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RESUMEN
Todos los organismos requieren integrar informacion proveniente del ambiente para
ejecutar acciones coherentes en su entorno, como huir de depredadores o localizar
alimento. La percepcién de estas sefiales y la capacidad de responder a estimulos
relevantes ocurre mediante un proceso dindmico que se modifica a través de la

experiencia y en el que participan circuitos neuromodulatorios.

El cerebro basal anterior (BF) es uno de los conjuntos de nicleos neuromoduladores
mas importante en mamiferos, proyectando a gran parte de la corteza y al sistema
olfatorio. Estad involucrado en variados procesos cognitivos como la atencion, el
aprendizaje, la memoria y la discriminacion sensorial. EI BF esta compuesto por tres

poblaciones neuronales principales: colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas.

En todos los vertebrados, el sistema olfatorio participa en comportamientos
fundamentales como la identificacion de depredadores, la reproduccion y la paternidad.
Cuando las moléculas de odorante ingresan por la nariz, son reconocidas por receptores
en las neuronas sensoriales olfatorias, permitiendo la activacion de éstas y la transmision
sinaptica de esta sefial hacia el bulbo olfatorio en el sistema nervioso central. En el
cerebro, las neuronas de esta estructura proyectan axones hacia la corteza piriforme,
donde se codifican las sefiales generadas por odorantes y que finalmente permiten
generar perceptos olfatorios. En la codificacion olfatoria no sélo esta involucrada la
transmision sinaptica producida por sefales del medio externo o “Bottom up”, sino que
también la transmision sinéptica “Top down” desde nucleos modulatorios cerebrales. Un
ejemplo de esto son las fibras colinérgicas y GABAérgicas del BF que proyectan sus

axones al bulbo olfatorio y la corteza piriforme, especificamente desde el subnucleo
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horizontal de la banda diagonal de Broca (HDB). Sin embargo, se desconoce el rol in
vivo de la activacion neuronal del BF en la discriminacion de mezclas complejas de

odorantes de composicion similar.

Para evaluar el rol del HDB en la discriminacion olfatoria, se llevd a cabo la activacion
neuronal por fotoestimulacion de esta regién cerebral de manera simultdnea con pruebas
conductuales. Especificamente, se expresd canalrodopsina-2 a través de inyecciones
estereotaxicas virales en neuronas del HDB de ratones y se implanté una fibra optica en
esta zona del cerebro para controlar espacial y temporalmente, mediante optogenética
in vivo, la activacion de neuronas de esta area durante una prueba de discriminacion

go/no-go de mezclas complejas de odorantes.

Los resultados obtenidos sugeririan que el 85% de ratones implantados aprende a
discriminar entre isoamilacetato y aceite mineral en tres sesiones de la prueba go/no-go.
Al activar neuronas del HDB, el total de los animales implantados que expresan ChR-2
aprenderian a discriminar los mismos estimulos en dos sesiones de entrenamiento y
aprenderian a discriminar entre fenilacetato y 2-butanona en dos sesiones de
entrenamiento. Finalmente, en el Unico sujeto experimental en el cual se activaron
neuronas del HDB durante la prueba de discriminacion de mezclas complejas de
odorantes, se observd un aumento de la sensibilidad olfativa. Mas experimentos son

necesarios para comprobar esta hipotesis.



ABSTRACT

All organisms need to integrate information from the external world to make coherent
actions in a constantly changing environment, such as fleeing from predators or food
localization. Signal perception and the ability to respond to relevant stimuli occurs through
a dynamic process that is modified by experience in part by the activation of the

neuromodulatory circuits.

The basal forebrain (BF) is one of the most important sets of nheuromodulatory nuclei in
mammals, projecting a large part of the cortex and the olfactory system. It is involved in
various cognitive processes such as attention, learning, memory and sensory
discrimination. The BF is composed of three main neuronal populations: cholinergic,

GABAergic, and glutamatergic.

In all vertebrates, the olfactory system participates in fundamental behaviors such as the
predator identification, mating and parenting. When the odorant molecules enter the
nose, they are recognized by receptors in the olfactory sensory neurons, allowing the
activation of them and the synaptic transmission of this signal to the olfactory bulb in the
central nervous system. In the brain, the neurons of this structure projects their axons
towards the piriform cortex, where the signals generated by odorants are encoded
generating the olfactory perception. In olfactory coding, not only is the synaptic
transmission produced by signals from the external environment or "Bottom up" is
involved, but also synaptic transmission "Top down" from brain modulatory nuclei. An
example of this are the cholinergic and GABAergic fibers of the BF that projects their
axons to the olfactory bulb and the piriform cortex, specifically from the horizontal limb of

the diagonal band of Broca (HDB). However, the role of in vivo neuronal activation of BF
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in the discrimination between complex mixtures of odorants of similar composition is

unknown.

Here, to evaluate the role of HDB in olfactory discrimination we carried neuronal
activation by photostimulation of this brain region simultaneously with a behavioral task.
Specifically, we carried the expression of channelrhodopsin-2 through viral stereotaxic
injections in HDB neurons of mice and performed an implanted an optical fiber in the area
to be able to control spatially and temporally, through in vivo optogenetics, the activation
of neurons in this region. The activation of neurons of HDB was performed during a go/no-

go discrimination task of complex mixtures of odorants.

Our results would suggest that 85% of total mice implanted with an optical fiber learn to
discriminate between isoamylacetate and mineral oil mostly in three training sessions of
go/no-go task. By activating HDB neurons, all implanted animals expressing ChR-2 would
learn to discriminate the same stimuli in two training sessions and would learn to
discriminate between phenylacetate and 2-butanone in two training sessions. Finally, in
the only experimental subject in whom HDB neurons were activated during the
discrimination task of complex mixtures of odorants, an increase in olfactory sensitivity

was observed. More experiments are necessary to prove this hypothesis.



INTRODUCCION
Todos los organismos requieren integrar informacion que es percibida desde el ambiente
para la ejecucion coherente de acciones en un entorno cambiante, como huir de
depredadores o localizar alimento. Este proceso es extremadamente relevante para la
sobrevida de las especies, incluso permitiendo comportamientos reproductivos,
agresivos o maternales en mamiferos. Los circuitos neuronales poseen plasticidad, es
decir, son capaces de modificar su actividad, permitiendo procesar la informacién
sensorial, cognitiva y motora en un contexto externo continuo y dinamico, que depende
del estado fisiolégico o interno (Grossberg y col., 2016). La percepcion sensorial es
regulada aumentando la informacién significativa en relacion con la informacion menos
relevante dependiendo de la experiencia, reflejAndose en cambios en el patrén global de
actividad neuronal en diferentes &reas cerebrales (Nunez-Parra y col., 2020). La
actividad cerebral varia constantemente a través de distintos estados fisiol6gicos en que
cambia el nivel de activacion de las neuronas, y es influenciada no sélo por las
respuestas a las sefiales en el ambiente (“Bottom up”), sino también por la capacidad
del sistema para procesar este influjo de informaciéon (“Top down”). Por lo tanto, se
genera una integracion de las sefiales percibidas que finalmente son reflejadas en la
conducta del animal al realizar una accién, involucrando la actividad motora y la atencién

del individuo (McCormick y col., 2020).

