Lo anterior, se 

observa como un mantenimiento a largo plazo en el número, el área y la 

dinámica de activación glomerular.  

 

 



PERSPECTIVAS 

En esta tesis se determinó que el EO induce modificaciones plásticas en el circuito 

bulbar que lo protegen contra las alteraciones que se generan tras la administración 

del PβA. Sin embargo, es necesario establecer si este efecto es persistente (a largo 

plazo) y si se extiende a otras regiones corticales involucradas con el procesamiento 

de la información olfatoria. Lo anterior, permitiría esclarecer si el EO es capaz de 

ralentizar, aminorar o detener los efectos nocivos que se producen por el incremento 

del PβA en los circuitos neuronales.   

Dado que la fisiopatología de la EA exhibe diversos mecanismos intracelulares y 

extracelulares, como se ha sugerido en animales transgénicos e inducidos, que 

simulan un fenotipo similar a la EA, es necesario determinar si el EO es capaz de 

inducir un estado protector similar a lo observado en esta tesis en dichos modelos. 

Lo anterior, podría situar al EO como una vía terapéutica temprana en el desarrollo 

de la EA en humanos. 

Así mismo, los registros electrofisiológicos en animales despiertos obtenidos en esta 

tesis podrían ayudar a determinar si la conectividad funcional neuronal en el BOP 

se mantiene tras la administración del PβA durante una tarea de discriminación 

olfatoria operante. 

En cuanto a los mecanismos moleculares que subyace el EO, es necesario 

determinar si el incremento en la expresión de BDNF bulbar reportado al término 

del periodo de EO, realmente contribuye a la reducción en los niveles del PβA 

intrabulbar a través de la inhibición de la GSK3β y la activación del TrkB, como se 

propone en esta tesis. 

Finalmente, sería pertinente evaluar las posibles modificaciones de las propiedades 

intrínsecas y morfológicas de las células glomerulares en el BOP, pues esto 

permitiría dilucidar los mecanismos relacionados con el mantenimiento de los 

mapas glomerulares al término del EO, aún en presencia del PβA.  
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ANEXO 

Efecto de la administración del PβA1-42 sobre la activación glomerular inducida 

por la exposición a butirato de etilo 

Con la finalidad de evaluar posibles cambios en la activación glomerular durante el 

enriquecimiento olfatorio y/o la administración del PβA1-42, o su secuencia inversa, 

se realizó imagenología óptica intrínseca bulbar durante la estimulación con butirato 

de etilo a una concentración alta y baja (100% y 1% v/v, respectivamente; Figuras 

34 y 35). Lo anterior, se llevó a cabo en un periodo de 3 semanas, que corresponden 

a la condición previa (Semana 1) y dos semanas después (Semana 2 y 3) de la 

administración de la secuencia inversa del PβA y del inicio del enriquecimiento 

olfatorio (Figuras 37 y 38). 

Dos semanas después de la administración de la secuencia inversa del PβA y del 

inicio del enriquecimiento olfatorio (semana 2; Figura 37 A-B; n = 6), se observó que, 

durante la estimulación con butirato de etilo a una concentración alta, los animales 

control y enriquecidos olfatoriamente presentan una cantidad de glomérulos similar 

a los encontrados antes de la administración de la secuencia inversa del péptido 

(Figura 37 A-B; n = 6; Semana 1 vs. semana 3: CONinverso: 2.73 ± 0.55 vs. 3.80 ± 

0.93 glomérulos; EOinverso: 2.38 ± 0.40 vs. 3.07 ± 0.45 glomérulos; p>0.05). Este 

fenómeno es similar en los animales enriquecidos olfatoriamente al cabo de dos 

semanas de la administración con el PβA1-42 (Figura 37 A-B; n = 6; Semana 1 vs. 

semana 3: EO PβA1-42: 3.20 ± 0.42 vs. 4.00 ± 0.60 glomérulos; p>0.05). Por otra 

parte, se observó que la estimulación con butirato de etilo a una concentración alta 

tiende a incrementar el número de glomérulos evocados al cabo de dos semanas 

de la administración del PβA1-42, en animales control (Figura 37 A-B; n = 6; Semana 

1 vs. semana 3: CON PβA1-42: 2.55 ± 0.47 vs. 4.33 ± 0.86 glomérulos; p = 0.078). 

Adicionalmente, la estimulación con butirato de etilo a una concentración baja (1% 

v/v) no muestra diferencias significativas en el número de glomérulos dos semanas 

después del inicio del enriquecimiento olfatorio y de la administración de la 

secuencia inversa del péptido en animales control y enriquecidos olfatoriamente 

(Figura 37 A-B; n = 6; Semana 1 vs. semana 3: CONinverso: 2.92 ± 0.57 vs. 2.38 ± 



0.65 glomérulos; EOinverso: 2.33 ± 0.35 vs. 3.00 ± 0.42 glomérulos; p>0.05). Un efecto 

similar se observa en los animales enriquecidos olfatoriamente al cabo de dos 

semanas de la administración con el PβA1-42 (Figura 37 A-B; n = 6; Semana 1 vs. 

semana 3: EO PβA1-42: 4.00 ± 0.60 vs. 3.20 ± 0.42 glomérulos; p>0.05). En 

contraste, la estimulación con butirato de etilo a una concentración baja tiende a 

incrementar en el número de glomérulos evocados dos semanas después de la 

administración del PβA1-42 en animales control (Figura 37 A-B; n = 6; Semana 1 vs. 

semana 3: CON PβA1-42: 2.55 ± 0.47 vs. 4.33 ± 0.86 glomérulos; p = 0.058).  

Un análisis del área de los glomérulos evocados con butirato de etilo a una 

concentración alta reveló estabilidad en las mismas dos semanas después de la 

administración del PβA1-42 o su secuencia inversa en animales enriquecidos 

olfatoriamente (Figura 37 C; n = 6; Semana 1 vs. Semana 3: EO PβA1-42: 0.041 ± 

0.011 mm2 vs. 0.041 ± 0.010 mm2; EOinverso: 0.041 ± 0.008 mm2 vs. 0.036 ± 0.009 

mm2; p>0.05). De la misma forma, no se observan diferencias significativas en el 

área de los glomérulos evocados en los animales control administrados con la 

secuencia inversa del péptido (Figura 37 C; n = 6; Semana 1 vs. Semana 3: 

CONinverso: 0.053 ± 0.011 mm2 vs. 0.047 ± 0.014 mm2; p>0.05). En contraste, los 

datos indican una reducción significativa en el área glomerular dos semanas 

después de la administración del PβA1-42 en animales control (Figura 37 C; n = 6; 

Semana 1 vs. Semana 3: CON PβA1-42: 0.054 ± 0.009 mm2 vs. 0.035 ± 0.008 mm2; 

p<0.05).  

El área de los glomérulos evocados tras la estimulación con butirato de etilo a 

concentración baja en la semana 1 vs. semana 3, no presentó diferencias 

significativas dos semanas después de la administración del PβA1-42 o su secuencia 

inversa en animales control y enriquecidos olfatoriamente (Semana 2 y 3; Figura 37 

C; n = 6; p>0.05). El área de los glomérulos evocados tras la estimulación con 

butirato de etilo a concentración baja en la semana 1 vs. semana 3 para los 

diferentes grupos experimentales fue la siguiente: Semana 1 vs. semana 3: 

CONinverso: 0.046 ± 0.010 mm2 vs. 0.051 ± 0.011 mm2; EOinverso: 0.057 ± 0.010 vs. 

0.046 ± 0.012 glomérulos; CON PβA1-42: 0.072 ± 0.013 vs. 0.049 ± 0.012 mm2; EO 

PβA1-42: 0.044 ± 0.011 vs. 0.027 ± 0.039 mm2 (Figura 37 C; n = 6).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Cuantificación del número y el área de glomérulos activados tras la estimulación con butirato de etilo 

en animales control (CON) y enriquecidos olfatoriamente (EO) administrados con el PβA1-42 o su secuencia 

inversa. A) Diagrama del procedimiento experimental (ver material y métodos) y de los momentos en que los animales 

fueron evaluados mediante imagenología óptica intrínseca bulbar durante el entrenamiento en la prueba de 

discriminación olfatoria Go/No-Go: un día previo (Semana 1), una semana después (Semana 2) y dos semanas después 

de la administración del PβA1-42 o su secuencia inversa (inverso; Semana 3). B) Número y (C) área de los glomérulos 

activados por la estimulación con butirato de etilo. El aroma fue presentado a una concentración alta (100% v/v; barras 

en color sólido) y una baja (1% v/v; barras sin relleno). Se muestra una tendencia al incremento en el número de 

glomérulos, así como una disminución significativa en su área tras la estimulación con butirato de etilo en los animales 

control administrados con el PβA1-42 que no se observa en los animales enriquecidos con aromas administrados con el 

PβA1-42. * p<0.05. Los datos se reportan como la media ± EEM.   

 



Se evaluó la cinética de la activación glomerular en un periodo de 3 semanas, que 

corresponden a la condición previa (Semana 1) y dos semanas después (Semana 

2 y 3; Figura 38 A) de la administración del PβA o de su secuencia inversa y del 

inicio del enriquecimiento olfatorio. En primer lugar, se cuantificaron los cambios en 

la dinámica de activación glomerular en los animales control y enriquecidos con 

aromas administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa durante la estimulación 

con butirato de etilo a una concentración alta (100%). Para ello, se realizó una 

normalización con respecto de la actividad espontánea (previa al aroma; 

considerada como el 100%). Esta cuantificación muestra que, para cada captura y 

cada grupo experimental, durante las mediciones a lo largo de 3 semanas, los 

patrones de activación glomerular promedio permanecen estables durante el primer 

segundo de la adquisición de la imagenología óptica intrínseca, previo a la 

estimulación olfatoria (Figura 38 A-D). Así mismo, se observa que, tras la 

estimulación con butirato de etilo a una concentración alta (100% por 4 segundos) 

se produce una disminución de la reflectancia de los glomérulos activos (Figura 38 

A-D; n = 6) en todos los grupos y durante las 3 semanas de captura de la 

imagenología óptica intrínseca bulbar.  

La evaluación del cambio en la reflectancia en el último segundo de la estimulación 

con butirato de etilo, a una concentración alta, no muestra diferencias significativas 

al finalizar el protocolo de enriquecimiento olfatorio en animales control y 

enriquecidos, administrados con la secuencia inversa del péptido (Semana 3; Figura 

38 A, C; n = 6; CONinverso: -33.03 ± 6.56%; EOinverso: -40.90 ± 5.74%; p>0.05). De la 

misma forma, no se encontraron diferencias significativas en la dinámica de la 

activación glomerular global en los animales enriquecidos olfatoriamente 

administrados con el PβA1-42 al finalizar el protocolo de enriquecimiento (Semana 3; 

Figura 38 D; n = 6; EO PβA1-42: -33.22 ± 6.29%). En contraste, los animales control 

administrados con el PβA1-42 presentan una reducción significativa en la reflectancia 

dos semanas después de la administración del péptido (Semana 3; Figura 38 B; n 

= 6; CON PβA1-42: -18.06 ± 6.91%; p<0.05). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto de la administración del PβA1-42 sobre la activación glomerular inducida 

por la exposición a limoneno (+) 

Con la finalidad de evaluar posibles cambios en la activación glomerular durante el 

enriquecimiento olfatorio y/o la administración del PβA1-42, o su secuencia inversa, 

se realizó imagenología óptica intrínseca bulbar durante la estimulación con 

limoneno (+) a una concentración alta y baja (100% y 1% v/v, respectivamente; 

Figuras 39 y 40). Lo anterior, se llevó a cabo en un periodo de 3 semanas, que 

corresponden a la condición previa (Semana 1) y dos semanas después (Semana 

2 y 3) de la administración de la secuencia inversa del PβA y del inicio del 

enriquecimiento olfatorio (Figuras 39 y 40). 

Dos semanas después de la administración de la secuencia inversa del PβA y del 

inicio del enriquecimiento olfatorio (semana 2; Figura 39 A-B; n = 6), se observó que, 

durante la estimulación con limoneno (+) a una concentración alta, los animales 

Figura 38. Curso temporal de la activación glomerular tras la estimulación con butirato de etilo a una 

concentración alta (100%) en animales control (CON) y enriquecidos olfatoriamente (EO) administrados con el 

PβA1-42 o su secuencia inversa. A-D) Dinámica de activación glomerular antes (semana 1) y dos semanas después 

(semana 2 y 3) de la administración del PβA1-42 o su secuencia inversa en animales control y enriquecidos olfatoriamente 

(izquierda). Para cada caso, se muestra el porcentaje de cambio promedio en el tiempo de todos los glomérulos evocados 

tras la estimulación con butirato de etilo a una concentración alta (100% v/v, recuadro en azul para todos los casos) con 

respecto de la actividad espontánea (considerada como el 100%).  Así mismo, se grafica la disminución de la reflectancia 

durante el último segundo de la estimulación con butirato de etilo (100% v/v; derecha) durante las tres semanas de 

captura. * p<0.05. Los datos se reportan como la media ± EEM.   

 

 



control y enriquecidos olfatoriamente presentan una cantidad de glomérulos similar 

a los encontrados antes de la administración de la secuencia inversa del péptido 

(Figura 39 A-B; n = 6; Semana 1 vs semana 3: CONinverso: 5.92 ± 1.11 vs. 4.25 ± 

0.63 glomérulos; EOinverso: 4.33 ± 0.93 vs. 4.75 ± 1.00 glomérulos; p>0.05). Este 

fenómeno es similar en los animales control y enriquecidos olfatoriamente al cabo 

de dos semanas de la administración con el PβA1-42 (Figura 39 A-B; n = 6; Semana 

1 vs. semana 3: CON PβA1-42: 5.45 ± 0.71 vs. 5.36 ± 0.62 glomérulos; EO PβA1-42: 

5.62 ± 0.61 vs. 5.25 ± 0.82 glomérulos; p>0.05). Adicionalmente, la estimulación con 

limoneno (+) a una concentración baja (1% v/v) no muestra diferencias significativas 

en el número de glomérulos dos semanas después del inicio del enriquecimiento 

olfatorio y de la administración de la secuencia inversa del péptido en animales 

control y enriquecidos olfatoriamente (Figura 39 A-B; n = 6; Semana 1 vs. semana 

3: CONinverso: 4.76 ± 0.84 vs. 4.42 ± 0.98 glomérulos; EOinverso: 4.33 ± 0.93 vs. 4.75 

± 1.00 glomérulos; p>0.05). Un efecto similar se observa en los animales control y 

enriquecidos olfatoriamente al cabo de dos semanas de la administración con el 

PβA1-42 (Figura 39 A-B; n = 6; Semana 1 vs. semana 3: CON PβA1-42: 4.57 ± 0.67 

vs. 4.47 ± 0.71 glomérulos; EO PβA1-42: 4.75 ± 0.73 vs. 5.10 ± 1.11 glomérulos; 

p>0.05).  

Un análisis del área de los glomérulos evocados con limoneno (+) a una 

concentración alta y baja reveló estabilidad en las mismas dos semanas después 

de la administración del PβA1-42 o su secuencia inversa en animales control y 

enriquecidos olfatoriamente (Semana 2 y 3; Figura 39 C; n = 6; p>0.05). El área de 

los glomérulos evocados tras la estimulación con limoneno (+) a concentración alta 

en la semana 1 vs. semana 3, para los diferentes grupos experimentales fue la 

siguiente: CONinverso: 0.028 ± 0.008 mm2 vs. 0.027 ± 0.008 mm2; EOinverso: 0.021 ± 

0.004 mm2 vs. 0.017 ± 0.005 mm2; CON PβA1-42: 0.022 ± 0.004 mm2 vs. 0.029 ± 

0.008 mm2; EO PβA1-42: 0.018 ± 0.003 mm2 vs. 0.016 ± 0.002 mm2 (Figura 39 C; n 

= 6). El área de los glomérulos evocados tras la estimulación con limoneno (+) a 

concentración baja en la semana 1 vs. semana 3, para los diferentes grupos 

experimentales fue la siguiente: Semana 1 vs. semana 3: CONinverso: 0.039 ± 0.009 

mm2 vs. 0.043 ± 0.009 mm2; EOinverso: 0.027 ± 0.007 vs. 0.039 ± 0.014 glomérulos; 



CON PβA1-42: 0.025 ± 0.005 vs. 0.042 ± 0.009 mm2; EO PβA1-42: 0.045 ± 0.009 vs. 

0.055 ± 0.012 mm2 (Figura 39 C; n = 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Cuantificación del número y el área de glomérulos activados tras la estimulación con limoneno (+) en 

animales control (CON) y enriquecidos olfatoriamente (EO) administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa. 

A) Diagrama del procedimiento experimental (ver material y métodos) y de los momentos en que los animales fueron 

evaluados mediante imagenología óptica intrínseca bulbar durante el entrenamiento en la prueba de discriminación 

olfatoria Go/No-Go: un día previo (Semana 1), una semana después (Semana 2) y dos semanas después de la 

administración del PβA1-42 o su secuencia inversa (inverso; Semana 3). B) Número y (C) área de los glomérulos activados 

por la estimulación con limoneno (+). El aroma fue presentado a una concentración alta (100% v/v; barras en color sólido) 

y una baja (1% v/v; barras sin relleno). Los datos se reportan como la media ± EEM.   

 



Se evaluó la cinética de la activación glomerular en un periodo de 3 semanas, que 

corresponden a la condición previa (Semana 1) y dos semanas después (Semana 

2 y 3; Figura 40 A) de la administración del PβA o de su secuencia inversa y del 

inicio del enriquecimiento olfatorio. En primer lugar, se cuantificaron los cambios en 

la dinámica de activación glomerular en los animales control y enriquecidos con 

aromas administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa durante la estimulación 

con limoneno (+) a una concentración alta (100%). Para ello, se realizó una 

normalización con respecto de la actividad espontánea (previa al aroma; 

considerada como el 100%). Esta cuantificación muestra que, para cada captura y 

cada grupo experimental, durante las 3 semanas de adquisición de imágenes, los 

patrones de activación glomerular promedio permanecen estables durante el primer 

segundo de la adquisición de la imagenología óptica intrínseca, previo a la 

estimulación olfatoria (Figura 40 A-D). Así mismo, se observa que, tras la 

estimulación con limoneno (+) a una concentración alta (100% por 4 segundos) se 

produce una disminución de la reflectancia de los glomérulos activos (Figura 40 A-

D; n=6) en todos los grupos y durante las 3 semanas de captura de la imagenología 

óptica intrínseca bulbar.  

La evaluación del cambio en la reflectancia en el último segundo de la estimulación 

con limoneno (+), a una concentración alta, no muestra diferencias significativas al 

finalizar el protocolo de enriquecimiento olfatorio en animales control y enriquecidos 

administrados con la secuencia inversa del péptido (Semana 3; Figura 40 A, C; n = 

6; CONinverso: -16.65 ± 5.32%; EOinverso: -10.46 ± 4.03%; p>0.05). De la misma forma, 

no se encontraron diferencias significativas en la dinámica de la activación 

glomerular global en los animales enriquecidos olfatoriamente administrados con el 

PβA1-42 al finalizar el protocolo de enriquecimiento (Semana 3; Figura 40 D; n = 6; 

EO PβA1-42: -7.31 ± 3.88%). En contraste, los animales control administrados con el 

PβA1-42 presentan una reducción significativa en la reflectancia dos semanas 

después de la administración del péptido (Semana 3; Figura 40 B; n = 6; CON PβA1-

42: -0.30 ± 2.22%). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto de la administración del PβA1-42 sobre la activación glomerular inducida 

por la exposición a limoneno (-) 

Con la finalidad de evaluar posibles cambios en la activación glomerular durante el 

enriquecimiento olfatorio y/o la administración del PβA1-42, o su secuencia inversa, 

se realizó imagenología óptica intrínseca bulbar durante la estimulación con 

limoneno (-) a una concentración alta y baja (100% y 1% v/v, respectivamente; 

Figuras 41 y 42). Lo anterior, se llevó a cabo en un periodo de 3 semanas, que 

corresponden a la condición previa (Semana 1) y dos semanas después (Semana 

2 y 3) de la administración de la secuencia inversa del PβA y del inicio del 

enriquecimiento olfatorio. 

Dos semanas después de la administración de la secuencia inversa del PβA y del 

inicio del enriquecimiento olfatorio (semana 2; Figura 41 A-B; n = 6), se observó que, 

durante la estimulación con limoneno (-) a una concentración alta, los animales 

Figura 40. Curso temporal de la activación glomerular tras la estimulación con limoneno (+) a una concentración 

alta (100%) en animales control (CON) y enriquecidos olfatoriamente (EO) administrados con el PβA1-42 o su 

secuencia inversa. A-D) Dinámica de activación glomerular antes (semana 1) y dos semanas después (semana 2 y 3) 

de la administración del PβA1-42 o su secuencia inversa en animales control y enriquecidos olfatoriamente (izquierda). 

Para cada caso, se muestra el porcentaje de cambio promedio en el tiempo de todos los glomérulos evocados tras la 

estimulación con limoneno (+) a una concentración alta (100% v/v, recuadro en azul para todos los casos) con respecto 

de la actividad espontánea (considerada como el 100%).  Así mismo, se grafica la disminución de la reflectancia durante 

el último segundo de la estimulación con limoneno (+) (100% v/v; derecha) durante las tres semanas de captura. * p<0.05. 

Los datos se reportan como la media ± EEM.   

 

 



control y enriquecidos olfatoriamente presentan una cantidad de glomérulos similar 

a los encontrados antes de la administración de la secuencia inversa del péptido 

(Figura 41 A-B; n = 6; Semana 1 vs. semana 3: CONinverso: 5.66 ± 1.12 vs. 4.33 ± 

0.62 glomérulos; EOinverso: 6.69 ± 1.40 vs. 6.84 ± 1.14 glomérulos; p>0.05). Este 

fenómeno es similar en los animales control y enriquecidos olfatoriamente al cabo 

de dos semanas de la administración con el PβA1-42 (Figura 41 A-B; n = 6; Semana 

1 vs. semana 3: CON PβA1-42: 4.50 ± 0.75 vs. 4.00 ± 0.58 glomérulos; EO PβA1-42: 

7.33 ± 1.44 vs. 5.37 ± 1.04 glomérulos; p>0.05).  

Adicionalmente, la estimulación con limoneno (-) a una concentración baja (1% v/v) 

no muestra diferencias significativas en el número de glomérulos dos semanas 

después del inicio del enriquecimiento olfatorio y de la administración de la 

secuencia inversa del péptido en animales control y enriquecidos olfatoriamente 

(Figura 41 A-B A; n = 6; Semana 1 vs. semana 3: CONinverso: 4.53 ± 1.23 vs. 4.23 ± 

0.85 glomérulos; EOinverso: 6.15 ± 1.06 vs. 8.38 ± 1.13 glomérulos; p>0.05). Un efecto 

similar se observa en los animales control y enriquecidos olfatoriamente al cabo de 

dos semanas de la administración con el PβA1-42 (Figura 41 A-B; n = 6; Semana 1 

vs. semana 3: CON PβA1-42: 4.68 ± 0.69 vs. 6.25 ± 1.32 glomérulos; EO PβA1-42: 

5.73 ± 1.25 vs. 4.13 ± 0.51 glomérulos; p>0.05).  

Un análisis del área de los glomérulos evocados con limoneno (-) a una 

concentración alta y baja reveló estabilidad en la misma dos semanas después de 

la administración del PβA1-42 o su secuencia inversa en animales control y 

enriquecidos olfatoriamente (Semana 2 y 3; Figura 38 C; n = 6; p>0.05). El área de 

los glomérulos evocados tras la estimulación con limoneno (-) a concentración alta 

en la semana 1 vs. semana 3, para los diferentes grupos experimentales fue la 

siguiente: CONinverso: 0.023 ± 0.006 mm2 vs. 0.025 ± 0.006 mm2; EOinverso: 0.013 ± 

0.032 mm2 vs. 0.019 ± 0.007 mm2; CON PβA1-42: 0.037 ± 0.011 mm2 vs. 0.031 ± 

0.008 mm2; EO PβA1-42: 0.047 ± 0.015 mm2 vs. 0.029 ± 0.010 mm2 (Figura 41 C; n 

= 6). El área de los glomérulos evocados tras la estimulación con limoneno (-) a 

concentración baja en la semana 1 vs semana 3, para los diferentes grupos 

experimentales fue la siguiente: Semana 1 vs. semana 3: CONinverso: 0.054 ± 0.019 



mm2 vs. 0.035 ± 0.012 mm2; EOinverso: 0.020 ± 0.008 vs. 0.015 ± 0.004 glomérulos; 

CON PβA1-42: 0.025 ± 0.009 vs. 0.028 ± 0.009 mm2; EO PβA1-42: 0.033 ± 0.011 vs. 

0.018 ± 0.004 mm2 (Figura 41 C; n = 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Cuantificación del número y el área de glomérulos activados tras la estimulación con limoneno (-) en 

animales control (CON) y enriquecidos olfatoriamente (EO) administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa. 

A) Diagrama del procedimiento experimental (ver material y métodos) y de los momentos en que los animales fueron 

evaluados mediante imagenología óptica intrínseca bulbar durante el entrenamiento en la prueba de discriminación 

olfatoria Go/No-Go: un día previo (Semana 1), una semana después (Semana 2) y dos semanas después de la 

administración del PβA1-42 o su secuencia inversa (inverso; Semana 3). B) Número y (C) área de los glomérulos activados 

por la estimulación con limoneno (-). El aroma fue presentado a una concentración alta (100% v/v; barras en color sólido) 

y una baja (1% v/v; barras sin relleno). Los datos se reportan como la media ± EEM.   

 



Se evaluó la cinética de la activación glomerular en un periodo de 3 semanas, que 

corresponden a la condición previa (Semana 1) y dos semanas después (Semana 

2 y 3; Figura 42 A) de la administración del PβA o de su secuencia inversa y del 

inicio del enriquecimiento olfatorio. En primer lugar, se cuantificaron los cambios en 

la dinámica de activación glomerular en los animales control y enriquecidos con 

aromas administrados con el PβA1-42 o su secuencia inversa durante la estimulación 

con limoneno (-) a una concentración alta (100%). Para ello, se realizó una 

normalización con respecto de la actividad espontánea (previa al aroma; 

considerada como el 100%). Esta cuantificación muestra que, para cada captura y 

cada grupo experimental, durante las 3 semanas de adquisición de imágenes, los 

patrones de activación glomerular promedio permanecen estables durante el primer 

segundo de la adquisición de la imagenología óptica intrínseca, previo a la 

estimulación olfatoria (Figura 42 A-D). Así mismo, se observa que, tras la 

estimulación con limoneno (-) a una concentración alta (100% por 4 segundos) se 

produce una disminución de la reflectancia de los glomérulos activos (Figura 42 A-

D; n = 6) en todos los grupos y durante las 3 semanas de captura de la imagenología 

óptica intrínseca bulbar.  

La evaluación del cambio en la reflectancia en el último segundo de la estimulación 

con limoneno (-), a una concentración alta, no muestra diferencias significativas al 

finalizar el protocolo de enriquecimiento olfatorio en animales control y enriquecidos, 

administrados con la secuencia inversa del péptido (Semana 3; Figura 42 A, C; n = 

6; CONinverso: -11.17 ± 7.78%; EOinverso: -7.15 ± 3.48%; p>0.05). De la misma forma, 

no se encontraron diferencias significativas en la dinámica de la activación 

glomerular global en los animales control y enriquecidos olfatoriamente 

administrados con el PβA1-42 al finalizar el protocolo de enriquecimiento (Semana 3; 

Figura 42 B, D; n = 6; CON PβA1-42: -1.09 ± 3.55%; EO PβA1-42: -1.64 ± 5.30%).  
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Figura 42. Curso temporal de la activación glomerular tras la estimulación con limoneno (-) a una concentración 

alta (100%) en animales control (CON) y enriquecidos olfatoriamente (EO) administrados con el PβA1-42 o su 

secuencia inversa. A-D) Dinámica de activación glomerular antes (semana 1) y dos semanas después (semana 2 y 3) 

de la administración del PβA1-42 o su secuencia inversa en animales control y enriquecidos olfatoriamente (izquierda). 

Para cada caso, se muestra el porcentaje de cambio promedio en el tiempo de todos los glomérulos evocados tras la 

estimulación con limoneno (-) a una concentración alta (100% v/v, recuadro en azul para todos los casos) con respecto 

de la actividad espontánea (considerada como el 100%).  Así mismo, se grafica la disminución de la reflectancia durante 

el último segundo de la estimulación con limoneno (-) (100% v/v; derecha) durante las tres semanas de captura. Los 

datos se reportan como la media ± EEM.   

 

 



PUBLICACIONES REALIZADAS DURANTE EL DOCTORADO 

• Hernández-Soto, R., Pimentel-Farfan, A. K., Adan-Castro, E., Clapp, C., & 

Peña-Ortega, F. (2022). Main olfactory bulb reconfiguration by prolonged 

passive olfactory experience correlates with increased brain-derived 

neurotrophic factor and improved innate olfaction. The European journal of 

neuroscience, 55(5), 1141–1161. 

 

• Martínez-García, I., Hernández-Soto, R., Villasana-Salazar, B., Ordaz, B., & 

Peña-Ortega, F. (2021). Alterations in Piriform and Bulbar 

Activity/Excitability/Coupling Upon Amyloid-β Administration in vivo Related 

to Olfactory Dysfunction. Journal of Alzheimer's disease: JAD, 82(s1), S19–

S35.  

 

• Hernández-Soto, R., Villasana-Salazar, B., Pinedo-Vargas, L., & Peña-

Ortega, F. (2021). Chronic intermittent hypoxia alters main olfactory bulb 

activity and olfaction. Experimental neurology, 340, 113653.  

 

• Villasana-Salazar, B., Hernández-Soto, R., Guerrero-Gómez, M. E., Ordaz, 

B., Manrique-Maldonado, G., Salgado-Puga, K., & Peña-Ortega, F. (2020). 

Chronic intermittent hypoxia transiently increases hippocampal network 

activity in the gamma frequency band and 4-Aminopyridine-induced 

hyperexcitability in vitro. Epilepsy research, 166, 106375.  

 

• Hernández-Soto, R., Rojas-García, K. D., & Peña-Ortega, F. (2019). Sudden 

Intrabulbar Amyloid Increase Simultaneously Disrupts Olfactory Bulb 

Oscillations and Odor Detection. Neural plasticity, 2019, 3424906.  

