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RESUMEN

Existe evidencia que hay distintas regiones del cerebro implicadas en formacién de
memorias, y que uno de los mecanismos celulares subyacentes s la potenciacién a largo plazo
(LTP). Una de estas regiones podria ser la corteza olfatoria de la amigdala (ACo), Ia cual es una
estructura de tres capas que recibe aferencias directas del bulbo olfatorio a través del tracto

offatorio lateral (TOL), y que se ha vinculado con el aprendizaje emocional olfativo

(condicionamiento delmiedo).

En este trabajo se estudi6 la plasticidad sindptica en las conexiones TOL-ACo y se
investigo su regulacion por la experiencia olfatoria. Para ello, se registraron los potenciales
sinapticos de campo en rebanadas de cerebro de ratas de 6 a 34 dias. La induccion de LTP fue
evaluada mediante estimulacién presindptica (“theta-burst”). En ratas en edades de P11-15 y
P16-25 hubo LTP, presentindose en P16-25 elnivel promedio de potenciacion mas alto (~30%).

En torno al final del primer mes postnatal (P26-34), el protocolo de induccién de LTP no

produjo, en promedio, niveles significativos de potenciacion.

La modulacién de la plasticidad por la experiencia sensorial se evalué mediante
deprivacién olfativa, por medio de la oclusion de una narina. La transmisién basal no se vio

alterada, pero si hubo cambios significativos en el porcentaje de cambio por la induccién de
LTP, donde el hemisferio ipsilateral y contralateral a la deprivacion, en edades de P26-34,

presentaron potenciacion significativa. Los niveles de LTP en el hemisferio contralateral fueron,

en promedio, un nivel mayor, comparado con ratas naive a esa misma edad.




Nuestros resultados demuestran la existencia de un periodo critico de induccion de LTP
de las aferencias olfatorias a la amigdala. Esto se define como una ventana temporal en ¢l
desarrollo postnatal del animal donde sélo en esa etapa es posible inducir potenciacion, Empieza
en edades tempranas (P11-15) y se cierra al finalizar el primer mes de desarrollo postnatal.
Nuestros resultados también sugieren que este periodo critico es regulado por la experiencia

olfativa, y que la deprivacion sensorial gatilla procesos compensatorios, extendiendo el periodo

critico en animales deprivados
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ABSTRACT

Different brain regions are involved in memory formation and one of the underlying
celular mechanisms is long-term potentiation (LTP). The anterior cortical nucleus of the
amigdala (ACo) is a three-layered structure that receives direct input from the olfactory bulb via

the lateral olfactory tract (LOT) and has been linked to olfactory emotional learning (fear

conditioning).

In this work, synaptic plasticity in the LOT-ACo connections was assessed and its
regulation by olfactory experience was investigated. For this, field synaptic potentials were
recorded in brain slices obtained from 6 to 34 days-old rats. The induction of LTP was evaluated
by presynaptic "theta-burst" stimulation. Significant LTP was observed at P11-15 (~15%), P16-
20 (~26%) and P21-25 (~32%). However, around the end of the first postnatal month (P26-34),

the LTP induction protocol did not produce, on average, significant levels of strengthening.

A possible modulation of plasticity by sensory experience was evaluated by conducting
olfactory deprivation through the occlusion of one nosiril. Basal transmission was not altered,
but significant differences were observed in the induction of LTP, as both the hemisphere
ipsilateral to the deprivation as well as the contralateral showed significant enhancement at P26-

34, LTP levels in the coniralateral hemisphere were, on average, higher compared to naive rats

of the same age.
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Our results demonstrate the existence of a critical period for the induction of LTP in the
olfactory afferents to the amygdala. This means that just during a time window in the postnatal
development of the animal it is possible to induce synaptic potentiation. The critical period starts
at early ages (P11-15) and closes at the end of the first month. Our resulis also suggest that this

critical period is regulated by olfactory experience, as sensory deprivation appears to trigger

compensatory processes that extend the critical period in deprived animals.
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Nuestros resultados demuestran la existencia de un periodo critico de induccién de LTP
de las aferencias olfatorias a la amigdala, Esto se define como una ventana temporal en el
desarrollo postnatal del animal donde sélo en esa etapa es posible inducir potenciacién. Empieza
en edades tempranas (P11-15) y se cierra al finalizar el primer mes de desarrollo postnatal.
Nuestros resultados también sugieren que este periodo critico es regulado por la experiencia

olfativa, y que la deprivacion sensorial gatilla procesos compensatorios, extendiendo el periodo

critico en animales deprivados.




INTRODUCCION

Uno de los principales temas de investigacion en el arca de la neurociencia es el
aprendizaje y la memoria, y cOmo estos procesos forman y modifican la conducta de un animal
Desde un punto de vista experimental, la formacién de una memoria puede constatarse al
observar un cambio conductual causado por la experiencia, siendo el aprendizaje el proceso de
adquisicién de memoria (Okano y cols., 2000). Estos procesos estén, por lo tanto, estrechamente
relacionados, v explican en parte las diferentes conductas que pueden existir en un individuo.
Las investigaciones han mostrado que existen distintos tipos de memoria (declarativa, de
procedimiento, autobiogréfica, emocional, entre ofras), y que tanto su formacién como posterior
evocacion dependen de distintas zonas del cerebro. Una de estas regiones es el complejo de la
amigdala: un grupo heterogéneo de niickeos que se ubica en la parte medial del 16bulo temporal
(Pitkéinen y cols, 1997; Swanson y Petrovich, 1998). Distintos experimentos en los que se ha
extirpado esta parte del cerebro, asi como lesiones puntuales en ella, muestran que este complejo
estd relacionado con el comportamiento emocional, el estrés, el aprendizaje asociativo y la
memoria emocional, particularmente la relacionada con el miedo (McDonald, 1998; LeDoux,
2000; Paré, 2003; Sah y cols, 2003). Todos estos antecedentes han incitado a investigar esta

regién del cerebro como un posible locus de formacién y almacenamiento de memoria.

Bases Neuronales del Aprendizaje y Memoria.

Una de las grandes incégnitas con respecto a la memotia es como se forma y se

almacena la informacién. Gradualmente se ha construido una respuesta, en primer lugar gracias




a hallazgos clinicos: A partir de casos de pacientes que suffieron extraccion quirtirgica de alguna
parte del cerebro debido a una enfermedad farmacoldgicamente intratable, y sus particulares
problemas de memoria posteriores a la intervencion, se sospechd que diferentes zonas del
cerebro tenfan distintos roles en la formacién y el almacenamiento de la informacion, como el
hipocampo. Posteriormente, Bliss y Lemo (1973) descubrieron la potenciacién a largo plazo
(long-term potentiation, LTP), que es un aumento persistente (horas) de la transmision sindptica
glutamatérgica, que fue inducido experimentaimente por ellos en hipocampo de conejo. El
método experimental consistia en aplicar una breve estimulacién eléctrica de alta frecuencia (30-
100 Hz, por 3-4 segundos) a los axones de la via perforante (provenientes de la neocorteza),
mieniras se registraba Ja respuesta sindptica en la capa molecular del giro dentado. Como habia
evidencia de que el hipocampo era un lugar del cerebro vinculado con la memoria, se postul6 a
la LTP como un mecanismo celular que se desencadena durante la formacion de memoria. Con
el tiempo, se han descubierto diferentes tipos de LTP', asi como la existencia de depresion a
largo plazo (long-term depression, LTD), siendo esta (itima vna disminucién de Ia transmisién
sindptica que persiste en el tiempoy que se puede inducir experimentalmente tanto en rebanadas
de cerebro como in vivo, mediante una estimulacién de baja frecuencia; por ejemplo, 1 Hz por
15 minutos (Bear y Malenka, 1994). Se le denomina plasticidad sindptica a la propiedad de las
sinapsis quimicas de presentar cambios en la transmision sindptica (ya sea LTP o LTD) que
dependen de su propia actividad, y se le ha atribuido una importante participacion en la

formacion de memorias.

Dos grupos de investigacion han demostrado que el aprendizaje desencadena procesos

tipo LTP en el hipocampo, de modo que la transmision es selectivamente potenciada después del

! Se han descrito distintos tipos de plasticidadsinaptica: LTP y LTD dependientes de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA
{(NMDAR-LTP y NMDAR-LTD, respectivamente), LTD dependiente de receptores glutamatérgicos metabotrépicos y LTP
dependiente de receptores gabaérgicos, los cuales tienen diferentes vias de sefializacién. Sin embargo, en est atesis solose abarcard la
NMDAR-LTP como modelo celular de plasticidad sindptica involucrado en la formacién de memoria.




aprendizaje, y posteriormente no se puede inducir LTP en esas conexiones (Whitlock y cols.,
2006; Gruart y cols., 2006). De manera similar, se ha visto que tanto el aprendizaje asociativo
como la induccion de LTP por estimulacion eléctrica de las proyecciones auditivas tdlamo-
amigdalares, producen la potenciacion de las respuestas evocadas por estimulos actsticos en el
nticleo lateral de amigdala (LA) (Rogan y LeDoux, 1995; Rogan y cols., 1997). También se ha

visto que el bloqueo farmacoldgico de la via de sefalizacion que produce la induccién de LTP

inhibe el aprendizaje (Rumpel y cols., 2005).

Otro antecedente que relaciona a la plasticidad sindptica con los procesos de memoria, es
el tipo de modificaciones estructurales que se producen en las sinapsis tanto por la induccion
experimental de LTP como por el aprendizaje. Se ha comprobado que en ambos casos hay un
aumento en el tamafio de espinas dendriticas, aunque durante el aprendizaje se observa ademis
aparicién de nuevas espinas y desestabilizacion de grupos de sinapsis (Zhang y Poo, 2001;
Hensch, 2004; Caroni y cols., 2012). Por lo tanto, es factible pensar que tanto los procesos de

LTP como los cambios morfoldgicos asociados a ésta, contribuyen, al menos en parte, a la

formacidn de memoria.

Interesantemente, se ha visto en algunas regiones del cerebro que la induccién de
plasticidad sindptica (tanto funcional como estructural) tiene un periodo critico, es decir, una
ventana temporal durante la vida postnatal temprana, dentro de la cual los circuitos neuronales
muestran una mayor susceptibilidad a la modificacion. En estas regiones sdlo se puede inducir
plasticidad sindptica en este periodo, o bien la induccién es mayor que en etapas postetiores

(Hensch, 2004; Caroni y cols., 2012). Las propiedades plasticas y el periodo critico han sido




estudiados 2l evaluar la participacion de las cortezas sensoriales en la memoria y también en
relacion al desarrollo y estabilizacién de las conexiones sindpticas en estas cortezas (Kirkwood y

cols., 1995; Hensch, 2005).

Para el estudio de Iz memoria y el aprendizaje en animales despiertos, un paradigma
ampliamente usado es el condicionamiento del miedo pavloviano (LeDoux, 2000). Este
entrenamiento consiste en exponer a un animal simultineamente a un estimulo neutro (estimulo
condicionado, EC) (por ejemplo, un sonido) y a un estimulo aversivo (estimulo no condicionado,
EN), teniendo como resultado que el animal responda al estimulo neutro (EC) como si fuera un
estimulo con relevancia biologica (EN). Antes del condicionamiento, el animal presenta frente al
estimulo aversivo una respuesta conductual estereotipada, la inmovilidad por algunos segundos
(freezing); ante ¢l estimulo neutro, no tiene esa respuesta. Después de sucesivas exposiciones
simult4neas de ambos estimulos, la sola presentacion del estimulo condicionado provocara en el
animal la misma reaccién provocada por el estimulo no condicionado. Este condicionamiento

funcionaria en todos los phyla y se ha estudiado mayormente con estimulos auditivos neutros

(LeDoux, 2000).

Estimulos Olfativos y el Complejo de la Amigdala

Este complejo consta de 12 nicleos (Figura 1), los cuales reciben aferencias (ya sea
directa o indirectamente) de distintas cortezas sensoriales. La corteza olfatoria de la amigdala
(ACo), al igual que los ofros nicleos superficiales del complejo, posee una organizacion
estratificada en capas. A estos niicleos superficiales de Iz amigdala suele llamarseles también

nticleos tipo corteza (Sah y cols., 2003), pues presentan una organizacion celular intermedia




entre nicleo y corteza. Si bien éstos presentan una distribucion donde se disponen
diferencialmente cuerpos celulares y axones aferentes e intracorticales, esta organizacion es
menos ordenada que otras regiones corticales (como la adyacente corteza piriforme), y por ello
los limites de las capas son menos claros (Swanson y Petrovic, 1998). La capa I es la mds
superficial y alli se encuentran las dendritas apicales de Ias neuronas de proyeccion o
principales, cuyos somas se ubican en capas mds profindas, asi como los axones provenientes
del bulbo offatorio (BO), localizados en la subcapa I, (la mis externa) y las fibras de asociacion
intracorticales (capa Ib). Las capas 11 y 11T son capas laminares constituidas por los somas de las
células principales e interneuronas (Shipley y Ennis, 1996; McDonald, 1998; Sah y cols., 2003).
Los nicleos amigdalares mas profundos (como el complejo basolateral de Ia amigdala, BLA) no
reciben entradas directas desde el BO, sin embargo, reciben proyecciones desde ACo, de
manera que estarfan recibiendo informacion del olfato por medio de este niicleo. En el
laboratorio se han realizado estudios sobre las propiedades electrofisioldgicas de las neuronas
principales de la capa II de ACo, mostrando que aproximadamente el 70% de las neuronas
analizadas presentan oscilaciones subumbrales intrfnsecas del potencial de membrana en el
rango de frecuencia bajo-theta beta (3-20Hz; Sanhueza y Bacigalupo, 2005); también se han
descrito propiedades de resonancia meuronal en el rango theta (Vera y cols.,, 2014). Estos
antecedentes sugieren Ja participacién de ACo en la formacién de la memoria, pues estas
caracteristicas electrofisioldgicas estdn presentes en otras partes del cerebro cuya implicancia en
el aprendizaje y la memoria estd b, como el hipocampo y la corteza entorrinal, y se ha visto que
estas propiedades ritmicas facilitan Ia induccién de LTP (Otto y cols., 1991; Huerta y Lisman,

1993).




ventriculo

Complejo basolateral (BLA)
Nicleos corticales 1 men
Nucleo centromedial

A

Figura 1: esquema de cortes coronales del complejo de la amigdala de cerebro de rata. Se
observa un corte anterior (A) y otro posterior (B). Se muestra el complejo basolateral (BLA:
azul), con sus componentes, los nucleos lateral (LA), basal (B) y accesorio-basal (AB); las zonas
corticales de la amigdala (amarillo), que incluyen el niicleo cortical anterior (COa), posterior
(COPp), lacorteza periamigdaloide. (PAC); y. el grupo de nicleos centromedial (CE: verde). e.c,
capsula externa; CPp, corteza piriforme posterior. Extraido y modificado de Sah y col., 2003.