La regulacién del balance entre la gran variedad de sefales excitatorias e inhibitorias es
fundamental para preservar niveles estables de actividad en los circuitos y evitar la
hiperexcitabilidad, que puede generar focos epilépticos, hipersensibilidad o defectos
cognitivos y perceptuales, como alucinaciones (Gogolla y col., 2009; Tatti y col., 2017;

Sohal & Rubenstein, 2019).



En este contexto, la neocorteza esta compuesta en un 80% de neuronas excitatorias y
un 20% de interneuronas inhibitorias (Puigho y col., 2020) que se activan de manera

reciproca, generando circuitos de activacion y retroalimentacién inhibitoria.

El procesamiento de la informacién sensorial es ademas regulado por neurotransmisores
como serotonina, acetilcolina, noradrenalina, dopamina, etc., que al ser liberados en los
terminales presinpticos son reconocidos por receptores de la neurona postsinptica y
alteran el potencial de membrana, la actividad de disparo y la plasticidad sinaptica de la
neurona objetivo (Giocomo & Hasselmo, 2007). Los efectos de cada neurotransmisor
dependen del sitio de liberacion, de la poblacién neuronal postsinaptica y del tipo de

receptor que ésta posea.

Existen variados nlcleos neuromodulatorios en el cerebro, definidos como conjuntos de
estructuras que poseen neuronas que proyectan sus axones a diferentes regiones
cerebrales y a la neocorteza, y que contribuyen a regular procesos como la atencién, el
aprendizaje, la memoria y la discriminacion de estimulos sensoriales. Entre ellos, se
encuentra el tronco encefalico, el hipotdlamo y el cerebro basal anterior (Lee & Dan,

2012).

Rol del cerebro basal anterior en el procesamiento sensorial

El cerebro basal anterior (BF) es uno de los nucleos neuromoduladores mas importantes
en mamiferos (Gritti y col., 2006), proyectando a gran parte de la corteza y el sistema
olfatorio (Zaborszky y col., 2012). Estd compuesto por un conjunto de estructuras
heterogéneas, incluyendo el area septal medial, el palidum ventral, los subnucleos de la

banda diagonal de Broca, la substancia innominada y el nicleo predptico magnocelular.



El BF es una region altamente compleja que esta involucrada funcionalmente en la
activacion cortical, la atencién (Buzsaki y col., 1988; Picciotto y col., 2012), el aprendizaje
(Klinkenberg y col., 2011) y en la memoria (Everitt & Robbins, 1997). Ademas, patrticipa
durante todo el proceso de toma de decisiones en comportamientos dirigidos a un
objetivo en particular (Nunez-Parra y col., 2020), en la prominencia motivacional (Lin &
Nicolelis, 2008) y en la discriminacion sensorial (Linster & Devore, 2012; Nunez-Parra 'y
col., 2013). Este ndcleo estd compuesto por tres poblaciones de neuronas principales
gue liberan como neurotransmisor a acetilcolina (ACh), acido y-aminobutirico (GABA) o
glutamato (Gritti y col., 1993; 2006) y que se encuentran en poblaciones separadas en
esta region cerebral, como se ha demostrado al visualizar la expresion de marcadores
como colinacetiltransferasa (ChAT), glutamato descarboxilasa-67 (GAD67) o el
transportador vesicular de glutamato-2 (vGIuT2), respectivamente para cada tipo
neuronal (McKennay col., 2020). Estas neuronas proyectan sus axones hacia diferentes
regiones cerebrales, pero ademas poseen una compleja conectividad local, es decir, su

actividad afecta a neuronas del mismo nucleo (Figura 1, A).

Las neuronas de proyeccion colinérgicas del BF son la fuente principal de ACh hacia las
estructuras limbicas, el manto cortical y las areas olfativas (Hur & Zaborszky, 2005;
Bohm y col., 2020) (Figura 1, B). Se ha descrito que ACh potencia los comportamientos
que se adaptan a los estimulos ambientales y disminuye las respuestas a los estimulos
continuos que no requieren una accién inmediata (Picciotto y col., 2012). Ademas, la
activacion especifica de neuronas colinérgicas del BF mejora la discriminacion de
estimulos visuales, mientras que la inhibicion de estas neuronas tiene el efecto opuesto
(Pinto y col., 2013). Por lo tanto, el sistema colinérgico del BF participa en el

procesamiento sensorial. Incluso, alterar la transmision colinérgica desde el BF afecta



procesos cognitivos como el aprendizaje, la atencion y la memoria (Conner y col., 2003;

Luchicchi y col., 2014).

Cholinergic System’ b Brainstem
— Chofinergic System

Figura 1. Cerebro basal anterior y sus proyecciones aferentes y eferentes. A) Proyecciones colinérgicas
(ACh), GABAérgicas (GABA) y glutamatérgicas (Glut) eferentes del BF hacia diferentes regiones cerebrales
corticales y hacia estructuras del sistema olfatorio. B) Proyecciones colinérgicas aferentes y eferentes del
BF. Se incluye el septum medial (MS), el subntcleo vertical y horizontal de la banda diagonal de Broca (vDB
y HDB), el nlcleo basal de Meynert (NBM) y la sustancia innominada (Sl). Estas regiones proyectan al
hipocampo, al tadlamo, al bulbo olfatorio y a regiones corticales. Las neuronas colinérgicas del ponto-
mesencéfalo incluyen al ndcleo tegmental laterodorsal (LDT) y tegmental pedunculopontino (PPT) y
proyectan al cerebro posterior, al talamo, al hipotdlamo y al BF (Imagen tomada de Paul y col., 2015).