 

 

 

 

 



RE S EARCH REPORT

Main olfactory bulb reconfiguration by prolonged passive
olfactory experience correlates with increased brain-
derived neurotrophic factor and improved innate olfaction

Rebeca Hern�andez-Soto1 | Ana Karen Pimentel-Farfan1 | Elva Adan-Castro2 |

Carmen Clapp2 | Fernando Peña-Ortega1

1Departamento de Neurobiología del Desarrollo y Neurofisiología, Instituto de Neurobiología, UNAM-Campus Juriquilla, Querétaro, Mexico

2Departamento de Neurobiología Celular y Molecular, Instituto de Neurobiología, UNAM-Campus Juriquilla, Querétaro, Mexico

Correspondence
Fernando Peña-Ortega. Departamento de
Neurobiología del Desarrollo y
Neurofisiología, Instituto de
Neurobiología, Universidad Nacional
Aut�onoma de México, Boulevard
Juriquilla 3001, Querétaro 76230, QRO,
Mexico.
Email: jfpena@unam.mx

Funding information
Direcci�on General de Asuntos del
Personal Académico, Universidad
Nacional Aut�onoma de México, Grant/
Award Number: AG200521; Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnología, Grant/
Award Number: A1-S-7540

Edited by: Antoine Adamantidis

Abstract

The main olfactory bulb (MOB) is highly plastic and constantly reconfiguring

its function and structure depending on sensory experience. Despite the exten-

sive evidence of anatomical, functional and behavioural changes in the olfac-

tory system induced by highly variable olfactory experiences, it is still

unknown whether prolonged passive odour experience could reconfigure the

MOB at its input and network activity levels and whether these changes

impact innate olfaction. Here, by measuring odour-induced glomerular activa-

tion, MOB network activity and innate olfactory behaviours, we described a

profound MOB reconfiguration induced by prolonged passive olfactory experi-

ence in adult animals that impacts MOB input integration at the glomerular

layer including an increase in the activated glomerular area and signal inten-

sity, which is combined with a refinement in the number of activated glomer-

uli and less-overlapped glomerular maps. We also found that prolonged

passive olfactory experience dramatically changes MOB population activity in

the presence and absence of odours, which is reflected as a decrease in slow

oscillations (<12 Hz) and an increase in fast oscillations (>12 Hz). All these

functional changes in awake and anaesthetized mice correlate with an

increase in brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and with improved

innate olfactory responses such as habituation/dishabituation and innate pref-

erence/avoidance. Our study shows that prolonged passive olfactory experi-

ence in adult animals produces a dramatic reconfiguration of the MOB

network, possibly driven by BDNF, that improves innate olfactory responses.

Abbreviations: AA, amyl acetate; aCSF, artificial cerebrospinal fluid; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; ED, euclidean distance; FFT, fast
Fourier transform; IOS, intrinsic optical signal; LFP, local field potential; MOB, main olfactory bulb; MWM, molecular weight marker; PDMS,
polydimethylsiloxane; ROI, region of interest; TMT, 2,4,5-trimethylthiazole.
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1 | INTRODUCTION

Some volatile odours elicit specific innate behaviours
associated with survival (Cho et al., 2011; Lazarini
et al., 2014; Lin et al., 2006; Saito et al., 2017; Witt
et al., 2009), whereas others produce non-innate
responses related to their physiological, social and ecolog-
ical value (Alvarado-Martínez et al., 2013; Hern�andez-
Soto et al., 2019; Inoue et al., 2021; Mandairon
et al., 2018). The detection, discrimination, attraction
and/or avoidance to volatile odours is triggered by their
recognition and processing through the main olfactory
system that, in the central nervous system, first recruits
the main olfactory bulb (MOB) (Cho et al., 2011). The
MOB is highly plastic (Bonzano et al., 2014; Buonviso
et al., 1998; Buonviso & Chaput, 2000; Liu et al., 2016;
Mandairon, Stack, Kiselycznyk, & Linster, 2006;
Mandairon, Stack, & Linster, 2006; Rochefort et al., 2002;
Todrank et al., 2011) and constantly reconfiguring its
function and structure depending on sensory experience
throughout life (Buonviso & Chaput, 2000; Kerr &
Belluscio, 2006). There are extensive examples of anatom-
ical, functional and behavioural changes in the olfactory
system induced by highly variable olfactory experiences
(Bonzano et al., 2014; Buonviso et al., 1998; Buonviso &
Chaput, 2000; Liu et al., 2016; Mandairon, Stack, &
Linster, 2006; Rochefort et al., 2002; Todrank et al., 2011)
that, however, do not integrate the reconfiguring pro-
cesses triggered in the MOB with its population function
and with its behavioural consequences. For instance, the
exposure to a single odour, just 20 min a day for less than
a week, modifies MOB excitability (Buonviso &
Chaput, 2000). Moreover, short-term exposure to a single
odour causes a drastic decrease in the responsiveness of
mitral/tufted cells to familiar and novel odours (Buonviso
et al., 1998; Buonviso & Chaput, 2000). A more complex
sensory stimulation, consisting of chronic and passive
olfactory stimulation (Bonzano et al., 2014; Mandairon,
Stack, & Linster, 2006; Martončíkov�a et al., 2011), also
known as olfactory enrichment (Martončíkov�a
et al., 2011), increases bulbar and hippocampal neuro-
genesis (Bonzano et al., 2014; Martončíkov�a et al., 2011;
Ruszn�ak et al., 2018), while promoting cell survival in
the MOB and cortex (Shapiro et al., 2007; Woo
et al., 2006). Furthermore, variable olfactory experiences
increase survival of different interneuronal populations
in the granular and glomerular MOB layers (Bonzano

et al., 2014; Woo et al., 1987). Short-term odour exposure
(3 days) increases the dendritic projections of the mitral/
tufted cells to their neighbouring glomeruli inducing an
increase in olfactory glomeruli size (Liu et al., 2016),
whereas longer odour exposure increases glomeruli num-
ber and size in neonates (Liu et al., 2016; Todrank
et al., 2011). All these changes are related to improved
olfactory detection and long-term olfactory memory
(Rochefort et al., 2002), as well as improved odour dis-
crimination (Mandairon et al., 2018; Mandairon, Stack,
Kiselycznyk, & Linster, 2006; Mandairon, Stack, &
Linster, 2006). However, until now, it is unknown
whether a long-term, repetitive, passive and variable
odour stimulation changes innate odour responses, MOB
input processing and its network activity. These are the
questions evaluated in this study. By measuring glomeru-
lar activation, MOB network activity and olfactory innate
behaviours, we found that prolonged passive olfactory
experience (Martončíkov�a et al., 2011; Rochefort
et al., 2002) increases odour-evoked MOB glomeruli size,
specificity and intensity, while decreasing their number.
This prolonged passive olfactory experience also
decreased MOB slow (<12 Hz) network activity and
increased fast oscillations (>12 Hz), all of which corre-
lated with improved discrimination of diluted odours as
well as increased innate odour avoidance/preference.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Ethics statement

The experimental procedures were approved by the Bio-
ethics Committee of the Institute of Neurobiology at
UNAM and were performed in accordance with the
guidelines of the Official Mexican Standard for the Use
and Care of Laboratory Animals (Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZOO-1999) and the Institutional
Animal Care and Use Committee Guidebook (NIH publi-
cation 80-23, Bethesda, MD, USA, 1996).

2.2 | Subjects

Adult CD-1 mice (n = 28; 8 weeks old; 30–35 g) were
directly obtained from the breeding colony of the Insti-
tute of Neurobiology-UNAM animal facility (defined in
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this study as non-implanted animals). Mice were housed
in groups of 3 animals in transparent acrylic cages
shielded with a grill and a vent filter. Animals were
maintained in a vivarium with controlled temperature
(21 � 1�C), and food and water ad libitum, under a nor-
mal 12-h light–12-h dark cycle (lights on at 7:00 AM). An
additional group of 6 animals were previously surgically
implanted with a head-plate to allow their recording/
imaging while awake under head fixed conditions (Miller
et al., 2014). These mice were anaesthetized with
sevoflurane (initially 2% v/v, in dehumidified air, for
induction and reduced to 1% v/v for the rest of surgery).
Once deeply anaesthetized, animals were fixed to a ste-
reotaxic frame, and their temperature was maintained
with a heating pad. The skin was removed, and the
exposed skull was sterilized with antiseptic solution
(Microdacyn, Sanfer ®, CDMX, México). The skull above
the MOBs (approximately 2 � 1 mm) was thinned with a
scalpel to create a transparent imaging and recording
window (Steinzeig et al., 2017). This window was covered
with a polydimethylsiloxane silicon film (PDMS; Sylgard
184 Dow Corning, USA; Heo et al., 2016) and attached to
this surface with cyanoacrylate (Krazy KolaLoka ®, Edo.
Méx., México). The PDMS films were prepared by mixing

the base elastomer and the curing agent in a ratio of 10:1
(v/v) and degassed within a vacuum pump. The PDMS
films were left to solidify within a sterilized cell culture
plate at 80�C for 1–2 h. Then, PDMS films were sterilized
by autoclaving and exposure to ultraviolet (UV) light
before use (Heo et al., 2016). Once the PDMS film was
fixed to the thinned skull, a stainless-steel head-plate was
attached to the skull with two stainless steel screws and
dental cement (NicTone MDC Dental ®, CDMX, México).
During this surgery, we also implanted one stainless steel
screw in the following coordinate with respect to Bregma:
ML: 0 mm; AP: �6 mm; DV: 1 mm, which was connected
to a pin header, and covered with dental cement. This
screw was later used as reference during electrophysio-
logical recordings (Hern�andez-Soto et al., 2019). At the
end of surgery, mice were injected with meloxicam
(5 mg/kg; Exel Cetus®, Guanajuato, México) and trans-
ferred to a recovery cage with a heating pad at 37 � 1�C,
until their complete recovery. At the end of the recovery
period, the animals returned to their housing cage where
water and food were provided ad libitum for 3 days. Dur-
ing this period, mice were daily administrated with anti-
biotic (Fluvicin 0.5 mg/kg; Pfizer, CDMX, México) and
meloxicam (5 mg/kg; Exel Cetus®, Guanajuato, México).
After the recovery period, mice were daily habituated to
the head-fixed conditions and the experimenter for
3 days.

2.3 | Passive olfactory exposure

We used a passive olfactory exposure protocol previously
described (Martončíkov�a et al., 2011; Rochefort
et al., 2002). Briefly, non-implanted and implanted mice
were exposed for 21 days to 21 different natural and syn-
thetic odourants (Table 1; Cosmopolita S. A de C. V,
CDMX, México), randomly chosen. Each day, a pierced
plastic bottle containing a swab soaked with 100 μl of an
undiluted odour, was located on the home cage’s top grill
surrounded by the food pellets and left there for 1 h. This
procedure was performed twice (with the same day’s
odour) during the light phase of the cycle with a time gap
of 3 h. In some exceptional occasions, this period
extended to a maximal of 5 h. Control animals were sub-
jected to the same procedure but with an empty pierced
bottle.

2.4 | Electrophysiological recordings

One to seven days after the passive olfactory exposure
protocol ended, and 1–3 days after the olfactory tests, the
local field potential (LFP) of either the left of the right

TAB L E 1 Odourants used for the olfactory enrichment

protocol

American peppermint essential oil

Amyl-acetate

Basil essential oil

Cinnamon leaves essential oil

Citral essential oil

Clove leaves essential oil

Eucalyptus essential oil

Green tree essential oil

Heptaldehyde

Lavender essential oil

Lemon essential oil

Octyl-aldehyde

Peppermint essential oil

Pine tree essential oil

Spanish Romero essential oil

Spanish Salvia essential oil

Sweet almond oil

Tangerine essential oil

Thyme essential oil

White grapefruit essential oil

Wintergreen essential oil
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MOB was randomly recorded either in head-fixed condi-
tions or under anaesthesia.

Non-implanted animals were deeply anaesthetized
with urethane (2 g/kg, i.p.) and positioned on a stereo-
taxic frame, whereas the implanted awake animals were
also positioned, using the head-plate, on a stereotaxic
frame to which they were previously familiarized with.
To perform the electrophysiological recording, the PDMS
film was removed. In all cases, a borosilicate electrode
(1–2 MΩ), filled with artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
(composition in mM: 119 NaCl, 3 KCl, 1.5 CaCl2, 1 MgCl2,
25 NaHCO3 and 30 D-glucose, pH 7.4) was positioned
into the MOB granular layer (relative to Bregma AP:
+4.8, �ML: 0.7, DV: �1.7; Franklin & Paxinos, 2007) to
record its LFP (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Her-
n�andez-Soto et al., 2021). The respiratory rhythm was
monitored with a piezoelectric sensor attached to the tho-
rax (Hern�andez-Soto et al., 2021). After recording basal
MOB-LFP for 30 min, a cotton swab soaked with 5 μl
amyl acetate (100% v/v) or lemon essential oil (100% v/v)
was positioned near (approximately 2 cm) the animal’s
nose for 10 s. This procedure was repeated sequentially
(first amyl acetate and then lemon essential oil) 3 more
times, with 3-min inter-stimulus intervals. The signals
were amplified (0.3–0.3 kHz; 7P511L, Grass Instruments
Co.) and digitized at 1 kHz (MiniDigi 1B, Axon Instru-
ments, CA, USA) with AxoScope (version 10.7, Molecular
Devices, CA, USA). The recordings were analysed using
Clampfit (v.10.7, Molecular Devices, CA, USA). Power
spectrum analysis was performed on 10 randomly
selected segments (10 s long), by means of the fast Fou-
rier transform (FFT) algorithm (4096 frequency points,
Hamming windows). To assess power spectra compo-
nents, relative power was calculated in the following fre-
quency bands: theta (1–12 Hz), beta (12–30 Hz) and
gamma (30–120 Hz), as the percentage of power that
such band represented from the broadband (1–120 Hz).
Relative power spectrograms were plotted using
NeuroExplorer (version 5.129, Nex Technologies, USA).

2.5 | Buried food test

The day after the passive olfactory exposure protocol was
done, or up to 3 days later, odour detection was assessed
using the buried food test in otherwise non-tested and
non-implanted animals (Alvarado-Martínez et al., 2013).
Before testing, animals were habituated to a new cage,
with the same characteristics as their home cage (acrylic
cage: 24 � 18 � 25 cm) and clean sawdust, for 30 min.
After habituation, a chocolate chip (50 mg; TRIKI-
TRAKES®, CDMX, México) was randomly placed at one
of the corners, hidden 2 cm under the sawdust. The time

that animals took to reach the chocolate (latency) was
quantified. The maximum test time was 600 s (Alvarado-
Martínez et al., 2013).

2.6 | Habituation/dishabituation test

The olfactory habituation–dishabituation test was per-
formed as previously described (Cornejo-Montes-de-Oca
et al., 2018; Hern�andez-Soto et al., 2021). Briefly, non-
implanted and implanted mice were habituated to the
experimental cage, identical to their home cage and with
new sawdust, for 30 min. Then, a square filter paper
(2 � 2 cm) soaked with 5 μl of distilled water (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) was placed on the cage’s top grill
for 3 min for the animal to explore it. This procedure was
repeated once, 1 min later. Then, in non-implanted ani-
mals, in the third exposure, the filter paper was soaked,
randomly, with 5 μl of either vinegar (100% v/v; Herdez®,
Edo. Méx., México) or vanilla extract (100% v/v; Herdez®

Edo. Méx., México) and left for the animal to explore
it. The exposure with the chosen odour was repeated
twice, completing a block of three stimulations with the
same odour, with 1-min inter-stimulus intervals. From
the sixth through the eighth stimulations, the other
odour was presented with the same exposure time and
inter-stimulus interval. We quantified animal’s explora-
tion when its nose came within 2 cm of the filter paper.
We measured this exploration during the 3-min presenta-
tions. This exact procedure was repeated using the same
odours but at lower concentration (1% v/v), 1 week later
in both experimental groups: the non-implanted and
implanted animals. In all cases, any given exploration
time was normalized to the first presentation of each
stimulus (set as 1). The habituation phase of the test eval-
uates the reduction in exploration upon repeated presen-
tation of the same odour, whereas the dishabituation
reflects the discrimination between a known odour from
a novel one as an increase in exploration (Cornejo-
Montes-de-Oca et al., 2018; Hern�andez-Soto et al., 2021).
A cross-habituation index (Hern�andez-Soto et al., 2021;
Wesson et al., 2010) was calculated by subtracting the last
normalized exploration time of any given odour (third
exposure) to the normalized exploration of the subse-
quent novel odour trial (first exposure).

2.7 | Innate olfactory aversion or
preference test

We tested the animal’s innate response to the presence of
attractive or aversive odours in otherwise non-
behaviourally tested animals (Cho et al., 2011; Lazarini
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et al., 2014; Lin et al., 2006; Saito et al., 2017; Witt
et al., 2009). For the innate odour aversion, we used
2,4,5-trimethylthiazole (TMT; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA), which is a volatile odourant present in fox
faeces (Cho et al., 2011; Lazarini et al., 2014). For the
innate odour attraction, we used peanut oil (Kaporo®,
Guadalajara, México; Lin et al., 2006; Witt et al., 2009;
Saito et al., 2017). For this test, non-implanted animals
were placed in a new clean acrylic box (47 � 25 � 21 cm)
without sawdust, which was divided into 3 imaginary
equal sections (15.6 � 25 � 21 cm). Subsequently, 2 filter
paper squares (2 � 2 cm) were placed in the centre of
each lateral section. Initially, both filter papers were
soaked with 5 μl of mineral oil, as vehicle (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Animals were allowed to explore
them for 3 min. After this habituation, both filter papers
were replaced, 5 min later, with new ones soaked with
the following substances: one with mineral oil and
another one soaked either with TMT 10% v/v (aversion
test) or with peanut oil 50% v/v (attraction test). All
behavioural tests were videotaped and analysed offline.
The time that the animal spent in each section was quan-
tified. The preference index was calculated as the differ-
ence between the time that the animal spent in
compartment #3 when it contained either TMT or peanut
oil, and the time spent in compartment #3 during the
familiarization trial; a positive value indicates preference
and a negative one indicates avoidance (Lazarini
et al., 2014).

2.8 | Intrinsic optical signal imaging

To visualize the activity of the dorsal surface of the MOB,
aiming its glomerular layer, we performed intrinsic opti-
cal imaging of the left or right MOB surface, randomly
selected, either in awake head-fixed conditions or under
anaesthesia with urethane. The implanted animals,
which already had an imaging window over their MOBs,
were positioned, using the head-plate, on a stereotaxic
frame to which they were previously familiarized with.
On the other hand, non-implanted animals were deeply
anaesthetized with urethane (2 g/kg, i.p.) and positioned
on a stereotaxic frame, we removed a 2 � 1 mm skull
piece leaving the dura intact, humidified the area with
aCSF and shielded it with a cover glass. In all cases,
intrinsic optical signals were acquired using the Imager
3001F System (Optical Imaging Ltd, Rehovot, Israel). The
surface blood vessel pattern was visualized by illuminat-
ing the MOB surface with a 530-nm wavelength green
light to obtain anatomical references to later locate the
olfactory glomeruli activated during stimulation. Images
were taken at the MOB surface with a 156 � 252 pixel

resolution. Because the visualized region comprised an
area of 2 � 1 mm, each pixel contained 50 μm2. Intrinsic
optical signals were obtained by illuminating the MOB
with a 630-nm wavelength red light, and the focus was
adjusted to approximately 200 μm below the MOB sur-
face. Images (200 per trial; 50 Hz) were collected for 4 s
with 20-ms exposure time. A 4-s video was collected in
the absence of odours, and another 4 s video was col-
lected throughout odour stimulation. Each odour stimu-
lation was separated by a 3 min inter-stimulus interval.
Cinnamon (Cosmopolita S. A de C. V, CDMX, México) or
amyl acetate (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA, respec-
tively) was deposited in independent plastic tubes, in
their pure liquid form, and the tube was located in front
of the animal’s nostrils (within 1 cm) for 4 s. Either cin-
namon or amyl acetate was presented several times
(between 3 and 10 times), depending on the variability of
the evoked activation pattern, always with a 3 min inter-
stimulus interval. The presentations that did not evoke a
negligible change in reflectance were discarded. Videos
were stored in a personal computer using Vdaq (version
2.2, Optical Imaging Ltd, Rehovot, Israel) and analysed
offline with Win Mix (Optical Imaging Ltd, Rehovot,
Israel). The change in each pixel reflectance (ΔR/R) dur-
ing the video was computed as follows: ΔR/R =

(R1 � R0)/R0, where R0 is the average pixel reflectance
during the pre-stimulus period and R1 is the pixel reflec-
tance during the odour presence (4 s long each). From
the averaged images, the automatic identification of
active glomeruli and their area in mm2 (Figure 2) were
analysed with Win Mix software (version 1.9, Optical
Imaging Ltd, Rehovot, Israel) and ImageJ (ImageJ
v1.51k) as described by Grishagin (2015), with some mod-
ifications. Each averaged RGB image was transformed to
an 8-bit format (0 = black to 255 = white). To analyse
the area and number of glomeruli, based on the changes
in reflectance during odour presentation, we used the
function ‘analyze particles’ in Image J. A threshold of 1.5
standard deviations from the mean of the pixel/signal dis-
tribution was set to obtain a binary image with those
pixels that exceeded this value. Then, a pixel group
greater than or equal to 10 pixels (≥500 μm2) was consid-
ered a glomerulus. We also analysed the time course of
the reflectance change for each glomerulus, with 1 frame
resolution, with the function ‘multi-measure’, in
Image J, and averaged the reflectance of the pixels
grouped as a glomerulus. The first 500 ms were used to
normalize baseline reflectance (set as 100%), and the
change throughout odour stimulation was quantified as
% of change. The change in reflectance used for compari-
son between groups comprised the last 50 frames of the
odour presentation (last second). The cumulative fre-
quency of glomerular area in enriched and control
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animals was plotted in GraphPad Prism (version 8.0.0,
San Diego, CA, USA). We compared the similarity of
the odour maps evoked by exposure to amyl acetate
and cinnamon by measuring the Euclidean distance
(ED) between all glomeruli identified in one odour map
(i.e., amyl acetate) and those identified in the other odour
map (i.e., cinnamon). To do so, each glomerulus centroid
was identified in ImageJ and their coordinates identified.
The ED between all glomeruli centroids was calculated
with a customized routine in MATLAB (MathWorks,
Inc), using the function pdist2 and averaged for each
animal stimulated with both odours.

2.9 | Western blot

BDNF levels were evaluated by western blot (Isla
et al., 2016). To do so, olfactory bulbs were homogenized
in lysis buffer (5 mM Tris–HCl, 1 mM EGTA, 1 mM
EDTA, 1 mM sodium orthovanadate, 50 mM sodium
fluoride, 100 mM sodium acid pyrophosphate, 250 mM
sucrose, 1% Igepal Ca-630, pH 7.5) with protease inhibi-
tors (4693116001; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Lysates were centrifuged (13,523 � g for
10 min at 4�C) and 50 μg of supernatant protein
processed by reducing SDS-PAGE (15% polyacrylamide
gels), blotted and probed overnight at 4�C with a 1:500
dilution of an anti-BDNF monoclonal antibody
(ab205067; Abcam plc) and a 1:1000 dilution of anti-
β-tubulin polyclonal antibodies (ab6046; Abcam plc). Sec-
ondary goat anti-mouse (1:5000; ab7069; Abcam plc) or
goat anti-rabbit (111-055-003; Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) antibodies con-
jugated to alkaline phosphatase were used. Detection was
performed using the alkaline phosphatase conjugate sub-
strate kit (170-6432; Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Quan-
tity One 1-D software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) was
used to evaluate BDNF optical density values.

2.10 | Data analysis and statistics

BDNF, intrinsic optical signals and buried food test
parameters obtained from non-implanted animals were
evaluated using the unpaired t test, due to the normal
distribution of the data. For the electrophysiological
recordings, only the data obtained from the subjects with
the electrode located in the granular layer were included
in the analysis.

Due to the normal distribution of the data obtained in
non-implanted animals, the analyses were performed
using the unpaired t tests. In contrast, in implanted ani-
mals, the differences were analysed using with Mann–

Whitney U tests. A Pearson’s correlation was performed
between respiratory rate and the relative theta power
(Hern�andez-Soto et al., 2021). Behaviour parameters
were analysed using analysis of variance (ANOVA)
followed by a t test. In all cases, data are presented as
mean � standard error of the mean (SEM), and the sig-
nificance threshold was set at p < 0.05. Graph Pad Prism
software (version 8.0.0, San Diego, CA, USA) was used
for plotting and statistical analysis.

3 | RESULTS

3.1 | Prolonged passive olfactory
exposure increases body weight and BDNF
levels in the mouse MOB

Both animal groups started with the same body weight
(control = 32.92 � 0.49 g; enriched = 33.50 � 0.51 g;
n = 12 in both groups), but prolonged passive olfactory-
exposed animals weighted more at the end of the proto-
col (40.42 � 0.77 g; n = 12; p < 0.05) than control ani-
mals (37.42 � 0.49 g; n = 12; p < 0.05). Because BDNF
levels associate with a variety of plastic changes in the
MOB (Kim et al., 2019; McDole et al., 2015; McLean
et al., 2001), we measured BDNF after prolonged passive
olfactory exposure. Western blot analysis of MOB
extracts, normalized by β-tubulin, showed that BDNF
was elevated (p = 0.038) in prolonged passive olfactory
exposed animals relative to control animals (21.45 � 1.85
vs. 15.39 � 1.68 optical density; arbitrary units, respec-
tively) (Figure 1a,b).

F I GURE 1 Prolonged passive olfactory exposure associates

with increased brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels in

main olfactory bulb (MOB). (a) Western blot shows the presence of

BDNF (�14 kDa) in MOB extracts from non-exposed (control) and

prolonged passive olfactory exposed (enriched) animals. The

hippocampus (hippo) extract from a naïve animal is included as a

positive BDNF containing sample. β-Tubulin (�50 kDa) is used as a

protein loading control. Numbers on the left indicate the position

of molecular weight markers (MWM) in kDa. (b) Quantification of

BDNF optical density values in arbitrary units (AU). Data are

presented as mean � standard error of the mean (SEM) and

individual values are also indicated
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3.2 | Prolonged passive olfactory
exposure decreases the number of odour-
evoked glomeruli and augments their area,
intensity and selectivity

To evaluate the effects of prolonged passive olfactory
exposure on glomerular activation patterns on the MOB
dorsal surface, we monitored glomerular recruitment by
odour exposure using IOS imaging in anaesthetized ani-
mals (Figure 2) and in awake animals (Figure 3). During
odour stimulation, we found discrete areas with circular
shape (≥500 μm2), which likely correspond to MOB

glomeruli, in both prolonged passive olfactory-exposed
animals and control animals (Figures 2a and 3a; Rubin &
Katz, 1999). However, significantly fewer (9.57 � 1.52
glomeruli; n = 7; Figure 2b) glomeruli were evoked upon
stimulation with amyl acetate in prolonged passive olfac-
tory exposed animals than in control animals under
anaesthesia (15.67 � 1.71 glomeruli; n = 6; p < 0.05;
Figure 2b). Similarly, when animals were stimulated with
cinnamon essence, the number of evoked glomeruli was
significantly lower in prolonged passive olfactory-exposed
animals (6.00 � 1.03 glomeruli; n = 6; Figure 2b) than in
control animals under anaesthesia (16.00 � 2.86

F I GURE 2 Prolonged passive olfactory exposure reconfigures odour-evoked glomerular maps in anaesthetized animals. (a) Blood vessel

pattern of the dorsal main olfactory bulb (MOB; left) and its intrinsic optical signals (i.e., glomerular maps; middle and right) evoked by

amyl acetate (99%; middle) and cinnamon scent (99%; right), in control (upper images) and prolonged passive olfactory-exposed (enriched)

animals (bottom images). Yellow and green/blue dotted lines indicate regions of interest (ROIs) placed over the MOB surface and activated

glomerulus, respectively. (b) Quantification of the total numbers of activated glomeruli. (c) Glomerular area. (d) Cumulative distributions of

glomerular area evoked by amyl acetate. (e) Cumulative distributions of glomerular area evoked by cinnamon. (f) Time courses of

glomerular activation by amyl acetate. (g) Time courses of glomerular activation by cinnamon. Solid lines represent the mean, and the

shadow represents the standard error of the mean (SEM). (h) Averaged reflectance change at the steady state of stimulation (last second,

dotted line) with amyl acetate and cinnamon is quantified for the control animals (green) and prolonged passive olfactory-exposed

(enriched; blue) animals. (i) Averaged Euclidean distances (EDs) between all glomeruli activated by amyl acetate (AA) and cinnamon, in the

same animal, for the control (green) and prolonged passive olfactory-exposed (enriched; blue) groups. Data are presented as mean � SEM.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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glomeruli; n = 5; p < 0.05; Figure 2b). When examining
the average area of the activated glomeruli, we found that
prolonged passive olfactory-exposed animals exhibited
larger glomeruli activated by amyl acetate
(1.13 � 0.32 � 10�2 mm2; n = 7; Figure 2c) than control
animals under anaesthesia (0.49 � 0.07 � 10�2 mm2;
n = 6; p < 0.05; Figure 2c). Similarly, prolonged passive
olfactory-exposed animals exhibited larger glomeruli
(2.93 � 0.73 � 10�2 mm2; n = 6; Figure 2c) than control
animals (0.89 � 0.06 � 10�2 mm2; n = 5; p < 0.05;
Figure 2c) when stimulated with cinnamon essence
under anaesthesia. The cumulative distributions of the
area of glomeruli recruited during the stimulation with
amyl acetate or cinnamon in prolonged passive olfactory-

exposed animals (Figure 2d,e; n = 7) were shifted to the
right of the distributions of control animals (Figure 2d,e;
n = 6).