LTP y funcion de la amigdala en el condicionamiento del miedo

En nuestro laboratorio se realizaron las primeras pruebas de plasticidad en las sinapsis
de la capa I, entre axones de neuronas del BO y las neuronas de la capa Il de ACo, donde se
observo que estas sinapsis presentan tanto facilitacion de corto plazo inducida mediante pulsos
pareados (PPF), como LTP (Carolina Oliva, datos no publicados). Sin embargo, no se ha
estudiado sistematicamente si la LTP puede ser inducida en forma reproducible en ACo ni su

evolucion a lo largo del primer mes de vida postnatal. Varias investigaciones se han focalizado




en la corteza piriforme, que es la mayor corteza que recibe aferencias olfatorias del bulbo (CP;
ver Figura 1). Sin embargo, muy pocos estudios describen zonas corticales de la amigdala, como
ACo y la corteza periamigdaloide (PAC), que como se dijo anteriormente, también reciben
proyecciones directas desde el BO. En corteza piriforme, mediante experimentos de voltage-
clamp en rebanadas de cerebro de rata, se ha visto que en las sinapsis formadas por los
terminales de axones del tracto olfatorio lateral (TOL) y las dendritas de las neuronas
piramidales (sinapsis aferentes), existe un periodo critico de la induccion de plasticidad en
rebanadas que termina antes del final del primer mes de vida postnatal (Poo ¢ Isaacson, 2007).
Ademds, también se ha descrito que en el transcurso de este periodo critico de induccion de LTP
hay modificaciones dependiente de la experiencia en la parte posisindptica de las sinapsis
aferentes, especificamente ocurre un incremento en la contribucién de receptores de acido o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPAR) con respecto a los receptores de N-
metil D-aspartato (NMDAR) (Franks e Isaacson, 2005). En corteza somatosensorial sucede un
fenémeno parecido, se puede inducir LTP en las aferencias tdlamo-corticales dentro de las
primeras semanas de vida y, paralelo a este proceso, hay un cambio en Ia contribucion de los
NMDAR a las corrientes sinpticas (Feldman y cols., 1999). En la capa III de corteza visual
existe un periodo critico de induccion de LTP en rebanadas que dura hasta P35, y se ha visto que
para animales criados en obscuridad, este petiodo critico se extiende maés alld de P35, o que
sugiere que la posibilidad o no de inducir plasticidad estd determinada por I historia previa de
modificaciones sindpticas dependientes de la experiencia (Kirkwood y cols., 1995). Como la
corteza piriforme y ACo comparten caracteristicas similares, ya que ambas cortezas reciben
aferencias olfatorias y presentan una organizacién en tres capas, podria pensarse que los
procesos de plasticidad son similares. Sin embargo, estas regiones también presentan ciertas
diferencias estructurales (capas menos ordenadas en ACo que en piriforme). Por otro lado, el

origen embrioldgico y evolutivo de estas regiones olfatorias es distinto: la corteza piriforme




procede del telencéfalo mientras que el complejo de la amigdala procede de una composicion
entre telencéfalo y diencéfalo (Garcia-Moreno y cols., 2010), por lo que las propiedades

fisiologicas de la corteza piriforme y las de ACo podrian ser diferentes.

Es poca la informacién que se tiene acerca def papel de ACo en fendmenos de
aprendizaje. No obstante, el condicionamiento del miedo por estimulos visuales (contextual) y
auditivos ha sido extensamente estudiado. Se sabe que en este proceso estan involucrados los
nticleos lateral (LA) y basal (B)?, denominados en conjunto complejo basolateral de la amigdala
(BLA), y la regién centromedial. Es importante destacar que las proyecciones de estos sentidos
provienen en su mayoria desde cortezas de asociacion y del tilamo, mas que de cortezas
primarias: en el sistema auditivo provienen desde el drea Te3 en corteza auditiva y el micko
geniculado medial talimico, mientras que la informacitn del sistema visual surge de Oc2 (4rea
talimica visual). Estas dreas proyectan a los niicleos de la amigdala antes mencionados. A su
vez, el nicleo central (CE) recibe aferencias de BLA, y proyecta al tronco encefilico, actuando
como salida del complejo de la amigdala a sectores del tronco encefélico que controlan la

expresion del miedo (Sah y cols, 2003; LeDoux, 2000).

Se han realizado escasas investigaciones que se centren en el condicionamiento olfativo
del miedo y en I plasticidad en las zonas a las cuales llegan aferencias olfatorias directas. Se ha
visto que hay un aumento de la actividad neuronal (medida por inmunoreaccitn de ¢-fos) en la

region corticomedial de amigdala en ratas expuestas al olor de un depredador, que se

2 Existe una clasificacién muchomas completa del complejo de la amigdala, y las conexiones de las regiones mencionadas
anterfommente se organizan a nivel de subniicleos més que a nivel de nicleos, Sin embargo para términos pricticos, enesta tesis se
mencionara sélola clasificacién a nivel de niicleo segfin Sah y col. (2003).




correlaciona con la conducta de miedo que presenta el animal al exponerse a ese olor. Estos
experimentos fueron realizados en animales que no fueron expuestos al olor del depredador
previamente, por lo que el complejo de la amigdala estaria participando en una expresion del
miedo innato (Dielenberg y cols., 2001). En cuanto a la participacién de ACo aprendizaje
asociativo del miedo, un estudio en ratas demostré que el condicionamiento del miedo olfativo
induce en ACo un aumento persistente de los potenciales evocados por estimulacién de BO in
vivo, tanto en ausencia como en presencia del olor al cual han sido condicionados los animales.
Algo diferente ocurre con la corteza piriforme y BLA, que aunque uno recibe aferencias
olfatorias y el otro es un niicleo clave en el condicionamiento del miedo para otras modalidades
sensoriales, después de este condicionamiento sélo muestran un aumento de los potenciales
evocados durante la exposicion al estimulo condicionado (Sevelinges y cols., 2004). Los
potenciales evocados aumentados en ACo independientemente de la presencia del olor
condicionado, pueden ser producto del aprendizaje asociativo efectuado, que no se realiza en
BLA ni en CP. Estos antecedentes sugieren que ACo participa en el aprendizaje asociativo
generado durante el condicionamiento del miedo mediante estimulos olfatorios, pero no es claro
qué parte del proceso estd mediando, como tampoco se sabe si ese aporte ¢s dependiente de la
experiencia. La informacién que se tendria al caracterizar la plasticidad en ACo ayudaria a
vislumbrar si esta regién olfatoria tiene efectivamente el potencial para generar cambios
plasticos y si éstos son dependientes de la experiencia previa, como los que subyacen a procesos

de memoria y aprendizaje.

Los datos publicados indican una posible contribucion de ACo al condicionamiento del

miedo, mediante una potenciacion de las sinapsis de las vias aferentes. A su vez, es posible que

las propiedades plisticas de ACo cambien con la experiencia sensorial durante el primer mes de
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vida, de manera que exista un periodo critico para la induccion de plasticidad, como ocurre en la
corteza visual y CP (Kirkwood y cols, 1995; Poo ¢ Isaacson, 2007). Es decir, que después de un
tiempo de vida del animal expuesto a experiencias olfativas, ya no sea posible inducir LTP, o

que elnivel de potenciacion inducida sea menor.

En este trabajo se hizo la primera aproximacion sistemdtica para describir la plasticidad
sindptica en la corteza olfatoria de la amigdala, a lo largo del primer mes de vida postnatal. Con
ese proposito, sc registrd la actividad sindptica evocada por estimulacion eléctrica de las
aferencias olfatorias en ACo, a distintas edades durante el primer mes postnatal, y se evalud la
LTP inducida en funcion de la edad. Posteriormente, se evalud el efecto de la deprivacion
olfatoria sobre la transmision sindptica basal, ya que se ha visto como la experiencia sensorial
influye en la plasticidad sindptica y la formacion de circuitos (Crair y Malenka, 1995;
Carmignoto y Vicini, 1992). Varias investigaciones en donde se priva a un animal de algiin
sentido o se interrumpen las aferencias que constitutivamente van hacia algin blanco dentro del
sistema nervioso, muestran que se producen modificaciones de las sinapsis en ese blanco,
producto de Ja ausencia de actividad de esas aferencias (Kirkwood y cols., 1995; Feldman y
cols., 1999; Franks e Isaacson, 2005). Esto podria pasar de la misma manera en ACo, pues
recibe directamente aferencias olfatorias, de manera que una deprivacién de ese tipo de
estimulos podria generar una alteracién del desarroilo de la conectividad general en ACo, que se

podria manifestar a través de cambios en la transmision sindptica basal o en Ia plasticidad.
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Hipotesis.

La corteza olfatoria de la amigdala presenta plasticidad sindptica que depende de la

etapa del desarrollo postnatal y es modulable por la experiencia sensorial olfatoria.

Objetivo General

Estudiar la evolucién de la plasticidad sindptica en la corteza olfatoria de Ja amigdala

durante el primer mes de vida postnatal de Ia rata. Evaluar la modulacion de la transmision basal

y plasticidad sindptica por la experiencia olfativa.

Objetivos especificos

1.- Describir la potenciacion a largo plazo (LTP) inducida a través del desarrollo
postnatal en las conexiones olfatorias de la amigdala. Evaluar si existe un periodo critico que

favorezea la induccion de LTP.

2.- Evaluar posibles modificaciones producidas por la deprivacién sensorial en la

transmisién sindptica basaly la potenciacién inducida.




MATERIALES Y METODOS

Preparacién de rebanadas para registros electrofisiologicos.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de entre 6 y 34 dias de edad. Los animales fueron
adquiridos en el vivero de la P. Universidad Catélica, y fueron anestesiados con éter y
sacrificados por decapitacion, en concordancia con las normas éticas aprobadas por CONICYT.
Los cerebros fueron rapidamente removidos y transferidos a una cémara de diseccion
conteniendo liguido cefalorraquideo artificial (LCRA) de diseccion frio (0-4 °C), cuya
composicién era (en mM): NaCl 83, KCI 2.5, MgS0, 3.3, CaCl, 0.5, NaHCO; 25, NaH;PO,
1.25, glucosa 10, sacarosa 72. (pH 7.4, por saturacién con 95% O, y 5% CO,). Utilizando un
vibratomo se obtuvieron cortes coronales de 400 pm que contuvieran la corteza olfatoria de Ia
amigdala (ACo; ver Sanhueza y Bacigalupo, 2005). Las rebanadas fueron mantenidas a 36°C en
LCRA de diseccién oxigenado, durante al menos 2 horas antes de ser utilizadas para los
registros. La composicién del LCRA normal fue (en mM): NaCl 125, KC1 2.5, MgCl, 1, CaCl,

2, NaHCO; 25, NaH,PO, 1.25 y glicosa 10, pH 74.

Registros electrofisioldgicos.

Los potenciales postsindpticos de campo (fEPSPs) fueron registrados por medio de un

amplificador diferencial 1800 A-M SYSTEMS, con filtros de ancho de banda de 1Hz-5kHz. Se
utilizaron electrodos de Ag/AgCl en capilares de borosificato (didmetro: 30-40 um) lenos con

I.CRA, que se ubicaron en la zona mis externa de la capa I (region I, de ACo). Los axones del

12
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bulbo olfatorio fueron estimulados por pulsos de corriente generados por un estimulador Isostim
A320 WPL Los electrodos de estimulacion (Platino/Iridio, 0.2-0.3 M) se ubicaron en la misma
capa I,, a unos 200 pm del electrodo de registro. En todos los experimentos se regisird Ia
{ransmisién basal utilizando una intensidad de estimulacién que evocd un fEPSP de un 60% del
valor maximo observado, ya sea por saturacién de la respuesta o aparicion del potencial de
accion compuesto post-sinaptico o population spike. La frecuencia de estimulacion fue de 0,05
Hz. En experimentos en que se indujo LTP se utilizé un segundo electrodo de estimulacion para
activar un grupo diferente de conexiones sindpticas, que se usé como conirol de la estabilidad

del registro (via control).