Por otro lado, la inhibicion en la corteza cerebral se produce en términos generales por
neuronas que liberan el neurotransmisor GABA y que también son fundamentales en la
regulacién de la actividad y el funcionamiento de la red (Giocomo & Hasselmo, 2007).
En el BF existe una poblacién abundante de neuronas GABAérgicas que proyectan hacia
gran parte de la corteza cerebral, particularmente hacia la olfatoria, visceral y limbica, y
también hacia el diencéfalo y al tronco encefalico (Zaborszky y col., 1986; Gritti y col.,
1993; Sarter & Bruno, 2002). Las neuronas GABAérgicas que proyectan hacia la corteza
cerebral son cruciales para la activacion cortical y se concentran en diferentes sectores
de cada region, son de menor tamafio y dos veces mas numerosas que las neuronas

colinérgicas en el BF, aunque varian en los diferentes subgrupos celulares (Gritti y col.,

1993). Estas neuronas corresponden a interneuronas locales o neuronas de proyeccion



que inervan de forma paralela a la inervacion colinérgica a las regiones corticales. Las
vias eferentes GABAérgicas pueden actuar sinérgicamente con las sefales eferentes
colinérgicas para facilitar la activacion cortical mediante desinhibicibn o actuando

antagonicamente a la influencia colinérgica (Freund & Meskenaite, 1992).

Por otro lado, la poblacion de neuronas glutamatérgicas del BF posee proyecciones que
alcanzan areas cerebrales fundamentales en la regulacion del estado de alerta y
vigilancia, incluyendo la corteza frontal y regiones del cerebro anterior (Hur & Zaborszky,
2005; Henny & Jones, 2006; Brown y col., 2012; Do y col., 2016; Agostinelli y col., 2019).
Ademas, estas neuronas proyectan al area tegmental ventral, al hipotadlamo lateral y a la
habénula lateral, un area estrechamente relacionada con las predicciones de
recompensa negativa y comportamientos aversivos (Tian & Uchida, 2015; Lazaridis y
col., 2019). Incluso, la estimulacién selectiva de neuronas glutamatérgicas del BF en
ratones en libre movimiento cuando ingresan a un compartimento, reflejo un
comportamiento aversivo a este espacio, con una baja permanencia en ese lugar con
respecto a otro compartimento en que no se estimulaba esta poblacion neuronal y donde

no se observo una conducta aversiva (McKenna y col., 2020).

Relacion entre la neuromodulacion en el BF y la percepcion olfatoria

El sentido del olfato es una de las modalidades sensoriales que permite a los seres vivos
censar las sefiales generadas por estimulos del ambiente que son relevantes segun el
contexto, dando la capacidad al organismo de realizar comportamientos fundamentales
como la identificacion de depredadores, localizar alimento, comportamientos asociados
a la crianza, entre otros. En roedores, el olfato se encuentra bastante desarrollado, por
lo que se considera un modelo ideal para estudiar este sistema en el contexto de la

actividad neuronal asociada al comportamiento (Sanchez-Andrade & Kendrick, 2009).



La percepcion olfatoria es un proceso dindmico que se inicia cuando moléculas de
odorante, que pueden ser un compuesto monomolecular o una mezcla de compuestos,
ingresan en las fosas nasales a través del aire inhalado. Cada odorante es reconocido
por receptores olfatorios (OR) ubicados en los cilios apicales de las neuronas sensitivas
olfatorias (OSN), localizadas en el epitelio olfatorio (OE) y que expresan sélo un tipo de
OR (Mombaerts, 2006; Imai & Sakano, 2007; Zou y col.,, 2009) (Figura 2). El
reconocimiento de odorantes se produce a través de un cddigo combinatorial en que un
olor determinado activa multiples ORs, y cada OR responde a multiples odorantes
(Malnic y col., 1999). Las OSN proyectan su axon hacia el sistema nervioso central,
especificamente a la capa glomerular del bulbo olfatorio (MOB) en el cerebro, donde
ocurre la primera sinapsis excitatoria con la dendrita de las neuronas mitrales (MC), en
una unidad funcional denominada glomérulo, donde convergen neuronas que expresan
un mismo tipo de receptor (Sakano, 2010). De esta manera, los diferentes estimulos
olfatorios recibidos en el OE producen combinaciones unicas de glomérulos activados
de manera distribuida a través de un determinado engrama de neuronas activadas en
diferentes magnitudes. EI MOB transforma las sefiales entrantes, realizando
operaciones que incluyen normalizacién de la actividad, mejora de contraste y regulacion
de la razon sefial/ruido antes transmitir estas sefiales a estructuras olfatorias
secundarias (Cleland & Linster, 2005; Cleland & Sethupathy, 2006; de Almeida y col.,
2013; Li y col., 2020). Ademas, la actividad de interneuronas inhibitorias GABAérgicas
de la capa glomerular del MOB, que incluyen a las neuronas periglomerulares (PG) y las
neuronas externas en penacho (ET), forman redes complejas que permiten este
procesamiento de las sefiales entrantes (Escanilla y col., 2010). Las MC interactdan con
otro tipo de interneuronas inhibitorias llamadas neuronas granulares (GC), que son el

tipo neuronal inhibitorio mas abundante en el MOB y proporcionan retroalimentacion a la



red mediante sinapsis dendrodendritica con las MC (Escanilla y col., 2010). Se plantea
que la capa granular estaria involucrada en la creacion de ritmos oscilatorios del bulbo
olfatorio y la generacién de patrones sincronizados de activacion (Linster & Devore,
2012). De esta manera, esta conversion de estimulos de odorantes a un mapa de
activacion olfatoria de dos dimensiones permite al cerebro de mamiferos detectar y

discriminar una gran variedad de olores (Mori y col., 2006).

Las MC proyectan su axon directamente a la corteza olfatoria, especificamente a la
corteza piriforme (PC), donde hacen sinapsis con las neuronas piramidales (Pyr), sin
proyectar al tAllamo como ocurre con otras modalidades sensoriales tales como la vision
o la audicion (Kay & Sherman, 2007). En la corteza olfatoria es donde se produce la
integracién de las sefiales generadas por los estimulos olfatorios provenientes del medio
externo. Al existir sélo dos sinapsis entre el exterior y la corteza, el sistema olfatorio se
considera un modelo ideal para estudiar circuiteria y conectividad neuronal en el contexto

del procesamiento sensorial, que se ve reflejado en el comportamiento del individuo.
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Figura 2. Esquema simplificado del sistema olfatorio. Las neuronas sensitivas olfatorias (OSN) en el
epitelio olfatorio proyectan su axon a la capa glomerular del bulbo olfatorio (MOB), donde hacen sinapsis
con las dendritas de las neuronas mitrales (MC). Estas Ultimas proyectan su axon hacia la corteza olfatoria,
especificamente a la corteza piriforme, donde hacen sinapsis con las neuronas piramidales (Pyr) (Imagen

de ANP Lab).