The quantification of glomerular activation intensity
(revealed as a reduction in reflectance) induced by amyl
acetate showed stronger glomerular stimulation in pro-
longed passive olfactory-exposed animals
(�20.04 � 2.99% reflectance; n = 6; Figure 2f,h) than in
control animals under anaesthesia (�10.39 � 2.17%
reflectance; n = 4; p < 0.05; Figure 2f,h). Additionally,
glomerular activation intensity induced by cinnamon
was stronger in prolonged passive olfactory-exposed ani-
mals (�12.47 � 3.11% reflectance; n = 5; Figure 2g,h)
than control animals under anaesthesia (�5.93 � 1.20%

F I GURE 3 Prolonged passive olfactory exposure slightly reconfigures odour-evoked glomerular maps in awake animals. (a) Blood

vessel pattern of the dorsal main olfactory bulb (MOB; left) and its intrinsic optical signals (i.e., glomerular maps; middle and right) evoked

by amyl acetate (99%; middle) and cinnamon scent (99%; right), in control (upper images) and prolonged passive olfactory-exposed

(enriched) animals (bottom images). Green and blue lines indicate regions of interest (ROIs) placed over the MOB surface and activated

glomerulus, respectively. (b) Quantification of the total numbers of activated glomeruli. (c) Glomerular area. (d) Cumulative distributions of

glomerular area evoked by amyl acetate. (e) Cumulative distributions of glomerular area evoked by cinnamon. (f) Time courses of

glomerular activation by amyl acetate. (g) Time courses of glomerular activation by cinnamon. Solid lines represent the mean, and the

shadow represents the standard error of the mean (SEM). (h) Averaged reflectance change at the steady state of stimulation (last second,

dotted line) with amyl acetate and cinnamon is quantified for the control animals (green) and prolonged passive olfactoryexposed (enriched;

blue) animals. (i) Averaged Euclidean distances (EDs) between all glomeruli activated by amyl acetate (AA) and cinnamon, in the same

animal, for the control (green) and prolonged passive olfactory-exposed (enriched; blue) groups. Data are presented as mean � SEM.

*p < 0.05
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reflectance; n = 5; p < 0.05; Figure 2g,h). Differences
between the spatial distributions of the odourant-evoked
glomerular response maps were quantified by measuring
the EDs between glomeruli. By evaluating the pairwise
ED for amyl acetate- and cinnamon-evoked glomerular
maps (see Section 2), we found that odour maps were
more dissimilar in prolonged passive olfactory-exposed
animals (1.39 � 0.008 � 10�3 ED; n = 4; Figure 2i) that
in control animals under anaesthesia
(1.14 � 0.031 � 10�3 ED; n = 3; p < 0.05; Figure 2i).

In awake animals, significantly fewer (4.22 � 0.52
glomeruli; n = 3; Figure 3b) glomeruli were evoked upon
stimulation with amyl acetate in prolonged passive
olfactory-exposed animals than in control awake animals
(5.78 � 0.60 glomeruli; n = 3; p < 0.05; Figure 3b). When
animals were stimulated with cinnamon essence, the
number of evoked glomeruli tended to be lower in pro-
longed passive olfactory-exposed animals (4.67 � 0.62
glomeruli; n = 3; p = 0.098; Figure 3b) than in control
awake animals (6.00 � 0.76 glomeruli; n = 3; Figure 3b).
When examining the average area of the activated glo-
meruli, we found that prolonged passive olfactory-
exposed animals tend to exhibit larger glomeruli acti-
vated by amyl acetate (4.54 � 1.69 � 10�2 mm2; n = 3;
Figure 3c) than control awake animals
(2.02 � 0.42 � 10�2 mm2; n = 3; p = 0.084; Figure 3c).
Similarly, prolonged passive olfactory-exposed animals
tend to exhibit larger glomeruli
(4.02 � 1.62 � 10�2 mm2; n = 3; Figure 3c) than control
awake animals (1.44 � 0.32 � 10�2 mm2; n = 3;
p = 0.069; Figure 3c) when stimulated with cinnamon.
The cumulative distributions of the area of glomeruli rec-
ruited during the stimulation with amyl acetate
(Figure 3d; n = 3) or cinnamon (Figure 3e; n = 3) in pro-
longed passive olfactory-exposed animals were shifted to
the right of the distributions of control animals
(Figure 3d,e; n = 3).

The quantification of glomerular activation intensity
(revealed as a reduction in reflectance) induced by amyl
acetate was similar in prolonged passive olfactory-
exposed animals (�17.76 � 6.83% reflectance; n = 3;
Figure 3f,h) and in control awake animals
(�7.10 � 14.27% reflectance; n = 3; p > 0.05; Figure 3f,
h). Likewise, glomerular activation intensity induced by
cinnamon was similar in prolonged passive olfactory-
exposed animals (�17.17 � 7.87% reflectance; n = 3;
Figure 3g,h) and in control awake animals
(�16.73 � 7.88% of reflectance; n = 3; p > 0.05;
Figure 3g,h). Evaluation of pairwise EDs for amyl
acetate- and cinnamon-evoked glomerular maps (see
Section 2) shows that odour maps were more dissimilar
in prolonged passive olfactory-exposed animals
(4.80 � 0.11 � 10�3 ED; n = 3; p < 0.05; Figure 3i) that

in control awake animals (4.27 � 0.01 � 10�3 ED; n = 3;
Figure 3i).

3.3 | Prolonged passive olfactory
exposure hastens MOB population activity
in the absence and presence of odours

The MOB extracellular field potential of anaesthetized
CD-1 mice, in the absence or presence of odours, was
dominated by slow oscillations in the theta frequency
range (1–12 Hz) mixed with less potent beta (12–30 Hz)
and gamma frequency components (30–120 Hz;
Figure 4). This pattern is shared by both prolonged pas-
sive olfactory-exposed animals and control urethane
anaesthetized animals (Figure 4). However, the propor-
tion of the fast frequency component increased after pro-
longed passive olfactory exposure, whereas the
proportion of the slower component decreased (Figure 4).
Under basal conditions, in the absence of odours, the pro-
portion of theta band power in prolonged passive
olfactory-exposed animals was smaller (44.99 � 7.91%;
n = 6; Figure 4a) than in control anaesthetized animals
(76.11 � 4.08%; p < 0.05; n = 10; Figure 4a). In contrast,
the proportion of power in the beta (30.19 � 6.37%;
Figure 4a) and gamma (27.48 � 7.14%; n = 6; Figure 4a)
frequency bands in prolonged passive olfactory-exposed
animals was significantly bigger than in control
anaesthetized animals (14.29 � 2.75% and 12.25 � 2.23%,
respectively; p < 0.05; n = 10; Figure 4a).

In the presence of a monomolecular odour (amyl ace-
tate), the proportion of theta band power in prolonged
passive olfactory-exposed animals was also smaller
(73.69 � 7.06%; n = 6; Figure 4b) than in control
anaesthetized animals (91.53 � 1.41%; p < 0.05; n = 10;
Figure 4b). In contrast, the proportion of power in the
beta (16.59 � 4.74%; Figure 4b) and gamma
(10.90 � 3.70%; n = 6; Figure 4b) frequency bands in pro-
longed passive olfactory-exposed animals was signifi-
cantly bigger than in control anaesthetized animals
(5.68 � 1.03% and 3.81 � 0.77%, respectively; p < 0.05;
n = 10; Figure 4b).

In the presence of a complex odour (lemon essential
oil; Vincis et al., 2012; Darjazi, 2013; Al-Jabri &
Hossain, 2014), the proportion of theta band power in
prolonged passive olfactory-exposed animals was also
smaller (64.25 � 7.90%; n = 6; Figure 4c) than in control
anaesthetized animals (87.64 � 2.49%; p < 0.05; n = 10;
Figure 4c). In contrast, the proportion of power in the
beta (23.14 � 5.28%; Figure 4c) and gamma
(15.30 � 4.65%; n = 6; Figure 4c) frequency bands in pro-
longed passive olfactory-exposed animals was signifi-
cantly bigger than in control anaesthetized animals
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(7.07 � 1.62% and 6.05 � 1.34%, respectively; p < 0.05;
n = 10; Figure 4c).

Considering that breathing strongly modulates MOB
theta rhythm (Rojas-Líbano et al., 2014; Wu et al., 2020;
Figure 5a), we evaluated whether the change in MOB
theta activity was related to a change in the respiratory
rhythm and found that the respiratory rate is not altered
in prolonged passive olfactory-exposed animals
(3.76 � 0.36 Hz; n = 6; Figure 5b) compared with control

anaesthetized animals (3.32 � 0.36 Hz; n = 10; p > 0.05;
Figure 5b). Furthermore, we found that the respiratory
rate is not correlated with the theta relative power in any
of the experimental groups (r2 = �0.29; p > 0.05;
Figure 5c).

The MOB extracellular field potential of implanted
awake CD-1 mice, in the absence or presence of odours,
was also dominated by slow oscillations in the theta
frequency range (1–12 Hz) mixed with less potent beta

F I GURE 4 Modifications in main olfactory bulb (MOB) population activity induced by prolonged passive olfactory exposure in

anaesthetized animals. MOB local field potential recordings and their corresponding spectrograms in control animals (left) and prolonged

passive olfactory-exposed (enriched; middle) animals, during spontaneous conditions (a) and in the presence of amyl acetate (b) and lemon

essential oil (c). Colour scales represent the spectrogram relative power, in all cases. The graphs on the right show the quantifications of

relative power in three different frequency bands: theta (1–12 Hz), beta (12–30 Hz) and gamma (30–120 Hz) for the control animals (green)

and prolonged passive olfactory-exposed (enriched; blue) animals. Note a reduction in the theta frequency band and an increase in beta and

gamma frequency bands in enriched animals. Data are presented as mean � standard error of the mean (SEM). *p < 0.05
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(12–30 Hz) and gamma frequency components
(30–120 Hz; Figure 6). This pattern was shared by both
prolonged passive olfactory-exposed animals and control
awake animals (Figure 6). However, the proportion of
the fast frequency component increased after prolonged
passive olfactory exposure, whereas the proportion of the
slower component decreased (Figure 6). Under basal
conditions, in the absence of odours, the proportion of
theta band power in prolonged passive olfactory-exposed
animals was smaller (88.73 � 0.75%; n = 3; Figure 6a)
than in control awake animals (95.55 � 0.90%; p < 0.05;
n = 3; Figure 6a). In contrast, the proportion of power
in the beta (7.23 � 0.86%; Figure 6a) and gamma
(4.03 � 0.16%; n = 3; Figure 6a) frequency bands in
prolonged passive olfactory-exposed animals was
significantly bigger than in control awake animals
(2.83 � 0.34% and 1.61 � 0.57%, respectively; p < 0.05;
n = 3; Figure 6a).

In the presence of amyl acetate, the proportion of
theta band power in prolonged passive olfactory-exposed
animals was also smaller (88.10 � 1.69%; n = 3;
Figure 6b) than in control awake animals (94.49 � 2.51%;
p < 0.05; n = 3; Figure 6b). In contrast, the proportion of
power in the beta (9.12 � 1.77%; Figure 6b) and gamma
(2.78 � 0.08%; n = 3; Figure 6b) frequency bands in pro-
longed passive olfactory-exposed animals was also signifi-
cantly bigger than in control awake animals
(4.99 � 2.29% and 0.52 � 0.22%, respectively; p < 0.05;
n = 3; Figure 6b).

In the presence of lemon essential oil, the proportion
of theta band power in prolonged passive olfactory-
exposed animals was also smaller (85.83 � 2.15%; n = 3;
Figure 6c) than in control awake animals (93.17 � 0.40%;
p < 0.05; n = 3; Figure 6c). In contrast, the proportion of

power in the beta (9.90 � 1.99%; Figure 6c) and gamma
(4.27 � 0.76%; n = 3; Figure 6c) frequency bands in pro-
longed passive olfactory-exposed animals was also signifi-
cantly bigger than in control awake animals
(5.46 � 0.63% and 1.37 � 0.28%, respectively; p < 0.05;
n = 3; Figure 6c).

3.4 | Prolonged passive olfactory
exposure enhances odour detection and
discrimination under challenging
conditions

To evaluate the impact of prolonged passive olfactory
exposure on different aspects of olfaction, we initially
performed the buried food test (Machado et al., 2018;
Rattazzi et al., 2015; Yang & Crawley, 2009) that mea-
sures the animal’s ability to locate a piece of food and its
innate tendency towards foraging (Machado et al., 2018;
Rattazzi et al., 2015; Yang & Crawley, 2009). We found
that the latency to find the hidden food was similar
between prolonged passive olfactory-exposed animals
(36.17 � 11.70 s; n = 6; Figure 7a) and control non-
implanted animals (34.28 � 11.83 s; n = 7; p > 0.05;
Figure 7a). Next, we evaluated the animal’s ability to
habituate to a repetitive odour presentation and discrimi-
nate between odours with the habituation/dishabituation
test (Arbuckle et al., 2015; Cornejo-Montes-de-Oca
et al., 2018; Nittenson et al., 2019; Takahashi & Tsuboi,
2017). When this test was performed with concentrated
odours (100% v/v; Figure 7b,d–f), we observed a typical
habituation/dishabituation performance in both groups
with identical exploratory times (n = 10 in both groups;
p > 0.05; Figure 7d–f). Prolonged passive olfactory-

F I GURE 5 Breathing frequency is not altered after prolonged passive olfactory exposure and does not correlate with the relative power

of main olfactory bulb (MOB) theta activity in anaesthetized animals. (a) Representative traces of simultaneous recordings of the MOB

spontaneous local field potential (top) and rhythmic thoracic movements (Resp; bottom) in control (upper traces) and prolonged passive

olfactory-exposed (enriched; lower traces) animals. (b) Quantification of the respiratory rate in both groups. Data are presented as

mean � standard error of the mean (SEM). (c) Lack of correlation between respiratory rate and theta relative power during MOB

spontaneous activity (p > 0.05)
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exposed animals reduced their exploratory time to
11.68 � 3.23% when concentrated vinegar (100% v/v;
Figure 7b,e) was presented for the third time and
11.71 � 5.41% when concentrated vanilla essence was
presented for the third time (100% v/v; Figure 7b,e),
which is similar to the habituation exhibited by control
non-implanted animals that reduced their exploratory

time to 13.85 � 5.89% (n = 10; p > 0.05; Figure 7b,d)
when concentrated vinegar (100% v/v) was presented for
the third time and 11.23 � 3.53% when concentrated
vanilla essence was presented for the third time (100%
v/v; Figure 7b,d). After habituation, we evaluated odour
discrimination through the dishabituation phenomenon,
which is reflected as an increase in exploration when a

F I GURE 6 Modifications in MOB population activity induced by prolonged passive olfactory exposure in awake animals. Main

olfactory bulb (MOB) local field potential recordings and their corresponding spectrograms in control animals (left) and prolonged passive

olfactory-exposed (enriched; middle) animals, during spontaneous conditions (a) and in the presence of amyl acetate (b) and lemon essential

oil (c). Colour scales represent the spectrogram relative power, in all cases. The graphs on the right show the quantifications of relative

power in three different frequency bands: theta (1–12 Hz), beta (12–30 Hz) and gamma (30–120 Hz) for the control animals (green) and

prolonged passive olfactory-exposed (enriched; blue) animals. Note a reduction in the theta frequency band and an increase in beta and

gamma frequency bands in enriched animals. Data are presented as mean � standard error of the mean (SEM). *p < 0.05
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new odourant is presented (Cornejo-Montes-de-Oca
et al., 2018). To quantify this phenomenon, we measured
the ‘cross-habituation index’ (Wesson et al., 2010) calcu-
lated by subtracting the last exploration time of any given
odour (third exposure) to the exploration of the subse-
quent novel odour trial (first exposure) (Hern�andez-Soto
et al., 2021). Odour discrimination of concentrated
odours was similar in both groups because their cross-

habituation index was not significantly different between
prolonged passive olfactory-exposed animals and control
non-implanted animals (83.40 � 3.20 and 85.87 � 2.63,
respectively; n = 6 in both groups; p > 0.05; Figure 7f).

To increase the sensory challenge during the habitua-
tion/dishabituation test, we repeated it while odour con-
centration was reduced to 1% v/v (Figure 7c,g–i). By
doing so, we observed that prolonged passive olfactory-

F I GURE 7 Prolonged passive olfactory exposure improves habituation/dishabituation of odours at low concentration in non-implanted

animals. (a) Quantification of the latency to reach the buried food for the control animals (green) and prolonged passive olfactory-exposed

(enriched; blue) animals. (b,c) Mean exploration time to the repetitive presentation of distilled water and two odours (vinegar or vanilla) at

high (100%) and low (1% v/v, diluted in distilled water) concentrations in control and enriched animals. The reduction in exploration upon

repetitive presentation of the same odour reflects habituation, whereas the increase in exploration upon the presentation of a new odour

reflects the dishabituation. The same habituation/dishabituation tests were quantified as normalized exploratory time (first stimulus of each

block set as 100%) for the same control animals (d,g) and enriched animals (e,h), at low and high concentrations. The normalized cross-

habituation indexes for both groups and odour concentration are also graphed (f,i). Data are presented as mean � standard error of the

mean (SEM). *p < 0.05, **p < 0.001, ****p < 0.0001
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exposed animals significantly increased their exploration
time when vanilla essence was presented for the first
(5.75 � 1.31 s; n = 6; p < 0.05; Figure 7c) and second
time (3.75 � 0.99 s; n = 6; p < 0.05; Figure 7c) compared
with the control non-implanted animals (1.66 � 0.41 and
0.53 � 0.24 s, respectively; Figure 7c), which indicates
that prolonged passive olfactory-exposed animals
detected the diluted odour. When the exploration was
normalized, prolonged passive olfactory-exposed animals
clearly exhibited odour habituation because their explor-
atory time was reduced to 38.82 � 16.22% when diluted
vinegar (1% v/v; p < 0.05; Figure 7c,h) was presented for
the third time and 55.40 � 13.02% when diluted vanilla
essence was presented for the third time (1% v/v; p <
0.05; Figure 7c,h). In contrast, control non-implanted
animals did not show a clear habituation to repetitive
odour exposure to diluted vinegar (60.39 � 18.50% in its
third exposure; n = 6; p > 0.05; Figure 7c,g) or diluted
vanilla essence (57.48 � 22.30% in its third exposure;
n = 6; p > 0.05; Figure 7c,g). Moreover, we also found a
difference in odour discrimination between groups,
because the cross-habituation index of the prolonged
passive olfactory-exposed animals (66.76 � 7.68) was
significantly higher than that of control non-implanted
animals (30.51 � 18.25, respectively; n = 6; p < 0.05;
Figure 7i).

We also evaluated the ability of implanted animals to
habituate to a repetitive odour presentation and discrimi-
nate between odours with the habituation/dishabituation
test using low odour concentration (1% v/v; Figure 8). By
doing so, we observed that prolonged passive olfactory-
exposed animals significantly increased their exploration
time when vanilla essence was presented for the first
time (7.88 � 2.52 s; n = 3; p < 0.05; Figure 8a) compared
with the control implanted animals (0.19 � 0.19 s; n = 3;
Figure 8a), which indicates that prolonged passive
olfactory-exposed animals detected this diluted odour
more efficiently. When the exploration was normalized,
prolonged passive olfactory-exposed animals clearly
exhibited odour habituation because their exploratory
time was reduced to 29.01 � 2.61% when diluted vinegar
(1% v/v; p < 0.05; Figure 8a,c) was presented for the third
time and to 16.09 � 11.76% when diluted vanilla essence
was presented for the third time (1% v/v; p < 0.05;
Figure 8a,c). In contrast, control implanted animals did
not show a clear habituation to repetitive odour exposure
to diluted vinegar (1103.00 � 933.80% in its third expo-
sure; n = 3; p > 0.05; Figure 8a,b) or diluted vanilla
essence (107.60 � 7.60% in its third exposure; n = 3;
p > 0.05; Figure 8a,b). Moreover, we also found a differ-
ence in odour discrimination between groups, because
the cross-habituation index of the prolonged passive
olfactory-exposed animals (79.55 � 5.07) was

significantly higher than that of control implanted ani-
mals (�315.80 � 319.94, respectively; n = 3; p < 0.05;
Figure 8d).

3.5 | Prolonged passive olfactory
exposure promotes innate olfactory
behaviour

Peanut oil and TMT elicit strong innate attraction and
avoidance, respectively (Lin et al., 2006; Saito et al., 2017;
Witt et al., 2009). To further analyse if the
reconfiguration of MOB activity induced by prolonged
passive olfactory exposure influences innate olfactory
behaviours, we evaluated the innate responses to both
odours. During the habituation to the rectangular test
cage, in the absence of odours, animals of both groups
showed equal preference for the lateral compartments
over the central one (Figure 9a,d). We did not observe
any significant differences in the time spent in the three
compartments in which the test box was imaginarily
divided (p > 0.05; n = 6 in both groups; Figure 9a,b).
However, when peanut oil (50% v/v) was in one lateral
compartment we observed that prolonged passive
olfactory-exposed animals spent significantly more time
in such compartment (131.00 � 6.74 s) than control non-
implanted animals (88.67 � 18.35 s; p < 0.05; n = 6;
Figure 9a,b). To better describe the innate response to
odours, we measured the preference index (see
Section 2). A negative value indicates avoidance, and a
positive value indicates preference (Lazarini et al., 2014).
Thus, peanut oil led to a positive preference index that
was significantly higher in prolonged passive olfactory-
exposed animals (57.40 � 17.67; n = 5; Figure 9c) than
control non-implanted animals (16.40 � 16.86; p < 0.05;
n = 5; Figure 9c). We also evaluated the innate avoidance
to TMT (10%) and found that prolonged passive
olfactory-exposed animals spent significantly more time
in the opposite compartment (125.33 � 11.90 s, n = 12;
Figure 9d,e) than control animals (85.67 � 13.39 s;
p < 0.05; n = 12; Figure 9d,e). Consequently, animals
exhibited a negative preference index that was signifi-
cantly higher in prolonged passive olfactory-exposed ani-
mals (�56 � 11.60; n = 12; Figure 9f) than control non-
implanted animals (�14.50 � 21.73 s; p < 0.05; n = 12;
Figure 9f).

4 | DISCUSSION

In the present study, we described a profound MOB
reconfiguration induced by prolonged passive olfactory
experience that can be observed, with slight differences,
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in awake and anaesthetized animals. This
reconfiguration impacts MOB input integration at the
glomerular layer and MOB population activity (recorded
at the granular layer), which correlates with BDNF accu-
mulation. It also improves innate olfactory responses rev-
ealed under challenging conditions (low odour
concentration).

The prolonged passive olfactory experience used in
this study drastically changed the glomerular activation
pattern that included an increase in the activated glomer-
ular area and signal intensity, combined with a refine-
ment in the number of activated glomeruli and less-
overlapping (i.e., more specific) glomerular maps. Similar
increments in glomerular volume after sensory experi-
ence have been extensively reported for various odour-
exposure protocols in vertebrates and invertebrates
(Arenas et al., 2009; Liu et al., 2016; Valle-Leija
et al., 2012) and have been associated with increased
numbers of mitral and tufted cells (Liu et al., 2016;
Rosselli-Austin & Williams, 1990), glomerular interneu-
rons (Bonzano et al., 2016; Bovetti et al., 2009; Busto
et al., 2009; Degano et al., 2014; Sachse et al., 2007; Woo
et al., 2006), arriving olfactory sensory neuron (OSN)

terminals (Cadiou et al., 2014; Degano et al., 2014;
Monjaraz-Fuentes et al., 2017), synapse density (Brown
et al., 2004, 2002) and synaptic markers (Inoue
et al., 2021). Further research is needed to determine
which of these changes are involved in the increased acti-
vated glomerular area under our experimental
conditions.

As observed in this study, there seems to be a close
relationship between the changes in glomerular size
induced by olfactory experience and changes in their
response intensity (Arenas et al., 2009; Ross &
Fletcher, 2018). Here, we found that the increase in glo-
merular area induced by prolonged passive olfactory
experience correlates with a rise in the intensity of the
glomerular response (Figure 2). The increase in glomeru-
lar intensity upon olfactory experience has been previ-
ously reported (Dewaele et al., 2018; Inoue et al., 2021;
Sachse et al., 2007; Woo et al., 2007) and might be related
to the increase in the amount of arriving terminal axons
from OSNs (Cadiou et al., 2014; Degano et al., 2014;
Monjaraz-Fuentes et al., 2017) and/or a more efficient
OSN transduction signal (Cadiou et al., 2014). Moreover,
the increase in glomerular responses after olfactory

F I GURE 8 Prolonged passive olfactory exposure improves habituation/dishabituation of odours at low concentration in implanted

animals. (a) Mean exploration time to the repetitive presentation of distilled water and two odours (vinegar or vanilla) at low concentration

(1% v/v, diluted in distilled water) in control and enriched animals. The reduction in exploration upon repetitive presentation of the same

odour reflects habituation, whereas the increase in exploration upon the presentation of a new odour reflects the dishabituation. The same

habituation/dishabituation tests were quantified as normalized exploratory time (first stimulus of each block set as 100%) for the same

control animals (b) and enriched animals (c). The normalized cross-habituation indexes for both groups and odour concentration are also

graphed (d). Data are presented as mean � standard error of the mean (SEM). *p < 0.05
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experience can be also due to enhanced responses of glo-
merular interneurons (Sachse et al., 2007; Mandairon
et al., 2008, 2018; Zhou et al., 2016: Geramita &
Urban, 2016; Arenkiel et al., 2011; Degano et al., 2014) or
more stable synaptic interactions within glomeruli

(Livneh & Mizrahi, 2011). Interestingly, the increase in
glomerular interneuron activity would not only enhance
glomerular signals but also increase lateral inhibition
(Geramita & Urban, 2016; Mandairon et al., 2018; Zhou
et al., 2016), which could contribute to the refined and

F I GURE 9 Prolonged passive olfactory exposure increases innate olfactory preference and aversion in nonimplanted animals. Raster

plots of animal occupancy in each of the three sections of the test box are shown (a,d). The scent (peanut oil 50% v/v [a] or

2,4,5-trimethylthiazole (TMT) 10% v/v [d]) was placed one section (#3) of the test box, as indicated by the red dot in the coloured box on the

right. The exploration of each lateral section is also graphed: Left: odourless section; right: section with the attractive or repulsive odours

(peanut oil 50% or TMT 10% v/v, respectively) (b,e). The preference index for the attractive (c) and repulsive (f) odours is also graphed for

the control animals (green) and prolonged passive olfactory-exposed (enriched; blue) animals. Data are presented as mean � standard error

of the mean (SEM). *p < 0.05
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sparser representation of odours upon olfactory experi-
ence (Geramita & Urban, 2016; Mandairon et al., 2018).
It has yet to be determined which of these changes partic-
ipate in the increased glomerular intensity under our
experimental conditions.

Here, we found that after prolonged passive olfactory
experience in adults, the glomerular maps recruit fewer
glomeruli and that are less overlapped between odours.
Similarly, previous reports have shown that home-cage
ventilation conditions or odour experience can reduce
the number of activated glomeruli (Degano et al., 2014;
Kerr & Belluscio, 2006; Oliva et al., 2008), and odour
experience can accelerate the refinement of the glomeru-
lar maps (Degano et al., 2014; Kerr & Belluscio, 2006;
Marks et al., 2006), reducing the number of activated glo-
meruli and increasing the specificity of the glomerular
maps (Degano et al., 2014; Kerr & Belluscio, 2006; Marks
et al., 2006). This reconfiguration, perhaps occurring dur-
ing passive odour experience (Arenkiel et al., 2011;
Degano et al., 2014; Geramita & Urban, 2016; Mandairon
et al., 2008, 2018; Sachse et al., 2007; Zhou et al., 2016),
could improve odour discrimination by inducing sparser
representations (Geramita & Urban, 2016; Mandairon
et al., 2018; Zhou et al., 2016) and less-overlapped func-
tional maps (Mandairon et al., 2018; Mandairon, Stack, &
Linster, 2006; Woo et al., 2007), ultimately contributing
to improve odour detection and discrimination
(Mandairon et al., 2018; Moreno et al., 2009).

Another major change found in this study is that pro-
longed passive olfactory experience dramatically changes
MOB population activity in the presence and absence of
odours, which is reflected as a decrease in slow oscilla-
tions (<12 Hz) and an increase in fast oscillations
(>12 Hz). This shift in the MOB oscillatory pattern,
induced by prolonged passive olfactory experience, is
contrary to the one observed in some pathological condi-
tions (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hern�andez-
Soto et al., 2021), which is characterized by ‘slowed’
MOB population activity (i.e., increase in slow oscilla-
tions and decrease in fast ones; Cornejo-Montes-de-Oca
et al., 2018; Hern�andez-Soto et al., 2021) and is induced
in the MOB by either chronic intermittent hypoxia
(Hern�andez-Soto et al., 2021) or amyloid beta (Cornejo-
Montes-de-Oca et al., 2018). Thus, it is likely that the
change in MOB activity observed in this study could be
reflecting the induction of a neuroprotective state after
prolonged passive olfactory experience.

The reduction of slow frequency oscillations after pro-
longed passive olfactory experience could be related to a
decrease in the rhythmic inputs arriving from the olfac-
tory epithelium (Barbour et al., 2008) or the diminished
responsiveness of mitral cells to such inputs (Buonviso
et al., 1998; Buonviso & Chaput, 2000; Chaudhury

et al., 2010; Kato et al., 2012). The increase in interneu-
ron activity, mostly in the granular layer (Arenkiel
et al., 2011; Moreno et al., 2009), could be the basis of the
increase in MOB fast rhythms (Boyd et al., 2012), mainly
in the gamma range (>30 Hz) induced by repetitive stim-
ulation (Arenkiel et al., 2011; Geramita & Urban, 2016;
Mandairon, Stack, Kiselycznyk, & Linster, 2006; Moreno
et al., 2009; Zhou et al., 2016). The increase in beta activ-
ity (12–30 Hz) after sensory experience could be
influenced by changes in the centrifugal modulation from
the piriform cortex (Boyd et al., 2012), a structure that
has been scarcely studied after prolonged olfactory
experience (Fleming et al., 2019; Jacobson et al., 2018).
Interestingly, daily home-cage odour exposure produces
an equivalent increase in beta activity in the piriform
cortex and improves odour discrimination as active
odour training does (Fleming et al., 2019). This finding
may indicate that the increase in MOB beta activity and
the improvement in olfactory discrimination observed in
this study could be similar to those observed during
active olfactory learning (Fleming et al., 2019). These
possibilities need to be thoroughly explored during the
prolonged passive odour experience protocol used in
this study.