Para los registros en los cuales se evalué la LTP, circularon 15 mL de LCRA
burbujeados con 95% O, y 5% CO,, junto cen el bloqueador de los receptores GABA-A
picrotoxina (100 pM). Las rebanadas estuvieron sumergidas en una cémara de registro en
aproximadamente 2 mL de LCRA, a no menos de 34°C. Para los experimentos que examinaron
la contribucion de las sinapsis asociativas en la transmision basal, se agregd ademds baclofeno
(30puM), un agonista de los receptores GABA-B, usado ampliamente para aislar las sinapsis
intracorticales de las aferentes, por su efecto sobre receptores presindpticos. Los datos fueron
adquiridos y analizados por el programa Igor Pro 6.12 y los andlisis estadfsticos se obtuvieron a

través del programa Graphpad Prism 5.01.

Construccion de curvas de entrada-salida e induccion de plasticidad sinaptica.

Las curvas de entrada-salida (E/S) se pueden obtener al construir un grifico que

relaciona la amplitud de la volea presindptica (potencial de accién compuesto de los axones
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provenicntes del BO), y la pendiente del fEPSP evocado en Ia capa 1, de ACo (respuesta post-
sindptica producida por descarga de neurotransmisor sindptico). Si la amplitud de la volea
presindptica resulta dificil de cuantificar, se puede construir la curva E/S graficando la respuesta
postsinaptica en fincién de la intensidad de la corriente de estimulacion. La pendiente de las
curvas entrada-salida en su rango lineal constituye una medida relativa de la eficiencia sindptica,
lo que permite hacer una comparacion de la transmision sindptica entre rebanadas provenientes

de hemisferios cerebrales deprivados y no deprivados, para determinar sila deprivacion olfatoria

produce un cambio en Ja transmisién sindptica basal

La induccién de LTP se realizé por medio de estimulacion presindptica: se utilizé un
protocolo de theta burst stimulation (TBS), que consiste en la aplicacién de 10 burst de pulsos (1
burst= 5 pulsos, 100 Hz) en que los burst son aplicados a una frecuencia de 5 Hz. En total se
dieron 4 trenes compuestos por 10 burst, cada tren separado por 30 segundos. La intensidad de Ia
estimulacion durante los protocolos de induccion de plasticidad fue la misma que durante los

periodos de registro de la transmision basal ajustada en cada experimento.

Cuantificacion de la transmision sindptica, porcentaje de cambio, porcentgje de LTP y métodos

estadisticos empleados

La medicién de la transmision sindptica puede ser por la amplitud o la pendiente del
fEPSP evocado. En todos los experimentos la evaluacion de la transmision sindptica fue a través
de la cuantificacion de la pendiente del fEPSP evocadode Ia via prueba y control. Esto es porque
la medicién de la pendiente posee una menor variabilidad por el ruido eléctrico, asi como una

menor alteracidon al llegar a la population-spike. Para determinar si hubo LTP en cada
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experimento, s¢ compararon los valores de las pendientes del potencial evocado en las vias
prueba y control (normalizadas con respecto de su respectiva basal) entre 20 y 30 minutos
después de la aplicacién del protocolo de TBS. Los valores de las pendientes normalizadas (30

registros por via) se compararon mediante una prueba t de Student para datos pareados.

Los experimentos fueron agrupados por rangos de edad de 5 o 10 dias. Para determinar
si en un cierto rango de edad existia una potenciacién sindptica estadisticamente significativa, se
realizaron analisis de datos pareados de Ia transmision promedio de la via prueba y control
(pendiente normalizada promedio) en el intervalo 20-30 min post induccion, considerando todos

los experimentos del rango de edad (prueba t de Student para datos pareados).

La magnitud del cambio de la transmision sindptica (porcentaje de cambio: % de
cambio) en cada experimento, se cuantificé respecto de la via control en el mencionado periedo
de tiempo. El % de cambio por rango de edad se calculd como el promedio de los %LTP de los

experimentos correspondientes a ese rango mediante la siguiente formula:

. pruebn
% de cambis= — —1 x100
control

Donde “prueba” y “control” corresponde al valor de Jos 20-30 minutos post-induccion
de la transmisién de la via prueba y control promedio para cada rango de edad. Para comparar
los % de cambio entre distintos rangos de edad, se realizé un ANOVA de una via (paramétrica o
no paramétrica segtin el caso) y se utilizé la prueba post hoc de Bonferroni o Dunn. Los valores
de la transmision sindptica normalizada de la via prueba y control por rango de edad, y del % de
cambio por rango de edad indicadas en el texto corresponden al promedio + error estindar. El

criterio de la significancia estadistica fue con un p < 0,05. El % de cambio fue considerado un
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porcentaje de LTP (%LTP) en un rango de edad cuando la transmisién promedio de la via

prueba fire significativamente distinta con respecto a la via control.

Para constatar que los cambios en el potencial evocado fueran un fenémeno
postsindptico, se monitoreé la volea presinaptica; aquellos experimentos en donde la volea

cambié mas de un 5% después del TBS con respecto a su basal, se descartaron para la

cuantificacion.

Para evaluar los efectos de la deprivacion sensorial olfativa en la plasticidad sindptica, se
ocupd un protocolo “débil® de induccion de LTP, el cual consistié en un TBS modificado: se
aplicé un tinico tren con 10 burts a 5 Hz. (cada burts con las mismas caracteristicas descritas
anteriormente). Después de 20 minutos de haber aplicado el TBS “débil”, se aplic6 el protocolo

de induccién de LTP “fuerte”, que es el TBS estandar utilizado en los experimentos de

plasticidad a través de Ia edad.

Mareaje del tracto olfatorio lateral in vitro con biocitina

Protocolo modificado de Chang y cols. (2000): Similarmente a la preparacion de
rebanadas para registros electrofisioldgicos, ratas de P11-P13 y P20 fueron anestesiadas y
rapidamente decapitadas. El cerebro fue exiraido y transferido a una cdmara de diseccion con
LCRA de diseccion frio (0-4°C) y burbujeado con 95% O, y 5% CO,. En la cdmara se extrajo el
cerebelo y parte de corteza anterior, y posteriormente la seccion del cerebro que contenia a ACo
fue transferido a una cdmara de mantencion con LCRA burbujeado con 95% O, y 5% CO, a 25

°C, cuya composicion era (en mM): 124 NaCl, 5 KCI, 2 MgCL, 10 glucosa, 1,25 NaH,PO,, 2
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CaCl, 26 NaHCO;. Se mantuvo alli por al menos 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, el
cerebro se dispuso en una placa de Petri con LCRA de mantencion oxigenado, con su lado
anterior hacia arriba, y con ayuda de una lupa, se introdujo ripidamente un cristal de biocitina
(Ne-biotinil-L-lisina; Sigma) en el TOL de un hemisferio, mientras el ofro hemisferio se
mantuvo como control. Posteriormente, el cerebro se regresé a la cdmara de mantencion con la
parte anterior hacia arriba, y se dejé por 6-8 horas. Transcurrido ese tiempo se fijé en
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato (PBS) 0,1 M (pH 7.4), por dos dias. Despuds de ese

tiempo, los cerebros fueron embebidos en sacarosa al 30% en buffer fostato 0,1 M, y cortados en

plano coronal (60 ptM) en un micrétomo Leitz.

Deteccion de Biocitina:

Las secciones cortadas se dispusieron en placas de 6 pocillos y fueron procesadas con el
método del complejo avidina-biotina-peroxidasa. Las rebanadas fueron lavadas por 10 minutos
en PBS, y posteriormente fueron incubadas por 20 minutos en perdxido de hidrogeno al 30%
para saturar la actividad peroxidasa endogena. Luego fueron lavadas 3 veces por 10 minutos (3 x
10 minutos), tras los cuales se incubaron con la mezcla de avidina-biocitina en PBS con Tritén
X-100 al 0,3% por 3 horas. Luego se lavaron con PBS 3 x 10 minutos. Las rebanadas
reaccionaron entonces con diaminobenzidina (DAB) 0,4% en PBS, en presencia de 0,01% de
perdxido de hidrégeno y 0,04% de cloruro de niquel, por 5-10 minutos. Los tejidos fueron
entonces lavados con PBS 3 x 15 minutos para detener la reaccion. Finalmente, las secciones
fireron montadas en portaobjetos de microscopio, secadas por 1 dfa y cubiertas con cubreobjetos

(en el caso de las rebanadas que no fueron tefiidas con Nissl) o preparadas para la tincion con

Nissl.
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Tincién de Nissl (o contratincion):

Para la tincibn de Nissl, ratas de P11 y P20 dias fueron anestesiadas con
ketamina/xilaxina 4 mg/0,2 mg por 100g de animal y ketamina/xilaxina 4 mg/0,8 mg por 100g
de animal, respectivamente. Fueron perfundidas con PFA al 4% en PBS, El cerebro fue extraido
y embebido en sacarosa al 30% en PBS para posteriormente ser seccionado en rebanadas de 60
pm ocupando un micrétomo Leitz. Las secciones obtenidas de esta manera, o aquellas que
fueron reveladas con DAB (ver tratamiento anterior) fueron montadas en portaobjetos
gelatinizados y secados por 1 dia. Luego se dejaron en cloroformo por una hora, fueron
hidratadas a través de alcoholes graduados (100, 95, 70, 50%; 3, 3, 4, 4 minutos), agua destilada
por 4 minutos e inmediatamente tefiidas con violeta de cresilo al 0,75%. Después se lavaron con
agua destilada y deshidrataron con alcoholes graduados (50, 70, 95 x 2 y 100% x 2; 1 minuto
cada uno). Por filtimo, se dejaron reposar en xilol por una hora, se cubrieron con cubreobjeto y
Permount (Sigma-Aldrich). Los cortes y las imdgenes de éstos fueron obtenidas con el
microscopio confocal, todo esto por cortesia del Laboratorio de Biologia del Conocer (Dr. Jorge

Mpodozis, Gonzalo Marin, Pedro Ferndndez).

Deprivacion sensorial.

La deprivacion sensorial fue realizada en animales de 1 o 4 dias. Las crias fueron traidas
con la madre desde el Vivero Central PUC y al primer o cuarto dfa se procedio a la oclusidn
nasal. Para esto, se anestesio a los animales por hipotermia por contacto fisico con hielo por 3-4
minutos, y Inego se tapd una via nasal con un fapon adherente (o0 mediante cauterizacion), de

manera que las rebanadas que salieron del hemisferio ocluido sirvieron para los experimentos de

prueba y el otro hemisferio fue utilizado como control Después de Ia oclusién unilateral los

.
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animales fueron trasladados a una incubadora calida (30-33°C) donde recuperaron su
temperatura corporal normal (Phifer y Terry, 1986). Luego fueron devueltos a la madre y se
mantuvieron en nuestro vivero junto a ella hasta el destete (20 dias) y luego junto a sus pares,

hasta que fireron sacrificados para los experimentos a una edad méxima de 34 dias.




RESULTADOS

1. Induccién de LTP a durante el primer mes de vida postnatal

Con el fin de determinar las propiedades plasticas de las sinapsis olfatorias en ACo, se
estudié la induccién de LTP por estimulacion eléctrica de los axones aferentes en rebanadas de
cerebro de rata. Los registros de campo se obtuvieron de rebanadas provenientes de animales de
entre 6 dias y 34 dias postnatal (P6-P34). En la Figura 2A se observa el arreglo experimental
para el registro de potenciales de campo en ACo y la Figura 2B muestra un registro tipico del
potencial de campo evocado por la estimulacion de los axones provenientes del tracto olfatorio.
Se estimularon dos vias independientes, la via prueba (Fig. 2C, circulos abiertos), donde se
aplicé el protocolo de induccion (Fig. 2C, rectingulo), y la via control para evaluar la
transmision basal durante el experimento (Fig. 2C, circulos rojos). La volea presindptica esta
asociada con la descarga de los axones olfatorios (Fig. 2B, primera inflexién), mientras que el
potencial sindptico de campo (también conocido como potencial evocado) es la posterior

inflexién del potencial generada por la activacién de las corrientes sindpticas en las neuronas de

ACo (Fig. 2B, segunda inflexion).