El sistema olfatorio, principalmente la capa glomerular y granular del MOB y también la
PC, reciben extensas proyecciones colinérgicas Unicamente desde el BF,
especificamente desde el subnucleo horizontal de la banda diagonal de Broca (HDB)
(Luskin & Price, 1982; Zaborszky, 1986) (Figura 3). Por otro lado, la PC proyecta axones
hacia el BF y axones de regreso hacia el MOB, llamadas proyecciones de

retroalimentacién, que permiten una modulacién de la informacién perceptual.
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Figura 3. El sistema olfatorio recibe proyecciones colinérgicas del cerebro basal anterior. Neuronas
colinérgicas del cerebro basal anterior (BF) proyectan sus axones a la corteza piriforme (PC) y al bulbo
olfatorio (MOB). A su vez, el BF recibe proyecciones desde la PC. En la PC, las sefales provenientes del
MOB activan a las neuronas inhibitorias (FF) y a dendritas de las neuronas piramidales (Pyr) en la capa | de
la PC. Los somas de Pyr se ubican en las capas Il/lll de la PC y al activarse, activan otra poblacién de
neuronas inhibitorias (FB). Las Pyr poseen fibras asociativas entre ellas en la capa | de la PC (Imagen de
ANP Lab).

La neuromodulacion de la red olfatoria mediante ACh es esencial para el aprendizaje
olfatorio y la memoria, en los diferentes niveles del procesamiento de las sefales
generadas por estimulos olfatorios, teniendo un rol importante en la regulacion de la
excitabilidad neuronal, la sincronizacion, la actividad oscilatoria, es decir, las
fluctuaciones ritmicas, y la densidad de activacion de la red neuronal (Linster & Devore,

2012). Esto conduce a una reduccion de los umbrales sensoriales, un refinamiento de

los campos receptivos mediante la agudizacién de la relacion sefial/ruido y mayor



plasticidad de la red. Ademas, se ha observado que la liberacion de ACh en el bulbo
olfatorio aumenta la capacidad de discriminar estimulos olfatorios, involucrando un
aumento de la atencion del individuo (Ogg y col., 2018). También, al activar fibras
colinérgicas del HDB en animales anestesiados, se genera una mayor excitacion de las
MC (Ma & Luo, 2012; Béhm y col., 2020). Por lo tanto, la poblacién neuronal colinérgica
del BF podria permitir filtrar la informacion sensorial, disminuyendo la actividad neuronal
por estimulos basales o0 no relevantes y aumentando la actividad en respuesta a sefiales

generadas por estimulos relevantes, segun el estado fisiol6gico del animal.

Por otro lado, existe una inervacién extensa de fiboras GABAérgicas en el HDB que se
dirigen principalmente a la capa granular en el MOB (Graciay col., 2010). La excitabilidad
de las PG y GC en el MOB desempefian un rol fundamental en el procesamiento
olfatorio. Estas interneuronas son reguladas por sefiales locales y de proyeccion, siendo
relevantes en la discriminacibn de odorantes, ya que mantienen el equilibrio de
excitacion-inhibicién en la red neuronal que es necesario para el procesamiento sensorial
(Nunez-Parra y col., 2013). Las fiboras GABAérgicas del BF en el MOB probablemente
aumentan la relacion sefial/ruido de las MC al inhibir sefiales entrantes débiles vy
aumentar la actividad en respuesta a sefiales mas robustas, siendo fundamental en los

procesos atencionales (Béhm y col., 2020).

Optogenética como herramienta para modificar la actividad neuronal

Las técnicas para estudiar activacién/inhibicion de neuronas, tales como estimulacion
eléctrica, compuestos farmacolégicos o métodos genéticos, afectan simultaneamente
células vecinas y otros procesos ademas de la poblacidon en particular que se desea
estudiar. Ademas, estos métodos tienen una cinética lenta del orden de segundos o

minutos, comparada con la activacion neuronal que es del orden de milisegundos. Por
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otro lado, estos métodos muchas veces poseen una reversibilidad baja hacia las

condiciones fisiologicas basales.

La optogenética es una técnica relativamente nueva utilizada desde aproximadamente
el aflo 2005 (Boyden y col., 2005) en que, combinando herramientas 6pticas y de biologia
molecular, es posible modular la actividad de poblaciones neuronales en particular, ya
sea neuronas con capacidades excitatorias y/o inhibitorias dentro del cerebro (Williams
& Deisseroth, 2013). De esta manera, al perturbar selectivamente neuronas de manera
muy precisa espacial y temporalmente, en escala de milisegundos y con alta
reversibilidad hacia las condiciones fisiolégicas basales, es posible estudiar la dinamica
y plasticidad de la red neuronal de la que forman parte, evidenciando el impacto de esta

modulacion en el comportamiento del individuo (Deisseroth, 2010).

Existe una diversa familia de proteinas de membrana o canales llamadas opsinas, que
reaccionan a la luz transportando iones a través de la membrana celular. Estas proteinas
provienen de microorganismos como las microalgas Chlamydomonas reinhardtii en el
caso de la canalrodopsina-1 (ChR-1) (Nagel y col., 2002) y canalrodopsina-2 (ChR-2)
(Boyden y col.,, 2005; Zhang y col., 2006), de Volvox carteri en el caso de la
canalrodopsina-1 VChR-1 (Zhang y col., 2008) y de la arquea Natronomonas pharaonis
en el caso de la halorodopsina NpHR (Zhang y col., 2007). Ademas, existen otras
rodopsinas sintéticas llamadas OptoXR en que los bucles o loops intracelulares de la
rodopsina bovina se reemplazaron por los loops intracelulares de receptores acoplados

a proteinas G (GPCRs).

Las propiedades de cada opsina son diferentes. Por ejemplo, ChR-2 es activada
Optimamente por luz azul a 470nm, mientras que VChR-1 es sensible a la luz en gran

medida a 535 (luz azul) y 589nm (luz amarilla), longitud de onda en que ChR-2 es muy
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poco sensible (Figura 4, A y B). Ademas, ChR-2 tiene una constante de tiempo de
desactivacion de aproximadamente 12ms, mientras que la de VChR-2 es de 120ms
aproximadamente (Boyden y col., 2005). Por otro lado, ChR-1 es un canal de protones
y ChR-2 es un canal que permite el ingreso de cationes, al igual que VChR-1 (Boyden 'y
col., 2005), es decir, generan corrientes de entrada en la célula en que se expresan. Por
lo tanto, al expresarse en neuronas permiten la depolarizacion de éstas. En cambio, la
halorodopsina NpHR consiste en una bomba de cloruro que se activa con luz amarilla a
589nm permitiendo el movimiento de iones cloruro a través de la membrana (Zhang y
col., 2007), es decir, genera corrientes de entrada o de salida en la célula, segun la
diferencia de concentracién de iones cloruro en el medio extracelular con respecto al
medio intracelular. En el caso de las opsinas OptoXR, la luz verde a 505nm conduce de
manera optima a la activacion precisa de la sefalizacién rio-abajo de vias de
sefializacién (Airan y col., 2009) (Figura A, B). La gran variedad de opsinas disponibles
junto con sus diferentes longitudes de onda 6ptimas de activacion, permiten utilizar
sistemas de modulacién neuronal de mas de un tipo de poblacion mediante la activacion
de mas de una opsina en el mismo tejido cerebral. Todas las opsinas utilizan trans-retinal
como croméforo, que absorbe energia y se excita a cierta longitud de onda, y que se
encuentra en el tejido cerebral de mamiferos. Esto hace que las herramientas de
optogenética sean funcionales en estos organismos sin la necesidad de adicionar

cofactores (Zhang y col., 2007).