Most of the plastic changes described so far might be
influenced by BDNF overproduction (Degano et al., 2014;
McLean et al., 2001; Oliva et al., 2008). As also shown in
neonates (Degano et al., 2014), olfactory exposure
increases the levels of BDNF after prolonged passive
odour experience in adults (Kim et al., 2019). BDNF
expression in the olfactory bulb is known to be activity-
dependent (Biju et al., 2008; McLean et al., 2001; Yuan,
2008), modulates glomerular architecture (Bergami
et al., 2013; Cao et al., 2007) and participates in olfactory
refinement, synaptic specialization and reconfiguration
of glomerular maps (Degano et al., 2014; Tisay
et al., 2000), to the extent that these plastic changes can
be abolished by decreasing BDNF levels (Degano
et al., 2014; Oliva et al., 2008). So far, we have just shown
a correlation between an increase in BDNF levels and
MOB reconfiguration, and the specific roles of BDNF on
this complex phenomenon need to be deciphered.

Finally, our results indicate that passive olfactory
experience increases innate olfactory behaviours such as
habituation/dishabituation and innate preference/avoid-
ance. It has been previously shown that prolonged odour
experience increases habituation/dishabituation (Inoue
et al., 2021; Mandairon et al., 2018), even under challeng-
ing conditions (i.e., discrimination between enantiomers;
Mandairon et al., 2018). We also found that prolonged
passive olfactory experience increases olfaction under
challenging conditions; namely, the discrimination of
odours at low concentrations. These improvements in
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innate olfaction induced by olfactory experience correlate
with increased glomerular volume and sensitivity, as well
as with increased synaptic markers (Inoue et al., 2021).
These are likely mechanisms involved in the
reconfiguration described in this study and that need to
be thoroughly explored in the future.

5 | CONCLUSION

Our holistic study found that prolonged passive olfactory
experience in adult animals produces a dramatic
reconfiguration of the MOB network, possibly driven by
BDNF, which improves innate olfactory responses
through cellular and network mechanisms that are yet to
be revealed.
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Abstract.
Background: Deficits in odor detection and discrimination are premature symptoms of Alzheimer’s disease (AD) that
correlate with pathological signs in the olfactory bulb (OB) and piriform cortex (PCx). Similar olfactory dysfunction has
been characterized in AD transgenic mice that overproduce amyloid-� peptide (A�), which can be prevented by reducing A�
levels by immunological and pharmacological means, suggesting that olfactory dysfunction depends on A� accumulation and
A�-driven alterations in the OB and/or PCx, as well as on their activation. However, this possibility needs further exploration.
Objective: To characterize the effects of A� on OB and PCx excitability/coupling and on olfaction.
Methods: A� oligomerized solution (containing oligomers, monomers, and protofibrils) or its vehicle were intracerebroven-
tricularlly injected two weeks before OB and PCx excitability and synchrony were evaluated through field recordings in
vivo and in brain slices. Synaptic transmission from the OB to the PCx was also evaluated in slices. Olfaction was assessed
through the habituation/dishabituation test.
Results: A� did not affect lateral olfactory tract transmission into the PCx but reduced odor habituation and cross-habituation.
This olfactory dysfunction was related to a reduction of PCx and OB network activity power in vivo. Moreover, the coher-
ence between PCx-OB activities was also reduced by A�. Finally, A� treatment exacerbated the 4-aminopyridine-induced
excitation in the PCx in slices.
Conclusion: Our results show that A�-induced olfactory dysfunction involves a complex set of pathological changes at
different levels of the olfactory pathway including alterations in PCx excitability and its coupling with the OB. These
pathological changes might contribute to hyposmia in AD.

Keywords: Alzheimer’s disease, coherence, hyperexcitability, local field potential, main olfactory bulb, olfactory function,
piriform cortex
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INTRODUCTION

Olfactory processing relies on a recurrent network
pathway that relays first in the olfactory bulb (OB)
and then in the piriform cortex (PCx) [1–3]. Disrup-
tion of either of these circuits impairs odor perception
[1–3], which is an early sign of Alzheimer’s disease
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(AD) [4, 5]. Olfactory dysfunction in AD precedes
cognitive impairments [5–7] and includes deficits
in odor detection and discrimination, possibly due
to alterations in different olfactory circuits [7–11].
Similar olfactory dysfunctions observed in AD trans-
genic mice that overproduce amyloid-� peptide (A�)
[12–15] correlate with neuroanatomical changes in
the OB and PCx [16–20].

Histopathological markers of AD are observed
throughout the olfactory pathway [21–23]. Neurofib-
rillary tangles [21, 24] and A� deposits observed in
the OB and PCx [23, 24] correlate with clinical symp-
toms in AD patients [22]. A similar scenario, but with
some variability, can be found in AD transgenic mice
that overproduce A� [19, 25–28]. For instance, A�
deposition in the OB and PCx has been observed
in Tg2576 transgenic mice [28, 29] and APP/PS1
double transgenic mice [16, 30]. Alternatively, triple
transgenic mice (3xTg-AD) exhibit A� accumulation
in the PCx but not in the OB [31], while PLB4 trans-
genic mice exhibit A� oligomer accumulation in the
PCx, with no signs of plaque deposition [32]. Despite
the differences in A� presence, these AD transgenic
mice exhibit olfactory dysfunctions [26, 28–32].

Olfactory dysfunction in AD transgenic mice that
overproduce A� can be prevented by reducing A�
levels or neutralizing A� through pharmacological
means [28, 33] or immunization [34, 35], respec-
tively, suggesting that olfactory dysfunction in AD
transgenic mice depends on A� accumulation [28,
34–36]. To further support the notion that A� is
responsible for olfactory dysfunction in AD, we have
shown that direct intrabulbar microinjection of A�
oligomers [37–39] induces a reduction in odor detec-
tion [37, 39], a function that mostly relies on the
OB [40–42]. Interestingly, A� oligomers also reduce
odor habituation and discrimination [38, 39], which
rely on both PCx activity and PCx–OB recurrent
interactions [40–42].

Odor habituation and discrimination are affected
in AD patients [43] and AD transgenic mice that
overproduce A� [29, 33–36], which correlates with
1) A� accumulation in the PCx [29, 33, 35, 36],
2) functional imaging alterations in the PCx [43,
44] and 3) hyper- and hypoexcitability in the PCx
of AD transgenic mice that overproduce A� [28].
Thus, it is likely that A� could directly affect PCx
excitability and/or its interaction with the OB. To test
this possibility, we evaluated the effects of A� on
PCx activity (simultaneously recorded with the OB),
PCx–OB interactions and on their excitability. We
found that A� intracerebroventricular administration

reduces odor habituation and discrimination while
reducing PCx and OB network activity and their
coherence. We also found that A� exacerbates the
PCx response to the pro-convulsant 4-aminopyridine
(4-AP) [45–47].

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

The experimental procedures were approved by the
Bioethics Committee of the Institute of Neurobiology
at UNAM and were performed in accordance with
the guidelines of the Official Mexican Norm for the
Use and Care of Laboratory Animals (Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZOO-1999) and the Institu-
tional Animal Care and Use Committee Guidebook
(NIH publication 80–23, Bethesda, MD, USA, 1996).

Subjects

Adult CD1 mice (8 weeks old; 30–35 g) were
obtained from the breeding colony of the animal facil-
ity at the Institute of Neurobiology, UNAM. The mice
were housed in groups of 3-4 animals in transpar-
ent acrylic cages and maintained in a vivarium with
controlled temperature (22 ± 1◦C), as well as with
food and water ad libitum. Animals were kept under
a normal 12 h light-12 h dark cycle.

Aβ preparation

A�1–42 was obtained from American Peptide
(Sunnyvale, CA). Oligomerization was performed as
previously described [39, 48]. Briefly, solid A�1–42
peptide was dissolved in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP) at a final peptide concentration of
1 mM and incubated for 60 min at room tempera-
ture. HFIP was evaporated overnight, and DMSO
was added to prepare a 5 mM solution. Such solu-
tion was then diluted with F12 medium to reach
a final concentration of 100 �M. This solution was
incubated at 5◦C for 24 h and then centrifuged at
14,000 rpm at 4◦C for 10 min. The supernatant was
collected and maintained at 4◦C until used for experi-
ments. The composition of the oligomerized A�1–42
solution used for this study was corroborated with
standard electrophoresis followed by silver stain-
ing, which exhibits the presence of A� oligomers,
monomers, and protofibrils (Fig. 1C; inset) [39, 48].
For this study, we administered A� into the cere-
brospinal fluid (CSF) at a dose of 500 pmoles [49]. We
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Fig. 1. Synaptic transmission from the OB to the PCx ex vivo is not affected by intracerebral A� injection. A) Representative fEPSPs
recorded in the PCx layer II evoked by LOT stimulation (in OB-PCx slices) under basal conditions and in the presence of synaptic blockers
as follows: bicuculline (Bic) 50 �M, APV 100 �M, CNQX 6 �M, CdCl2 200 �M, and lidocaine 1 mM (Lido). B) Quantification of the
remnant of the normalized fEPSP amplitude (basal set as 100%) after the sequential application of synaptic blockers in slices obtained from
control animals (injected with F12 medium; CTL; black) and from A�-injected animals (gray). *p < 0.05 denotes a significant difference
versus basal. C) Stimulus-response curves of the EPSPs recorded in slices obtained from CTL and A�-injected animals (same color code).
Inset: Silver-stained gel of the electrophoretic pattern of the A� oligomerized solution (right lane; monomers, dimers, trimers/tetramers,
and heptamers/octamers are the main oligomeric forms) along with a molecular-weight (MW) size marker (left lane). D) Paired pulse
ratio (P2/P1) as a function of the interstimulus interval (ISI) in slices obtained from CTL and A�-injected animals (same color code). No
differences were observed between the groups in any of the stimulation intensities or interstimulus intervals used.

chose this dose based on three previous experimen-
tal observations. First, we showed that 200 pmoles
of A� induces olfactory dysfunction when applied
directly into the OB [37, 39]. Secondly, we already
know that, when applied into the CSF, increasing A�
dose by 2.5-fold produces similar effects than those
induced by its local application [50, 51]. Moreover,
intraventricular injection of A� 500 pmoles is enough
to induce olfactory dysfunction in mice, by reaching
different circuits, while a lower dose did not induce
alterations [49].

Aβ administration, electrode implantation, and
recording in vivo

Animals were anesthetized with a mixture of
ketamine (100 mg/kg) and xylazine (4 mg/kg) (i.p.).
Mice were also administered (s.c) saline solution
(0.9%) (15 ml/Kg). After verifying anesthesia depth
(absence of tail pinch and pedal reflexes), animals
were affixed to a stereotaxic frame (Stoelting Co.
IL). A� (500 pmoles) or its vehicle (F12 medium)
was intracerebroventricularly microinjected at the
following coordinates: AP = –0.2, L = ± 1, V = 2.5
[52]. A stainless-steel needle connected to a Hamil-
ton microsyringe (10 �l) (Hamilton Company) by

plastic tubing was used for the microinjection. An
infusion volume of 5 �l at 0.5 �l/min was controlled
by a microinfusion pump (WPI 220i). After the infu-
sion, the needle remained inside the ventricle for at
least 5 min to ensure proper diffusion of the injected
content. A subgroup of injected animals was sutured,
treated with an analgesic (meloxicam; 2 mg/kg; i.m.),
and allowed to recover from the surgical procedure
for 2 weeks before any behavioral or electrophys-
iological evaluation. After microinjection of either
A� or its vehicle, a subgroup of injected animals
was implanted with recording electrodes, as follows,
to perform electrophysiological evaluations in vivo
while awake. A bipolar electrode, made of two paral-
lel strands of stainless steel (California Fine Wire),
insulated except for their tip, was implanted into
the PCx at the following coordinates: AP = 1.94,
L = ± 2.1, V = 4.8 [52]. A second bipolar electrode,
with identical characteristics, was implanted into the
OB at the following coordinates: AP = 4.8, L = ± 0.7,
V = 1.6 [52]. These electrodes were attached to a
male connector pin for subsequent connection to the
electrophysiological recording system. Two stainless
steel screws were threaded into the cranium over
the cerebellum (coordinates AP = –10.0, L = ± 3.0
and V = 1.0) to ground the signal and support the
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implanted electrodes. The arrangement of electrodes,
screws and connector was fixed to the skull with
dental acrylic (MDC Dental-NicTone R3V). Animals
were treated with an analgesic (meloxicam; 2 mg/kg;
i.m.) and allowed to recover from the surgical pro-
cedure for 2 weeks before any further experimental
manipulation.

Electrophysiological recordings in vivo

Two weeks after A� or F12 medium was ad-
ministered, the local field potential (LFP) was simul-
taneously measured in the OB and PCx while animals
were freely moving. These animals were introduced
into a new cage, with identical characteristics as their
home cage but with clean sawdust, located inside a
Faraday cage. LFPs were recorded for 30 min while
animals remained at rest in this new cage. The signals
were amplified, filtered (high-pass, 0.1 Hz; low-pass,
0.75 kHz; Grass Instruments) and digitized at 10 kHz
(Digidata, Molecular Devices).

OB-PCx slice preparation

Two weeks after either A� or F12 medium was
administered, the non-implanted animals were euth-
anized with an overdose of sodium pentobarbital
(70 mg/kg, i.p.) and perfused transcardially with cold
modified artificial cerebrospinal fluid (aCSF), con-
taining 238 mM sucrose, 3 mM KCl, 2.5 mM MgCl2,
25 mM NaHCO3, and 30 mM D-glucose, pH 7.4 and
bubbled with carbogen (95% O2 and 5% CO2). The
brain was extracted and dissected in ice-cold normal
aCSF containing 119 mM NaCl, 3 mM KCl, 1.5 mM
CaCl2, 1 mM MgCl2, 25 mM NaHCO3, and 30 mM
D-glucose, pH 7.4 and bubbled with carbogen. OB-
PCx slices were obtained as previously described
[53]. Briefly, one hemisphere was mounted on a
plastic block, with the characteristics described by
McGinley and Westbrook [53], to obtain a single
parasagittal 400 �m thick slice preserving the con-
nectivity between the ventral anterior PCx and the OB
through the lateral olfactory tract (LOT). The slices
were allowed to recover in bubbled aCSF at room
temperature for at least 60 min before any experimen-
tal manipulation.

Electrophysiological recordings in vitro

For LFP recordings, brain slices were transferred
to a chamber that was continuously perfused with
oxygenated aCSF maintained at 30–32◦C. LFP was
recorded with borosilicate electrodes (1 M�) filled

with aCSF and positioned on anterior PCx layer II
and the OB granular cell layer [37]. LFP was recorded
for 20 min to obtain the basal network activity in both
structures. Thereafter, 4-AP (100 �M) [47, 54] was
added to the bath and its effects were evaluated for
45 min. Finally, 1 mM lidocaine was applied to block
neural activity and confirm the viability of each slice
[55]. The signals were amplified, filtered (high-pass,
0.1 Hz; low-pass, 0.75 kHz; Grass Instruments) and
digitized at 10 kHz (Digidata, Molecular Devices).

Synaptic transmission between the OB and PCx,
and its short-term plasticity, was evaluated by record-
ing the field excitatory postsynaptic potential (fEPSP)
using the paired pulse protocol in vitro [55, 56], in
slices obtained from A� and F12 medium microin-
jected animals. In the same OB-PCx slices, a concen-
tric bipolar platinum electrode (75 �m diameter at the
tip) was placed on the LOT, near its origin in the OB,
while evoked fEPSPs were recorded in PCx layer ll
upon LOT voltage square pulse (100 �s, 0.1 Hz) stim-
ulation. Any given stimulation was repeated 5 times
and the averaged fEPSP was included in each data
set. The stimulus intensity was increased from 0.3 to
1.5 V (by 0.1 V steps) to evaluate the input/output
(I/O) relationship in this synaptic connection [55,
56]. With the stimulus intensity adjusted to induce
an fEPSP with 30–50% of the maximal amplitude,
paired pulses were applied with an interstimulus
interval (ISI) between 30 ms and 300 ms to evaluate
the short-term plasticity of this synaptic connection
[55, 56]. The paired pulse ratio (PPR) was calculated
as follows: P2/P1, where P2 is the amplitude of the
second fEPSP and P1 is the amplitude of the first
one [55, 56]. After recording the fEPSP under basal
conditions, at 30–50% of the maximal amplitude, sev-
eral drugs were bath applied to evaluate the synaptic
components of the fEPSP. To reveal a contribution
of GABAA-dependent transmission to the fEPSP, we
bath applied its antagonist bicuculline (Bic 50 �M;
Sigma-Aldrich) [57, 58] and measured its effect for
10 min. Then, to evaluate the contribution of NMDA
glutamate receptors to the fEPSP, we bath applied
their antagonist APV (100 �M; Sigma-Aldrich) [59,
60] and measured its effect for 10 min. To evaluate
the contribution of non-NMDA glutamate receptors
to the fEPSP, we bath applied their antagonist CNQX
(6 �M; Sigma-Aldrich) [61, 62] and measured its
effect for 10 min. In an independent set of experi-
ments, performed in OB-PCx slices obtained from
naı̈ve animals, the same set of fEPSPs and evaluations
were recorded under control conditions as well as
60 min after the continuous presence of A� (30 nM)
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in the recording bath. At the end of all evaluations,
CdCl2 (200 �M) and lidocaine (1 mM) were sequen-
tially added to the bath to block synaptic transmission
and neural activity, respectively [63]. The signals
were amplified, filtered (high-pass, 0.1 Hz; low-pass,
0.75 kHz; Grass Instruments) and digitized at 10 kHz
(Digidata, Molecular Devices).

Habituation/dishabituation test

Odor habituation and discrimination were evalu-
ated through the habituation-dishabituation test, as
described previously [38]. Briefly, mice were habit-
uated to the experimental cage for 30 min. Next, a
swab attached to a removable holder was presented
at the side of the cage for 3 min. The tip of the swab
was impregnated with either water (5 �l) or an odor
(acetic acid or vanilla; 5 �l). This procedure was
repeated several times with 1 min intervals. In the
first two exposures the swab contained water. In the
third trial the swab randomly contained either acetic
acid (100% v/v; Herdez Company) or vanilla odor
(100 % v/v; Herdez Company). The odor selected
for the third trial was repeated in the fourth and fifth
trials (always with 1 min intervals between trials),
constituting an odor block. At the end of the first odor
block, in the sixth trial, the other odor was presented.
The odor selected for the sixth trial was repeated in
the seventh and eighth trials (second odor block).
To quantify the exploration time of each stimulus,
exploration was considered when the mouse’s nose
remained sniffing within 2 cm of swab. The habitua-
tion phase of the test evaluates the reduction in time
that mice spend smelling on each repeated stimulus
with the same odor, whereas the dishabituation phase
of the test evaluates whether the mice were able to
spontaneously recognize a novel odorant stimulus by
spending more time smelling the swab that contains
it [38].

Data analysis and statistics

Data distribution was assessed with the Shapiro-
Wilk normality test. When the assumptions for
parametric testing were not reached, no-parametric
tests were used. Electrophysiological recordings
were analyzed off-line. The amplitude of the fEPSP
was measured from the end of the stimulus artifact
to the fEPSP peak with Clampfit software (v.10.7,
Molecular Devices). For the pharmacological exper-
iments, the amplitude of the fEPSP recorded under
basal conditions was set as 100% and the amplitude of

the subsequent fEPSP in the presence of any drug was
measured as % of basal. For statistical comparisons of
these pharmacological experiments, an ANOVA test
followed by Dunnett’s correction was performed. For
the comparisons of the I/O curves or the PPR curves
of both experimental groups (F12 medium versus A�)
we used a two-way ANOVA test. To compare the
effects of A� bath application on fEPSP amplitude
or PPR, we used a t-test for independent groups.

For the spontaneous network activity, a power
spectrum analysis was performed using the Rapid
Fourier Transform Algorithm with a Hamming
window using Clampfit. Ten segments (10 s long)
were analyzed and averaged. The power of the
broad-frequency band (1-55 Hz) of each individ-
ual experiment under basal conditions (i.e., activity
before 4-AP application) was set as 100% and the
activity in the presence of 4-AP 100 �M was quan-
tified as % of basal. Then, a Mann-Whitney U
test was performed to compare the power before
and after 4-AP application. Spontaneous population
spikes induced by 4-AP were detected manually
and their amplitude and frequency were measured
with Clampfit. The power of population spikes was
also normalized to basal condition (defined as the
100%) and analyzed using a Mann-Whitney U test.
The in vivo LFP power spectra were segmented into
the following frequency bands: delta (1–3 Hz), theta
(3–12 Hz), beta (13–35 Hz), and gamma (36–55 Hz).
Aside from raw power, relative power was calculated
as the percentage contributed by each frequency to the
total power in the broad-frequency band (1–55 Hz).
These data were analyzed with the Mann-Whitney
U test. The coherence between the activities of the
OB and the PCx was measured using the function
“mscohere” in MATLAB software (R2020a). Coher-
ence was averaged in the following frequency bands:
delta (1–3 Hz), theta (3–12 Hz), beta (13–35 Hz), and
gamma (36–55 Hz). Coherence was analyzed with an
ANOVA followed by Sidak’s multiple comparisons.

Behavioral parameters were analyzed using a two-
way ANOVA followed by Fisher’s LSD post-hoc
test to evaluate the habituation between the first
odor stimulus and the last stimulus of each odor
block and the cross-habituation comparing the third
odor stimulus of a block with the first stimulus
of the second block. The cross-habituation index
was also calculated by subtracting the normalized
exploratory time of the last stimulus of an odor block
to the normalized investigatory time of the next odor
block [33]. These cross-habituation values were com-
pared using a Mann-Whitney U test. GraphPad Prism
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(version 8.0) software was used for graphs and statis-
tical analysis. Data are presented as the mean ± EEM.
Differences were considered significant at p < 0.05.

RESULTS

Synaptic transmission between the OB and the
PCx is not affected by injection of Aβ in vivo

Stimulation of the LOT in OB-PCx slices evoked a
typical glutamatergic fEPSP in PCx layer II (Fig. 1A),
which was mediated by non-NMDA receptors, but
not by NMDA receptors, and with no contribu-
tion of GABAergic transmission (Fig. 1A, B). This
fEPSP was blocked by bath application of the non-
NMDA glutamate receptor CNQX 6 �M (p < 0.05,
n = 5; Fig. 1A, B), but was not altered by the previ-
ous sequential application of the GABAA antagonist
bicuculline 50 �M (p = 0.9, n = 5; Fig. 1A, B) and the
NMDA glutamate receptor antagonist APV 100 �M
(p = 0.9, n = 5; Fig. 1A, B). As expected, the fEPSP
was blocked by the bath application of both CdCl2
200 �M and lidocaine 1 mM (p < 0.05, n = 5; Fig. 1A,
B). As mentioned, CNQX 6 �M caused a signifi-
cant decrease in the fEPSP amplitude of 79 ± 7% in
the control group (injected with F12 medium) and
84 ± 7% in the group injected with A� (p < 0.05,
n = 5; Fig. 1B). These reductions in fEPSP amplitude
induced by CNQX were not different between groups
(p > 0.05, n = 5; Fig. 1B). No significant differences
were observed between groups in the presence of
any of the other transmission blocker tested (p > 0.05,
n = 5; Fig. 1B). The A� group was previously injected
intracerebroventricularlly with an oligomerized solu-
tion containing oligomers, monomers and protofibrils
(Fig. 1C; inset) [39, 48].

In order to evaluate the consequences of A� expo-
sure in vivo on synaptic transmission in the OB-PCx
connection ex vivo (in slices), the I/O relationships
were evaluated in OB-PCx slices obtained from
control animals (injected with F12 medium) and A�-
injected animals (Fig. 1C). We found no significant
differences in the I/O relationships between groups
(p = 0.9, n = 9; Fig. 1C). In order to evaluate the effects
of A� exposure in vivo on short-term plasticity of
the OB-PCx connection ex vivo, the PPR as a func-
tion of inter-stimulus interval (ISI) relationships were
evaluated in slices obtained from control animals
(injected with F12 medium) and A�-injected animals
(Fig. 1D). We found no significant differences in the
PPR/ISI relationships between groups (p = 0.8, n = 9;
Fig. 1D).

Synaptic transmission between the OB and the
PCx is not affected by acute application of Aβ in
vitro

Considering that A� microinjection in vivo did not
affect synaptic transmission between the OB and the
PCx two weeks after its application, we evaluated the
sensitivity of this connection to the bath application
of A� in vitro. In OB-PCx slices obtained from naı̈ve
animals, the amplitude of the fEPSP recorded in the
PCx layer-II exhibited an amplitude of 6.7 ± 0.7 �V
(Fig. 2A, C) and a PPR of 1.5 ± 0.07 (Fig. 2A, B)
which remained unaltered 1 h after the continuous
presence of A� 30 nM, since the fEPSP maintained
an amplitude of 6.8 ± 0.7 �V (101 ± 4 % of basal;
p > 0.7, n = 7; Fig. 2A-D) and a PPR of 1.5 ± 0.09
(p > 0.9, n = 7; Fig. 2A, B).

Aβ in vivo treatment exacerbates 4-AP-induced
hyperexcitability only in the PCx ex vivo

To evaluate the effect of A� on PCx excitability
we recorded its spontaneous LFP and induced hyper-
excitation by bath application of 4-Aminopyridine
(4-AP 100 �M) [47, 54]. Bath application of 4-
AP induces hyperexcitation in slices obtained from
control animals (injected with F12 medium) and A�-
injected animals (Fig. 3A), leading to the generation
of spontaneous population spikes in the PCx, more
potently in slices obtained from A�-injected ani-
mals than in slices obtained from control animals
(Fig. 3A). In the slices obtained from A�-injected ani-
mals, the 4-AP-induced population spikes exhibited
a significantly higher amplitude (200.9 ± 58.3 �V;
n = 8; Fig. 3C), frequency (0.18 ± 0.04 Hz; n = 8;
Fig. 3D) and increase in power (7.8 ± 4.0 × 104 %
of basal; n = 8; Fig. 3B) than the population spikes
obtained from control animals (70.1 ± 16.8 �V,
0.07 ± 0.02 Hz and 7.3 ± 2.8 × 103 % of basal,
respectively, n = 9; p < 0.05; Fig. 3).

In contrast to what we observed in the PCx, 4-
AP-induced hyperexcitation tended to be smaller
in OB-PCx slices obtained from control animals
(injected with F12 medium) than slices obtained
from A�-injected animals (Fig. 4). In the OB, 4-
AP-induced excitation lead to medium-voltage slow
activity that increased the power to 3.2 ± 2.4 × 104

% of basal in OB-PCx slices obtained from con-
trol animals, which was higher but not significantly
different (p = 0.1) than the increase in power (to
2.2 ± 1.1 × 103 % of basal) in OB-PCx slices
obtained from A�-injected animals.
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Fig. 2. Synaptic transmission from the OB to the PCx is not sensitive to A� application in vitro. A) Representative fEPSPs recorded in the
PCx layer II evoked by a paired LOT stimulation (in OB-PCx slices) under basal conditions 30 min and 1 h after A� 30 nM bath application
and after CdCl2 200 �M application. B) Quantification of the paired pulse ratio of the paired fEPSPs recorded under basal conditions and 1 h
after A� application. C) Quantification of the fEPSP amplitude of the first EPSP recorded under basal conditions and 1 h after A� application.
D) Normalized fEPSP amplitude recorded under basal conditions (set as 100%) and 1 h after A� application. “ns” (p > 0.05) denotes the
absence of a significant difference between conditions.

OB and PCx network activity and coherence are
depressed by injection of Aβ in vivo

When we evaluated the effect of A� injection
in vivo on the spontaneous LFP in freely moving
animals, we observed that two weeks after A� admin-
istration the activity of both the OB and the PCx
exhibited a reduction in amplitude (Fig. 5A). The
quantification of power in the theta (3–12 Hz), beta
(13–35 Hz), and gamma (36–55 Hz) frequency bands
exhibited a significant reduction in A�-injected ani-
mals compared to control animals (injected with F12
medium) (p < 0.05, n = 15; Fig. 5B, D). However, no
differences in the delta frequency band (<3 Hz) were
observed between groups (p > 0.1, n = 15; Fig. 5B, D).
Moreover, the relative power in all frequency bands
did not show differences between groups (p > 0.2,
n = 15; Fig. 5C, E).

As a proxy for functional communication between
the OB and the PCx, we evaluated the effect of
A� administration in vivo on their synchrony in
freely moving animals. For this purpose, we mea-
sured the coherence of both signals (Fig. 6) and
found that the coherence of OB-PCx activities was
reduced in A�-injected animals in the fast frequency
components of the spectrum (Fig. 6A). The con-
trol group showed a coherence value of 0.30 ± 0.01
for the beta frequency band (13–35 Hz), which was
significantly higher than the coherence recorded in
A�-injected animals (0.19 ± 0.01; p = 0.02, n = 15;
Fig. 6B). This was similar for the gamma fre-
quency band (36–55 Hz), as the control group showed
a coherence value of 0.29 ± 0.03, which was sig-
nificantly higher than the coherence recorded in
A�-injected animals (0.18 ± 0.01; p = 0.04, n = 15;
Fig. 6B). In addition, the theta band showed a
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Fig. 3. A� treatment exacerbates 4-AP-induced hyperexcitability in the PCx. A) Representative traces of the PCx local field potential in the
presence of 4-AP (100 �M) in OB-PCx slices obtained from control animals (injected with F12 medium; CTL; upper trace) and A�-injected
animals (A�; medium trace). The lower traces showed a representative population spike from each group. B) Normalized population spike
power measured as % of basal activity (set as 100%) for the CTL (black) and A� (gray) groups. C) Mean amplitude of the population spikes
for both groups (same color code). D) Quantification of the population spike frequencies for both groups (same color code). *p < 0.05 denotes
a significant difference between experimental groups.

tendency toward a lower coherence value for the A�-
injected group (0.25 ± 0.01) compared to the control
group (0.35 ± 0.03; p = 0.052, n = 15; Fig. 6B).