En una primera instancia, se buscé un protocolo de induccién de LTP que aumentara los
potenciales postsindpticos de manera reproducible y eficaz a la edad de P18, pues evidencia
preliminar del laboratorio mostré que es posible inducir LTP en ACo a esta edad. Este protocolo

consistid en una seric de trenes de estimulos de alta frecuencia, denominado theta burst
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Figura 2: montaje del registro de rebanadas e induccién de LTP: A: rebanada coronal de
cerebrode rata de P25 con electrodos en ACo. Los electrodos de estimulacion bipolares (1y 2)
se ubicanen lacapa |,, al igual que el electrodo de registro (3). En el microscopio dptico, la capa
| se diferencia del resto de |la rebanada como una zona mas oscura ubicada en el borde de la
rebanada. ACo (flecha, 4), BLA (5), del nervio 6ptico (6). B: potencial de campo inducido en
ACo por la estimulacion de los axones provenientes del bulbo olfatorio (promedio de 30
registros consecutivos; 10 min). Se observan dos inflexiones en el registro: lavolea presinaptica
(fibervolleyeninglés, 1), producto de ladescarga presinaptica que liberaneurotransmisores; y
el evocado postsinaptico (2), causado porlascorrientes que entran a la parte postsinaptica por
la activacion de los receptores de glutamato ionotrépicos. La medida de |la pendiente del
evocado postsinaptico (3) se usa frecuentemente como una medicion de la transmision
sinapticadado un cierto nivel de estimulacion. C: pendiente normalizada en las vias pruebay
control (ver texto), durante el experimento de donde procede la sefial en B. La linea delgada
muestraelintervalo de tiempo donde fueron promediadas las sefiales para obtener el registro
promedioen B, las pendientes son normalizadas con respecto a esta basal. El cuadrado sobre el
registro indica el momento en que se aplico el protocolo de induccién de LTP (TBS). El
porcentaje de LTP (%LTP) se calcula con respecto a la via control, promediando entre 20y 30
min después de la induccion (linea segmentada al final del registro).
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stimulation (TBS; ver Métodos). Para asegurar que se estaba evaluando la plasticidad de las vias
glutamatérgicas se agregd picrotoxina (PTX), bloqueador de la transmision GABA-
A. Para cuantificar la transmision sindptica, se midié la pendiente del potencial evocado en el
registro de campo (Figura 2B, pendiente de la segunda inflexion). En el experimento ejemplo de
la Figura 2, la transmisién siéptica normalizada posterior a Ia induccion de LTP en la via
prueba fue de 1,31 £ 0,01, significativamente distinta de la via control que fue de 1,00% = 0,02
(P=0,0001; prueba t de Student para datos no pareados), el %LTP con respecto a la via control

fue de 29,97 % + 0,02.

Una vez obtenido un protocolo de induccion de LTP exitoso para P18, éste se probo en
rebanadas de cerebro de ratas de distintas edades (hasta poco después de terminado el primer
mes postnatal). El detalle de los resultados de todos los experimentos separados por edad se
muestra en la Figura 3. Cada punto representa el % de cambio obtenido en cada experimento
(cada rebanada). Los puntos rojos corresponden a los experimentos con diferencias significativas

entre la transmisién de las vias prueba y control después de Ia induccion.

Tabla 1: Para cada rango de edad se presentan los valores de la transmisién sinaptica post-
induccién de las vias prueba y control, la significancia estadistica de la diferencia entre estas
vias, y el % de cambio por [a induccién de LTP de la via prueba con respecto a la via control,

Transmision Transmision Significancia % de cambio
Rango de edad norm. Test norm. Control. ®)

P6-10 1,06 + 0,05 1,01 £ 0,07 0,5285 6,70 = 6,6
P11-15 1,08 + 0,04 0,94 +0,04 0,009 1540 =42
P16-20 1,26 + 0,05 1,01 = 0,03 0,0002 26,36 £ 541
P21-25 1,28 £ 0,10 0,97 £ 0,05 0,033 32,28 + 846
P26-30 1,07 £ 0,05 1,00 & 0,05 0,055 6,60 £3,22
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Figura 3: porcentaje de LTP inducida a lo largo del primer mes de vida postnatal. Cada punto
corresponde al porcentaje de LTP (respecto de lavia control) inducido en rebanadas obtenidas
de animales de diferentes edades (entre P6 y P34; N=41). Los circulos rojos representan los
experimentos en donde hubo una potenciacion significativa con respecto al control y los
circulos negros son los experimentos en donde no hubo diferencia significativa

A continuacion, para tener una cuantificacion mas clara de los resultados, €stos fueron
agrupados cada 5 o 10 dias, con el fin de realizar comparaciones estadisticas entre distintos
rangos de edad y determinar si existe un periodo critico en el que la induccion de LTP se vea
favorecida. Los promedios de los experimentos realizados, agrupados cada 5 dias, se muestran
en la Figura 4A-D, donde cada recuadro corresponde a un registro representativo para ese rango
de edad. Entre P6 y P10 (P6-10) el protocolo de induccion de LTP no produce, en promedio, un
aumento significativo en la transmision sinaptica (Fig. 4A y tabla I: prueba t de Student de datos
pareados P=0,5285). En P11-15 se observo un aumento significativo de la transmision después

del TBS (Fig. 4B y Tabla I; prueba t de Student para datos pareados P=0,009).
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Figura 4: el grado de potenciacion depende de la edad postnatal. A-E: promedio de los
experimentos de LTP en distintos rangos de edad (cada 5 dias). El inserto en cada panel
corresponde al promedio de 30 registros consecutivos (10 min) de un experimento
representativo para cada rango de edad; rojo: basal, azul: promedio a 20-30 minutos después
de lainduccién;calibracion:0,4mV, 5 ms. F: % de cambio promedio en cada rango de edad. H:
%LTP promedio considerando sélo los experimentos exitosos en la induccion de potenciacién
(ver texto). G: nivel de transmision sindptica basal promedio a la que se aplicd el TBS
(pendiente del fEPSP, 60% de la respuesta maxima) en cada rango de edad. A-E: prueba t de
Student para datos pareados, F-H: prueba de Kruskal Wallis. NS: no significativo; *: p<0,05; **:

p<0,01; ***: p<0,001.
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Interesantemente para los rangos de edad de P16-20 y P21-25, la induccién de
potenciacion es mds robusta (P16-20: fig.4C y Tabla I; prueba t de Student para datos pareados
P= 0,0002; P21-25: fig.4D y Tabla I, prueba t de Student para datos pareados P= (,033). Sin
embargo, en edades mds tardias (P26-30) se produce un cambio importante en la induccion de
potenciacién, pues si bien en algunos experimentos se observa potenciacion sindptica, en
promedio no hay LTP (Figura 4E y Tabh I, prueba de t Student para datos pareados P=0,055), a
diferencia de los rango de edad P16-20y P21-25 (Figura 4C y D). En Iz Fig. 4F se muestra un
resumen de los % de cambio promedio inducidos en los distintos rangos de edad. Aunque se
observa un aumento en el % de cambio de la transmisién a edades tempranas, y una posterior
disminucion a edades mas tardias (Fig. 4F y Tabla I; P=0,031 prueba de Kruskal-Wallis), no fue
posible sustentar estadisticamente las diferencias, pues la prueba de la varianza no paramétrica
mostrd una diferencia significativa entre los % de cambio de los rangos de edad (P=0,031), pero
la prueba post hoc de miltiple comparacién de Dunns no detecté entre cudles rangos de edad
estaba esa diferencia. Una posible explicacion puede ser que cantidad de datos obtenidos en
algumos grupos fiteron insuficientes para evaluar su distribucion y aplicar Ia prueba estadistica
paramétrica. Sin embargo, se puede afirmar con este andlisis que hay un periodo critico en el
primer mes de desarrollo postratal, puesto que detecta una diferencia entre los rango de edad.

Faltarfa determinar cual es el rango de edad donde esta este periodo critico de induccion. Sobre

este punto volveremos més adelante.

El periodo critico de la induccion de LTP visto anteriormente puede estar sustentado en
un aumento del nivel de LTP inducido en algin rango de edad, en un aumento de la probabilidad
de induccion de LTP o en el aumento en [a transmisién sindptica basal. Una diferencia de estos
pardmetros entre los rangos de edad puede dar cuenta del periodo critico de induccién. Para

posibles diferencias en estos pardmetros, se cuantificé el nivel de induccion de LTP promedio
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por rango de edad, promediando solo los experimentos en donde hubo LTP significativa en cada
rango (Fig. 4G). Los niveles de LTP que se logran en los casos exitosos es de aproximadamente
el 20% en edades de P6-10 y P11-15 (Fig. 4G, P6 -10: 22,0 + 3,6%; P11-15: 20, 7 + 3,3%).
Entre P16 y P25, el porcentaje de LTP alcanzado en estos casos es del orden del 30% (Fig. 4G,
P16-20: 33,1 = 52%; P21-25: 32,3 £ 8,5%). Para las edades tardias, el promedio de la
potenciacion inducida alcanza un 11% (Fig. 4G, P26-34: 11,89 + 3,23%). Los promedios de
%LTP entre los rangos P16-20 y P26-30 fueron significativos (prueba de Kruskal Wallis
P=0,033). Por otro lado, la probabilidad de induccién de LTP, en los rangos de P16-20 y P21-25
fue mas alia (Fig.4G 11/14 y 4/4 respectivamente) que en los ranéos de edad mas tempranos y
més tardios (Fig.4G: P6-10, 3/7; P11-15, 6/8; P26-30, 5/7). Estos datos sugieren que tanto el
%LTP por rango de edad, como la probabilidad de induccion pueden influir en las diferencias

del % de cambio observado por rango de edad.

Posiblemente, si existen diferencias en la transmision sindptica entre los rangos de
edades, pueden explicar en parte la diferencia en el % de cambio de la transmision. Por ello se
evalud si hay diferencias en la transmision sindptica basal, cuantificando ésta dltima la via en
donde se indujo LTP, en cada experimento, midiendo la pendiente del potencial postsindptico
para la intensidad de estimulacion que produce el 60% de la respuesta maxima, que corresponde
a la condicién en que se indujo LTP. Los valores promedio por rango de edad se resumen en el
grafico de Ja Figura 4H. En P6-10, la pendiente de Ia transmision basal fue en promedio de -0,13
+ 0,02 mV/ms. Aunque st magnitud en promedio aumenta en edades posteriores (Fig. 4H, P11-

15: -0,16 + 0,03 mV/ms; P16-20: -0,20 £ 0,05; P21-25: -0,22 mV/ms # 0,02), hasta llegar a un
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Figura 5: durante el primer mes el grado de potenciacién primero aumenta y posteriormente
vuelve a caer: evidencia de un periodo critico para la LTP. A-C: lo mismo que en la Fig. 4, pero
para una agrupacion de los resultados en rangos de edad de 10 dias. Calibracién: 0,4 mV, 5 ms.
D: % de cambio promedio por rango de edad. H: %LTP promedio considerando sélo los
experimentos exitosos (se indica fraccion de éxitos respecto del total de experimentos por
rango etario). G: nivel de transmision sindptica basal promedio alaque se aplico el TBS en cada
rango de edad. A-C: prueba t de Student para datos pareados, D-F: ANOVA de una via ademas
de la prueba post hoc de Bonferroni en Dy E. NS: no significativo; *: p <0,05; **: p <0,01; ***:
p < 0,001.
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valor promedio de -023 mV/ms + 0,053 en edades més tardias (Fig. 4H, P26-30) no hay
diferencias significativas en la transmision basal promedio por rango de edad (P=0,20; prueba de
Kruskal-Wallis). Esto sugiere que las diferencias vistas en el % de cambio post-induccion por

rango de edad no es producto de una variacion de la transmisién sindptica total.

Las diferencias vistas en el % de cambio por la induccién de potenciacion sugiere que si
existe un periodo critico de la induccion de LTP, es decir, una ventana temporal deniro del
desarrollo postnatal, en el cual es posible inducir LTP, o el nivel de plasticidad inducida es
mayor, que a otra edad del desarrollo postnatal Sila prueba estadistica detect6 diferencias entre
los % de cambio de los rangos de edades, pero no determind en cudles especificamente, pudo ser
producto de la baja cantidad de datos en algunos rangos de edades. Para comprobar si era posible
verificar estadisticamente cuando se contaba con un nimero mayor de observaciones, se hizo
una reagrupaciéon de los datos cada 10 dias. Los resultados de esta nueva reagrupacion se
presentan en Ia Figura 5. Para el rango de edad de P6-15, hay una diferencia significativa entre la
via prueba y la via control (Fig. 5A transmisién sindptica normalizada post-induccién via
prueba: 1,07 & 0,03; via control 0,97 £ 0,04; prueba t de Student para datos pareados, P=0,03)
como también en el rango de edad siguiente (P16-25, Fig. 5B, via prueba: 1,26 % 0,05; via
control: 1,00 + 0,02; prueba t de Student para datos pareados, p<0,0001). A edades tardias, en
promedio no hay un aumento significativo de la transmision sindptica (Fig. 5C, P26-34, via
prueba: 1,07 £+ 0,048; via control: 1,00 £ 0,05; prueba t de Student para datos pareados). Este
andlisis estadistico corrobora lo que se observo en la primera agrupacion, que hay un periodo
critico en la induccién de potenciacion, donde hay un aumento significativo de la transmisién

sinaptica por la induccién de LTP a edades tempranas (P6-15 y P16-25), pero no ha edades

tardias (P26-34).
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Esta diferencia en fa induccion de potenciacion por rango de edad se puede observar con
el % de cambio alcanzado por rango de edad, los cuales se muestran en la Figura 5D. Se observa
que el % de cambio correspondiente a edades intermedias (Fig. 5D; P16-25: % de cambio: 27,7
+ 4,5%, N=15/18) es mayor que a edades tempranas (Fig. 5D; P6-15: % de cambio= 11,3 +
3,8%, N=8/15) y edades tardias (Fig. 5D; P26-34, % de cambio=6,6 - 3,2%). Interesantemente,
existen diferencias significativas en el % de cambio inducida entre las edades de P6-15 y P16-
25, y entre P16-25 y P26-34, Sin embargo, los rangos de edades P6-15 y P26-34 no muestran
diferencias significativas (ANOVA de una via, P<0,004, prueba post hoc de Bonferroni). Esto
muestra que existe un periodo critico en las sinapsis aferentes de ACo, que comienza en edades
tempranas (P6-15), y dentro del cual el nivel de induccién de LTP, en promedio, es

significativamente mayor que otras edades, dentro del primer mes del desarrollo postnatal.