Ademas, la ingenieria molecular ha permitido alterar propiedades de las opsinas como
espectros de excitacion, conductancia o cinética. Por ejemplo, la mutaciéon puntual

H134R en ChR-2, que corresponde a D96 en bacteria y que es un residuo crucial para
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el ingreso de protones (Butt y col., 1989), resulté en un aumento de 2 a 3 veces en las

fotocorrientes (Nagel y col., 2005) (Ver Anexo, Tabla 1).

A B C

NpHR OptoXR
470 nm 535nm VChRT 589 nm 589 nm B 505 nm ¥ ChR2  VChR1

0.8 1
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reinhardtii carteri pharaonis

Figura 4. Opsinas como herramientas de optogenética. a) Opsinas provenientes de microorganismos
gue naturalmente se activan con la luz. Se indica la longitud de onda a la que se obtiene una activacion
Optima para cada opsina. b) Rodopsina sintética para el control éptico en la sefializacion intracelular
mediante proteinas G. ¢) Espectro de accion de las diferentes opsinas. (Imagen tomada de Zhang y col.,
2010).

Para poder expresar opsinas en determinadas poblaciones neuronales existen
diferentes estrategias genéticas. Los genes de distintas opsinas pueden expresarse de
manera selectiva o no selectiva utilizando vectores virales. Se han utilizado
principalmente lentivirus y virus adeno-asociados (AAV) para contener el gen de la
opsina de interés y ser expresada en modelos experimentales mamiferos desde
roedores hasta primates (Zhang y col.,, 2010). Los AAV mas comunes utilizados
expresan la opsina bajo un promotor ubicuo o presente en todos los tipos neuronales.
Sin embargo, también se han empleado AAV que expresan la opsina bajo un promotor
especifico de un tipo neuronal y con ello permiten la expresion selectiva de la opsina en

una determinada poblacién neuronal. Sumado a esto, los lentivirus y AAV contienen en
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Su secuencia un gen que expresa un marcador fluorescente, de forma que la opsina se

expresara fusionada a un reportero (Dittgen y col., 2004).

Una de las finalidades de la optogenética ha sido determinar la circuiteria neuronal de
una regién cerebral. Las neuronas expresan la opsina fusionada al reportero en sus
somas. Sin embargo, luego de unas 4 a 6 semanas, dependiendo del vector viral usado,
la opsina se expresa en dendritas y terminales axoénicos. El marcador fluorescente
permite posteriormente determinar las proyecciones de las neuronas infectadas hacia

otras regiones del cerebro (Zincarelli y col., 2008).

Ademaés del estudio de la fisiologia del cerebro a nivel celular y tisular, el uso de la
optogenética ha sido una metodologia esencial para la neurociencia contemporanea al
permitir el estudio de la modulacién de la actividad neuronal in vivo mientras se estudia
el comportamiento de un individuo. A través de la construccion de fibras 6pticas
implantables es posible controlar de forma precisa la activacion o inhibicion de una
poblaciéon neuronal determinada (Zhang y col., 2010). Las fibras 6pticas son insertadas
permanentemente en el tejido cerebral y fijadas al craneo, asegurando que en cada
sesion experimental es la misma region cerebral la que es estimulada (Sparta y col.,
2012). De esta manera, es posible transmitir luz proveniente de un laser o diodo emisor

de luz (LED) al cerebro del animal por varias sesiones de entrenamiento conductual.

Modulacién de la actividad neuronal del BF y sus efectos en el procesamiento de
lainformacion olfatoria in vivo en animales despiertos

A pesar de que se conoce el rol de ACh, GABA y glutamato en el BF en ambitos
conductuales como la atencion o la memoria (Ver secciones anteriores), su rol fisiolégico
en el procesamiento de la informacion olfatoria en animales despiertos en libre

movimiento alin permanece poco explorado. Ademas, poco se ha descrito sobre el
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impacto en la dindmica neuronal por la activacion de las proyecciones colinérgicas del
BF ala PCy al MOB en experimentos conductuales, especificamente en el aprendizaje
y la capacidad de discriminar estimulos olfatorios. Aunque las fibras colinérgicas y
GABAérgicas del HDB son las Unicas fuentes de ACh y GABA en el sistema olfatorio,
existen escasos estudios acerca de como la modulacion de estas proyecciones afecta la

capacidad de discriminar odorantes incluso en animales anestesiados.

Por otro lado, se ha descrito que la actividad de las redes neuronales es diferente
dependiendo del estado del individuo. Por ejemplo, los animales anestesiados no
aumentan su frecuencia de olfateo durante la exposicion a un estimulo de odorante. En
animales despiertos, este aumento modula las sefiales sensoriales entrantes y la
codificacién de éstas, reflejandose en cambios en la dinamica espaciotemporal de las
MC (Rinberg & Gelperin, 2006; Wachowiak, 2011, Blauvelt y col., 2013). Ademas, las
MC modifican su respuesta cuando un odorante se entrega pasivamente o el animal
discrimina activamente entre estimulos, por lo que la respuesta a un odorante puede
cambiar con el aprendizaje asociado a una recompensa (Fuentes y col., 2008). Por lo
tanto, los estudios sobre codificaciébn de la informacién olfatoria y su modulacion
idealmente deben realizarse empleando animales despiertos, ya que la percepcion e

integracién de la informacién sensorial es modulada segun el estado del animal.

A partir de lo anterior, este estudio se enfoco en determinar el rol fisiologico del BF,
particularmente del subnucleo horizontal de la banda diagonal de Broca (HDB), y su
impacto en la dinamica neuronal del procesamiento de la informacién olfatoria para

discriminar estimulos, empleando para ello animales en libre movimiento.
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Hipodtesis
Activar neuronas del HDB facilita la discriminacion olfatoria de mezclas complejas de

odorantes en ratones.