Aβ disrupts odor habituation and discrimination

Since proper communication between the OB and
the PCx is necessary for discrimination and olfactory
learning [28, 33, 64], we evaluated whether A� alters
the habituation/dishabituation performance. We also
evaluated if the implantation of electrodes in both
structures affected these functions (Fig. 7). Con-
trol animals (injected with F12 medium) exhibited
reduced exploration time after repeated presenta-
tions of the same odor (p < 0.05, n = 10; Fig. 7A),
which indicates odor habituation [38]. In contrast,
animals injected with A� did not exhibit a sig-
nificant reduction in the exploration time between
the first and last odor presentation in each block
(p > 0.1, n = 10; Fig. 7A), which indicates that these
animals are not capable of olfactory habituation
[38]. We assessed odor discrimination by evaluating
odor cross-habituation (i.e., difference between the

explorations of a habituated odor and a newly pre-
sented odor) through the cross-habituation index [33].
Thus, the increased investigation time (higher cross-
habituation index) reflects discrimination between
odors, whereas lower investigation times (small
cross-habituation index) reflect generalization or a
failure to discriminate [33]. We found that control
animals (injected with F12 medium) significantly
increased the exploration time of a newly presented
odor (p < 0.05; n = 10; Fig. 7A) and exhibited a high
cross-habituation index (0.93 ± 0.02, Fig. 7B). In
contrast, A�-injected animals did not show a change
in the investigation time of the new odor (Fig. 7A) and
exhibited a small cross-habituation index (0.11 ± 0.3,
p = 0.001, n = 10; Fig. 7B), indicating that they are not
capable of odor discrimination. These results suggest
that the animals treated with A� present deficien-
cies in odor habituation and olfactory discrimination
[33]. An identical scenario was observed in implanted
animals (n = 11; Fig. 7C, D), demonstrating that the
damage produced by electrodes introduced in the
OB and PCx do not interfere with the described
phenomena.
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Fig. 4. Lack of effect of A� treatment on 4-AP-induced hyper-
excitability in the OB. Representative traces of OB local field
potential under basal conditions (upper traces) and in the presence
of 4-AP 100 �M (lower traces) in OB-PCx slices obtained from
control animals (injected with F12 medium; left traces) and A�-
injected animals (right traces). The quantification of normalized
power, measured as % of basal activity (set as 100%), during 4-
AP-induced hyperexcitability for both experimental groups is also
shown. “ns” (p = 0.1) denotes the absence of a significant difference
between experimental groups.

DISCUSSION

In the present study, we show that intracere-
bral administration of an A� oligomerized solution,
containing oligomers, monomers and protofibrils
(Fig. 1C; inset) [39, 48] disrupts odor habituation and
discrimination while reducing both OB and PCx net-
work activity, as well as their coherence (Fig. 8). We
also found that after A� treatment the PCx exhib-
ited an exacerbated 4-AP-induced excitation, while
the OB tended to be less excitable. Our results indi-
cate that A�-induced olfactory dysfunction involves
complex changes at different levels of the olfactory
pathway, including modifications in PCx excitabil-
ity and its coupling with the OB (Fig. 8). As we
have done before [50, 63], F12 medium injection was
used for control experiments. Despite that the injec-

tion of the reverse A� sequence would constitute a
more accurate test for A� specificity [39, 55], vehi-
cle application still allows to control for a variety of
experimental manipulations used in studies like ours
[49, 50, 63, 65].

Our finding that intracerebral A� administration
reduces odor habituation and discrimination coin-
cides with similar observations in AD patients [43]
and AD transgenic animals that overproduce A� [29,
33–36], but goes a bit further to show that a two-
week-long increase in A� is enough to induce this
disruption in OB and PCX network activity (Fig. 8).
A similar timeline was observed for the olfactory dis-
ruption induced by intrabulbar A� application [37,
38] or by intraventricular A� application [49], which
correlates with signs of oxidative stress and neu-
rodegeneration in the OB and the hippocampus [49].
Studies in AD transgenic animals, which are a closer
proxy to the chronic and insidious nature of AD
neuropathology and of long-term A�-induced effects
[66–68], have shown that olfactory dysfunction coin-
cides with A� accumulation in the PCx [29, 33, 35,
36] and that this disruption can be reversed by reduc-
ing A� levels [28, 34–36]. Our data, and those just
described, strongly suggest that A� accumulation is
sufficient and necessary for the induction of olfac-
tory dysfunction in AD animal models and perhaps
in AD (Fig. 8). It is likely that these A�-induced
olfactory deficits are the consequence of a variety
of functional alterations, although cell-damage can-
not be discarded [49], that are going to be discussed
next. Before, is worth mentioning that A� injection
in vivo or its bath application in vitro did not affect
synaptic transmission from the OB to the PCx, which
is similar to the lack of effect of A� in basal synaptic
transmission in different circuits [63, 69–71].

The observation that A� induces a reduction in the
power of neural network activity in both the OB and
the PCx (Fig. 8), coincides with previous findings
that acute [37, 48, 55, 72, 73] and chronic [38, 63,
74] A� exposure reduces neural network activity, in
vitro and in vivo, in a variety of circuits including
the hippocampus [48, 55, 63, 72, 73], the entorhinal
cortex [75] and the prefrontal cortex [76]. Moreover,
we have previously shown that acute [37, 39] and
chronic [38] A� presence reduces network activity in
the OB. However, here we demonstrated for the first
time that this phenomenon is also present in the PCx
and might contribute to olfactory dysfunction (Fig. 8).
It is likely that this reduction in PCx network activity
involves changes in synaptic transmission [48, 55,
77–79] and in intrinsic neuronal properties [55, 66,
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Fig. 5. PCx and OB network activity is depressed by A� injection in vivo. A) Representative traces of spontaneous network activity in
the OB (left traces) and PCx (right traces) obtained from control (F12-injected; CTL; upper traces) and A�-injected (lower traces) freely
moving animals. B) Quantification of the power of OB activity in CTL (black) and A� (gray) animals in the following frequency bands: delta
(1–3 Hz), theta (3–12 Hz), beta (13–35 Hz), and gamma (36–55 Hz). C) OB Relative power for the same frequency bands and experimental
groups (same color code). D) Same as B but for the PCx. E) Same as C but for the PCx. ∗p < 0.05; ∗∗p < 0.01 denotes a significant difference
between experimental groups. “ns” (p > 0.05) denotes the absence of a significant difference between experimental groups.

80–82] that need to be specifically characterized in
the PCx.

As observed for A� in the present study, simi-
lar alterations of PCx activity induced by APOE4
expression also correlate with olfactory dysfunc-
tion [83]. Thus, the PCx is likely a neural circuit
that is highly sensitive to pathological conditions
[83], including A� accumulation [84]. In fact, A�
application reduces antioxidant defenses in the PCx
[84], which could make it prone to dysfunction
and/or to oxidative stress and neurodegeneration [49].
Another mechanism that might contribute to A�-
induced PCx dysfunction is neuroinflammation [32,
85], since the hypometabolic activity in the PCx
observed in AD transgenic mice [44], and the asso-
ciated olfactory dysfunction [32], have been closely
related to gliosis. Neuroinflammatory conditions can

be induced directly by A� and can contribute to
the induction of neural network dysfunction [85].
Alternatively, A�-induced PCx depression could also
involve the activation of pathological intracellular
pathways leading to the recruitment of GSK3� [19,
38, 75, 86]. In fact, GSK3� is accumulated in the PCx
of AD transgenic mice that overproduce A� [19] and
is activated upon A� presence [38, 75, 86]. Moreover,
pharmacological and non-pharmacological GSK3�
inhibition can prevent the A�-induced depression of
neural network activity in a variety of neural circuits
[38, 75, 86], including the OB [38]. It is likely that
GSK3� contributes to AD pathology, including olfac-
tory loss. All these mechanisms, and others, need
to be evaluated to reveal the cellular and molecular
mechanism underlying A�-induced olfactory dys-
function.
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Fig. 6. A� reduces OB-PCx functional coupling. A) Coherence
between OB-PCx local field potentials (LFPs) as a function
of frequency obtained from control (F12-injected; CTL; black)
and A�-injected (gray) freely moving animals. B) Quantification
of the coherence between OB-PCx LFPs in the following fre-
quency bands: delta (1–3 Hz), theta (3–12 Hz), beta (13–35 Hz),
and gamma (36–55 Hz) for both experimental groups. ∗p < 0.05
denotes a significant difference between experimental groups. “ns”
(p > 0.05) denotes the absence of a significant difference between
experimental groups.

Olfactory dysfunction observed after A� microin-
jection also coincides with a reduction in PCx-OB
coherence (Fig. 8), that is similar to the alterations in
OB-PCx coherence [28, 33] and in OB-OB coherence
in AD transgenic mice that overproduce A� [87]. Pre-
vious reports have shown that PCx-OB coherence
is involved in olfactory processing [88] and that a
disruption of either of these structures impairs odor
perception [1–3]. Since we found that A� microin-
jection did not affect the transmission from the OB
through the PCx (via the LOT; Fig. 1), it is likely that
the reduction in PCx-OB coherence is due to alter-
ations in the centrifugal connection from the PCx to
the OB. Since disruptions in centrifugal innervation
to the OB affect olfactory discrimination [89] or odor-
reward association [90], it remains to be determined
whether A� affects centrifugal transmission into the
OB. This possibility is highly likely since A� affects
the long-range coupling between different brain cir-

cuits [76, 91], such as the hippocampal-prefrontal
cortex coupling [76] or the cortico-cortical connec-
tions [91].

We also found that after A� treatment the PCx
exhibited an exacerbated response to 4-AP, while
the OB tended to be less hyperexcitable. This find-
ing indicates that the PCx and the OB could be
differentially sensitive to the presence of A� and
even produce opposite effects in identical conditions,
as described for synaptic transmission in the hip-
pocampus and the prefrontal cortex [92, 93]. This
differential sensitivity between circuits of the olfac-
tory pathway has been previously described in AD
transgenic animals that overproduce A� [27, 28, 94],
where the PCx exhibits earlier and more abundant
A� accumulation than the OB [27, 31]. Moreover,
in 6–7-month-old Tg2576 mice, the increase in LFP
power induced by odor exposure is exacerbated in
the PCx and depressed in the OB [28], which is
similar to our findings. Moreover, gamma activity is
increased in the PCx of 6–7-month-old Tg2576 mice,
whereas these oscillations are normal in the OB [28].
This differential sensitivity between neural circuits
to the presence of A� is observed in the olfactory
pathway and in other forebrain circuits (i.e., hip-
pocampus and different cortical areas) [28, 92, 93].
The differential composition of neuronal types, their
connectivity, and their sensitivity to A� could likely
account for these differences in network excitabil-
ity after A� presence [28, 93]. Moreover, differences
in the interconnection with other circuits could also
influence the differential response of some neural net-
works to the differences in excitability induced by A�
[28, 76].

The fact that the PCx becomes more prone to
hyperexcitability in A�-injected animals coincides
with previous observations in transgenic AD animals
that overproduce A� exhibiting signs of hyperex-
citability [28, 95] and odor hyperresponsiveness
[25], which have been associated with alterations
in olfactory function [28, 95]. Moreover, the wors-
ening of 4AP-induced excitability produced by A�
injection is similar to the findings that some AD
transgenic animals that overproduce A� exhibit an
increased susceptibility to seizures [96, 97]. It is
likely that the PCx hyperexcitability and hyperre-
sponsiveness in the presence of A� might be due to
the high susceptibility of the PCx to seizures [20]
and alterations in intra-network inhibition caused
by damage to different inhibitory interneurons (i.e.,
somatostatin- and calretinin-positive interneurons)
within the PCx, already observed in AD transgenic
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Fig. 7. A� disrupts odor habituation and discrimination. A) Mean investigation time for the sequential and repetitive presentation of water
and two odors (acetic acid and vanilla) to control (F12-medium injected; CTL; black) and A�-injected (gray) animals. Odor habituation is
reflected as a reduction in the investigation time after repeated presentation of the same odor. Cross habituation is reflected as an increase
in the exploration time when a new odorant was presented. B) Cross-habituation index obtained by subtracting the normalized investigation
time of the last trial of an odor block to the normalized investigation time of the first trial of the next odor block, for both experimental
groups (same color code). C) Same as A, but for animals implanted with electrodes. D) Same as B, but for animals implanted with electrodes.
∗p < 0.05; ∗∗∗p < 0.001; ∗∗∗∗p < 0.0001 denotes a significant difference between the first and the last trial of an odor block. ###p < 0.001;
####p < 0.0001 denotes a significant difference between the last trial of one odor block and the first trial of the next odor block (indicated by
horizontal lines). “ns” (p > 0.05) denotes the absence of significant difference between the indicated exploration times.

animals that overproduce A� and in AD patients
[16, 24].

As we have previously described in the hippocam-
pus [51], the pro-epileptogenic effects of A� in the
PCx are associated with a reduction in the power of
spontaneous network activity and with a reduction in
its coupling with the OB. It is possible that both phe-
nomena have a common origin and are correlated.
In fact, the reduction in oscillatory network activ-
ity has been associated with increased pyramidal cell
activity [92, 96, 98–100] and with the inhibition of
GABAergic interneurons [65, 97, 101–106], which

are hallmarks of epileptic conditions [50, 107]. On
the other hand, although it could be counterintuitive
to associate a reduction in coupling with hyperexcita-
tion, modeling and electrophysiological experiments
have shown that weak coupling could lead neocortical
networks to a state that favors the induction of epilep-
tiform activity [108]. Thus, the A�-induced reduction
in network activity and coupling could determine
the pro-epileptic effects of A� [51, 106, 109]
and, altogether, contribute to olfactory dysfunction
when this complex phenomenon affects the OB-PCx
network.
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Fig. 8. A� disrupts OB and PCx activity and coupling, induc-
ing olfactory dysfunction. Scheme of the complex changes in the
olfactory network, including the olfactory bulb (OB) and piriform
cortex (PCx), leading to olfactory dysfunction. By recording OB
and PCx excitability and coherence, we found that olfactory dys-
function was related to a reduction of PCx and OB network activity
and coupling, which could contribute to hyposmia in Alzheimer’s
disease.
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A R T I C L E  I N F O   

Keywords: 
Chronic intermittent hypoxia 
Obstructive sleep apnea 
Main olfactory bulb 
Habituation/dishabituation test 
Buried food test 
Olfactory dysfunction 
Network activity 

A B S T R A C T   

Olfactory dysfunction is commonly observed in patients with obstructive sleep apnea (OSA), which is related to 
chronic intermittent hypoxia (CIH). OSA patients exhibit alterations in discrimination, identification and odor 
detection threshold. These olfactory functions strongly rely on neuronal processing within the main olfactory 
bulb (MOB). However, a direct evaluation of the effects of controlled CIH on olfaction and MOB network activity 
has not been performed. Here, we used electrophysiological field recordings in vivo to evaluate the effects of 21- 
day-long CIH on MOB network activity and its response to odors. In addition, we assessed animalś olfaction with 
the buried food and habituation/dishabituation tests. We found that mice exposed to CIH show alterations in 
MOB spontaneous activity in vivo, consisting of a reduction in beta and gamma frequency bands power along 
with an increase in the theta band power. Likewise, the MOB was less responsive to odor stimulation, since the 
proportional increase of the power of its population activity in response to four different odorants was smaller 
than the one observed in control animals. These CIH-induced MOB functional alterations correlate with a 
reduction in the ability to detect, habituate and discriminate olfactory stimuli. Our findings indicate that CIH 
generates alterations in the MOB neural network, which could be involved in the olfactory deterioration in 
patients with OSA.   

1. Introduction 

The olfactory system is needed for survival and well-being (Kay, 
2015), allowing the detection and discrimination of immeasurable odor 
signals (Malnic et al., 1999; Buck, 2004; Bushdid et al., 2014; Saraiva 
et al., 2016). Olfaction regulates food consumption (Rolls, 2005), social 
behavior (Kiyokawa et al., 2009; Sanchez-Andrade and Kendrick, 2009) 
and danger assessment (Takahashi et al., 2005; Saraiva et al., 2016), 
among other survival functions. Unfortunately, olfaction is a sensory 
function highly sensitive to pathological conditions (Masurkar and 
Devanand, 2014; Roberts et al., 2016; Li et al., 2019), and altered even 
before the presence of their most typical neurological symptoms 
(Masurkar and Devanand, 2014; Roberts et al., 2016; Li et al., 2019). 

Obstructive sleep apnea (OSA) consists of repetitive airway occlu-
sions that lead to chronic intermittent hypoxia (CIH) and sleep frag-
mentation (Ramirez et al., 2013; Salihoğlu et al., 2014). OSA is 

associated with olfactory dysfunction (Banabilh et al., 2010; Salihoğlu 
et al., 2014; Fu et al., 2015; Magliulo et al., 2018), and patients exhibit 
difficulties to detect and discriminate between odors and, in some cases, 
show higher olfactory detection thresholds (Miyamoto et al., 2009; 
Salihoğlu et al., 2014; Fu et al., 2015; Günbey et al., 2015). This 
dysfunction also includes the trigeminal chemosensory system (Heiser 
et al., 2013). Although the alterations in the olfactory functions corre-
late with the severity of OSA (Miyamoto et al., 2009; Salihoğlu et al., 
2014; Fu et al., 2015; Günbey et al., 2015), the causal relationship be-
tween CIH and olfactory dysfunction has not been directly established. 

Prolonged exposure to hypoxia can induce apoptosis in olfactory 
neurons (Zhao et al., 2007), which could be related to the reduction in 
olfactory bulb volume in OSA patients as a consequence of CIH (Sali-
hoğlu et al., 2014; Doğan et al., 2019). Despite the evidence of 
anatomical alterations in the olfactory system induced by CIH, and of 
functional changes induced by CIH in other neural circuits (i.e. the 
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hippocampus; Payne et al., 2004; Villasana-Salazar et al., 2020; Arias- 
Cavieres et al., 2020), the specific effects of CIH on olfactory function 
have not been directly assessed. Here, we tested whether CIH alters main 
olfactory bulb (MOB) function and found that CIH modifies MOB local 
field potential activity in vivo, increasing slow theta activity while 
reducing faster beta gamma activities. Moreover, CIH halts the MOB 
population response to odors and alters olfactory function. 

2. Materials and methods 

All the experimental procedures were approved by the Bioethics 
Committee of the Institute of Neurobiology at UNAM and conducted in 
accordance with the guidelines of the Official Mexican Standard for the 
Use and Care of Laboratory Animals (Norma Oficial Mexicana NOM- 
062-ZOO-1999) and the Institutional Animal Care and Use Committee 
Guidebook (NIH publication 80–23, Bethesda, MD, USA, 1996). Only a 
minimal and necessary number of animals were used in this study. 

2.1. Animals 

Adult male C57BL/6 mice (n = 22; 6–8 weeks old) were obtained 
from the Institute of Neurobiology-UNAM animal facility, and housed in 
collective cages (4–6 animals / cage) in a temperature-controlled vi-
varium (22 ± 1 ◦C). All animals were kept under a normal 12h light-12h 
dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) with standard diet (LabDiet 5001, 
composition 13.4% calories fat, 57.9% calories carbohydrate, and 
28.7% calories protein) and water ad libitum. Since the CIH protocol 

produces a slight mortality (Villasana-Salazar et al., 2020), we included 
a higher number of animals in the CIH group (n = 12) than in the control 
group (n = 10). 

2.2. Chronic intermittent hypoxia protocol 

CIH was induced as previously reported (Villasana-Salazar et al., 
2020). Briefly, every day, mice were placed in collective cages (4–5 
animals / cage) within Plexiglas chambers (76 cm × 51 cm × 51 cm) 
equipped with gas injectors and with O2, CO2, humidity and tempera-
ture sensors (BioSpherix, NY, USA; Fig. 1A). There, CIH animals were 
submitted to intermittent 5 min of N2 injection, controlled with an 
OxyCycler system (A42OC, BioSpherix; Fig. 1A), to induce hypoxic ep-
isodes (5–7% inspired O2) followed by O2 injection, for 5 min, during 
normoxic episodes (21–22% inspired O2; Fig. 1A–B) (Moraes and 
Machado, 2015; Villasana-Salazar et al., 2020); which were cyclically 
alternated (Fig. 1A–B) daily for 8 h (from 10:00 h to 18:00 h), during the 
light phase of the cycle, for 21 days. We chose this period based on the 
observation that it is required to induce major pathological changes 
(Nanduri et al., 2017; Khuu et al., 2019), which cannot be achieved by 
shorter CIH periods (Nanduri et al., 2017; Khuu et al., 2019). Control 
animals were placed in a normoxic chamber (21–22% inspired O2) for 
21 days (Moraes and Machado, 2015; Villasana-Salazar et al., 2020). 
The animals’ weight and survival were constantly monitored during this 
protocol. 

Fig. 1. Chronic intermittent hypoxia (CIH) and normoxia treatments and their impact on weight and survival. A) CIH and normoxic groups (left) were placed in 
independent chambers every day for 21 days; the chambers contained controlled gas concentrations. B) Representative traces of O2 levels into the chambers during 
CIH (blue line) or normoxic (red dotted line) conditions. C) Quantification of body weight before and after the 21-day treatments. While normoxic animals gained 
weight, CIH animals exhibited significant weight loss. Data are presented as mean ± SEM. D) Proportion of animal survival after treatments. Note a slight reduction in 
survival after CIH. # denotes a significant difference vs normoxic group (p < 0.05). * denotes a significant difference vs initial weight and a significant difference vs 
normoxia group in survival rate (p < 0.05). 
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2.3. Buried food test 

At the end of the CIH protocol, animals were tested for olfactory 
detection with the buried food test (Alvarado-Martínez et al., 2013; 
Hernández-Soto et al., 2019). To do so, animals were habituated for 30 
min to a cage (24 × 20 × 45 cm) with clean sawdust covering the floor. 
Then, a highly odorous food piece (50 mg of cookie; TRIKI TRAKES ®) 
was hidden ~1 cm beneath the cage bedding, in a random corner. Later, 
the latency for animals to locate and extract the hidden food was 
quantified (Alvarado-Martínez et al., 2013; Hernández-Soto et al., 
2019). We considered that the animals successfully found the cookie 
when they held it with both forepaws. A limit for this test was set at 600 
s. To evaluate animals’ motility and motivation, we repeated the same 
test but with the cookie in plain sight (Alvarado-Martínez et al., 2013; 
Hernández-Soto et al., 2019). 

2.4. Olfactory habituation-dishabituation test 

Olfactory discrimination and odor familiarization were evaluated 
with the habituation/dishabituation test, as previously described (Cor-
nejo-Montes-de-Oca et al., 2018). Briefly, all animals were acclimated to 
the testing cage for 30 min before olfactory stimuli were presented. The 
stimuli consisted of 10 μl of distilled water or one of two odorants 
deposited on filter paper (2 × 2 cm) located in a metal container above 
the lid of the testing box. Two initial presentations of distilled water (3 
min each, 1 min inter-presentation interval), included for animal 
familiarization with the procedure (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 
2018), were followed by three sequential odor stimuli (3 min long with a 
1 min inter-stimulus interval) of one of the following odors: vinegar or 
vanilla, both at 10% v/v, diluted in mineral oil. The fourth odor stimulus 
consisted of the presentation of the other odor, which was repeated two 
more times in an identical fashion as the first one (3 min long with a 1 
min inter-stimulus interval). The animals were videotaped for offline 
analysis. The exploration time was evaluated and normalized to the first 
trial (set as 100%). We assumed that the stimulus was explored if the 
animal sniffed it within a 1 cm distance to the filter paper. A significant 
decrease in the investigation time during the repetitive presentation of 
the same odor is an indication of odor recognition and habituation, 
while an increase in exploration of the new odorant indicates a 
discrimination between odors or dishabituation (Cornejo-Montes-de- 
Oca et al., 2018). A “cross-habituation index” (Wesson et al., 2010) was 
calculated by subtracting the last exploration time of any given odor 
(3rd exposure) to the normalized exploration of the subsequent novel 
odor trial (first exposure). We chose these odorants because the response 
to both vinegar (Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018) and vanilla extract 
(Mosienko et al., 2017) exhibit the habituation and dishabituation 
phenomena. Moreover, despite that vanillin (the main odorant in vanilla 
extracts) has been considered an olfactory-nerve specific stimulant 
(Doty et al., 1978), vanilla (as vinegar) can also induce trigeminal re-
sponses (Doty et al., 1978). Thus, this odor combination allowed us to 
test the function of both the olfactory and the trigeminal systems. 

2.5. Olfactory bulb network activity recording 

Within a week after the CIH protocol, animals were shallowly 
anesthetized with urethane (2 g/kg, i.p.) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
and fixed to a stereotactic frame (Stoelting Co., Wood Dale, IL). Animals 
were wrapped with a cotton surgical drape, which allow us to restrict 
any change in body temperature to <1 ◦C for 1.5 h. A stainless-steel 
bipolar electrode was implanted into the MOB granular cell layer at 
the following coordinates (relative to Bregma): AP: +4.7 mm; ML: ±0.6 
mm; DV: − 1.6 mm (Franklin and Paxinos, 2007). An epidural stainless- 
steel screw was implanted above the cerebellum to ground the signal 
(AP: − 6.0 mm, ML: ±1.0 mm) (Franklin and Paxinos, 2007). The MOB 
local field potential (LFP) was recorded for 30 min in the absence of 
odors (baseline). Then, odor stimulations were delivered using a 

computer-controlled flow-dilution olfactometer (Slotnick and Restrepo, 
2005), provided with a vacuum line to remove odors after their appli-
cation (Knosys, Inc. Tampa, FL, USA). Odorants (10% v/v diluted in 
mineral oil; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), were individually applied 
directly to the nostrils for 10 s through an odor-sampling tube, and 
immediately removed with the vacuum (Slotnick and Restrepo, 2005). 
Each odorant was delivered 3 times in the following sequence: amyl- 
acetate, ethyl-butyrate, limonene (+) and limonene (− ). To avoid any 
interference between applications, the interstimulus interval was set at 
300 s (Wilson, 1998; Neville and Haberly, 2003; Le Pichon et al., 2009; 
Lepousez and Lledo, 2013; Fukunaga et al., 2014; Wu et al., 2020). 
Simultaneously, the respiratory rhythm was monitored to verify the 
shallow anesthesia with a piezoelectric sensor attached to the thorax. At 
the end of the experiments, animals were euthanized with a sodium 
pentobarbital overdose (50 mg/kg, i.p.; PiSA Agropecuaria, México). 
LFPs and breathing signals were filtered (0.3 Hz – 0.3 kHz), amplified 
(7P511L, Grass Instruments Co., Quincy, MA) and digitized at 1 kHz 
using a MiniDigi 1A (Molecular Devices, San Jose, CA) and Axoscope 
(v.10.6, Molecular Devices). 

2.6. Data analysis 

Recordings were analyzed as previously described (Alvarado-Martí-
nez et al., 2013; Cornejo-Montes-de-Oca et al., 2018; Hernández-Soto 
et al., 2019; Villasana-Salazar et al., 2020), with a blind approach (e.g. 
the analyzer ignored the treatment condition; Villasana-Salazar et al., 
2020). The respiratory rate was calculated in three 5 s windows during 
baseline conditions (Lorea-Hernández et al., 2016). A power spectrum 
analysis was performed on three randomly selected segments (5 s long) 
for each experimental condition (baseline and odor-evoked activity) 
using the fast Fourier transform algorithm with Clampfit software 
(v.10.7, Molecular Devices). The relative power spectra were calculated 
in the 1–115 Hz band and expressed as % of power (Peña-Ortega and 
Bernal-Pedraza, 2012; Alcantara-Gonzalez et al., 2019; Villasana-Sala-
zar et al., 2020). The relative power spectra were segmented into the 
following frequency bands: theta (1–15 Hz), beta (15–30 Hz) and 
gamma (30–115 Hz) (Villasana-Salazar et al., 2020). All analyses 
excluded the alternate current-induced noise (55–65 Hz). To evaluate 
the change in MOB activity during the odor-evoked activity, power 
during baseline conditions was normalized (set as 100%) for each fre-
quency band and power during odor-evoked activity was calculated as % 
of basal (Hernández-Soto et al., 2019). Representative time-frequency 
spectrograms were obtained with NeuroExplorer (v.5.129, Nex 
Technologies). 

2.7. Statistics 

Prism software (v.5, GraphPad, CA, USA) was used for statistical 
analysis. Differences between groups or conditions were considered 
significant at p < 0.05. The normality of data distribution was assessed 
with the Kolmogorov-Smirnov test. When the assumptions for para-
metric testing were negative, non-parametric tests were used. Changes 
in body weight between Normoxia and CIH groups were compared using 
a one-way repeated measures ANOVA. Animal survival was compared 
with the Fisher exact test. The effect of CIH on spontaneous activity was 
assessed with a one-way repeated measures ANOVA with a correction 
for multiple comparisons (Benjamini, Krieger and Yekutieli False Dis-
covery Rate). The effect of CIH latencies to uncover pellets in the buried 
food test was assessed with a Mann-Whitney U test. To evaluate the 
differences between exploration times during the habituation/dis-
habituation, we used a two-way ANOVA. Finally, differences in the 
cross-habituation index were evaluated with a Mann-Whitney U test. 
Data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). A 
Pearson’s correlation was performed between respiratory rate and 
relative theta power. In addition, a cross-correlation between breathing 
and MOB activity was performed. Similarly, Spearman’s correlations 
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were performed to find relationships between olfactory performance 
and amyl acetate-induced changes in MOB activity in all frequency 
bands. In these correlation plots, points were grouped with a Ward hi-
erarchical clustering analysis through a customized algorithm in MAT-
LAB using the linkage.m function for a variable amount of groups (v. 
2020a, The MathWorks, MA, USA). 

3. Results 

3.1. Chronic intermittent hypoxia reduces weight gain and survival 

As expected, the animals belonging to both experimental groups had 
identical weights at the beginning of the protocol (Normoxia: 26.67 ±
0.42 g; n = 6; CIH: 27.42 ± 0.73 g; n = 11; p > 0.05; Fig. 1C). After 21 
days of normoxia, control mice significantly increased their body weight 
(to 28.30 ± 0.55 g; n = 6; p < 0.05; Fig. 1C). However, mice exposed to 
CIH for the same period showed a slight but significant reduction in 
body weight (to 26.73 ± 0.68 g; n = 11; p < 0.05; Fig. 1C). We also 
observed a significant increase in mortality after exposure to CIH (1/12 
mice, 8.33%; p < 0.05; Fig. 1D). 