Analizando el %LTP por rango de edad, promediando el % de cambio sélo de los
experimentos exitosos (Fig. 5E), se obtiene que a P6-P15 el nivel de potenciacién promedio
inducido es de un 21,1 + 2,4%, mientras que en el rango de P16-25 es de 32,9 + 4,3%. En edades
posteriores (P26-34), el porcentaje de la LTP lograda es de un 11,9 + 3,3% (Fig. 5E), siendo
significativamente mas bajo que el porcentaje de LTP alcanzada en el rango P16-25 (P= 0,009,
ANOVA de una via, prueba post hoc Bonferroni), aunque sin diferencias con respecto al rango
de P26-34 (P>0,05). También se puede observar que la proporcion de experimentos exitosos, es
decir aquellos en donde se induce una LTP significativa con respecto al control, aumenta en el
grupo donde Ia LTP inducida es mayor (Fig. 5B y E). Este analisis muestra que hay una mayor

tasa de éxito en la induccién de LTP en edades de P16-25 y que ademads, la induccion es mayor
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en los casos exitosos. Fntre P26 y 35 disminuye tanto la proporcion de éxitos como el nivel de

potenciacion obtenido (Fig. 5C y E).

Bajo el mismo procedimiento que en la medicion de la transmision sindptica basal en los
rango de edad de 5 dias, se estim6 el promedio de la transmision sindptica basal en rangos de 10
dias (Fig. 5F). Las diferencias de la transmision sindptica entre edades no son significativas (Fig.
5F, P6-15, transmision sindptica: -0,14 % 0,020 mV/ms, N=15; P16-25: -0,20 £ 0,035 mV/ms,
N=18; P26-34: -0,23 £ 0,053 mV/ms, N=8; ANOVA de una via, P=0,2). En el rango de P26-34
se observan niveles similares al grupo etario anterior (P16-25), a diferencia de lo que ocurre con
la nduccion de plasticidad (Fig. 5D). Estos analisis sugieren fuertemente que este tltimo

fenémeno no es producto de cambios en los niveles de transmision sindptica basal.

2.- Contribucion de las distintas vias sindpticas a los potenciales evocados en ACo.

Dado que el cerebro (y la mayoria de los 6rganos en general), terminan su desarrollo al
alcanzar la etapa adulia, el aspecto de la rebanada cambia durante el primer mes de desarrollo
postnatal segiin Ia edad del animal. En corteza piriforme se ha visto que las capas que componen
a esta corteza se ven definidas en P7, asi como la presencia de interneuronas en cada capa
cambia desde P2 hasta estabilizarse en P7-14 (Sarma y cols., 2011). Por lo tanto, es razonable
pensar que en ACo la disposicion y grosor de las capas cambien con la edad. Sin embargo, no
hay suficiente informacion acerca del desarrollo y ubicacién de las capas de ACo durante el
primer mes de postnatal, por lo que, para verificar en qué medida se estin estimulando

solamente los axones provenientes del TOL, se decidié medir la posible contribucion de las

sinapsis asociativas a los potenciales postsindpticos de campo. Para ello se midieron los
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potenciales de campo con la misma ubicacién de los electrodos que en los experimentos de
plasticidad, pero en presencia de baclofeno (30 pM, ver Métodos), agonista de los receptores
GABA B que suprime la transmision sindptica de fibras intracorticales (o asociativas) en la
corteza piriforme e hipocampo y en neocorteza, pero no afecta a las sinapsis aferentes (Tangy
Hasselmo, 1994; Gil y cols., 1997). Los resultados se grafican en la Figura 6, donde se muestra
la pendiente normalizada del potencial postsindptico antes y después de agregar baclofeno en el
I.CRA circulante. La cafda de Ia transmisién evocada corresponde a la contribucién de las
sinapsis asociativas suprimidas por baclofeno. A edades tempranas (P6-15), el potencial
posisindptico cae un 19,8 + 5,1%, por o que se estima Ia contribucion de Ias sinapsis asociativas
en ese porcentaje (Fig. 6A, circulos; 6B, P6-15). A edades intermedias llega a ser de 42,1 + 8,0%
(Fig. 6A, cuadrados; 6B, P16-25) Por tltimo, a edades tardias hay una coniribucion de hasta un
56,3 + 10% de las sinapsis asociativas (6A, tridngulos; 6B, P30-34), lo que sugiere que en
nuestra preparacion experimental hay una contribucién de sinapsis asociativas en los potenciales
postsindpticos registrados que aumenta con Ia edad (prueba de Kruskal Wallis con prueba post
hoc de multiple comparacién de Dunn; P=0,001), y no se puede asegurar que la LTP inducida
corresponda exclusivamente a la estimulacion de sinapsis del TOL. No hay antecedentes acerca
de las propiedades plasticas de la transmision de Ias sinapsis asociativas de ACo, pero si tavieran
las mismas propicdades que las sinapsis asociativas de CP, su contribucién a P26-34 mantendria
una induccién de potenciacién a esa edad. Como la contribucién de las sinapsis asociativas no va
en el mismo sentido que el cambio en la induccién de potenciacion, se puede descartar que las
sinapsis asociativas expliquen el periodo critico observado. Por otro lado, el hecho de estimular
la capa I, y encontrar contribucién de sinapsis asociativas nos da a entender que las sinapsis en

las capas de ACo no estan totalmente segregadas como en otras cortezas.
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Figura 6: la contribucién de las sinapsis asociativas al estimular la capa |, aumenta con la
edad. A: transmisién sinaptica normalizada, antesy durante laaplicacion de baclofeno (30uM),
para los distintos rangos de edad. Estos experimentos se realizaron en condiciones similares a
los experimentos de plasticidad (estimulacion que produce un 60% de la respuestamaxima). En
presencia de baclofeno, la transmision sinaptica decae, efecto que aumenta con la edad. B:
contribucién porcentual de las sinapsis asociativas a la transmision sinaptica, a través del
primer mes de vida, estimada a partir del efecto de baclofeno mostradoen A. Se observaque la
contribucion de estas sinapsis aumenta con la edad, y llega a ser significativamente mayor en
edades mas tardias (P30-34; **: p < 0,01; prueba de Kruskal Wallis con prueba post hoc de
multiple comparacion de Dunn).

En general. la estimacion de la capa I,, se determiné en todos los experimentos a lupa
como la capa parte mas externa de la rebanada, que se aprecia como la capa mas oscura en la
Figura 2A, y como se han determinado en otros estudios en ratas adultas, es alli donde llegan los
axones provenientes del BO (Price, 1973); en ratas neonatas o juveniles, no se ha realizado un
estudio similar. Por otro lado. por ser cortezas olfatorias, ACo siempre es comparada con CP,

donde esta Gltima tiene una segregacion de sus sinapsis aferentes y asociativas, pero en ACo no
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se ha corroborado que sea asf a esta edad. Para verificar una posible contribucién de las sinapsis
asociativas por estimulacién de la capa I,, se realizaron tinciones en rebanadas de cerebro de
rata de 2 edades, P11 y P20, para ubicar las distintas capas de la corteza olfatoria. La Figura 7
muestra una tincién de Nissl en 2 rebanadas de cerebro de rata a P11. En ellas se pueden
distinguir claramente las dos capas por la diferencia en la densidad celular: la capa I es aquella
que tiene menos cantidad de células y la capa II es aquella que tiene la mayor densidad celular.
También se pueden diferenciar las distintas regiones corticales por la distribucion espacial de las
células tefiidas: en corteza piriforme (Fig. 7, A y C, CP) se ve como las células en la capa II
estan ordenadas formando una capa densa. En ACo (Fig. 7, B y D, ACo) la disposicion de las
células es mas dispersa, aunque conserva la capa I carente de células. La diferencia en la
distribucion espacial de las células en ACo es la razén por la que la clasificaron como “niicleo

tipo corteza” (Sah y cols., 2003).

Por otro lado, Ia tincion de Nissl solo permite diferenciar cuerpos celulares, y si bien da
una sugerencia de donde se ubican las fibras provenientes del bulbo olfatorio, no da una certeza
de su posicién. Debido a esto, se decidid marcar también las fibras olfatorias mediante el

trazador anterdgrado biotina, y revelarlo con DAB para comprobar si la estimacion que se hizo
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Figura 7: tincion de Nissl de rebanadas de cerebro de rataaP11. En las rebanadas (Ay C) se
distingue la capa | (pocos cuerpos celulares) de la capa Il (mayor densidad de cuerpos
celulares). A: rebanada anterior, donde se observa ACo entre los nucleos PAC y BAOT. B:
acercamiento del sector enmarcado con el rectangulo en A. Limites del ndcleo ACo sefialados
con flechas blancas. C:rebanada posterioraA, se distingue CP, BLA, PAC, BAOT y ACo entre los
dos ultimos nucleos. D: detalle del sector enmarcado con un rectangulo en C. Se ven las dos
capas (1 y Il) y se indica el limite de los nicleos PACy ACo (flecha negra).
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de la capa I, es la correcta. Con una modificacion del método de Chang y cols. (2000), se marcd
el tracto olfatorio con un cristal de biocitina in vifro en un cerebro de rata a P20, para luego ser
contratefiido con Nissl. Eso da como resultado un marcaje de los cuerpos celulares asi como de

los axones del TOL. El resuitado de este experimento se muestra en la Figura 8. Se observa

como los axones del TOL estin en la capa I,. Esta capa se encuenira en todos los blancos
conocidos de las fibras olfatorias, CP y PAC (Fig 8A), Ia capa I, de la corteza piriforme es més
delgada que Ia capa I, de ACo, a ese nivel del eje antero-posterior. En €l limite de las capas 1 y 11

se distinguen algunas fibras que ingresan a las capas mis profundas (Fig. 8C, flecha). Estos
resultados, si bien no es un estudio sistemético de la disposicién de las fibras del TOL a través
del primer mes de vida de la rata, nos sugieren que la estimacion de la capa I, por a
visnalizacion a través de la lupa del microscopio Optico es la correcta, y de la disposicion de las
fibras del TOL en las capas de la corteza olfatoria. Esta prueba no asegura que las sinapsis
aferentes de ACo se encuentren en el mismo lugar por donde se internan las fibras del TOL a la

corteza, pero trabajos anteriores han revelado que se ubican en esta capa (Price, 1973).

3.« Evaluacién de las posibles modificaciones en la transmision sindptica basal por la

deprivacion olfatoria

Dado que [a organizacion del sistema olfatorio y los axones que provienen del bulbo es
esencialmente ipsilateral, cualquier perturbacion que se produzca en un lado de este sistema
sensorial, no afectard a las estructuras olfativas del otro lado. Esto es una gran ventaja para

estimar los efectos la deprivacion sensorial en cualguier parte del sistema oifatorio. Para ello, se
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Figura 8: marcaje de vias aferentes
y cuerpos celulares. Se muestra la
difusion de biocitina revelada con
DAB y posterior contratinciéon con
nissl. A: rebanada coronal de
cerebro de rata a P20 de 80 um de
grosor; en morado se observan los
cuerpos celulares y en café la capa
l,, donde corren los axones del TOL.
B: detalle de la seccion del
rectangulo en A, se ve el conjunto
de fibras del TOL en la parte
superficial de la rebanada. C:
rebanadacontralateral a A, pero sin
contratincidn, se puede observarlas
fibras que ingresan al interior de la
capa Il (recuadro rojo). C":
ampliacion del recuadro rojo en C,
donde se distingue una proyeccién
del TOL hacia la capall (calibracion:
A: 1mm, B: 50 um, C: 100um, C’: 50
um).
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cauterizé la narina de un hemisferio en ratas de P1-4, y se evalud la transmisién basal en las
sinapsis olfatorias de ACo en rebanadas de cerebro de rata de P18-25, que es elrango de edad
del desarrollo postnatal que mostraba una LTP més robusta. Las curvas entrada/salida
relacionan, a diferentes interisidades de estimulacion, las distintas amplitudes del elemento
presinaptico del potencial de campo, con la pendiente de su respectivo evocado, sefial de la
transmisién postsindptica. También es utilzado comparar la intensidad de estimulacion con el
evocado postsindptico. Debido a que Ia cuantificacion de la volea presinaptica se dificulté por la
diferencia entre un registro y otro, se optd por construir las curva entrada/salida relacionando la
intensidad de estimulacién con la pendiente del evocado postsindptico. En la Figura 9A se
observa una muestra de los registros de potencial de campo observado a distintas intensidades de
estimulacion, tanto para la rebanada proveniente del hemisferio contralateral a la deprivacion
(contralateral) (Fig. 9A izquierda, arriba) como del ipsilateal a Ia deprivacién (Fig. 9A izquierda,
abajo). Las curvas entrada/salida promedio para las rebanadas provenientes de contra e
ipsilaterales estdn graficadas en la Figura 9B, donde no se observan diferencias significativas en
la pendiente o el ntercepto de estas curvas (regresion lineal y ANCOVA: comparacion
pendiente P=0,7; comparacion intercepto eje Y P=0, 43). La pendiente de cada una de las curvas
entrada/salida, proporciona una medida relativa de la eficiencia sindptica. Se comparé la
eficiencia registrada en las rebanadas del hemisferio ipsi y contralateral en cada animal, en
promedio no mostraron diferencias entre las dos condiciones investigadas (Fig. 9C, P= 0,3
prueba t de Student para datos pareados; promedio hemisferio ipsilateral: -149 * 0,34
[V/As'mA)]; promedio hemisferio contralateral -2,04 + 0,95 [V/(s'mA)]; N=5). Por lo tanto,
seghin estos resultados Ia ausencia de experiencia sensorial olfatoria no afecta a la transmisién

sindptica basal en las sinapsis olfativas de ACo en el rango de edad en que la potenciacion

sindptica es mdxima.
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Figura 9: la deprivacién olfativa temprana no afecta la transmision sinaptica basal a P21-25.
A: registros superpuestos del potencial de campo evocado por la estimulacion eléctrica a
distintas intensidades, en rebanadas provenientes del hemisferio contralateral (arriba) e
ipsilateral (abajo), respectivamente. B: curvas entrada-salida promedio: pendiente del fEPSP
(mV/ms) enfunciénde laintensidad de estimulacion, para las rebanadas provenientes de los
hemisferiosipsilaterales (trazo negro, N=5) y contralaterales (trazo rojo, N=5) no hay diferencia
estadistica entre las curvas (regresién lineal y ANCOVA; comparacion de la pendiente, P=0,7;
comparacion del intercepto eje Y, P=0,4). C: comparacion pareada de |a eficiencia sindptica
(definida como (pendiente fEPSP)/(intensidad de estimulacion)), entre los hemisferios
ipsilateral y contralateral (N=5). Los simbolos negros corresponden a cada dato que tiene su
correspondiente paren cada condicién unido conunalinea, los simbolos rojos corresponden a
los promedios de cada condicion (ns: no significativo; prueba tde Student para datos pareados,

P=0,3)
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4.-Evaluacion de los efectos de la deprivacion olfatoria sobre la induccion de plasticidad.