Objetivo general
Estudiar el rol de la activacion neuronal del HDB en la discriminacion de mezclas

complejas de odorantes en ratones.

Objetivos especificos

1. Titular la expresion viral de canalrodopsina-2 (ChR-2) en neuronas del HDB de
ratones C57BL/6J.

2. Fabricar implantes de fibras épticas e implantarlos de manera estereotaxica en
el HDB de ratones que expresan ChR-2 en dicha region.

3. Verificar la correcta expresion de ChR-2 y el correcto posicionamiento de la fibra
Optica en el HDB de cada animal.

4. Evaluar la capacidad de discriminacién olfatoria de mezclas complejas de

odorantes en ratones en una prueba go/no-go al activar neuronas del HDB.



MATERIALES Y METODOS
1. Animales de experimentacién
Se utilizé un total de 3 ratones hembra y 7 ratones macho wild-type C57BL/6J (Jackson
Laboratory, USA), desde 8 semanas hasta 5-6 meses de edad. Se asigné a las hembras
exclusivamente para la titulacion viral y a los machos para los experimentos
conductuales, ya que los cambios hormonales debidos al ciclo estral de la hembra
influyen en el comportamiento (Guttman y col., 1975). Se mantuvieron a todos los
animales en un ciclo de luz: oscuridad de 12 horas (08:00am: 08:00pm) a 22-28°C,
provistos de comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos fueron llevados a cabo
de acuerdo al protocolo evaluado y aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado

y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

2. Virus
Se utilizé el virus adeno-asociado AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-m-Cherry (UNC Vector
Core, USA) para expresar en neuronas la proteina de membrana ChR-2 fusionada al
reportero m-Cherry, bajo el promotor de sinapsina | humana, que es un promotor
neuronal en general (Nieuwenhuis y col., 2020). Como control, se utilizo el virus adeno-
asociado AAV5-hSyn-EYFP (UNC Vector Core, USA), que expresa en neuronas el
reportero EYFP bajo el mismo promotor. Se inyectaron estos virus en los ratones

C57BL/6J a las 8 semanas de vida aproximadamente.

3. Cirugia estereotaxica de titulacion viral
Se coloco6 a cada raton hembra (18-28g) en una camara cerrada de 15x10x10cm y se
indujo anestesia por via inhalatoria con 0,5mL de isoflurano liquido (Forene®). Se
anestesié a cada animal mediante la inyeccion de una mezcla de ketamina (100mg/kg)

y xilacina (10mg/kg) por via intraperitoneal. Tras 10 minutos de espera, se comprobo la

16
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ausencia de reflejos presionando las patas y cola con una pinza, y se colocé al animal
en el aparato estereotaxico (RWD Life Science, Modelo E37018-006, China), para fijar
el craneo. Se acopld al aparato un nanoinyector para colocar una jeringa Hamilton y el
respectivo controlador de flujo (UMP3 y MICRO2T SMARTouch, USA), para realizar las
inyecciones virales de manera precisa. Se limpié la cabeza del animal con un hisopo con
etanol, otro con clorhexidina y se inyectaron 100uL de lidocaina en la cabeza, de forma
subcutanea. Al transcurrir 5 minutos, se expuso el craneo mediante un corte con bisturi
en la linea media vertical de la cabeza, con ayuda de tijeras quirdrgicas. Ademas, se
desplazaron hacia los extremos las membranas que se encuentran sobre el craneo
utilizando un hisopo con peréxido de hidrégeno. Se ubicaron bregma y lambda en el
craneo con ayuda de un estereomicroscopio, verificando que ambos puntos estén en el
mismo plano dorsoventral (x0,2mm). Fijando bregma como origen en los ejes x,y,z, se
realiz6 una craneotomia con un microtaladro en la coordenada de inyeccion, que
correspondid a la ubicacion estereotaxica del HDB: anteroposterior 0.02mm, medial-
lateral £1,65mm (dependiendo si la inyeccién fue unilateral o bilateral) y dorsoventral -

4,80mm.

Para la titulacion viral, se realizaron inyecciones de diferentes volimenes (Zhang y col.,
2010): 1000, 500, 250 y 100nL de AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-m-Cherry, a una
velocidad de inyeccion de 100nL/min. El descenso de la jeringa hacia la zona de interés
fue lento (0,5mm/min) para disminuir el dafio tisular. Al llegar a la coordenada
estereotaxica, se esperd6 10min antes y después de inyectar el virus. Tras extraer la
jeringa lentamente (0,5mm/min), se procedi6 a suturar la cabeza y se retir6 al animal del
aparato estereotaxico. Se inyectaron de modo intraperitoneal 200uL de suero estéril, se

dio una dosis subcutanea de carprofeno (5mg/kg) y se colocé al raton sobre una manta
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térmica, verificando sus reflejos. Los cuidados postoperatorios consistieron en
anestesiar al animal con isoflurano de manera inhalatoria e inyectar de forma subcutanea

la misma dosis de carprofeno los préximos 2 dias cada 24h.

4. Verificacion del sitio de inyeccion viral

4.1 Perfusion intracardiaca y obtencion de muestras

Tras 14 dias de la cirugia de inyeccion viral, se indujo anestesia en cada ratén con 1,5mL
de isoflurano por via inhalatoria y se perfundié de manera intracardiaca a un flujo de
3mL/min, utilizando 20-30mL de buffer fosfato salino (PBS, pH 7,0), seguido por 25mL
de paraformaldehido (PFA) al 4% v/v disuelto en PBS. Se removio6 el cerebro y se post-
fijo por 24h en PFA al 4% v/v disuelto en PBS. Se deshidratd la muestra por 2-3 dias en
una solucion de PBS conteniendo 30% de sacarosa, hasta que sedimenté. El cerebro se
congel6 a -80°C con un compuesto preservante (Optimal Cutting Temperature, OCT) y
se obtuvieron secciones coronales de 40um de espesor usando un criostato. Se
recolectaron 2mm de cortes en el eje anteroposterior, desde -1,70mm a 1.70mm desde
bregma, segun las coordenadas determinadas por Paxinos & Franklin (2004). Se

almacenaron los cortes a 4°C en 4mL de PBS con 5uL de azida de sodio al 2%.