3.2. Chronic intermittent hypoxia alters spontaneous bulbar activity and 
its response to odors 

To evaluate the effects of CIH on MOB spontaneous network activity, 
we recorded its LFP in shallowly anesthetized animals (Fig. 2A–B). As 

previously described (Hernández-Soto et al., 2019), MOB spontaneous 
network activity in urethane shallowly anesthetized mice exhibited a 
mixture of oscillatory patterns dominated by a slow rhythm (theta; 1–15 
Hz), synchronized with breathing, in both experimental groups (CIH and 
Normoxia; Figs. 2–3). This slow rhythm coexisted with faster beta 
(15–35 Hz) and gamma (35–115 Hz) oscillations in both groups 
(Figs. 2–3). This activity pattern is identical to the one previously 
described (i.e. Macrides et al., 1982; Le Pichon et al., 2009; Lepousez 
and Lledo, 2013; Rojas-Líbano et al., 2014; Fukunaga et al., 2014; 
Lockmann et al., 2018; Fourcaud-Trocmé et al., 2019). Comparison of 
relative power between groups shows that CIH animals exhibited a 
higher proportion of theta frequency band power (92.72 ± 1.06%; n =
10; p < 0.05, Fig. 2B–D) than normoxic animals (83.31 ± 3.40%; n = 10; 
p < 0.05, Fig. 2A–D). In contrast, CIH animals exhibited a decreased 
proportion of both beta and gamma frequency bands power (5.34 ±
0.82% and 1.93 ± 0.35%, respectively; n = 10; p < 0.05, Fig. 2B–D) 
compared to normoxic animals (10.20 ± 2.00% and 6.48 ± 1.49%, 
respectively; n = 10; p < 0.05, Fig. 2A–D). 

Considering that respiratory activity can be modulated by intermit-
tent hypoxia (Peña-Ortega, 2017; Camacho-Hernández et al., 2019) and 
that this activity strongly modulates MOB theta rhythm (Rojas-Líbano 
et al., 2014), we evaluated whether the change in MOB theta activity is 
related to a correspondent change in respiratory activity and found that 
the respiratory rate is not altered in animals treated with CIH (3.45 ±
0.30 Hz, n = 9) compared to normoxic animals (2.74 ± 0.33 Hz, n = 10; 
p > 0.05; Fig. 3A–B). The cross-correlation between MOB activity and 

Fig. 2. CIH alters MOB spontaneous activity. A) Representative recordings (top), rhythmic thoracic movements (middle) and spectrograms (bottom) of MOB 
spontaneous network activity from animals maintained under room air conditions (Normoxia group). B) The same as in (A), but for animals exposed to CIH. The 
spectrograms were segmented in theta (1–15 Hz), beta (15–30 Hz) and gamma (30–115 Hz) frequency ranges and independently scaled. C) Mean relative power 
spectra (as % of power) of both groups. The thick, dark line represents the mean, while the clear shadow represents the SEM. Relative power in theta was higher and 
beta/gamma was lower in the CIH group than in the normoxic group. Note a hiatus around 60 Hz in both the spectrograms and the power spectra due to the presence 
of a notch filter in this frequency band in our recording conditions. D) Quantification of the relative power during spontaneous activity in theta, beta and gamma 
frequency bands in both groups (n = 10 each one). Data are presented as mean ± SEM. * denotes a significant difference vs normoxia (p < 0.05). 
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breathing is not altered in animals treated with CIH (0.46 ± 0.08 Hz, n =
9) compared to normoxic animals (0.41 ± 0.06 Hz, n = 10; p > 0.05). 
Furthermore, we found that the respiratory rate is not correlated with 
the theta relative power in any of the experimental groups (r2 = 0.001; 
p > 0.05; Fig. 3C). Finally, we did not find evident clustering of the 
points corresponding to the different experimental groups in the corre-
lation plot (Fig. 3C). 

3.3. Chronic intermittent hypoxia decreases the bulbar population 
response to odors 

To study the response of MOB activity to odor presentation (amyl 
acetate, ethyl butyrate, + and - limonene), we calculated the change in 
LFP power for all described frequency bands as a proportion of “base-
line” (set as 100%). As previously described, odor stimulation in anes-
thetized mice induces an increase in power (Neville and Haberly, 2003; 
Martin and Ravel, 2014), which includes all frequency bands in the 
normoxic group but is reduced in CIH animals (Fig. 4). During olfactory 
stimulation with amyl acetate (Fig. 4A–B), MOB activity increased in 
normoxic animals in all frequency bands power (theta: to 6102.91 ±
4548.54% of baseline, beta: 3416.74 ± 1282.01% of baseline and 
gamma: 3755.18 ± 1391.23% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4A–B). 
In contrast, the change was significantly smaller in the theta (to 253.29 

± 76.03% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4A–B), beta (to 1011.22 ±
597.96% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4A–B) and gamma (to 
2009.56 ± 1013.75% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4A–B) frequency 
bands power in CIH animals (Fig. 4A–B). During olfactory stimulation 
with ethyl butyrate, MOB activity increased in normoxic animals in all 
frequency band power (theta: to 1878.53 ± 707.18% of baseline, beta: 
to 3414.12 ± 1200.27% of baseline and gamma: to 3149.81 ± 748.64% 
of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4C-D). In contrast, the change was 
significantly smaller in the theta (to 322.88 ± 109.65% of baseline; n =
10; p < 0.05, Fig. 4C–D), beta (to 1286.66 ± 788.84% of baseline; n =
10; p < 0.05, Fig. 4C–D) and gamma (to 1219.66 ± 484.61% of baseline; 
n = 10; p < 0.05, Fig. 4C–D) frequency bands power in CIH animals 
(Fig. 4C–D). 

To further assess the effects of CIH on the response of the MOB to 
odors, and perhaps changes in its specificity, we tested the effects of CIH 
on the response to aromatic enantiomers. Thus, we recorded MOB ac-
tivity during stimulation with + and – limonene in animals exposed to 
CIH and normoxic controls (Fig. 4E–H). We found that during olfactory 
stimulation with + limonene, MOB activity increased in normoxic ani-
mals in all frequency band power (theta: 1147.35 ± 519.08% of base-
line, beta: 1312.34 ± 384.36% of baseline and gamma: 1664.45 ±
653.92% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4E–F). In contrast, the 
change was significantly smaller in the theta (to 163.22 ± 58.74% of 

Fig. 3. Breathing frequency is not changed after CIH and is not related to the increase in MOB theta activity. A) Representative traces of simultaneous recordings of 
the main olfactory bulb (MOB) local field potential (top) and rhythmic thoracic movements (resp; bottom) in animals exposed to normoxia (upper traces) and CIH 
(lower traces). B) Quantification of the respiratory rate during baseline conditions. Data are presented as mean ± SEM. (p > 0.05). C) Lack of correlation between 
respiratory rate and theta relative power during MOB spontaneous activity (p > 0.05). 
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Fig. 4. CIH reduces odor-evoked MOB activity. Representative recordings (top), rhythmic thoracic movements (middle) and spectrograms (bottom) of MOB activity 
before and during odor presentation (blue line; 10 s) in animals treated with normoxia (left) and CIH (right) when the stimulus was amyl acetate (A), ethyl butyrate 
(C), + limonene (E) and - limonene (G). Note a hiatus at around 60 Hz in the spectrograms due to the presence of a notch filter in this frequency band in our recording 
conditions. Quantification of the change in power (Δ power; as % of baseline, represented as a dotted line) of MOB activity in the response to odors is shown for the 
stimulation with amyl acetate (B), ethyl butyrate (D), + limonene (F) and – limonene (H), in the following frequency bands: theta (1–15 Hz), beta (15–30 Hz) and 
gamma (30–115 Hz) for both groups (n = 10, each). Data are presented as mean ± SEM. * denotes a significant difference vs normoxia (p < 0.05). 
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baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4E–F), beta (to 664.99 ± 429.54% of 
baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4E–F) and gamma (to 522.16 ± 222.07% 
of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4E–F) frequency bands power in CIH 
animals. Finally, we found that during olfactory stimulation with - 
limonene, MOB activity increased in normoxic animals in all frequency 
bands (theta: 848.68 ± 181.41% of baseline, beta: 1255.82 ± 303.98% 
of baseline and gamma: 1557.73 ± 552.75% of baseline; n = 10; p <
0.05, Fig. 4G–H). In contrast, the change was significantly smaller in 
theta (to 159.06 ± 43.14% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4G–H), 
beta (to 277.44 ± 125.30% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 3G–H) and 
gamma (to 318.27 ± 127.20% of baseline; n = 10; p < 0.05, Fig. 4G–H) 
frequency bands power in CIH animals. Altogether, these data indicate 
that CIH exposure impairs MOB neuronal activity and its response to 
odors, with no specificity to a particular type of odor. All these alter-
ations would be reflected in olfactory impairment. Thus, next we tested 
the effects of CIH on odor detection and discrimination. 

3.4. Chronic intermittent hypoxia disrupts olfaction 

To evaluate the effects of CIH on olfactory detection, we used the 
buried food test (Alvarado-Martínez et al., 2013; Hernández-Soto et al., 
2019) and found that the average latency to uncover the buried pellet 
was significantly longer in CIH animals (78.27 ± 26.96 s; n = 6; p <
0.05, Fig. 5) than in normoxic mice (24.32 ± 5.72 s; n = 6; p < 0.05, 
Fig. 5). Furthermore, there were no differences among groups in the 
time to reach a visible pellet (CIH group: 11.77 ± 1.36 s; Normoxic 
group: 9.47 ± 2.12 s; n = 6 to both groups; p > 0.05, Fig. 5). 

To further elucidate the effects of CIH on olfaction, we evaluated the 
short-term adaptation and the discrimination aspects of this function 
through the habituation/dishabituation test (Cornejo-Montes-de-Oca 
et al., 2018). Normoxic mice profusely explored odors and exhibited the 
odor habituation and dishabituation phenomena, which were not 
observed in the CIH group (Fig. 6). When the odorants were applied for 
the first time, the animals exposed to CIH scarcely explored them (vin-
egar 1st: 4.87 ± 1.62 s and vanilla 1st: 1.97 ± 0.44 s; n = 11; p < 0.05, 
Fig. 6A) compared to control normoxic animals (vinegar 1st: 14.73 ±
3.90 s and vanilla 1st: 7.82 ± 1.86 s; n = 10; Fig. 5A). Aside from these 

differences in exploration time between groups, we also compared their 
habituation to the repeated odor presentation through normalized 
exploration (first stimulus set as 100%) (Fig. 6B–C) and found that 
control animals exposed to normoxia are capable of habituating to ol-
factory stimuli, which is reflected in a significantly reduced exploration 
of the repetitive exposures to both odors (13.72 ± 4.93% and 43.84 ±
24.82% in the third presentation of vinegar and vanilla respectively, p <
0.05, Fig. 6B). In contrast, animals exposed to CIH were not capable of 
habituating to repetitive olfactory stimuli, since they did not reduce 
their exploration during the repetitive stimulation (51.12 ± 22.92% and 
223.10 ± 72.14% in the third presentation of vinegar and vanilla 
respectively, Fig. 6C). To better assess the olfactory discrimination be-
tween odors (dishabituation), we calculated the “cross-habituation 
index” (Wesson et al., 2010) by subtracting the normalized exploration 
to the third presentation of one odor to normalize the exploration to the 
first stimulation of the next odor and found that CIH animals exhibited a 
significantly smaller cross-habituation index (− 33 ± 46.81; n = 11; p <
0.05, Fig. 6D) than normoxic control animals (72.61 ± 8.74; n = 10; 
Fig. 6D). Altogether, the results indicate that CIH affects odor process-
ing; specifically, odor identification, discrimination and learning. 

To evaluate a possible relationship between olfactory performance 
and MOB response to odors, we performed correlation and cluster an-
alyses between olfactory scores and the MOB population response to 
amyl acetate in different frequency bands power (Fig. 7). We found that 
the latency to find the hidden food correlates with the change in the 
power of MOB activity to an odor (amyl acetate) in all frequency bands 
(Theta: r2 = 0.56, p < 0.05; Beta: r2 = 0.60, p < 0.05; Gamma: r2 =
0.59, p < 0.05; Fig. 7A). However, this correlation was not observed 
with the cross-habituation index (Theta: r2 = 0.33, p > 0.05; Beta: r2 =
0.21, p > 0.05; Gamma: r2 = 0.19, p > 0.05; Fig. 7B). The hierarchical 
clustering analysis revealed that the animals exposed to CIH are clus-
tered in a homogeneous group in most of the correlation plots, while the 
normoxic animals represent a more heterogeneous population although 
clearly differentiated from the CIH cluster (Fig. 7). 

4. Discussion 

Despite the well-known relationship between OSA and olfactory 
dysfunctions (Salihoğlu et al., 2014; Magliulo et al., 2018), the impact of 
CIH on olfaction and MOB activity had not been evaluated before our 
study. To fill this void, we characterized the alterations induced by CIH 
on MOB activity and olfaction and found that CIH modifies MOB neural 
network activity and its response to odors while inducing olfactory 
impairment. Since MOB function depends on the synchronized activity 
of its neural components (Rojas-Líbano et al., 2014), which leads to the 
generation of various odor-sensitive oscillatory patterns (Martin et al., 
2006; Neville and Haberly, 2003; Rojas-Líbano et al., 2014), alterations 
in OB neurons affect MOB oscillatory activity and olfaction (Zhang et al., 
2018; Li et al. 2019; Wu et al., 2020). Moreover, CIH affects neuro-
genesis (Khuu et al., 2019) and alterations in neurogenesis disrupt 
olfaction (Lietzau et al., 2018), including odor habituation/dishabitua-
tion (Lietzau et al., 2018) and the buried pellet test (Lietzau et al., 2018), 
which is likely involved in CIH-induced olfactory impairment. 

As reported for other pathological conditions (Grassi et al., 1996; 
Cheaha et al., 2015; Zhou et al., 2017), and as observed in the EEG of 
patients with OSA (Xiromeritis et al., 2011; Muñoz-Torres et al., 2020; 
Kang et al., 2020), CIH increased the proportion of MOB slow (theta) 
activity (Fig. 2). MOB theta is closely related to olfactory exploration 
(sniffing; Kay et al., 2009) and odor learning (Macrides et al., 1982; Kay 
et al., 2009), which indicates that alterations in this rhythm would 
highly impact olfactory function (Alvarado-Martínez et al., 2013; 
Hernández-Soto et al., 2019). Considering that theta oscillations in the 
MOB are coupled to the respiratory rhythm (Rojas-Líbano et al., 2014; 
Wu et al., 2020) and that the respiratory rhythm is modulated by acute 
and chronic intermittent hypoxia (Peña-Ortega, 2017; Camacho- 
Hernández et al., 2019), we explored if our CIH protocol changed the 

Fig. 5. CIH impairs odor identification. Quantification of the latency to reach 
an odorous pellet by normoxic and CIH animals (n = 6, each) while the pellet 
was hidden underneath the sawdust (left bars) or at plain sight (right bars). The 
maximal time allowed for the test was 600 s. Mice exposed to CIH take longer to 
uncover a hidden odor source. Data are presented as mean ± SEM. * denotes a 
significant difference vs normoxia group (p < 0.05). 
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respiratory rhythm and found that it is not the case (Fig. 3). Thus, the 
increase in theta rhythm in CIH animals cannot be associated with a 
change in inspiratory modulation. This finding is similar to the lack of 
relationship between changes in breathing pattern and alterations in 
MOB oscillatory activities during fasting (Wu et al., 2020). Another 
external influence on MOB theta oscillations is the hippocampal theta 
rhythm (Kay, 2005). However, we have recently shown that the intrinsic 
hippocampal theta rhythm in vitro is not altered after an identical CIH 
exposure (Villasana-Salazar et al., 2020). Still, the increase in theta 
power observed in the MOB can be due to an increased pathological 
theta-coupling with other extra-hippocampal structures (e.g. the tem-
poral or prefrontal cortex; Grassi et al., 1996; Salimi et al., 2019). 
Alternatively, the increase in theta activity after CIH could also be 
explained by changes in the circuitry within the MOB. Since the rhyth-
mic activity arriving at the olfactory glomeruli in theta frequency re-
cruits local inhibition from juxtaglomerular interneurons innervating 
mitral/tufted cells, which amplify theta activity within the MOB 
(Fukunaga et al., 2014), it is likely that the already reported changes 
produced by CIH on extrabulbar interneurons (Yuan et al., 2015; Liang 

et al., 2016, 2020) might include the bulbar juxtaglomerular inter-
neuron network leading to the increase in MOB theta activity. The in-
crease in MOB slow activity after CIH resembles the EEG slowing 
observed in Alzheimer’s disease (Peña-Ortega, 2013, 2019), inflamma-
tion (Peña-Ortega, 2019) and indeed in OSA patients (Xiromeritis et al., 
2011; Muñoz-Torres et al., 2020; Kang et al., 2020), which has been 
correlated to a variety of behavioral alterations. 

We also found that CIH decreases the proportion of fast (beta and 
gamma) activity. Beta and gamma rhythms are associated with odor 
discrimination and learning (Hermer-Vazquez et al., 2007; Kay and 
Beshel, 2010; Fourcaud-Trocmé et al., 2019), while gamma rhythm is 
also related to odor detection (Martin et al., 2007; Chapuis et al., 2009; 
Lockmann et al., 2018). Since beta oscillations mainly rely on the cen-
trifugal interactions with extrabulbar structures (Martin et al., 2007; 
Hermer-Vazquez et al., 2007; Chapuis et al., 2009; Kay and Beshel, 
2010; Lockmann et al., 2018; Fourcaud-Trocmé et al., 2019), it is likely 
that, as further discussed later, the reduction in beta oscillations induced 
by CIH is reflecting alterations in extrabulbar structures intimately 
related to the MOB (Martin et al., 2006; Neville and Haberly, 2003), 

Fig. 6. CIH impairs odor habituation and discrimination. A) Exploration time to different odor presentations for animals of the normoxic (n = 10) and CIH (n = 11) 
groups. Alternatively, normalized exploration time (as % of the first exposure) for normoxic (B) and CIH (C) animals are also presented. Note that normoxic animals 
exhibited a reduction in the exploration time after repetitive stimulation with the same odor (habituation) and an increase upon change in the presented odor 
(dishabituation), which was not observed in CIH animals. D) Quantification of the cross-habituation index (discrimination) for CIH and normoxic animals. Note a 
significant reduction in cross-habituation in CIH mice. Data are presented as mean ± SEM. * denotes a significant difference vs normoxic group (p < 0.05). 
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such as the hippocampus (Villasana-Salazar et al., 2020) or the cortex 
(Xiromeritis et al., 2011; Muñoz-Torres et al., 2020; Kang et al., 2020). 
Interestingly, alterations in olfactory habituation have also been asso-
ciated with changes in olfactory related cortices (Wilson, 1998; Smith 
et al., 2009; Campolongo et al., 2018). As for the theta activity increase, 
the reduction in MOB fast (beta and gamma) activity also resembles the 
EEG slowing observed in Alzheimer’s disease (Peña-Ortega, 2013, 
2019), inflammation (Peña-Ortega, 2019) and OSA patients (Xiromeritis 
et al., 2011; Muñoz-Torres et al., 2020; Kang et al., 2020). 

Gamma oscillations are mainly generated within the MOB (Fukunaga 
et al., 2014), and mostly arise from the dendrodenritic synapses between 
the mitral cells and granular interneurons (Rojas-Líbano and Kay, 2008; 
Fukunaga et al., 2014; Osinski and Kay, 2016; Osinski et al., 2018). The 
amount of gamma is enhanced during odor detection and discrimination 
(Beshel et al., 2007; Lepousez and Lledo, 2013), and is closely related to 
olfactory task demands (Beshel et al., 2007). Moreover, alterations in 
MOB gamma activity have been associated with olfactory dysfunction 
(Lepousez and Lledo, 2013; Cheaha et al., 2015; Li et al., 2019). 
Considering that MOB gamma oscillations mostly rely on the activity of 
granule interneurons (Rojas-Líbano and Kay, 2008; Fukunaga et al., 
2014; Osinski and Kay, 2016; Osinski et al., 2018), it is likely that the 
changes produced by CIH on interneurons (Yuan et al., 2015; Liang 
et al., 2016, 2020) might reach the bulbar granule interneuron network 
decreasing MOB gamma activity. In fact, reducing GABAergic inhibition 
alters gamma activity and olfactory performance (Lagier et al., 2004; 
Bathellier et al., 2010; Lepousez and Lledo, 2013). Alternatively, the 
CIH-induced reduction in NMDA-mediated transmission, already found 
in the hippocampus (Arias-Cavieres et al., 2020) and the nucleus of the 
solitary tract (De Paula et al., 2007; Almado et al., 2012), could account 
for the reduction in MOB gamma oscillations, since NMDA receptors at 
the dendrodendritic synapses, mainly those between granule and prin-
cipal cells, are essential for MOB gamma generation (Osinski et al., 
2018). 

The MOB network suffers a reconfiguration process while transiting 
from spontaneous network activity in the absence of odors to odor- 
induced neural network activity, which involves not only an increase 

in activity power (Lagier et al., 2004; Le Pichon et al., 2009; Cheaha 
et al., 2015; Chelminski et al., 2017; Zhou et al., 2017; Zhang et al., 
2018; Li et al., 2019; Wu et al., 2020) but also changes in cellular ele-
ments and synaptic interactions required for the transition from one 
activity pattern to the other (Friedman and Strowbridge, 2003; Lagier 
et al., 2004). This reconfiguration process seems to be necessary for 
proper olfactory information processing (Wu et al., 2020) and is reduced 
under stressful conditions that affect olfaction (Wu et al., 2020). Coin-
cidently, here we show that CIH affects the change in the MOB activity 
pattern induced by the presence of odors, at least the increase in overall 
power (Fig. 4). Thus, it is likely that this functional alteration in MOB 
responsivity might be related to CIH-induced olfactory dysfunction. 
Similarly, in the hippocampus, CIH alters the synaptic plasticity induced 
by repetitive input stimulation, which was associated with a reduction in 
hippocampal-dependent tasks (Payne et al., 2004; Arias-Cavieres et al., 
2020). 

In summary, here we found that CIH alters MOB activity, which 
correlates with olfactory dysfunction. The association of both phenom-
ena has been found under other pathological or stressful conditions (Le 
Pichon et al., 2009; Cheaha et al., 2015; Chelminski et al., 2017; Zhou 
et al., 2017; Zhang et al., 2018; Li et al., 2019; Wu et al., 2020). The 
olfactory alterations in these conditions have been related to a variety of 
changes in intrinsic and synaptic properties of bulbar neurons (Zhang 
et al., 2018; Li et al., 2019; Wu et al., 2020), including alterations in the 
firing activity of olfactory neurons (Li et al. 2019; Wu et al., 2020), their 
response to odor stimuli (Wu et al., 2020) and their synaptic interactions 
(Le Pichon et al., 2009; Zhang et al., 2018; Li et al., 2019), which can be 
also the case for the alterations induced by CIH. This is likely because 
CIH alters intrinsic and synaptic properties in different circuits (Payne 
et al., 2004; De Paula et al., 2007; Almado et al., 2012; Arias-Cavieres 
et al., 2020; Villasana-Salazar et al., 2020). These potential changes in 
the olfactory circuits need to be explored to identify possible therapeutic 
targets to counteract the effects of CIH on olfactory function, which 
could be useful for the treatment of hyposmia in OSA patients. 

It must be acknowledged that CIH-induced deterioration in olfactory 
function is sturdier than the CIH-induced changes in MOB network 

Fig. 7. Correlation between MOB population response to odors with olfactory detection but not with odor discrimination. Correlation plots between olfactory 
performance with the change in normalized power (% of baseline) of the MOB during exposure to amyl acetate in different frequency bands (Δtheta: 1–15 Hz, left; 
Δbeta: 15–30 Hz, middle and Δgamma: 30–115 Hz, right) for all tested animals, including CIH (red dots) and normoxic (red dots) animals. Aside from the linear 
regressions (black line), dots were grouped through hierarchical clustering (dotted circles). Note that CIH animals are always grouped in the same cluster differ-
entiated from normoxic clusters. Significant correlations were found between the response of the MOB to amyl acetate, in all frequency bands power, with odor 
detection (latency to uncover pellet; upper graphs) but not with the cross-habituation index (lower graphs). 

R. Hernández-Soto et al.                                                                                                                                                                                                                      



Experimental Neurology 340 (2021) 113653

10

activity. This apparent dissociation between a moderate reduction in a 
single-site LFP power and a clear deterioration in behavior has been 
observed in other pathological conditions and circuits (Radwan et al., 
2016; Bygrave et al., 2019). In the absence of major changes in oscil-
latory activity power, behavioral alterations can be associated to alter-
ations in the temporarily ordered and dynamic activation of ensembles 
within a given circuit (Radwan et al., 2016) or between distant networks 
(Bygrave et al., 2019). For instance, mice lacking the GLUA1 protein 
(which is related to schizophrenia), show impaired spatial working 
memory and stimulus habituation, which are not related to a dramatic 
change in slow or fast oscillations (although some slight state-dependent 
alterations in power are observed; Bygrave et al., 2019) but are, instead, 
correlated to major alterations in hippocampal–prefrontal coherence, in 
a demand-dependent manner. Similarly, cognitive discrimination defi-
cits in fragile X mental retardation protein 1-deficient mice were not 
related to a dramatic change in slow or fast oscillations (Radwan et al., 
2016), but were closely correlated with alterations in the dynamic 
transitions in the theta/gamma coupling along the somato-dendritic axis 
of CA1 during different demands (Radwan et al., 2016), producing what 
has been called a discoordinated state (Radwan et al., 2016). It must be 
acknowledged too, that dynamic functional impairments would be 
difficult to detect by steady-state measurements, by recording only one 
structure, or by only analyzing the changes in power of oscillatory ac-
tivity. These limitations are present in our study and need to be amended 
by evaluating the activity of the MOB (and simultaneously other related 
circuits) under different olfactory demands and/or by simultaneously 
recording all its cellular types and layers. As it is now, we cannot discard 
that CIH produces differential changes within the MOB (beyond the 
recorded granular layer) or other extrabulbar olfactory circuits. In fact, 
there are olfactory-related extrabulbar structures affected by CIH, 
perhaps more than the MOB, such as the piriform cortex (Mukai et al., 
2013), the entorhinal cortex-hippocampal circuit (Mukai et al., 2013; 
Villasana-Salazar et al., 2020) and neuromodulatory networks (Ma 
et al., 2008; Mukai et al., 2013), that could influence the CIH-induced 
olfactory dysfunction. The contribution of these extrabulbar circuits to 
the CIH-induced olfactory dysfunction needs to be addressed. 

5. Conclusion 

Our findings provide evidence that CIH disrupts MOB spontaneous 
and odor-evoked activity, which correlates with alterations in olfaction. 
It is likely that the hyposmia observed in OSA patients is induced by CIH- 
induced alterations in the MOB and, perhaps, in other extrabulbar cir-
cuits. Further studies are needed to reveal the cellular and network 
mechanisms underlying these alterations and their possible reversal. 
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México. Authors thank Jessica González Norris and Anaid Antaramian 
for editorial comments and Benito Ordaz for technical support. 

References 

Alcantara-Gonzalez, D., Villasana-Salazar, B., Peña-Ortega, F., 2019. Single amyloid-beta 
injection exacerbates 4-aminopyridine-induced seizures and changes synaptic 
coupling in the hippocampus. Hippocampus 29 (12), 1150–1164. https://doi.org/ 
10.1002/hipo.23129. 

Almado, C.E.L., Machado, B.H., Leao, R.M., 2012. Chronic intermittent hypoxia 
depresses afferent neurotransmission in NTS neurons by a reduction in the number of 
active synapses. J. Neurosci. 32 (47), 16736–16746. https://doi.org/10.1523/ 
JNEUROSCI.2654-12.2012. 

Alvarado-Martínez, R., Salgado-Puga, K., Peña-Ortega, F., 2013. Amyloid beta inhibits 
olfactory bulb activity and the ability to smell. PLoS One 8 (9). https://doi.org/ 
10.1371/journal.pone.0075745. 

Arias-Cavieres, A., Khuu, M.A., Nwakudu, C.U., Barnard, J.E., Dalgin, G., Garcia III, A.J., 
2020. A HIF1a-dependent pro-oxidant state disrupts synaptic plasticity and impairs 
spatial memory in response to intermittent hypoxia. Eneuro 7 (3). https://doi.org/ 
10.1523/ENEURO.0024-20.2020. 

Banabilh, S.M., Suzina, A.H., Mohamad, H., Dinsuhaimi, S., Samsudin, A.R., Singh, G.D., 
2010. Assessment of 3-D nasal airway morphology in Southeast Asian adults with 
obstructive sleep apnea using acoustic rhinometry. Clin. Oral Investig. 14 (5), 
491–498. https://doi.org/10.1007/s00784-009-0342-9. 

Bathellier, B., Gschwend, O., Carleton, A., 2010. Temporal coding in olfaction. In: The 
Neurobiology of Olfaction. CRC Press/Taylor & Francis. https://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/books/NBK55968/. 

Beshel, J., Kopell, N., Kay, L.M., 2007. Olfactory bulb gamma oscillations are enhanced 
with task demands. J. Neurosci. 27 (31), 8358–8365. https://doi.org/10.1523/ 
JNEUROSCI.1199-07.2007. 

Buck, L.B., 2004. Olfactory receptors and odor coding in mammals. Nutr. Rev. 62 (suppl_ 
3), S184–S188. https://doi.org/10.1111/j.1753-4887.2004.tb00097.x. 

Bushdid, C., Magnasco, M.O., Vosshall, L.B., Keller, A., 2014. Humans can discriminate 
more than 1 trillion olfactory stimuli. Science 343 (6177), 1370–1372. https://doi. 
org/10.1126/science.1249168. 

Bygrave, A.M., Jahans-Price, T., Wolff, A.R., Sprengel, R., Kullmann, D.M., 
Bannerman, D.M., Kätzel, D., 2019. Hippocampal-prefrontal coherence mediates 
working memory and selective attention at distinct frequency bands and provides a 
causal link between schizophrenia and its risk gene GRIA1. Transl Psychiatry. 9 (1), 
142. https://doi. https://doi.org/10.1038/s41398-019-0471-0. 

Camacho-Hernández, N.P., Lorea-Hernández, J.J., Peña-Ortega, F., 2019. Microglial 
modulators reduce respiratory rhythm long-term facilitation in vitro. Respir. Physiol. 
Neurobiol. 265, 9–18. https://doi.org/10.1016/j.resp.2018.07.012. 