Para determinar si la deprivacidn olfatoria afecta a la duracion del periodo critico
encontrado dentro del primer mes postnatal se probo si la deprivacién olfatoria alera Ia
potenciacion inducida en el rango de edad de P25 a P34. Existe evidencia que en otros sistemas
sensoriales la experiencia es esencial para formacion y maduracién de las sinapsis, la
deprivacién sensorial conlleva una alteracion en las sinapsis y en Ias propiedades de éstas, como
la plasticidad (Kirwooed y cols., 1995, Hensch, 2005). Para probar este punto en las sinapsis
aferentes de ACo, se evalué la induccion de LTP in vitro en rebanadas de cerebro de ratas que
fueron deprivadas por cauterizaci6n a edades de P1-P4, y registradas a P24-35. Tomando el
protocolo modificado de Franks e Isaacson (2005), se utilizaron dos protocolos de estimulacion:
uno denominado “débil”, y posteriormente otro denominado “fuerte”. La diferencia entre estos
dos protocolos es la cantidad de trenes de burts que son aplicados durante la induccién de
potenciacion, de manera que el protocolo “débil” no es saturante, mieniras que el “fuerte” es
saturante, permitiendo denotar diferencias en el umbral de induccién de potenciacién (ver
Métodos). Esta modificacion fue utilizada en Franks e Isaacson (2005) y ellos encontraron que la
deprivacién modificé el umbral de inducciéon de LTP, pero no el nivel miximo de LTP

alcanzado.

En experimentos exploratorios en ACo, donde se indujo LTP en rebanadas del
hemisferio contra e ipsilateral a la deprivacién con el protocolo estdndar, no se observaron
diferencias evidentes en los niveles de LTP alcanzado entre las dos condiciones (no se muestra).
Por lo tanto, se decidid modificar el experimento de potenciacion aplicando secuencialmente

estos dos protocolos de induccién con el fin de observar si habia alguna diferencia en el umbral

de induccién de la potenciacion. Los resultados de estos experimentos, realizados en rebanadas
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Figura 10: efecto de la deprivacion sensorial en la induccién de potenciacién hacia fines del
primer mes. A: grafico promedio de los experimentos de plasticidad en rebanadas
provenientes de hemisferios contralaterales a la deprivacion (N=4 rebanadas, de 4 animales
sometidos adeprivacionde la narina). La primera flecha arriba del grafico marca el tiempo de
la aplicacion del protocolo débil (TBS1). El grupo de flechas corresponde a la aplicacion del
protocolo fuerte (TBS2) 20 min después. B: lo mismo que en A, para los hemisferios
ipsilaterales ala deprivacion de los mismos animales. C: comparacion pareada del porcentaje
de cambio obtenido porla aplicaciéon de TBS1 (protocolo débil, no saturante) y TBS2 (protocolo
fuerte, saturante), para hemisferios ipsilaterales y contralaterales (N=4) de los mismos
animales. D: grafico del % cambio obtenido en rebanadas que proceden de hemisferios
ipsilaterales (N=5), contralaterales (N=7), y de ratas naive (N=8). NS: no significativo; *: p < 0,05




41

de ambos hemisferios de 4 animales sujetos a oclusidn temprana de una narina, se resumen en la
figura 10. El curso temporal de los experimentos en ambas condiciones se grafica en la Figura
10A (contralateral) y 10B (ipsilateral). El porcentaje de LTP se evalud a los 20 minutos del TBS
débil, y a los 25 minutos del TBS fuerte, en las ventanas temporales que se indican en Ia figura.
Se observo un tendencia de aumento muy leve en la transmisién sindptica al aplicar el protocolo
de mduccién débil, pero que no produjo una LTP significativa en las rebanadas del lado
contralateral (Fig. 10A, TBS1: transmision sindptica normalizada en Ia via prueba: 1,09 & 0,045,
via control 1,01 + 0,03; prueba de los rangos de Wilcoxon, P=0,1) ni en las rcbanadas
ipsilaterales (Fig. 10B: via prueba: 1,10 = 0,046; control: 1,02 = 0,04; prueba de los rangos de
Wilcoxon, P=0,3). El % de cambio de la transmision sindptica producido es similar en rebanadas
de ambos hemisferios (Fig. 10C TBS 1, contralateral: (% de cambio & Error) 8,155 + 4,70%;
N=4; ipsilateral: 10,63 + 8,93%, N=4; prueba de los rangos de Wilcorxon, P=1,0). Como se
esperaba, el porcentaje de cambio provocado al aplicar el protocolo de estimulacién fuerte
(TBS2), tiende a ser, en promedio, mayor que al aplicar el protocolo de estimulacion débil. El
nivel de LTP inducido en el Jado contralateral es similar ai lado ipsilateral, a diferencia de Io que
se ha observado en otros estudios de la plasticidad en situaciones de deprivacion sensorial (Fig.
10C, TBS2; contralateral: 41.1 % 17,7%, N=4; ipsilateral 20,4 + 13,1%, N=4; prueba de los
rangos de Wilcoxon, P=0,9). Una observacion interesante es que los niveles de LTP de las
rebanadas provenientes de los hemisferios ipsi y contralateral, al compararlos con el nivel de
LTP de las rebanadas provenientes de ratas naive, vemos que el %LTP alcanzado en las
rebanadas del hemisferio contralateral, es significativamente mayor que en rebanadas de ratas
naive, pero no es diferente del nivel de potenciacién de rebanadas del hemisferio ipsilateral a la
deprivacién (Fig. 10D: contralateral: 38,0 £ 14,4%, N=5; ipsilateral: 18,4 = 7,5%, N=7; naive:
6,6 + 3,2%, N=8; prueba de Kruskal-Wallis; P=0,03, prueba post hoc comparacién de Dunn de

Contralateral vs. Naive e Ipsilateral vs. Naive). Este resultado sugiere que la deprivacion
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olfatoria puede alferar el nivel de LTP inducido en las sinapsis aferentes de ACo, lo que permite

sugerir que el %LTP inducido en el hemisferio contralateral es mayor en comparacién con el

hemisterio naive.




DISCUSION

En este trabajo se estudiaron las propiedades plasticas de las sinapsis aferentes de ACo a
través del desarrollo postnatal, y como ésta puede ser modificada por la experiencia sensorial
olfativa. Los resultados muestran que existe un periodo critico en la induccion de LTP, a través
del primer mes del desarrollo postnatal. Esto se determiné por medio de un protocolo de
estimulacion eléctrica en TBS, donde la induccién de LTP en promedio es exitosa a ciertas
edades del desarrollo postnatal temprano, especificamente a P16-25, y frecuentemente falla al
finalizar el primer mes (Fig. 5 A-D). Es mas, considerando sélo los casos donde la induccion de
LTP es exitosa, se observa que al finalizar el primer mes el méximo nivel de potenciacion se
encuentra a P16-25, siendo en los rangos de edad P6-15 y P26-34 donde se presentan los niveles
de potenciacién mas bajos (Fig. 5SE). Por otro lado, se vio que la transmisién sindptica no cambia
significativamente a través del primer mes de vida (Fig. 5F). Como Aco es considerado un
“niicleo tipo corteza”, donde la estratificacién de las capas no es tan organizada, los
experimentos de la evaluacion de la transmisién basal con baclofeno determinaron en qué
medida se estimularon sélo las sinapsis aferentes. ¥stos revelaron una contribucion de las
sinapsis asociativas cuando se ubicaban los electrodos para estimular las fibras provenientes del
TOL (Fig. 6). Sin embargo, las tinciones con Nissl en rebanadas de cerebro de rata a diferentes

edades (P11 y P20), y marcaje del TOL con biocitina, mostraron que la estimacion de la capa I,

fue ka correcta (Fig. 7y 8).

También se observd que la deprivacion olfatoria en rebanadas de ACo de ratas a P21-25,

no afecta a la transmision basal (Fig. 9), pero curiosamente, si altera el nivel de potenciacion

43
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inducida a P25-34 en el hemisferio contralateral en animales deprivados, comparandolo con

rebanadas procedentes de ratas naive (Fig. 10).

Existencia de un periodo critico de induccion de LTP en amigdala olfatoria

El descubrimiento de la LTP en el hipocampo (Bliss y Lomo, 1973), una estructura del
cerebro vinculada con la memoria y el aprendizaje, hizo que se postulara a este tipo de
plasticidad siniptica como mecanismo celular que se desencadena durante la formacion de
memoria. Esta idea se mantuvo como hipdtesis hasta que dos grupos demostraron que el
aprendizaje produce efectos tipo LTP en hipocampo, potenciando la transmision sindptica en ¢l
y una vez efectuado el aprendizaje, no es posible inducir LTP in vitro en esas conexiones
(Whitlock y cols., 2006; Gruart y cols., 2006). Una de las caracteristicas que se ha visto en estas
regiones del cerebro involucradas en la memoria, es el periodo critico de la plasticidad: una
ventana temporal dentro del desarrollo postnatal del animal, donde las sinapsis son mds sensibles
a la modificacién. Sélo dentro de esta etapa del desarrollo es posible inducir en promedio LTP.
Ya que la plasticidad estd involucrada en maduracion y estabilizacion de circuitos neuronales
(Kirwood y cols., 1995; Hensch, 2005), la evaluacion del periodo critico y Ia plasticidad de las

cortezas sensoriales, permiten apreciar su grado de participacion en la formacién de memoria,

asi como el desarrollo y la formacién de sinapsis en estas cortezas.