4.2 Histologia y fluorescencia

Se monto en un portaobjetos (Superfrost Plus Microscope Slides, ThermoFisher, USA)
un corte de cerebro recolectado cada 120um, realizando el procedimiento en oscuridad
para evitar el fotoblanqueamiento de las muestras. Los portaobjetos con los cortes se
sumergieron en una solucion de Triton X-100 0,1% v/v en PBS para permeabilizar las
membranas celulares. Los nulcleos celulares se marcaron con 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) (0,001mg/mL), utilizando Fluoromount como medio de montaje. Se colocd un

cubreobjetos sobre las muestras y se sell6 por los bordes.
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Se visualizaron todas las muestras montadas al microscopio confocal (LSM 710, Zeiss,
Alemania), es decir, 15-20 secciones por cada cerebro, mediante dos laseres con distinto
espectro de emisién; uno para alcanzar el espectro de excitacion de DAPI: excitacion
320-390nm y emisién: 420-540nm (Bestvater y col., 2002); y el filtro de fluorescencia de
Rodamina para alcanzar el espectro de excitacién de m-Cherry: excitacion 520-590nm y
emision 578-696nm (Shaner y col., 2004). De una de las muestras de interés, se realizé
una reconstruccion obteniendo imagenes al recorrer el corte de cerebro en el mismo
plano con el objetivo de 10x. De la misma manera, pero con el objetivo de 20x, se
reconstruyo la zona de mayor infeccién viral tomando imégenes de 15 distintos planos
del eje z (Z-stack) para cada sector de la seccion. Estas imagenes fueron comprimidas
en una sola en un plano usando la funcion “Z Project” del paquete de procesamiento de
imagenes Fiji, del software ImageJ (Schindelin & col., 2012). Se tomd6 una imagen
aumentada en 1,5x de una poblacion neuronal dentro de la zona de mayor infeccion viral,
utilizando el objetivo de 40x. Las reconstrucciones se elaboraron mediante Adobe®
Photoshop para Windows (Version 20.0.0, www.adobe.com), colocando cada imagen
adyacente a la siguiente. Se utilizé el software ImageJ para ajustar el brillo y el contraste
cuando fue necesario y para determinar la magnitud de la difusién radial del AAV en

cada reconstruccion, mediante la herramienta “Set scale” y “ROI Manager”.

5. Fabricacion del implante de fibra 6ptica
Se cortaron 4cm aproximados de fibra 6ptica multimodo de apertura numérica 0,22,
105um de diametro del centro y rango de longitud de onda 400-2400nm (FGO50LGA,
ThorLabs, USA). Se expuso 1cm del centro de la fibra en un extremo usando una
herramienta destinada a ello (Fiber Stripping Tool TO6S13, ThorLabs). En ese lado, se

insertdé una férula cerdmica de 1,25 mm de diametro (MM-FER2007C, Precision Fiber
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Products, USA), con el lado convexo hacia el extremo de la fibra, y se aseguré con una
delgada capa de resina epdxica por ambos extremos de la férula. Tras dejar secar toda
la noche, se corté el exceso de fibra 6ptica del lado de la férula utilizando un cortador de
vidrios (Ruby Fiber Scribe S90R, ThorLabs) bajo la lupa. Se coloco el extremo cortado
de la fibra en un disco de pulido sobre una lija de 6um con agua, en una superficie de
vidrio. Ejerciendo presién con un alicate, se realizaron 100 veces movimientos con forma
de 8 (Figura 5).
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Figura 5. Fabricacion de implante de fibra 6ptica. A) Se cortaron 4cm de fibra optica. B) El centro de la
fibra se expuso en uno de los extremos (se utilizé una fibra sin cubierta de plastico, pero el procedimiento
que se muestra es el mismo). C) Se insertd la fibra en la férula con el lado convexo hacia el extremo expuesto
de la fibra. Se aseguré la unién colocando resina epdxica a ambos lados de la férula. D) El exceso de fibra
se cort6 en el lado convexo de la férula. E) La fibra se puli6 insertandola en un disco de pulido, utilizando
lijas cada vez mas finas. F) Fibra pulida. G) La fibra se marco y se cortd del largo adecuado para ser
implantada en el cerebro del roedor. H) Canula terminada. No se muestra el conector metélico que se adhiere

al implante posteriormente (Modificado de Sparta y col., 2012; Ung & Arenkiel, 2012; Zhang y col., 2010).
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Se limpid la fibra con metanol y se verificé la integridad de ésta con un inspeccionador
de fibra Optica (Fiber Inspection Scope FS201, ThorLabs). Se repiti6 el mismo
procedimiento de pulido con una lija de 1um por 100 veces y se examiné la fibra
nuevamente al finalizar. Se realiz6 una limpieza final con etanol al 99% y se inspeccion6
la fibra por tercera vez para verificar la integridad de la superficie del centro. La fibra
Optica se adhirié con resina epdxica a un conector metalico (Cannula Implant Guide OGL,
ThorLabs) para dar mas estabilidad a la canula o implante al ser insertado en el cerebro.
Se dej6 secar toda la noche. Se corto6 bajo la lupa el extremo sin férula de la fibra usando
el micro-alicate, obteniendo una fibra de una longitud adecuada para que, al implantar la
canula en el sitio de interés en el cerebro del roedor, ésta quede apoyada en la superficie
del craneo (5,80mm de largo sin considerar la férula). Se limpio la fibra con etanol al 99%

para el acabado final.

6. Medicion de irradiancia de la fibra éptica
Se midid la irradiancia o potencia con la que incide la luz de la punta de la fibra 6ptica en
una unidad de superficie (mW/mm?). Para ello, se conecté la canula a través de un
interconector (Ceramic Mating Sleeve ADAL1, ThorLabs) a otra fibra Optica larga de
acople. A su vez, se conecto esta fibra larga al LED con su respectiva fuente de poder
(PlexBright 465nm Blue; LED Driver LD-1, PLEXON, USA) a través de un adaptador FC-
FC. Se utiliz6 un generador de pulsos (Pulse Stimulator Model 2100 A-M System, USA)
para producir la sefial que recibe el LED para encenderse. Para compensar la pérdida
de la sefial debida a las conexiones entre instrumentos, se determiné la potencia en la
punta de cada fibra éptica conectada a los equipos que incluye el sistema. Se registro la

potencia de salida utilizando un medidor de potencia luminosa (Fiber Optic Power Meter
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PM20A, ThorLabs) ajustado a 465nm, que corresponde a la longitud de onda de la luz

azul del LED (Figura 6).

Power FC-FC Adaptor
Trigger to Supply (LED)  Blue 465nm LED / Ferrule sleeve

LED Mating sleeve
Fiber optic ._:/
coupler
(couplen Implantable

/ Fiber optic

Pulse Stimulator

Powermeter

Figura 6. Medicién de irradiancia de la fibra Optica. Se esquematizan las conexiones descritas
anteriormente para permitir la transmision de la luz desde el LED conectado a su fuente de poder. ElI LED
se conectd mediante un adaptador metélico FC-FC a una fibra 6ptica de acople. A su vez, la fibra de acople
se conecté mediante un interconector (Mating sleeve, representado en gris) a la fibra dptica implantable. El
medidor de potencia luminosa registra la potencia en la punta de la fibra 6ptica. El generador de pulsos

entrega la sefial al LED para encenderse.