Campolongo, M., Kazlauskas, N., Falasco, G., Urrutia, L., Salgueiro, N., Höcht, C., 
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A B S T R A C T

Chronic intermittent hypoxia (CIH) is the most distinct feature of obstructive sleep apnea (OSA), a common
breathing and sleep disorder that leads to several neuropathological consequences, including alterations in the
hippocampal network and in seizure susceptibility. However, it is currently unknown whether these alterations
are permanent or remit upon normal oxygenation. Here, we investigated the effects of CIH on hippocampal
spontaneous network activity and hyperexcitability in vitro and explored whether these alterations endure or
fade after normal oxygenation. Results showed that applying CIH for 21 days to adult rats increases gamma-band
hippocampal network activity and aggravates 4-Aminopyridine-induced epileptiform activity in vitro.
Interestingly, these CIH-induced alterations remit after 30 days of normal oxygenation. Our findings indicate
that hippocampal network alterations and increased seizure susceptibility induced by CIH are not permanent and
can be spontaneously reverted, suggesting that therapeutic interventions against OSA in patients with epilepsy,
such as surgery or continuous positive airway pressure (CPAP), could be favorable for seizure control.

1. Introduction

Obstructive sleep apnea (OSA) is a chronic multifactorial disorder
characterized by recurrent brief episodes of complete or partial collapse
of the upper airway during sleep (Xie & Yung, 2012; Sforza & Roche,
2016). Chronic intermittent hypoxia (CIH), the principal consequence
of OSA (Chiang, 2006; Xie & Yung, 2012; Rosenzweig et al., 2014;
Sforza & Roche, 2016), leads to several neuropathological con-
sequences, including cognitive impairment and structural and func-
tional hippocampal network alterations (Chiang, 2006; Manni &
Terzaghi, 2010; Xie & Yung, 2012; Rosenzweig et al., 2014; Cha et al.,
2017; Peña-Ortega, 2016). OSA is commonly present in patients with
drug-resistant epilepsy and aggravates the clinical course of this dis-
order, resulting in poor seizure control and a high risk of sudden un-
expected death in epilepsy (Malow et al., 2000; Chihorek et al., 2007;
Manni & Terzaghi, 2010; Nobili et al., 2011; Andersen et al., 2012;
Segal et al., 2012).

CIH can be experimentally induced by exposing animals to recurrent
brief episodes of moderate hypoxia (3-8% inspired O2), alternating with
brief episodes of normoxia several hours a day for several days (Veasey
et al., 2004; Del Rio et al., 2014; Navarrete-Opazo & Mitchell, 2014;
Moraes & Machado, 2015; Sforza & Roche, 2016; Morgan et al., 2016).
Experimentally induced CIH leads to diverse neuropathological features
resembling OSA (Del Rio et al., 2014; Moraes & Machado, 2015; Sforza
& Roche, 2016; Morgan et al., 2016), including cognitive impairment
and hippocampal network activity alterations (Gozal et al., 2001; Wais
et al., 2009; Cha et al., 2017; Khuu et al., 2019). In addition, it has been
shown that hypoxia results in long-lasting neuropathological effects in
neonatal animals (Mikati et al., 2005; Kanaan et al., 2005; Dylag et al.,
2017), including augmented seizure susceptibility and epileptogenesis
(Jensen et al., 1991, 1992; Björkman et al., 2010; Xie et al., 2010;
Rakhade et al., 2011, 2012; Rodriguez-Alvarez et al., 2015). Moreover,
Wais et al. (2009) showed that brief hypoxic episodes in adult rats in-
duce seizures and augment hippocampal epileptiform activity in vitro.
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However, the persistency, or reversibility, of the hippocampal network
activity alterations and the increased seizure susceptibility induced by
CIH remain unknown (Xie & Yung, 2012). Here, we investigated the
effects of CIH on hippocampal spontaneous network activity and 4-
Aminopyridine (4AP)-induced hyperexcitability in vitro and explored
whether these alterations are permanent or remit after normal oxyge-
nation. Results showed that experimentally induced CIH for 21 days
alters hippocampal network activity in the gamma band and aggravates
4AP-induced epileptiform activity in adult rat hippocampal slices. In
addition, our results demonstrate that CIH-induced hippocampal net-
work alterations and pro-epileptiform effects are spontaneously re-
verted after normal oxygenation (reoxygenation, ReOx).

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Twenty-two male Wistar rats (6-8 weeks old, 150-200 g) were ob-
tained from the animal facility at the Institute of Neurobiology,
Universidad Nacional Autónoma de México (INB-UNAM) and housed in
collective cages (4 animals/cage) at the Behavioral Analysis Unit (BAU;
INB-UNAM) under standard vivarium conditions (22-23 °C,12-h light/
dark cycle), with food and water ad libitum. All the experiments were
conducted in accordance with the Official Mexican Standard published
by México’s Ministry of Agriculture (SAGARPA NOM-062-ZOO-1999)
and the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). In ad-
dition, all experiments were approved by the Bioethics Committee of
the INB-UNAM. Only the minimal and necessary number of animals
were used in this study.

2.2. Chronic intermittent hypoxia

CIH was induced as previously reported (Moraes & Machado, 2015),
but with slight modifications (Fig. 1). Animals in collective cages (4
animals/cage) were introduced daily into Plexiglas chambers (76 cm x
51 cm x 51 cm) equipped with gas injectors and O2, CO2, humidity and
temperature sensors (BioSpherix, NY, USA) (Fig. 1A). There, animals
were subjected to intermittent 5-min of N2 injection to induce hypoxic
episodes of 40-50 seconds (5-7% inspired O2) (Fig. 1B). After each
hypoxia episode, O2 was injected for 5-min to return to normoxia (21-
22% inspired O2) (Moraes & Machado, 2015) (Fig. 1B). Gas injectors
were controlled with an OxyCycler system (A42OC, BioSpherix). This
CIH protocol was conducted daily for 8 hours (from 10:00 h to 18:00 h)
during the light phase of the cycle and lasted 21 days. This CIH period
induces major pathological changes at different levels and locations
(Del Rio et al., 2014; Morgan et al., 2016), which cannot be achieved by
shorter CIH periods (Del Rio et al., 2014; Morgan et al., 2016), and
which include changes in neuronal excitability and responsiveness to

challenging conditions (Veasey et al., 2004; Del Rio et al., 2014;
Morgan et al., 2016). To investigate the reversibility of the CIH effects,
independent groups of animals were subjected to CIH for 21 days
(Fig. 1), followed by normoxia for 30 days (ReOx), while animals
breathed room air (21-22% inspired O2) at the BAU-INB-UNAM. Each
CIH animal group was matched with a littermate independent control
group (CTL). CTL animals in collective cages (4 animals/cage) were
simultaneously introduced into the same Plexiglas chambers but
breathed normoxic air (21-22% O2). The animals’ weight and survival
were constantly monitored during the CIH protocol.

2.3. Preparation of hippocampal slices

Hippocampal slices were obtained as previously described (Peña &
Alavez-Pérez, 2006, Alcantara-Gonzalez et al., 2019). Briefly, animals
were euthanized with an injection of sodium pentobarbital (50 mg/kg,
ip; PiSa, México) and perfused transcardially with a cold protective
sucrose solution (composition (in mM): 238 sucrose, 3 KCl, 2.5 MgCl2,
25 NaHCO3, and 30 D-glucose, pH 7.4), bubbled with carbogen (95%
O2/5% CO2). The brain was subsequently removed and dissected in ice-
cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF; composition (in mM): 119
NaCl, 3 KCl, 1.5 CaCl2, 1 MgCl2, 25 NaHCO3, and 30 D-glucose, pH 7.4)
and bubbled with carbogen. Both hemispheres were glued and mounted
onto an agar block with a 30° angle inclination. Sagittal slices (400 μm
thick) containing the ventral hippocampus and the entorhinal cortex
were obtained using a vibratome (Microm HM 650 V, Thermo Scien-
tific, IL, USA). These slices preserve all the connections of the trisy-
naptic pathway and thus the output from hippocampus to the en-
torhinal cortex; allowing sustained reverberatory epileptiform activity
to be efficiently induced and recorded (Perreault & Avoli, 1991;
Barbarosie & Avoli, 1997; Panuccio et al. 2010). Slices were left to
recover at room temperature for at least 60 min before any further
experimental manipulation.

2.4. Electrophysiological recordings and 4AP-induced epileptiform activity

Slices were transferred to a submerged recording chamber that was
continuously perfused at 15-17 ml/min with aCSF bubbled with car-
bogen and maintained at 30-32 °C. Local field potential (LFP) record-
ings were obtained using borosilicate electrodes (< 1MΩ) filled with
aCSF and positioned on the pyramidal layer of the hippocampal CA1
region (Peña & Alavez-Pérez, 2006; Alcantara-Gonzalez et al., 2019),
which render LFPs in the order of μV (Peña & Alavez-Pérez, 2006;
Alcantara-Gonzalez et al., 2019), in contrast to the LFPs recorded in the
order of mV with electrodes with resistance higher than 2MΩ (Perreault
& Avoli, 1991; Barbarosie & Avoli, 1997; Panuccio et al., 2010). Basal
hippocampal LFP was recorded for 30 min before 4AP (100 μM) was
added to the bath (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and its effects
were continuously recorded for 1 h. 4AP is a K+ channel blocker that

Fig. 1. Chronic intermittent hypoxia (CIH)
protocol. A. Scheme of the set up required to
apply CIH into a Plexiglas chamber. The
chamber for normoxic conditions was not in-
cluded. The animals were introduced to one of
those chambers, were either intermittent hy-
poxia or normoxia was present for 8 hrs/day
for 21 days. B. Representative traces of in-
spired O2 levels during a typical application of
the chronic intermittent hypoxia (CIH, blue
trace) or normoxia (CTL, red-doted trace)
protocols. Note that intermittent hypoxia con-
sisted of intermittent 5-min of N2 injection to
induce hypoxic episodes of 40-50 seconds (5-
7% inspired O2). After each hypoxic episode,
O2 was injected for 5-min to return to nor-
moxia (21-22% inspired O2).
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produces persistent epileptiform activity in hippocampal slices
(Perreault & Avoli, 1991; Barbarosie & Avoli, 1997; Jensen et al., 1998;
Avoli et al., 2002; Peña & Alavez-Pérez, 2006; Panuccio et al., 2010;
Alcantara-Gonzalez et al., 2019). Finally, lidocaine (1 mM) was added
to the bath to test the slice’s viability and the neuronal nature of the
recorded LFP (Peña & Alavez-Pérez, 2006, Alcantara-Gonzalez et al.,
2019). Electrophysiological recordings were amplified, filtered (in-
cluding a notch filter around 60 Hz; Grass Instruments Co., MA, USA)
and digitized at 2 kHz through a TL-2 interface (Axon Instruments Inc.,
CA, USA).

2.5. Data analysis and statistics

Recordings were analyzed using Clampfit (v.10.7, Molecular
Devices, CA, USA). The individual responsible for this analysis was
blinded to the experimental group to which each and all of the re-
cordings belonged to. A power spectrum analysis was performed on
three randomly selected periods (20 s each) by means of the fast Fourier
transform (FFT) algorithm (4096 frequency points and 0.224 Hz spec-
tral resolution, Hamming window with 50% overlap). Relative power
values from basal hippocampal LFP were calculated for each frequency
as the percent of their own power from the total power in the 1-115 Hz
broadband and were expressed as % of power (Magdaleno-Madrigal
et al., 2019; Alcantara-Gonzalez et al., 2019). Then, the relative power
spectrum was segmented in the following frequency bands: delta (1-4
Hz), theta (4-10 Hz), beta (10-30 Hz) and gamma (30-115 Hz). To
evaluate the change in power during 4AP-induced epileptiform activity,
the absolute power values were averaged for the 1-115 Hz frequency
band before (defined as “basal” -pre 4AP-) and after 4AP administra-
tion, for each experiment. Analyses excluded the alternating current-
related noise frequency band (55-65 Hz), due to the use of a notch filter.
The mean power of each basal recording was set as 100%, and the
activity in the presence of 4AP was calculated as % of basal for each
experiment. Representative time-frequency spectrograms were ob-
tained with a customized routine in MATLAB (R2015a, Mathworks,
MA, USA) based on the spectrogram.m function (Pardo-Peña et al., 2018;
Magdaleno-Madrigal et al., 2019). In the graphic representations, a
hiatus around 60 Hz both in the spectrograms and the power spectra
was included due to the use of a 60 Hz notch filter.

The collected data exhibited a non-normal distribution, which was
evaluated with the Kolmogorov–Smirnov normality test. Thus, non-
parametric statistical comparisons were carried out with the Kruskal-
Wallis test followed by the two-stage step-up method of Benjamini,
Krieger and Yekutieli test, to correct for multiple comparisons. Fisher’s
exact test and Mann-Whitney test were used to compare proportion
data and body weight changes, respectively. Spearman’s correlation
was used to correlate relative power in the gamma band of the basal
hippocampal network activity and the 4AP-induced epileptiform ac-
tivity normalized power. A non-linear log-log fitting function was used
for pairwise graphic correlations. Prism software (v.8.0.2, GraphPad,
CA, USA) was used for statistical analysis. Significance threshold was
set at p<0.05. Data are presented as mean± standard error of the
mean (SEM).

3. Results

3.1. Weight loss and mortality during the chronic intermittent hypoxia
protocol

Despite starting at the same body weight (CTL = 155.6±3.7 g, CIH
= 154.2±5.2 g, MW = 204.5, df = 20, p>0.1), animals that un-
derwent the 21 days CIH protocol gained slightly less body weight (CIH
= 258.0±3.0 g; 167.3% of day one) than CTL animals (273.9± 4.1 g;
176.0 % of day one, MW = 96, df = 20, p<0.01, Table 1). CIH-
induced weight loss has also been observed in adult mice exposed to
CIH (Siqués et al., 2006; Jun et al., 2010) and neonatal mice exposed to

brief hypoxia (Rodriguez-Alvarez et al., 2015), which has been asso-
ciated with a decreased food intake (Siqués et al., 2006; Jun et al.,
2010). In addition, 16% of animals that underwent the CIH protocol
died of unknown causes during the intermittent hypoxia periods (2/14
animals), whereas none of the CTL animals died (0/8 animals,
p< 0.001, Table 1). This mortality rate is similar to the one reported by
other groups in immature and juvenile rats exposed to brief hypoxia
(Moshé & Albala, 1985; Jensen et al., 1992; Owens et al., 1997;
Rodriguez-Alvarez et al., 2015; Morand et al., 2018), or adult rats ex-
posed to chronic intermittent hypobaric hypoxia (Siqués et al., 2006).
Despite that developmental differences in sensitivity to hypoxia may
influence the phenomenon, this mortality may be related to the in-
duction of seizures (Wais et al., 2009; Rodriguez-Alvarez et al., 2015),
weight loss or increase in the hematocrit (Siqués et al., 2006) and/or
ventricular arrhythmias and sudden cardiac death (Morand et al.,
2018). However, we did not specifically look or measured these types of
changes.

3.2. Chronic intermittent hypoxia alters hippocampal network activity in the
gamma frequency band and aggravates 4AP-induced epileptiform activity

After 21 days of CIH or normoxic protocols, animals were eu-
thanized, and their hippocampal network activity was recorded in vitro
(Fig. 2A). Power spectrum analysis of basal hippocampal network ac-
tivity showed no difference in the mean absolute power, in the 1-115
Hz frequency broadband, between groups (CTL = 32.2± 10.0 nV2/Hz,
n = 14 slices from 5 animals; CIH = 22.6±8.0 nV2/Hz, n = 18 slices
from 8 animals, KW = 123.4, df = 9, p>0.1, Fig. 2B), demonstrating
that CIH seems not to produce a generalized change in hippocampal
network activity. However, basal relative power spectra exhibit a sig-
nificant increase at the gamma frequency band (30-115 Hz) in CIH-
treated animals (16.8± 3.6 % of power) compared to the CTL group
(5.7± 0.4 % of power, KW = 60.5, df = 7, p< 0.05, Fig. 2C and D).
There were no statistical differences in delta (1-4 Hz; p>0.1), theta (4-
10 Hz; p>0.1) and beta (10-30 Hz; p>0.1) frequency bands relative
power between groups (Fig. 2C).

Application of 4AP to the perfusion bath induces sustained epi-
leptiform activity in vitro (Perreault & Avoli, 1991; Peña & Alavez-
Pérez, 2006; Alcantara-Gonzalez et al., 2019), which is characterized,
in our experimental conditions, by interictal-like activity during the
first hour (Peña & Alavez-Pérez, 2006). In our experimental conditions,
longer 4AP presence is required to induce itcal-like activity in control
slices (Peña & Alavez-Pérez, 2006). In slices recorded in an interface
chamber this latency for 4AP-induced ictal-like activity is shorter
(Perreault & Avoli, 1991; Barbaroise & Avoli, 1997; Panuccio et al.,
2010). Thus, in hippocampal slices obtained from the CTL group, re-
corded in a submerged chamber, the 4AP-induced epileptiform activity
was characterized, during the evaluated first hour, by recurrent high-
amplitude paroxysmal spikes (Fig. 3A), also called interictal-like ac-
tivity (Perreault & Avoli, 1991; Peña & Alavez-Pérez, 2006; Alcantara-
Gonzalez et al., 2019). In contrast, 4AP-induced epileptiform activity,
in a third of the hippocampal slices (6/18 slices), obtained from 63% of
CIH animals (5/8 animals), showed an exacerbated epileptiform ac-
tivity pattern defined in the literature as ictal-like activity (Barbarosie &

Table 1
Effects of chronic intermittent hypoxia (CIH) on body weight and mortality
rate.

CTL CIH Statistics

Initial body weight 155.6± 1.7 g 154.2± 5.2 g p = 0.24
(MW = 204.5, df = 20)

Final body weight 273.9± 4.1 g 258±3.0 g p < 0.001
(MW = 96, df = 20)

Mortality rate 0 %
(0/8 animals)

16 %
(2/14 animals)

p < 0.001
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Avoli, 1997; Jensen et al., 1998; Avoli et al., 2002; Peña & Alavez-
Pérez, 2006; Panuccio et al., 2010), which is characterized by recurrent
bursts of high-frequency and high-amplitude paroxysmal spikes fol-
lowed by a postictal depression (Fig. 3A). Thus, 33.3 % of the slices
obtained from CIH animals presented ictal-like activity, whereas none
of the slices obtained from CTL animals exhibited this epileptiform
pattern (0/14 slices from 5 animals, p< 0.05, Fig. 3B). Analysis of the
power spectrum during 4AP-induced epileptiform activity (normalized
to basal activity; in each experiment; i.e. pre 4AP application; set as
100%), in the 1-115 Hz frequency broadband, showed that the increase
in power during epileptiform activity is dramatically higher in slices
obtained from CIH animals (to 99.4±64.5 × 103 % of basal; n = 18)
compared to slices obtained from the CTL group (to 2.2± 0.6 × 103 %
of basal; n = 14, KW = 58.7, df = 9, p< 0.05, Fig. 3C), when the CIH
group included all the tested slices, mixing the slices that generated
interictal-like activity with those that generated ictal-like activity in the
presence of 4AP (n = 18 slices, Fig. 3C). The statistical difference be-
tween groups remained significant when compared the normalized
power of the CTL slices with the normalized power only of the slices
obtained from CIH animals that exhibited either interictal-like activity
(138.8±89.9 × 103 % of basal, n = 12 slices, KW = 54.3, df = 9,
p<0.01) or ictal-like activity (34.3± 29.4 × 103 % of basal, n = 6
slices, KW = 33, df = 9, p< 0.05). Finally, we found no difference in
the normalized power of the slices obtained from CIH animals that
exhibited either interictal-like activity (138.8±89.9 × 103 % of basal,
n = 12 slices) or ictal-like activity (34.3± 29.4 × 103 % of basal, n =
6 slices, KW = 34.5, df = 9, p> 0.1).

In order to evaluate a possible relation between the gamma band
relative power during basal hippocampal network activity and the 4AP-
induced epileptiform activity power (normalized to basal activity -pre
4AP), in the 1-115 Hz frequency band, a correlation analysis was per-
formed. Gamma band relative power during basal hippocampal net-
work activity slightly correlated with the 4AP-induced epileptiform
activity power change in slices obtained from the CTL and CIH groups (r
= 0.42, p< 0.01, Fig. 3D).

3.3. Reoxygenation reverses the changes in hippocampal network activity
induced by chronic intermittent hypoxia

To investigate the preservation of the CIH-induced alterations in
hippocampal network activity, independent groups of animals were
exposed to the same CIH or normoxic protocols but followed by 30 days
of ReOx (breathing room air). Then, hippocampal network activity was
recorded in slices obtained from CTL + ReOx and CIH + ReOx animals
(Fig. 4A). Basal hippocampal network activity showed no difference in
the mean absolute power between groups (CTL + ReOx = 41.9± 19.4
nV2/Hz, n = 11 slices from 3 animals; CIH + ReOx = 31.2±7.7 nV2/
Hz, n = 13 slices from 4 animals, KW = 92.96, df = 9, p>0.1,
Fig. 4B). Also, relative power spectrum of their basal hippocampal
network activity showed no differences between groups in any of the
analyzed frequency bands (p> 0.1, Fig. 3C), including the gamma
band (CTL + ReOx = 5.9±1.4 % of power, CIH + ReOx = 5.7± 1.0
% of power, KW = 63.8, df = 7, p> 0.1, Fig. 4D).

Bath application of 4AP induced interictal-like epileptiform activity
in all the slices obtained from CTL + ReOx and CIH + ReOx animals
(CTL + ReOx = 11/11 slices, CIH + ReOx = 13/13 slices, p> 0.1,
Fig. 5A and B). No ictal-like activity was observed in any of these slices.
Power spectrum analysis during 4AP-induced epileptiform activity
showed no difference between groups in the 1-115 Hz frequency
broadband (CTL + ReOx = 15.0± 7.6 × 103 % of basal, CIH + ReOx
= 23.1±10.5 × 103 % of basal, KW= 14.3, df = 9, p> 0.1, Fig. 5C).
Finally, correlation analysis showed no significant association between
gamma band relative power during basal hippocampal network activity
and the 4AP-induced epileptiform activity normalized power (% of
basal activity; -pre 4AP-), while including CTL + ReOx and CIH +
ReOx groups (r=-0.02, p>0.1, Fig. 5D).

4. Discussion

OSA is commonly present in patients with drug-resistant epilepsy
(Höllinger et al., 2006; Li et al., 2012), suggesting that long-term

Fig. 2. Chronic intermittent hypoxia (CIH) alters basal hippocampal network activity in the gamma frequency band. A. Representative traces (top) and spectrograms
(bottom) of basal hippocampal network activity in slices obtained from animals subjected to normoxic room air conditions (CTL) or CIH for 21 days. B. Quantification
of the mean absolute power (1-115 Hz) of the basal hippocampal network activity of CTL and CIH groups. C. Mean relative power spectra (as % of power) of CTL and
CIH groups. The thicker and darker line represents the mean, while the clearer shadow, flanked by thinner lines, represents the SEM. Note that the relative gamma is
higher in the CIH group. D. Quantification of basal gamma relative power (30-115 Hz) of CTL and CIH groups. Note that CIH increases the relative power at the
gamma frequency band. Data are presented as mean± SEM. Spectrograms and power spectra show a hiatus around 60 Hz due to the notch filter used during
recordings. * denotes a significant difference against CTL, p< 0.05.
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intermittent hypoxic episodes could be involved in epileptogenesis
(Chihorek et al., 2007). Moreover, acute and repeated episodes of
moderate hypoxia induce a long-term enhancement of brain excitability
and increase seizure susceptibility (Wais et al., 2009; Björkman et al.,
2010; Xie et al., 2010; Rakhade et al., 2011, 2012; Rodriguez-Alvarez
et al., 2015). Here, we show that CIH, the most distinct feature of OSA
(Chiang, 2006; Xie & Yung, 2012; Rosenzweig et al., 2014; Sforza &
Roche, 2016), increases hippocampal network activity, specifically in
the gamma frequency band, while enhancing epileptiform activity in
adult rat hippocampal slices. Hippocampal gamma oscillations (30-120
Hz) have been involved in the coupling between distant and neigh-
boring brain regions (Montgomery and Buzsáki, 2007; Buzsáki &
Schomburg, 2015) and seem to rely on local inhibitory interneuron
interactions (Hughes, 2008; Merchant et al., 2012; Keeley et al., 2017).
Interestingly, hippocampal inhibitory neural networks seem to be al-
tered after repeated hypoxic episodes in adult mice (Wais et al., 2009).
In contrast, brief neonatal hypoxia exposure does not produce any long-
term alteration in parvalbumin-positive (PV+) hippocampal inhibitory
interneurons (Rodriguez-Alvarez et al., 2015; Fernando & Mody, 2015),
which is the interneuron subpopulation mostly involved in the gen-
eration of gamma oscillations (Merchant et al., 2012). Our results
suggest that hippocampal inhibitory network activity could be altered

as a consequence of CIH, which correlated with an increased suscept-
ibility to epileptiform activity.

Enhanced gamma band activity has been observed in epileptic pa-
tients and epilepsy animal models in seizure-associated brain areas,
mainly during pre-ictal periods (Hughes, 2008; de Curtis and
Gnatkovsky, 2009). Interestingly, the increased gamma activity is re-
lated to the drug responsiveness in animal models of epilepsy
(Maheshwari et al., 2016). Increased high-frequency hippocampal ac-
tivity may reflect an ongoing epileptogenic process in animals subjected
to CIH, similar to what has been observed in experimentally induced
epilepsy (Jones et al., 2015).

The ictal-like epileptiform pattern observed here in hippocampal
slices obtained from CIH-treated animals has also been observed in
hippocampal slices obtained from adult animals previously exposed to
brief hypoxia at P10 (Jensen et al., 1998) and may indicate an aug-
mented excitability state of the hippocampal network during the epi-
leptiform process. The ictal-like epileptiform pattern is very uncommon
in hippocampal slices from healthy subjects (Jensen et al., 1998; Reyes-
García et al., 2018), however, it is commonly observed in human hip-
pocampal tissue resected from patients with drug-resistant temporal
lobe epilepsy (Reyes-García et al., 2018). Moreover, the ictal-like epi-
leptiform activity pattern has been associated with aberrant activity of

Fig. 3. 4-Aminopyridine (4AP)-induced hippocampal epileptiform activity is exacerbated by chronic intermittent hypoxia (CIH). A. Long-lasting representative traces
(top) of the epileptiform activity induced by 4AP in hippocampal slices obtained from animals subjected to normoxic room air conditions (CTL) or CIH for 21 days.
The arrows indicate the beginning of bath application of 4AP and lidocaine. Shorter samples of epileptiform activity (middle), delimited by the red dotted lines, and
their spectrograms (bottom) are also shown. Note that slices obtained from CIH-treated animals exhibit ictal-like epileptiform activity, in contrast to slices obtained
from CTL animals that only exhibit interictal-like epileptiform activity. B. Quantification of the proportion of recorded slices exhibiting either interictal-like or ictal-
like epileptiform activity induced by 4AP in CTL and CIH groups. Note that only slices obtained from CIH animas show ictal-like epileptiform activity pattern. C.
Quantification of the 4AP-induced epileptiform activity mean power (as % of basal) in the 1-115 Hz frequency band in CTL and CIH groups, including both interictal-
like and ictal-like epileptiform activity. D. Correlation of basal gamma relative power (as % of power) and 4AP-induced epileptiform activity power (as % of basal)
from CTL (black circles) and CIH (gray circles) groups. A non-linear log-log function was fitted to the data (red line). Note that basal hippocampal gamma activity
shows a slight positive correlation with the magnitude of the epileptiform activity. Data are presented as mean± SEM. Spectrograms show a hiatus around 60 Hz due
to the notch filter used during recordings. *denotes a significant difference against CTL, p<0.05.
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hippocampal inhibitory interneurons (Fujiwara-Tsukamoto et al., 2004;
Sessolo et al., 2015). Further studies will address whether CIH alters
hippocampal inhibitory networks and its impact on epileptogenesis.

Brief perinatal hypoxia has been a reliable epilepsy model char-
acterized by spontaneous electrographic and behavioral seizures and
decreased seizure threshold throughout adulthood (Jensen et al., 1991,
1992; 1998; Sanchez et al., 2001; Björkman et al., 2010; Rakhade et al.,
2011, 2012; Rodriguez-Alvarez et al., 2015), which resembles several
aspects of seizure susceptibility and long-term consequences observed
in pediatric patients with epilepsy (Murray et al., 2005; Kurinczuk
et al., 2010). In addition, the presence of signs of hypoxic stress and of
the hypoxia-inducible factor (HIF)-1α in animals exposed to pilo-
carpine-induced status epilepticus indicates that seizures promote hy-
poxic conditions, which could aggravate the course of the hyperexcit-
ability (Gualtieri et al., 2013). Similar to our findings, Wais and
colleagues (2009) reported that repeated brief hypoxic episodes in
adult mice induce epileptiform activity and hippocampal network al-
terations.

Here we show that CIH induces hippocampal network alterations in
the gamma frequency band and pro-epileptiform effects that can be
reverted upon ReOx, which coincides with the observation that many of
the CIH-induced neuropathological effects are also transient (Harik
et al., 1996; Kanaan et al., 2005), including hypoxia-induced hy-
pervascularity and polycythemia. However, this contrasts with other
hypoxia-induced pathological changes, including decreased myeliniza-
tion and increased expression of brain capillary glucose transporter,
which seem to be permanent (Harik et al., 1996; Kanaan et al., 2005).
Future experiments will address the cellular and molecular mechanisms
underlying the effects of CIH and ReOx on hippocampal excitability.

The finding of the reversibility of CIH-induced alterations in hip-
pocampal excitability coincides with studies in epilepsy patients pre-
senting OSA, which show that therapeutic interventions against OSA,
such as surgery or CPAP, reduce electrographic epileptiform activity
and seizures (Vaughn et al., 1996; Chihorek et al., 2007; Manni &
Terzaghi, 2010; Vendrame et al., 2011; Segal et al., 2012). Thus, our

results support the notion that therapeutic interventions against OSA in
epilepsy patients could improve seizure control.