Nuestros resultados sugieren que en ACo existe un periodo critico, pues la induccion de

la potenciacion es en promedio significativa en P16-25, y no a otra edad dentro del primer mes
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del desarrollo postnatal. Estos resultados son congruentes con antecedentes de otros blancos de
aferencias olfatorias, como en CP, donde se muestra que la induccién de plasticidad es posible
en edades tempranas (P3-24), pero no al fializar el primer mes de desarrollo postnatai (P30;
Poo e Isaacson, 2007). Ep corteza piriforme, durante las primeras tres semanas postnatales se
observa una correlacion entre el nivel de potenciacién alcanzada por la induccién y la edad, es
decir, los primeros dias inmediatamente posteriores al nacimiento, €l nivel de I.TP alcanzado es
mayor que €l nivel de LTP a P18, llegando a una nula induccion a P30 (Poo e Isaacson, 2007).
Por otro lado, estos blancos olfatorios también presentan algunas diferencias: Primero, en edades
tempranas, la corteza piriforme presenta el maximo nivel de potenciacion inducida (P5, Poo e
Isaacson, 2007), v ACo, se encontrd que el mayor nivel de induccion alcanzado es entre las
edades P21-25 (Fig. 4F y 5D). La segunda diferencia es que, después del primer mes postnatal,
en corteza piriforme no se report6 induccion de LTP en esa etapa del desarrollo (Poo e Isaacson,
2007); mientras que en ACo, aunque no hay LTP significativa en promedio, se presentaron casos
en donde fue posible inducir LTP a esa edad (Fig. 4F y 5D). Es mas, en ACo, si se promedian
sélo Jos experimentos con LTP significativa en las edades de P26-34, se observa una
potenciacién del 11,9 & 3,3%. También en Aco la probabilidad de éxito en la induccion de LTP
aumenta en P16-25 (Fig. SE: 15/ 18; y disminuye en P26-34 (Fig. 5E: 5/8), por lo que al final del
primer mes no solo disminuye el nivel de potenciacidn, sino también la probabilidad de
induccién de LTP en ACo. Estas diferencias entre ACo y corteza piriforme pueden ser
explicadas por las propiedades ﬁ!siolégicas de ambas cortezas que cambian a través del
desarrollo, o por la metodologia usada en las distintas investigaciones. Con respecto a la primera
diferencia, que en ACo no se induce LTP a edades mds tempranas, pero en CP si, puede ser

3

atribuido en una primera instancia a que en esas edades las sinapsis aferentes no poseen esa
!

propiedad plastica. Hay que tener en cuenta que posiblemente la cantidad de aferencias olfatorias

que llegan a ACo sean escasas en esa etapa del desarrollo, por lo que ain Ia estimulacion
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eléctrica de la totalidad de las fibras aferentes pudiera ser insuficiente para despolarizar los
terminales sindpticos, un paso necesario para la induccién de LTP. Poco se sabe del desarrollo
peri y postnatal de ACo, pero hay antecedentes que en corteza piriforme de raton, recién a P7 se
presentan las dos subdivisiones de la capa I, y en P14 se alcanza la méxima cantidad de
interneuronas que estén presentes en esta capa (Sarma y cols., 2011). Por lo tanto, si el nivel de
potenciacién inducida no es significativo a edades de P6-10, puede ser por otros factores a nivel
de formacién de las conexiones en ACo (como una carencia de las sinapsis), mas que por una
propiedad de las conexiones ya formadas. A pesar de desconocer detalles del desarrollo de ACo,
se decidi6 ivestigar el rango de edad del desarrollo postnatal més amplio posible, para tener una
jdea mas clara de qué sucedia por lo menos con la transmision sindptica y la plasticidad en los
dias postnatales tempranos, hasta el fin del primer mes. La transmisién sindptica basal puede dar
una idea de cémo son las conexiones a esa edad (Fig. 4H y 5F). Se observa que no hay
4‘ diferencias en la respuesta postsindptica en los distintos rangos de edad (Fig. 4H y 5F: P6-10 y
Pé6-15) lo que sugiere en parte que el tamafio de la respuesta postsindptica no es responsable de
la disminucién en la induccién de L'TP hacia fines del desarrollo postnatal, (Fig. 4H P21-25 y
P26-30; Fig. 5F P16-25 y P26-34). Sin embargo, no podemos descartar que a edades mds
tempranas {como se mencion6 anteriormente) haya una cantidad de termmales olfatorios y de
sinapsis aferentes insuficientes para la despolarizacion del terminal postsinaptico, una de las
principales condiciones para que se induzca potenciacion. También hay que considerar que su
estudio en corteza piriforme, Poo e Isaacson (2007), ocuparon la técnica electrofisiologica de
“Patch Clamp” en configuracion *“Voltage-Clamp”, con el cual se puede despolarizar la neurona
registrada durante el protocolo de induccion de LTP. En la técnica ocupada en nuestro estudio se
mide un registro de voltaje de campo, de manera que no permite manipular el voltaje de las
neuronas, por Io que la despolarizacion del terminal postsindptico es producido tinicamente por

las fibras aferentes estimuladas durante el protocolo de induccién. Por ello, si lo que impide
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inducir LTP en edades tempranas en nuestro estudio es una carencia de aferencias en ACo que
no despolarizan suficiente la parte postsindptica, mds que las propiedades pldsticas de la sindpsis

con la técnica de “Whole-Cell” se puede mantener la despolarizacion necesaria durante la

induccién de potenciacion.

Con respecto a la segunda diferencia, para cuantificar Ja plasticidad de la transmision
sindptica de las sinapsis olfatorias, Poo e Isaacson (2007), midieron en neuronas piramidales los
potenciales postsindpticos excitatorios (PPSE) evocados por estimulacién directa del tracto
olfatorio lateral; en cambio, en esta investigacién se mide el potencial postsindptico excitatorio
de campo (cPPSE, en inglés fEPSP) evocados por la estimulacién de los terminales olfatorios
provenientes del TOL, que penetran a esa zona. Esto iiltimo abarca no solo las respuestas de las
neuronas piramidales, sino que también de las semilunares, que se ha visto que en CP recibe 2
mayor cantidad de aferencias olfatorias (Suzuki y Bekkers, 2011), y que en Aco posiblemente
puedan contribuir de manera significativa a los potenciales de campo. Ademds, en otros sistemas
sensoriales, como corteza visual, se observa que la potenciacién de la transmision sindptica
medida con los potenciales postsindpticos de campo disminuye después del primer mes
postnatal, pero no es completamente nula (Kirkwood y cols., 1995). Si el tipo de técnica
utilizada registra una mayor cantidad de respuestas sindpticas, posiblemente la LTP registrada
esporadicamente en ACo a P26-34 en este estudio, fue porque se estaban registrando, ademds de
las sinapsis aferentes otro tipo de respuestas postsindpticas. Esto ultimo fue corroborado con el
estudio electrofisiolégico realizado para determinar la contribucion de sinapsis asociativas y
aferentes, el cual mostré de que hay una contribucion de las sinapsis asociativas en nuestros
experimentos (Fig.6), ésta puede ser la razon, en parte, de los resultados obtenidos con respecto

a la induccion de LTP al finalizar el primer mes. En los primeros estudios de plasticidad en

]
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corteza piriforme, realizados en ratas adultas, y donde ocuparon Ia técnica de registro de campo,
observaron con una frecuencia muy baja la induccion de LTP exitosa (Jung y cols., 1990 [1 de
13 experimentos]; Kanter y Haberly, 1990 [5 de 18 experimentos]). Todas las técnicas presentan
ventajas y desventajas para el estudio de plasticidad en ACo. Nuestra aproximacion
metodolégica es Gptima, pues registra la actividad de Ia circuiteria completa de la zona, lo mas
cercano a lo que sucederia si estuviéramos estudiando el fendémeno in vivo. Resulta interesante
que, a pesar de la contribucién de las sinapsis asociativas, las cuales siguen manteniendo la
posibilidad de inducir plasticidad incluso después del primer mes postnatal (Poo e Isaacson,
2007), se logre diferenciar un periodo critico en las sinapsis aferentes olfatorias. Puede ocurrir,
que la formacion de las capas de ACo, como también la formacion de conexiones sindpticas, sea
una dindmica constante que implique una diferencia en el grosor de las capas de una edad a ofra,
y por ello se observe contribuciones distintas de Ias sinapsis asociativas segim la edad, a pesar de
ubicar los electrodos de una misma manera en todos los experimentos. Como se puede apreciar
en la Fig. 6, donde a edades tempranas la contribucién de estas sinapsis es escasa, pero va
aumentando con la edad (P6-10: 15,67% contribucién de sinapsis asociativas a la respuesta

sindptica total; 56,34% en P25-34).

Las tinciones permitieron una mayor comprension de la arquitectura de ACo, y la
formacion de Ias capas de células de esa zona. En rebanadas provenientes de ratas de edades mds
tempranas, se observa una estructura similar a las de edades mas tardias, pero con una clara
diferencia en el tamafio de la capa I. La capa II se identific6 claramente por los somas de las
neuronas principales, pero la capa I se dedujo como la parte donde la densidad de cuerpos
celulares era menor (Fig. 7A y D). Se puede distinguir claramente Ia parte donde estd ACo, y

diferenciarlo del resto de nacleos colindantes, gracias a la diferente distribucion cuerpos
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celulares en cada uno (Fig. 7B flechas). A través del eje antero-posterior del cerebro de rata, en
rebanadas posteriores, ACo se diferencia del resto de otros nicleos de la misma manera que en
rebanadas anteriores (Fig. 7C y D). La corteza piriforme se nota claramente por la capa II de los
cuerpos celulares, mientras que en la zona ventral, el limite de los cuerpos celulares, que
determina la transicién entre las capas I y 11, comienza a difuminarse, llegando a una capa con
cuerpos celulares més desorganizados, pero sin perder composicion identificada de 1a capa IT
(Fig. 7C v D, flecha limite de ACo y PAC). Con la contratincidn (deteccion de biocitina), es
interesante el hecho de que fibras provenientes del TOL, abarcan toda la capa I (region con
escasos cuerpos celulares), e incluso ingresan hacia la capa II (Fig. 8C y 8C’). No se puede
asegurar que las fibras que se internan en fa capa II tienen contactos sindpticos directamente con
los somas de ésta capa, pero la distribucion de las fibras tefiidas es sugerente. No podemos
descartar que también se hayan marcado las fibras del tracto olfatorio accesorio, pues el cristal
de biocitina se incrusté en la zona del TOL, en donde los dos tractos tienen el mismo recorrido.
De todas maneras, este hecho no afecta las conclusiones de los resultados obtenidos, pues el
6rgano vomeronasal envia aferencias ipsilateramente .a ACo (Pro-sistiaga y col., 2007), y
responde a estimulos olfativos biologicamente relevantes de igual manera que el epitelio
olfatorio, as{ que contribuye igualmente a ambos hemisferios, y no perturba las interpretaciones

de los resultados obtenidos.

Las diferencias entre los resultados obtenidos en ACo y los estudios realizados en
corteza piriforme, se pueden interpretar como un reflejo de los diferentes origenes embrionarios
y del desarrollo, asi como las diferencias en los roles que desempefian en procesos de memoria y
aprendizaje. Fl estudio realizado por Sevelinges y cols. (2004) da cuenta de eso; mediante

registro in vivo muestran como la trasmisién sindptica estimulada por el tracto olfatorio lateral en
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ACo aumenta persistentemente después de que el animal pasara por un condicionamiento del
miedo, y este aumento es mayor cuando se presenta el olor al que fue condicionado. En corteza
piriforme en cambio, se observa que no cambia la transmision sindptica en la parte posterior,
mientras que en la parte anterior el aumento es transitorio, pues sélo se manifiesta en presencia
del olor condicionado (Sevelinges y cols., 2004). Como ACo es una fuente importante de
aferencias hacia el hipotdlamo, el cual estd involucrado en el control de respuestas autondmicas,
los autores teorizan que esta caracteristica fisiologica de ACo permitiria al animal desarrollar
una respuesta conductual mds rapida frente a estimulos aversivos. Otro antecedente que asocia a
ACo con el aprendizaje asociativo del miedo es que en cria de ratas, la respuesta de aversion
frente al estimulo condicionado se expresa recién a los 10 dias postnatal antes de eso, se
presenta un comportamiento de preferencia al estimulo condicionado. Dentro de ese mismo
periodo postnatal, surge también la plasticidad de la transmision sinaptica de las conexiones que

van desde ACo a BLA (Thompson y cols., 2008). De manera que todos estos datos involucran a

ACo con procesos de aprendizaje.

El concepto de “Periodo critico”, es empleado para definir una etapa del desarrollo
postnatal de un animal en que la experiencia, que resulta de una interaccidn constante entre el
sistema nervioso y del medio externo, influye irreversiblemente en la formacion del sistema
nervioso. Como se menciond anteriormente, en el periodo critico, los circuitos neuronales son
més susceptibles a los cambios, provocando variaciones en las propiedades fisiolégicas en las
conexiones sindpticas, entre ellas la induccion de la potenciacion, que es un mecanismo celular
que se desencadena durante los procesos de memoria (Whitlock y cols., 2006; Gruart y cols.,
2006). Desde un punto de vista evolutivo, y tomando en cuenta gran parte del desarrollo esta

programado por la carga genética, esta ventana temporal permite al animal adaptarse al medio en

e
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que nace, pues esa informacion no estd en el genotipo (Hensch, 2004). Hay distintos tipos de
ventanas temporales en donde la experiencia influye en el individuo, en concordancia con el
desarrollo de cada modalidad sensorial, asi como el grado de utilizacién de esa modalidad
sensorial en la percepcion del mundo exterior. En la capa IV de la corteza somatosensorial, que
recibe informacién sensorial de las vibrisas a través de aferencias talimicas ventrobasales, es
posible inducir LTP cuyo periodo critico es hasta la primera semana de desarrollo postnatal (P3-
8), después del cual Ia potenciacion inducida es casi nula (Crair y Malenka, 1995). Esto
concuerda con el uso de las vibrisas en la cria de rata, las cuales desde el momento del
nacimiento estin buscando a2 la madre en busca de calor y comida. Por otro lado, el sentido de Ia
visién no es ocupado en ratas hasta aproximadamente el dia P13-14, que es la edad en fa cual
abren los ojos, comienzan a recibir estimulos visuales, y exploran adentro del nido (Kail y cols.,
1984); el periodo critico de las sinapsis aferentes de la capa Ill en la corteza visual es desde P14
a P21 (Kirkwood y cols., 1995). En cuanto desarrollo del sistema gustativo, si bien hay un
periodo critico de Ia formacién de las proyecciones desde la lengua hasta las zonas receptoras de
estas aferencias (P1-25) que es dependiente de la integridad del receptor (Lasiter, 1991), no se ha
reportado un periodo critico de la induccion de plasticidad in vitro o in vivo (Maeda y cols.,

2013).