5. Conclusions

CIH-induced hippocampal network alterations in the gamma fre-
quency band and increased seizure susceptibility are transient and can
be reverted after ReOx. These findings suggest that therapeutic inter-
ventions against OSA in epilepsy patients, such as surgery or CPAP,
could largely contribute to seizure control.
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Fig. 4. Alterations of basal hippocampal network activity in the gamma frequency band induced by chronic intermittent hypoxia (CIH) are reverted after reox-
ygenation (ReOx). A. Representative traces (top) and spectrograms (bottom) of basal hippocampal activity in slices obtained from animals subjected to normoxic
room air conditions (CTL) or CIH for 21 days. In both cases, the treatments were followed by 30 days of reoxygenation (+ReOx). B. Quantification of the mean
absolute power (1-115 Hz) of the basal hippocampal network activity of CTL + ReOx and CIH+ ReOx groups. C. Mean relative power spectra (as % of power) of CTL
+ ReOx and CIH + ReOx groups. The thicker and darker line represents the mean, while the clearer shadow, flanked by thinner lines, represents the SEM. D.
Quantification of basal gamma relative power (30-115 Hz) of CTL + ReOx and CIH + ReOx groups. Note that ReOx reverted the change in gamma activity induced
by CIH. Data are presented as mean± SEM. Spectrograms and power spectra show a hiatus around 60 Hz due to the notch filter used during recordings.
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There seems to be a correlation between soluble amyloid beta protein (Aβ) accumulation in the main olfactory bulb (OB) and smell
deterioration in both Alzheimer’s disease (AD) patients and animal models. Moreover, this loss of smell appears to be related to
alterations in neural network activity in several olfactory-related circuits, including the OB, as has been observed in anesthetized
animals and brain slices. It is possible that there is a correlation between these two pathological phenomena, but a direct and
simultaneous evaluation of the acute and direct effect of Aβ on OB activity while animals are actually smelling has not been
performed. Thus, here, we tested the effects of acute intrabulbar injection of Aβ at a low dose (200 pmol) on the OB local field
potential before and during the presence of a hidden piece of smelly food. Our results show that Aβ decreases the power of OB
network activity while impairing the animal’s ability to reach the hidden food. We found a strong relationship between the
power of the OB oscillations and the correlation between OBs and the olfactory detection test scores. These findings provide a
direct link between Aβ-induced OB network dysfunction and smell loss in rodents, which could be extrapolated to AD patients.

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent form of
dementia [1]. Aside from cognitive dysfunction, one of the
earliest symptoms is hyposmia [2–4]. Recent evidence in ani-
mal models has shown that amyloid beta (Aβ) accumulation
in the olfactory bulb (OB) and other olfactory-related areas
correlates with hyposmia [5–9], especially in the early stages
of the AD-like pathology [9–11].

Accumulation of Aβ in a variety of circuits is associated
with alterations in their synaptic function and intrinsic neu-
ral properties. These alterations are reflected in population
activity changes, which seem to underlie cognitive deteriora-
tion and other related symptoms in AD [8, 9, 12–16]. Similar
alterations in network activity have been observed in the OB
upon the acute or prolonged presence of oligomerized Aβ
[17–19], which also induces alterations in olfaction [17–21].
Considering that various OB oscillatory activities have been
closely linked to olfactory information processing [22–28],
it is likely that the Aβ-induced alterations in OB activity con-

tribute to olfactory dysfunction. However, a simultaneous
evaluation of both pathological processes is missing. Thus,
here, we directly tested this likely pathological relationship
by acutely injecting Aβ into the OB while recording its
population activity and the animal’s ability to locate a source
of smell. Our results show that a sudden Aβ application
decreases the power of OB network activity and the correla-
tion between both OBs while simultaneously impairing the
olfactory function of rats. These findings strongly suggest that
Aβ accumulation in the OB and the deterioration of its neural
network activity is responsible, at least in part, for the
hyposmia observed in AD.

2. Materials and Methods

The experimental procedures were approved by the Bioeth-
ics Committee of the Institute of Neurobiology at UNAM
and were performed in accordance with the guidelines of
the Official Mexican Norm for the Use and Care of Labora-
tory Animals (Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
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1999) and the Institutional Animal Care and Use Commit-
tee Guidebook (NIH publication 80-23, Bethesda, MD,
USA, 1996).

2.1. Subjects. Experiments were performed using 8-week-old
male Wistar rats (300–350 g) obtained from the breeding
colony of the animal facility at the Institute of Neurobiol-
ogy, UNAM. Animals were housed individually in trans-
parent acrylic cages in a temperature-controlled vivarium
(22 ± 1°C). All animals were kept under a normal 12 h
light-12 h dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) with food and
water ad libitum.

2.2. Cannula/Electrode Implantation. Animals were anes-
thetized with sodium pentobarbital (62mg/kg, i.p.) and
then administered atropine sulfate (1mg/kg, i.p.), saline
solution (0.9%, s.c.), and meloxicam (2mg/kg i.p.). Next,
subjects were positioned in a stereotaxic frame (Stoelting
Co., IL) for bilateral implantation with stainless steel guide
cannulae (23 gauge, 10mm long) into the superficial layers
of the OB (in the boundary between the glomerular and
external plexiform layers) at the following coordinates:
AP = +7 3, L = ±1 3, and V = ‐1 1 [29]. Cannulae were used
for two purposes: (a) as guides for the microinjectors aiming
at the granular cell layer (GCL) and (b) as recording elec-
trodes of the OB field activity. For the latter, cannulae were
electrically insulated by varnishing their entire surface except
the tips (Figure 1(a)) [30, 31]. The electrodes, including the
ground electrode, were attached to male connector pins
and inserted into a connector strip (American Phenolic
Corp.). Two stainless steel screws were threaded into the
cranium over the cerebellum (at the following coordinates:
AP = ‐10, L = ±3, and V = ‐1, [29]) to ground the signal
and provide support for the cannulae assembly. The
arrangement of cannulae and screws was fixed to the skull
with dental acrylic (MDC Dental-NicTone R3V). A stylet
was inserted into each cannula and kept in place at all times
to avoid obstruction (stylets were only transiently removed
for the microinjections and recordings). After the surgical
procedure, the animals were allowed to recover for a week
before further experimental manipulation.

2.3. Aβ Oligomer Preparation. Aβ1-42 and its inverse
sequence, Aβ42-1, were obtained from American Peptide
(Sunnyvale, CA). The oligomerization protocol was per-
formed as previously described [14, 19]. Briefly, 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP) was added to solid Aβ1-42
at a final peptide concentration of 1mM and incubated
for 60min at room temperature. HFIP was allowed to evap-
orate overnight. Then, a 5mM solution was prepared by
adding DMSO. Such solution was then diluted with F12
medium (F12m) to reach a final concentration of 100 μM.
This solution was incubated at 5°C for 24 h and then centri-
fuged at 14,000 rpm for 10min in the cold. The supernatant
containing the Aβ oligomers, monomers, and protofibrils
([14, 19]; Figure 1(d)) was collected and used for the
experiments. The inverse sequence Aβ42-1 was prepared with
the same procedure. The composition of the oligomerized
Aβ1-42 solution used for this study was corroborated with

standard electrophoresis followed by silver staining, which
exhibits the presence of monomers, dimers, trimers/tetra-
mers, heptamers/octamers, and large aggregates/protofibrils
(Figure 1(d); [14, 19]).

2.4. Electrophysiological Recording and Drug Administration.
On the day of the experiment, animals were moved to a
new cage with the same characteristics as their home
(acrylic cage; 24 × 18 5 × 25 cm) and clean sawdust, and then,
they were placed in a Faraday cage. There, the OB local field
potentials (LFPs) were recorded for 60min under resting
conditions (basal spontaneous activity, baseline) before
any behavioral or pharmacological manipulation, and the
recordings remained uninterrupted during the entire experi-
ment (Figure 1(b)). The signals were amplified and filtered
(high-pass, 0.1Hz; low-pass, 1.5 kHz) with a differential AC
amplifier (A-M Systems, Sequim, WA). The recordings were
digitized at 20 kHz and stored in a personal computer with
the AxoScope acquisition system from Molecular Devices
(Sunnyvale, CA). Then, the buried food tests were performed
as described in the next section (Figure 1(b)). After the first
olfactory test, either Aβ1-42 or its inverse sequence Aβ42-1
was bilaterally microinjected. In both cases, 1 μl of a solution
containing 100 pmol of Aβ was applied into each OB
(200 pmol total). The infusion was made by inserting a
microinjector, with a 30-gauge needle (12mm long), into
each guide with the microinjector surpassing it and reach-
ing the GCL (V = −3 1). The microinjectors were con-
nected to microsyringes (Hamilton Company, Reno, NV)
by polyethylene tubing. The infusion rate, 0.2 μl/min,
was controlled by a microinfusion pump (Chemyx Inc.,
Stafford, TX). After bilateral Aβ infusion, the microinjec-
tors remained in place for 5min to ensure an adequate
Aβ diffusion. After 60min of postinjection recording under
resting conditions (Figure 1(b)), a second olfactory test was
performed (Figure 1(b)).

2.5. Olfactory Behavioral Test. Olfaction was tested with
the “buried food test” [17, 32] while continuously record-
ing the animals. In each test, a piece of chocolate (50mg;
TRIKI-TRAKES®) was randomly placed at one of the four
corners, hidden 2 cm under the sawdust. The time that
animals took to reach the chocolate (latency) was quanti-
fied. The maximum test time allowed was 600 s. The ani-
mals were not deprived from food or water at any time,
as has been previously reported [33]. The inability or delay
to reach the hidden food is interpreted as an alteration in
the main OB function [17, 32].

2.6. Histological Evaluation. We carried out histological
evaluations and used Nissl staining to confirm the injection
sites (Figure 1(b); [30]). For this procedure, animals were
anesthetized with sodium pentobarbital (70mg/kg, i.p.)
and transcardially perfused with 80ml of 0.9% saline
solution followed by 30ml of 4% paraformaldehyde (PFA)
in 0.1M phosphate-buffered solution (PBS; pH7.4). The
brains were extracted and maintained in 4% PFA. For sec-
tioning, the OBs were immersed in 0.1M PBS (pH7.4), and
sagittal slices (40 μm thick) were obtained with a Vibratome
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(Leica VT1200). Nissl staining was performed as previously
described [30].

2.7. Data Analysis. The electrophysiological recordings were
analyzed offline by performing the Rapid Fourier Transform
Algorithm with a Hamming window in Clampfit 10.6
(Molecular Devices). Segments of 5 s every 10min were ana-
lyzed for spontaneous activity in resting conditions (in the
absence of odors) and during the buried food tests. Spectro-
grams from 1 to 60Hz were plotted, using NeuroExplorer
(5.1), for enhanced visualization of the frequency compo-

nents of the signals (Figures 2 and 3). The power spectra were
segmented in the following frequency bands: theta (1-12Hz),
beta (13-35Hz), and gamma (36-59Hz). The power of each
individual experiment was normalized to baseline conditions
(i.e., activity before Aβ application), arbitrarily set as 100%,
for most of the data. To compare the activity power immedi-
ately before introducing the odorous food with the activity
during the buried food test, the pretest activity power
(defined as control) was normalized and set as 100%, only
for data presented in Figure 3(c). We evaluated the cross-
correlation between the activities of both OBs during resting
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Figure 1: Location of the electrodes and injectors, experimental design, recordings, and composition of the Aβ1-42 oligomeric solution. (a)
Left: scheme of the OBs and location of a guide cannula in each surface (at the limits between the glomerular and external plexiform
layers). The injectors reaching the granular cell layer (GCL) are also represented. One cannula with its corresponding injector is expanded
to exemplify that the tip of the cannula is exposed and conductive (in black) for use as a recording electrode. Right: coronal sections of
both OBs showing the tracks left by both cannulae and the injectors. (b) Temporal organization (horizontal line) of the local field
potential (LFP) recordings of both the left and right (L/R) OBs and the application of two buried food tests: the first (1) just before Aβ
administration and the second (2) performed 60min after Aβ administration. Note that LFP recordings were uninterrupted during the
entire experiment. (c) Representative traces of the activity of both OBs 60min after the administration of either Aβ1-42 (upper traces) or
its reverse sequence Aβ42-1 (lower traces). (d) Silver-stained gel of the electrophoretic pattern of the Aβ1-42 oligomerized solution (right
lane; monomers, dimers, trimers/tetramers, and heptamers/octamers are the main oligomeric forms) along with a molecular-weight (MW)
size marker (left lane).
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conditions and in the presence of odors. GraphPad Prism
(6.01) was used for statistical analysis. In all cases, data are
presented as the mean ± S E M. For the comparisons of
power quantifications, a Friedman test followed by a Wil-

coxon test was performed. The maximum cross-correlation
values at zero lag were compared with a Wilcoxon test. The
same test was used to compare the latency to find the hidden
food. Finally, linear regression analyses were performed to
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Figure 2: The spontaneous activity of the OB is reduced by the acute administration of Aβ1-42. (a) Top: representative recordings of the right
(upper trace) and left (lower trace) OBs before (baseline) and 60min after the administration of the inverse sequence Aβ42-1. Bottom: the
spectrogram for the recording of one of the OBs. (b) The same as in (a), but for animals given Aβ1-42. (c) Quantification of the power
(normalized as % of baseline) of the OB activity in the following frequency bands: theta (1-12Hz), beta (13-35Hz), and gamma (36-
59Hz), 60min after the administration of either the inverse sequence Aβ42-1 (n = 6) or Aβ1-42 (n = 8). The dotted line represents baseline.
(d) Representative cross-correlograms of the activities of both OBs before (baseline) and 60min after the administration of either the
inverse sequence Aβ42-1 (left cross-correlograms) or Aβ1-42 (right cross-correlograms). (e) Quantification of the peak correlation (at zero
lag) of OB activities before and 60min after the administration of either the inverse sequence Aβ42-1 (n = 4) or Aβ1-42 (n = 6). ∗ denotes a
significant difference compared to baseline (p < 0 05).
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Figure 3: The activity of the OB in the presence of odors is reduced by the acute administration of Aβ1-42. (a) Top: representative recordings
of the right (upper trace) and left (lower trace) OBs in the presence of odors before (baseline) and 60min after the administration of the
inverse sequence Aβ42-1. Bottom: the spectrogram for the recording of one of the OBs. (b) The same as in (a), but for animals given
Aβ1-42. (c) Quantification of the change in power (normalized as % of control; i.e., period before odor presence) of OB activity in the
presence of odors and in broad-band frequency (1-59Hz) before (baseline) and 60min after the administration of either the inverse
sequence Aβ42-1 (n = 6) or Aβ1-42 (n = 8). The dotted line represents control levels. (d) Quantification of the power (normalized as
% of baseline) of OB activity in the presence of odors in the following frequency bands: theta (1-12Hz), beta (13-35Hz), and gamma
(36-59Hz), 60min after the administration of either the inverse sequence Aβ42-1 (n = 6) or Aβ1-42 (n = 8). The dotted line represents
baseline. (e) Representative cross-correlograms of the activities of both OBs in the presence of odors before (baseline) and 60min after the
administration of either the inverse sequence Aβ42-1 (left cross-correlograms) or Aβ1-42 (right cross-correlograms). (f) Quantification of
the peak correlation (at zero lag) of OB activities in the presence of odors before and 60min after the administration of either the inverse
sequence Aβ42-1 (n = 4) or Aβ1-42 (n = 5). ∗ denotes a significant difference compared to baseline (p < 0 05).
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measure the relationship between the latencies to find the
hidden food with the maximum correlation values and the
power of the OB activity in the different frequency bands.

3. Results

3.1. Acute Aβ Inhibits OB Spontaneous Network Activity
and Decreases the Functional Connectivity between OBs.
Histological confirmation of the precise location of cannula
tips in both OB superficial layers (at the limits between the
glomerular and external plexiform layers) and microinjec-
tors in the GCL (Figure 1(a)) was necessary to include the
animals in their respective experimental groups. In one-
third of the experiments (5/14), the quality of the record-
ings (i.e., signal-to-noise ratio) was not optimal in one OB
(Figure 1(c)), but the other was properly recorded (also
considered minimal for inclusion). In this case, the OB
cross-correlation was not performed, but the rest of the
quantifications (power and buried tests) were included.

The activity of the OBs, recorded in freely moving rats
under resting conditions, exhibited a combination of oscilla-
tory components in a broad frequency range (Figure 1(c))
dominated by slow oscillations, although fast oscillations were
also present with less power (Figure 1(c)). The power of this
spontaneous network activity in the OBs was reduced by
Aβ1-42 (Figures 1(c) and 2(b)), but not by its inverse sequence
Aβ42-1 (Figures 1(c) and 2(a)). The intrabulbar administra-
tion of Aβ1-42 induced an inhibition of the activity of the
OBs, which when quantified after 60min of its application
is reflected in a decrease in theta band power to 56 24 ±
8 55% of baseline (p < 0 05, n = 8; Figures 2(b) and 2(c))
and beta band power to 73 42 ± 12 79% of baseline (p < 0 05,
n = 8; Figures 2(b) and 2(c)). In contrast, OB activity in
the gamma band remained unaltered after Aβ1-42 admin-
istration (82 40 ± 14 41% of control, p = 0 19, n = 8;
Figures 2(b) and 2(c)). The reduction of OB activity in
the presence of Aβ1-42 was not observed after the admin-
istration of the same dose of its inverse sequence Aβ42-1
(Figures 2(a) and 2(c)). In the presence of the inverse
sequence Aβ42-1, OB activity remained unchanged when
quantified in the theta band (89 54 ± 14 49% of control,
p > 0 05, n = 6), beta band (93 36 ± 8 47% of control, p >
0 05, n = 6), and gamma band (93 47 ± 15 03% of control,
p > 0 05, n = 6; Figures 2(a) and 2(c)). The peak cross-
correlation between the spontaneous activities of both OBs
at zero lag had a significant reduction compared to baseline
(0 41 ± 0 06 vs. 0 66 ± 0 05, p < 0 05, n = 6) after applica-
tion of Aβ1-42. In contrast, no change in the peak cross-
correlation between spontaneous activities of both OBs at
zero lag was observed in the presence of the inverse sequence
Aβ42-1 compared to baseline (0 70 ± 0 05 vs. 0 67 ± 0 11,
p = 0 4, n = 4) (Figures 2(d) and 2(e)).

3.2. Acute Aβ Inhibits OB Activity in the Presence of Odors
and Decreases the Correlation between OBs. Immediately
after evaluating the OB network activity under resting condi-
tions, animals were evaluated in the buried food test, which
involved the presence of novel odors in the environment.
After the application of either Aβ1-42 or its inverse sequence

Aβ42-1, a second olfactory test was performed (Figure 1(b)).
Thus, we also evaluated OB network activity in the pres-
ence of novel odors before and after Aβ administration
(Figure 1(b)). The activity of the OBs, recorded in the pres-
ence of novel odors, exhibited a combination of oscillatory
components in a broad frequency range (Figure 3) domi-
nated by slow oscillations, although fast oscillations were also
present with low power (Figures 3(a) and 3(b)). OB power
increased in the presence of novel odors under baseline
conditions (Figure 3(c)). When compared to the period
immediately before the presence of novel odors, defined
here as “control,” the power of the OB significantly increased
to 225 00 ± 50 01% of control in the group subsequently
injected with Aβ1-42 (p < 0 05, n = 8) or to 222 00 ± 35 88%
of control in the group subsequently injected with inverse
sequence Aβ42-1 (p < 0 05, n = 6). This was expected, since
both groups shared the same experimental conditions before
being injected with one of the two Aβ sequences. The
increase in power induced by the presence of novel odors
was absent after the application of Aβ1-42 (121 60 ± 22 98%
of control, p = 0 2, n = 8) but remained after the application
of its inverse sequence Aβ42-1 (to 259 00 ± 117 60% of con-
trol, p < 0 05, n = 6) (Figure 3(c)). When examining for the
different frequency bands used to assess OB activity under
resting conditions, OB activity in the presence of novel odors
exhibited a reduction in all frequency bands after Aβ1-42
application, but not after the application of its inverse
sequence Aβ42-1 (Figures 3(a)–3(d)). Compared to the activ-
ity of the OBs during the first buried food test before Aβ1-42
application (baseline), a reduction in the power of the OB
activity for the theta band (to 40 80 ± 9 12% of baseline,
p < 0 05, n = 8; Figures 3(b)–3(d)), beta band (to 68 59 ±
13 60% of baseline, p < 0 05, n = 8; Figures 3(b)–3(d)), and
gamma band (to 67 21 ± 10 82% of baseline, p < 0 05, n = 8;
Figures 3(b)–3(d)) was observed during the second olfactory
test performed 60min after Aβ1-42 application. In con-
trast, rats administered with the inverse sequence Aβ42-1
did not show any change in OB power for the theta band
(80 53 ± 6 69% of baseline, p > 0 05, n = 6; Figures 3(a) and
3(d)), beta band (102 30 ± 12 74% of baseline, p > 0 05, n =
6; Figures 3(a) and 3(d)), and gamma band (96 09 ± 8 99%
of baseline, p > 0 05, n = 6; Figures 3(a) and 3(d)) during
the second olfactory test. To determine if the described effects
on power are related to changes in the functional connectiv-
ity between OBs, we performed a cross-correlation analysis
(Figures 3(e) and 3(f)) and found a significant decrease in
the peak correlation of OB activity in the presence of novel
odors after Aβ1-42 administration (0 41 ± 0 10, p < 0 05,
n = 5) during the second buried food test, compared to the
first (0 72 ± 0 10). No decrease in peak correlation was found
in the second test after the injection of the inverse sequence
Aβ42-1 (0 68 ± 0 1, p < 0 05, n = 4), compared to the first test
(0 62 ± 0 13) (Figures 3(e) and 3(f)).

3.3. Acute Aβ Inhibits Odor Detection, Which is Related to
Changes in OB Activity and Correlation. To assess the effect
of acute administration of Aβ1-42 on olfaction, we per-
formed the buried food test before and after its adminis-
tration (Figures 1(b) and 4(a)). Under baseline conditions,
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the animals reached the hidden food in 32 83 ± 24 40 s in
the group subsequently injected with Aβ1-42 (n = 13) or
44 54 ± 8 00 s (n = 6). This was expected, since both groups
shared the same experimental conditions before being
injected with one of the two Aβ sequences. The application
of Aβ1-42 increased the latency to find the hidden food to
369 20 ± 61 76 s (p < 0 05, n = 13; Figure 4(a)). In contrast,
the latency remained unaltered after the application of
the inverse sequence Aβ1-42 (34 50 ± 19 00 s, p = 0 3, n = 6;
Figure 4(a)). Finally, we also observed that the latency to find
the hidden food is related to the level of correlation between
OBs (p < 0 05; Figure 4(b)) and the power of OB activity dur-
ing the olfactory test in the theta and gamma bands (p < 0 05;
Figure 4(b)) but not in the beta band, which only shows a

trend of correlation with the olfactory function (p = 0 08;
Figure 4(b)).

4. Discussion

Our results show that a sudden intrabulbar increase in Aβ
oligomers induces a reduction in the OB spontaneous net-
work activity and in the correlation between OBs, which are
associated with a notorious impairment in olfactory detec-
tion. Thus, our findings provide direct evidence of the rela-
tionship between Aβ-induced OB activity deterioration and
olfactory dysfunction, which has been previously suggested
by independent experiments showing disturbances in OB
activity and olfaction in transgenic animal models of AD
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Figure 4: Olfaction is reduced by the acute administration of Aβ1-42, which is related to the deterioration of the OB activity and cross-
correlation. (a) Quantification of the time to reach a hidden piece of smelly food before (Baseline) and 60min after the administration of
either the inverse sequence Aβ42-1 (n = 6) or Aβ1-42 (n = 13). (b) Linear regression analyses to evaluate the relationship between olfactory
function, measured as the latency to find a hidden piece of smelly food, and the activity of the OB in the following frequency bands: theta
(1-12Hz; top right), beta (13-35Hz; bottom left), and gamma (36-59Hz; bottom right), as well as the correlation between the activities of
both OBs (top left). ∗ denotes a significant difference compared to a control test (p < 0 05).
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[5, 8, 9, 34, 35], and indirect evidence in AD patients [36].
This pathological relationship was also suggested by the
observation of acute Aβ-induced alterations in the electrical
activity of the OB in vitro [17, 18] and chronic Aβ-induced
alterations in the electrical activity of the OB in vivo [19] cor-
relating with Aβ-induced olfactory impairment [17, 19],
always in independent experiments. The relevance of our
observation is that both pathological phenomena were
observed simultaneously and their quantifications correlated.

The function of the OB depends largely on the orches-
trated activity of its neural components [26, 37, 38], which
is expressed through the generation of a variety of oscillatory
patterns under resting conditions and in response to odor
stimulation [26, 37, 38]. Consequently, alterations in OB
neurons affect both the coordinated OB network function
and olfactory performance [9, 39–42]. As mentioned, this
seemed to be the case for Aβ accumulation in the OB [5, 9].

Here, we corroborated previous findings showing that Aβ
oligomers reduce neural network activity in OB slices [17],
and in vivo [19], this inhibition seems to rely on Aβ-induced
alterations in mitral/tufted cell firing [9, 18] and the reduction
in lateral inhibition within this circuit [18]. Coincidentally,
a reduction in dendrodendritic inhibition has also been
observed in an AD transgenic mouse model [9]. Although
changes in mitral/tufted excitability and synaptic inhibition
are likely candidates for Aβ-induced inhibition of OB neural
network activity, the specific effects of Aβ on other OB cell
populations (i.e., granular cells) and synaptic interactions
(i.e., dendrodendritic excitation) need to be evaluated to deter-
mine the exact sources of the inhibitory action of Aβ on OB
network activity and, consequently, on olfaction.

Neuronal interactions within the OB originate different
oscillatory patterns, including theta rhythm (1-12Hz), which
was the oscillatory activity most affected by a sudden increase
of Aβ in our experiments. In the OB, theta activity is mostly
driven by rhythmic inputs from the olfactory epithelium
produced by the mechanotransduction of the inspiratory
air inflow to the nose [25, 43]. We have evidence that local
application of Aβ in the OB does not affect the breathing
pattern in anesthetized animals (data not shown), excluding
the possibility that the effects observed in the OB theta
rhythm could be related to changes in breathing, but are
more likely the result of Aβ effects on OB circuitry.

The rhythmic activity arriving at the glomeruli in theta
frequency recruits local inhibition from juxtaglomerular
interneurons innervating mitral/tufted cells, which amplifies
theta activity within the OB [23]. Considering that OB activ-
ity interneurons seem to be affected by Aβ [9, 18], it is likely
that OB theta rhythm is deteriorated by the inhibitory actions
of Aβ on juxtaglomerular interneurons or its targets, which
is similar to the mechanisms proposed to be involved in
Aβ-induced degradation of theta activity in other circuits,
including the hippocampus [15, 44, 45]. Here, we found
that Aβ-induced deterioration of theta activity closely cor-
relates with olfactory dysfunction, which is similar to the
relationship between the Aβ-induced reduction of hippo-
campal theta activity and memory impairment [17]. Con-
sidering that restoration of hippocampal theta rhythm can
recover cognitive function [46], it would be interesting to

test whether restoration of OB theta rhythm can recover
olfaction as well [5].

The other OB rhythm highly affected by Aβ is beta activ-
ity. Beta rhythm has been associated with odor discrimina-
tion and learning [26, 27, 47] and relies on the centrifugal
innervation to the OB and on interbulbar connections [26,
27]. Our finding that Aβ induces beta activity deterioration
agrees with the observation by Liu and colleagues (2013) of
AD transgenic mice exhibiting a reduction in beta coherence
between the OBs [35]. We also found that the correlation
between both OBs is reduced after the administration of
Aβ. This observation is relevant considering that coherent
activity between OBs is required for proper olfactory infor-
mation processing [47–49]. As mentioned, OB beta rhythm
also relies on the centrifugal feedback from the piriform cor-
tex and other forebrain structures [26, 27]. The interaction
between the OB and forebrain structures is also relevant for
proper olfactory information processing [50–52]. Addition-
ally, our findings indicate that Aβ applied into the OB might
affect local centrifugal terminals, as we have shown for hip-
pocampal terminals located in the prefrontal cortex [53].

On the other hand, OB gamma oscillations, which are
mildly affected by Aβ administration, are related to a variety
of olfactory functions including odor detection, odor percep-
tual processing, olfactory learning, and discrimination, as
well as fine odor discrimination [25, 27, 28, 47, 54]. Consid-
ering that OB gamma oscillations mostly rely on the activity
of granule interneurons [55–58] and their dendrodendritic
interactions with mitral/tufted cells [59, 60], it is likely that
Aβ-induced deterioration of synaptic inhibition in the OB
[18], which might include the one from granule cells, is the
source of Aβ-induced reduction of OB gamma activity. In
fact, the OB granule cell layer is a preferential site for Aβ
accumulation [5, 7, 20, 61], which is related to the level of
olfactory dysfunction [20]. Interestingly, the reduction of
Aβ accumulation in the OB by pharmacological means
reverses olfactory dysfunction [5, 20].

The OB network suffers a reconfiguration process while
transiting from the spontaneous network activity in the
absence of odors to the odor-induced neural network activity
[62], which involves not only an increase in activity power
[22, 26, 37, 43, 63–66] but also changes in cellular elements
and synaptic interactions required for the transition from
one activity pattern to the other [62]. This reconfiguration
process seems to be necessary for proper olfactory informa-
tion processing [26, 37]. Coincidently, here, we show that
Aβ administration affects the change in the OB activity pat-
tern induced by the presence of odors, at least with respect
to the increase in overall power. A similar reduced increase
in power has been observed in AD transgenic mice [5, 35].
Thus, the Aβ-induced reduction in olfaction not only might
be related to the alterations in the generation of the different
oscillatory patterns discussed here but may also involve an
interference with the reconfiguration of the OB network in
response to the presence of odors.

A core finding of this study is that the OB network
dysfunction is the main source of Aβ-induced olfactory
dysfunction, which opens the possibility of understanding
the cellular basis of the hyposmia observed in AD [2, 67–
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70] and identifying molecular targets to treat it. This is par-
ticularly relevant considering that olfactory dysfunction has
been closely related to the cognitive deficits in AD [71] and
predicts the clinical transition from mild cognitive impair-
ment to AD and mortality in AD patients [68, 72]. Moreover,
it is likely that correcting the alterations in the olfactory cir-
cuits would improve olfaction in AD patients and contribute
to correcting cognitive impairment [73–75].

5. Conclusion

Our results provide direct evidence of a close relationship
between Aβ-induced OB network activity disruption and
olfactory impairment, which indicate that some of the path-
ological manifestations observed in AD can be originated
by disturbances in the activity of a variety of neural networks
including the OB. Thus, it is likely that restoring normal neu-
ral network activity in the OB could restore olfaction and also
be beneficial for the functional recovery of other neural net-
works closely related to the OB such as the entorhinal cortex
or the hippocampus. Consequently, it is probable that the
alterations in OB network activity induced by Aβ are respon-
sible for the hyposmia observed in AD and impact other cog-
nitive processes relying on related neural networks.
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