Considerando estas observaciones en otros sistemas sensoriales, en ACo posiblemente el
periodo critico empiece en edades tempranas (aunque con la técnica experimental usada no
podamos distinguirlo (figuras 4A y 4F; 5A y 5D)), debido a que el sistema olfativo y sobre todo
el complejo de la amigdala es esencial para el fenémeno de la impronta (Leon 1992; Thompson
y cols., 2008; Sullivan y Holman, 2010), en que los animales recién nacidos aprenden a

identificar y reconocer a miembros de su propia especie (Hensch, 2004; Knudsen, 2004). Bajo la
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misma logica, si se observa la edad en Ia cual se presenta una mayor potenciacion, ésta es cerca
de los P21-25 (Fig. 4D y 4F). Esta etapa del desarrollo estd caracterizada por el destete y por la
exploracion fuera del nido, exponiendo al animal a nuevos estimulos olfativos (Kail y cols.,
1984). Los cambios en las conexiones neuronales que se producen en ACo de manera que
aumente ¢l nivel de LTP inducida, pueden estar relacionados con la caracteristica evolutiva de

adaptar al animal a nuevos estimulos olfativos como el olor de un depredador o el olor del nido

para regresar después de las exploraciones.

A edades mas tardias, el nivel de potenciacion es significativamente menor con respecto

a los otros rangos de edad (ver Fig. 4K, 4F P26-34, 5C, 5D P26-34), pero no desaparece
completamente. Esto podria ser congruente con la capacidad de adaptacion del animal a otros
ambientes. Ademds, no es descartable que otras sinapsis dentro de ACo, como las smapsis
asociativas (entre neuronas de ACo u otras partes del cerebro) sean las que cambien acorde con
el ambiente, aunque no tengan conexiones directas. ACo es un nficleo tipo corteza que recibe
aferencias y envia conexiones a otros ntcleos de amigdala, asi como a otras partes del cerebro

(Pro-sistiaga y cols., 2007), cuyas sinapsis pueden ser modificadas por experiencias posteriores.

La deprivacion olfatoria no modifica la transmisién basal en ACo, pero si altera el nivel de

potenciacion inducido en el hemisferio no deprivado.

La experiencia durante un periodo critico puede modificar las propiedades del sistema
nervioso de manera treversible. En las conexiones sindpticas, estas modificaciones se pueden
reflejar en la transmision sindptica basal. Se ha descrito que los procesos de maduracion de

sinapsis, los cuales se correlacionan estrechamente el final del periodo critico de induccion de
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plasticidad, coinciden con una variacién de los receptores postsindpticos glutamatérgicos de tipo
NMDA y AMPA. Se ha descubierto que estos cambios apreciados durante el periodo critico son
dependientes de la experiencia, pues con deprivacion sensorial, se ha demostrado que es posible
modificar Ia duracién del periodo critico, aumentando la ventana temporal de su duracion y
aplazando los cambios en la contribucién de los receptores NMDA a la respuesta sindptica
(Kirkwood y cols., 1995; Carmignoto y Vicini, 1992; Lu y coks., 2001). Entonces, en esta tesis
se evalué cémo afecta la deprivacion sensorial olfativa a la transmision y plasticidad sindptica en
ACo. En una primera instancia se vio que ocurria en ACo con la transmision sinptica basal. Las
curvas entrada-salida, que en este caso relacionan la intensidad de estimulacion con la actividad
postsindptica, no mostraron diferencias significativas entre las rebanadas provenientes del
hemisferio contralateral e ipsilateral (Figuras 9 B y C). El resultado obtenido puede ser
explicado porque la deprivacion no afecta la transmision sindptica basal, o porque el nivel de
resolucién del experimento no permite percibir los cambios ocurridos en la transmision
sindptica. Probablemente, como ocurre en corteza piriforme o corteza somatosensorial, Ia
modificacién se puede producir a nivel de la relacién de receptores postsinapticos de
NMDA/AMPA, (Lu y cols., 2001; Franks e Isaacson, 2005), o en el cambio del tipo de
subunidades en receptores NMDA, como ocurre en corteza visual (Carmignoto y Vieini,, 1992;
Quinlan y cols., 1999), pero no en la transmision basal. Por lo tanto, no podemos descartar que la
mantencion de la transmision sindptica basal después de la deprivacion, se dé en presencia de un
cambio en la proporcion de receptores glutamatérgicos, como se ha visto en ofras cortezas.
Nuevos experimentos, que impliquen poder diferenciar la contribucion de los distintos
receptores (AMPAR y NMDAR) en las respuestas sindpticas, deberan ser realizados para
comprobar esta hip6tesis. Asimismo, la deprivacion sensorial olfativa podria alterar la formacion
de sinapsis, o Ia distribucién de las aferencias olfatorias en las distintas capas de ACo, como

ocurre en corteza somatosensorial, donde el uso temprano de las vibrisas es critico para el
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normal desarrollo de las aferencias talamocorticales (Fox y cols., 2002). También podrian
participar procesos homeostaticos, donde la deprivacion gatillaria modificaciones en la sinapsis
que sc oponen a la alteracion a la que fue sometida, compensando los cambios, cOMOo OCWHTE €N
hipocampo, que al ser sometido a una inhibicion crénica de la actividad, aumenta las corrientes
postsindpticas excitatorias en miniatura (mEPSC), pero al disminuir la actividad de la red
neuronal, los mEPSC disminuyen de amplitud (Turrigiano y cols., 1998), de manera que esos
cambios no se pueden observar con la técnica electrofisiologica utilizada. Experimentos
histologicos y electrofisiologicos adecuados podrian ser realizados para demostrar esta

posibilidad en ACo.

Algo an4logo a los experimentos de las curvas entrada-salida sucedi6 cuando se probd el
efecto de la deprivacién olfativa en la potenciacién inducida en ACo, ya que no se observan
diferencias significativas entre las rebanadas provenicntes de los hemisferios contralateral e
ipsilateral a la deprivacion (Fig. 10 A y B, segundo TBS). Se deberén realizar méds experimentos
para aumentar el ndimero datos, y determinar la significancia con una muestra mayor. Seria
interesante determinar que efectivamente hay una mayor potenciacion en el lado contralateral
que en el lado ipsilateral, quizds llevado a cabo por un sistema de compensacion homeostatica,
visto en otros sistemas sensorizles. En el sistema visual por ejemplo, la exposicion a Ia
oscuridad produce un aumento en la duracién del periodo critico (Kirkwood y cols., 1995). En
otro estudio, utilizando la misma técnica de deprivacion sensorial, reporté un aumento de las
corrientes sindpticas excitatorias miniatura en animales expuestos a la oscuridad (e y cols.,
2012). Otras investigaciones que evalian el efecto de la deprivacién monocular (sutura de
pérpados por 5-7 dias) en la respuesta de las neuronas de zona binocular de Ia corteza visual,

encontraron un aumento de la respuesta provocada por la estimulacién del cjo no deprivado, y
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una disminucién de la respuesta por la estimulacion del ojo deprivado (Mrsic-Flogel y cols.,
2007). Por lo tanto, en ACo, la deprivacién olfatoria puede producir una compensacion funcional

por parte del hemisferio contralateral, si es que hay una diferencia significativa con un mayor

ndmero de datos.

Otro aspecto importante que se observa en comparacién a la corteza piriforme, es que no
hay diferencia con el protocolo de induccién de LTP débil (Fig. 10 A, B y C, TBSI).
Normalmente el protocolo débil en corteza piriforme no induce LTP, pero sf lo hace en un
hemisferio jpsilateral a Ia deprivacion. Esto pudo ocurrir porque la deprivacion sensorial quizas
no altere el umbral de induccién (es decir, que con un protocolo débil se pueda inducir LTP),
sino la amplitud de la potenciacién inducida. En hipocampo, se ha visto que la inhibicion de la
actividad medida en rebanadas en cultivo provoca un aumento en la induccion de LTP, y el
mecanismo que media este aumento es la formacion de nuevas sinapsis silentes, las cuales se
caracterizan por tener sélo receptores NMDA. La induccién de LTP mediante actividad produce
la insercion de los receptores AMPA de manera que aumenta la respuesta sindptica excitatoria
(Arendt v cols., 2013). Mecanismos similares pueden tener lugar en ACo, aunque también se
debe considerar que el caso de los experimentos realizados en esta tesis es mds complejo: Arendt
pudo bloquear totalmente la actividad de la rebanada de hipocampo en cuitivo exponiéndolo a
TTX. Sin embargo, en ACo, nuestros experimentos de deprivacién sensorial olfatoria no
controlan las posibles sefiales provenientes desde otros sentidos, que si bien no tienen aferencias
directas hacia esta corteza, tienen contactos sindpticos a través de otras cortezas de asociacion
(Pitkidinen y cols., 1997; Sah y cols., 2003). Estos pueden influir en los posibles cambios
sindpticos de ACo por la deprivacion sensorial, como se observa en las investigaciones de la

deprivacién visual, que disminuye la mEPSC de las neuronas piramidales de la corteza
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somatosensorial, resutado de una disminucién en la proporcién de las subunidades
GLURI1/GLUR2 de los receptores AMPA (Goel y cols., 2006; He y cols., 2012). De manera que
si hay un cambio, o una mantencién de la induccion en ACo en rebanadas del hemisferio
contralateral, no hay que descartar la posible intervencién de aferencias sindpticas de otras zonas

que llegan a ACo, pues los nicleos de la amigdala estan reciprocamente conectados entre si, y

con otros sectores de la corteza (plasticidad cruzada, He y cols., 2012).

Un resultado muy intercsante surge de comparar la LTP inducida en rebanadas de ACo
de animales naive, que no han sufrido deprivacién, en comparacion con las rebanadas
provenientes del hemisferio contralateral, de animales que han sido sometidos a la cauterizacion
nasal. En estos experimentos, ]a LTP inducida en rebanadas que proceden del hemisferio
contralateral, es significativamente mayor que el de las ratas naive, (Fig 10D: contralateral,
ipsilateral y naive). La manipulacién realizada por el experimentador en animales deprivados,
tanto como la deprivacién sensorial en si, puede alterar la plasticidad en ACo. Se ha reportado
que factores estresantes como la privacion del suefio o el alejar 2 la madre de las crias puede
alterar Ia plasticidad y la cantidad de receptores de neuromoduladores en distintas zonas del
cerebro, como el hipocampo o la amigdalza (Kim y cols., 2005; Moriceau y Sullivan 2006;
Champagne y cols., 2008). Esto puede producir un cambio en la LTP inducida, ya que la
manipulacién del animal es realizada durante el desarrollo postnatal temprano, especificamente
en el primer mes postnatal, tiempo donde tiene lugar el ya mencionado periodo critico de la
corteza sensorial primaria somatosensorial, visual y olfativa (Crair y Malenka, 1995; Kirkwood
y cols., 1996; Franks ¢ Isaacson 2005). Ademds, estd descrito que el complejo de la amigdala
participa en procesos de memoria emocional y estrés (LeDoux, 2000; Sah y cols, 2003; Pare,

2003), por Io que no es de extrafiar que la manipulacion a temprana edad repercuta en la
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formacion de esta parte del sistema nervioso. Con respecto a esto ultimo, seria interesante
evaluar la proporcion de Ias componentes aferentes/asociativas en ACo durante la deprivacion
olfativa, pues puede producirse una competencia de estas sinapsis en la corteza, y la ausencia de
las aferencias provocarfa un aumento en la cantidad de otras sinapsis presentes. Puede suceder
también, que el hemisferio contralateral a la deprivacién compense funcionaimente al ipsilateral,
en ausencia de aferencias olfatorias. Por lo mismo, en los experimentos realizados, mantener un

hemisferio como control de la operacién efectuada en el animal, hace posible ver hasta cierto

punto, el efecto producido por la manipulacién experimental.

La influencia que tiene el medio externo en la determinacién de las conexiones del
cerebro estd comprobada en distintos sistemas sensoriales (Kirkwood y cols., 1995; Fox y cols.,
2002; Philpot y cols., 2001; Franks e Isaacson, 2005), de manera que, interpretandolo desde un
punto de vista evolutivo, permite al animal adaptarse a su entorno. El sentido del olfato es usado
de manera temprana en mamiferos, y es esencial para la supervivencia, pero atin falta aclarar
varios aspectos de la influencia de la experiencia en el desarrollo. El saber del periodo critico y
la sensibilidad de las sinapsis de ACo por la deprivacién sensorial contribuirdn a saber en qué
medida influye la experiencia sensorial de relevancia biclogica en el desarrollo de la corteza

cerebral,




CONCLUSION

Los resultados de este trabajo revelan que las sinapsis aferentes de ACo, formadas por las
proyecciones del TOL y las dendritas de las neurenas principales, poseen un periodo critico de
induccién de potenciacion, que abarca desde etapas tempranas postnatales (P11-15), hasta
finalizar el primer mes postnatal (P26-34). Nuestros resultados sugicren que la deprivacion
sensorial alfera este periodo critico, posibilitando la induccion de LTP en los animales
deprivados en edades donde se termina el periodo critico, y dejando un nivel de LTP mayor en el
hemisferio contrario a la deprivacién. Esto significarfa la posible participacion de mecanismos
de compensacion similares a los reportados en otros sistemas sensoriales, donde la deprivacion
sensorial provoca en un circuito sindptico, una compensacion funcional de los circuitos que no
han sido alterados. Sin embargo, no podemos descartar que los resultados en la deprivacion
sensorial se relacionen con otros factores, como el estrés sufrido por los animales neonatos
durante la manipulacién que implica la oclusién nasal. Si este fuera el caso, también estariamos
frente a una forma de modulacién/compensacion que extiende el periodo critico en este circuito

sensorial.
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