El generador de pulsos se ajustd para producir un tren de 60 pulsos con una duracion
de 15ms cada uno, a 20Hz por 3s. Estos parametros corresponden al protocolo de

fotoestimulacién para realizar los entrenamientos conductuales (Figura 7).

Duration Period
—|15ms|e= j— 50ms —»|
Qutput ‘ ......
? 3000ms(3s)
Trigger Burst width
event

Figura 7. Protocolo de fotoestimulacion. Se esquematiza un tren de 60 pulsos de duraciéon 15ms, a 20Hz
(periodo 50ms), en una ventana temporal de 3s. Se representan en azul los pulsos de 465nm dados por el

LED. La generacion del pulso luego de que se gatilla la sefial es inmediata (delay 0 ms).
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Para disminuir la atenuacién de potencia al unir mediante el interconector la canula a la
fibra Optica larga, se agrego6 en el interconector un compuesto de acoplamiento Gptico
cristalino similar a un gel (Index Matching Gel G608N3, ThorLabs). La luz emitida en la
punta de la fibra 6ptica debe generar un circulo de luz concéntrico y homogéneo y se
debe obtener >70% de la potencia de la fibra éptica de acople, asegurando que la fibra
y las conexiones estdn en buen estado. Si la emisién de la luz no posee estas

caracteristicas, la fibra optica no es viable y debe ser descartada (Figura 8).

/

Connection between Acceptable concentric nacceptable
patch cable and implant light output light output:

Figura 8. Transmisién de luz de la fibra 6ptica. A) Fibra 6ptica implantable conectada a la fibra dptica de
acople. B) Transmision de luz a través de la fibra 6ptica que es uniforme y concéntrica. C) Transmisién de
luz no concéntrica (Imagen tomada de Sparta y col., 2012).
7. Cirugia estereotaxica de inyeccion viral e implante de fibra 6ptica

Como fue descrito en estudios previos (Sparta y col., 2012), se realiz6 en una sola
intervencion quirdrgica el procedimiento de inyeccién viral, detallado anteriormente, y la
insercion del implante de fibra Optica. En este caso, empleando solamente ratones
macho, se inyectaron unilateralmente (hemisferio izquierdo) 250nL del virus
correspondiente: AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-m-Cherry (n=5) o AAV5-hSyn-EYFP
(n=2). Se utilizaron las coordenadas estereotédxicas exactas correspondientes al centro
de la ubicacion del HDB (Paxinos & Franklin, 2004): anteroposterior 0.02mm, medial-

lateral £1,44mm y dorsoventral -5,12mm. Luego de inyectar el virus y extraer lentamente
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la jeringa, se colocd el soporte estereotaxico para fibras Opticas implantables
(Stereotaxic Cannula Holder XCL, ThorLabs) y se insertd la fibra previamente
esterilizada con etanol en este adaptador. Se marcé el origen en los ejes X,y,z en bregma
con la punta de la fibra Optica. Esta se posicioné en las mismas coordenadas
estereotaxicas de la inyeccion viral en el hemisferio izquierdo del crAneo. Se agregd una
gota de suero estéril sobre el orificio del crAneo (Sparta y col., 2012), y se descendi6
lentamente (2mm/min) el adaptador estereotaxico que sujeta la fibra optica hasta llegar
a la coordenada exacta en que se inyect6 el virus. Se aplicé una capa de cemento de
fijaciébn de ionémero de vidrio (Luting & Lining Cement, GC, Japoén), preparado con 1
cucharada de polvo y 2 gotas de solvente, por toda la parte superior del craneo y la parte
inferior del interconector metalico, para asegurar un anclaje adecuado. Se dejo secar por
10 minutos. Sobre esta capa de cemento, se agregd una mezcla de monémero y
solvente de resina acrilica autopolimerizable (Acrilico rapido Marché, Chile), cubriendo
el crAneoy la canula hasta la parte superior del interconector metélico, dejando al menos
4-5mm del extremo superior de la férula libre. Tras 10 minutos de espera, se aflojé y
extrajo el soporte del implante de la fibra Optica y se retir6 al animal del aparato
estereotaxico. Se inyectaron 200uL de suero estéril por via intraperitoneal y carprofeno
de manera subcutanea; se llevaron a cabo los cuidados postoperatorios mencionados

anteriormente.

8. Entrenamiento conductual go/no-go
Transcurridas 6 semanas desde la cirugia de inyeccion viral e implante de la fibra, se
deprivé de agua a cada ratén por 48h, como indica el procedimiento descrito en estudios
anteriores para lograr que el animal se encuentre motivado para realizar las pruebas

(Clevenger & Restrepo, 2006; Berditchevskaia y col., 2016). Durante los experimentos
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conductuales, se restringio la ingesta de agua por 14-21 dias aproximadamente. Se
monitore6 el peso de cada roedor diariamente antes de realizar la prueba
correspondiente y se le entregd un volumen restante de agua en una placa de Petri hasta
llegar a 1-1,5mL, segun el peso del animal, al finalizar la sesién. Se mantuvo un 80-85%
aproximado del peso inicial del roedor antes de la deprivacién (Chu y col., 2017). Se
llevaron a cabo los experimentos en la etapa de luz del ciclo, en una habitacion iluminada
a una temperatura aproximada de 25°C. Luego de finalizar las sesiones de
entrenamiento, los ratones pasaron al menos 2 semanas con agua ad libitum antes de

volver a ser deprivados.

Se entrend a los animales una vez al dia, utilizando un olfactémetro de multietapas con
8 canales similar al descrito en la literatura, utilizando los mismos procedimientos de
condicionamiento operante detallados por Bodyak & Slotnick (1999), para evaluar la
deteccion y discriminacion de odorantes en ratones. El equipo funciona de manera
automatizada a través de codigos de programacioén escritos en MatLab, entregando una
dilucién de aire controlada y permitiendo un suministro preciso de una concentraciéon

conocida del odorante.

El flujo de aire del odorante (50mL/min) se mezcla con un flujo de aire limpio
(1950mL/min), por lo que la concentracion de odorante corresponde a un 2,5% de la
concentracion por encima del liquido del vial que lo contiene (Slotnick & Restrepo, 2005).
El componente llamado “final valve” (FV) permite que se cierre el paso del aire hacia la
camara operante en un intervalo de 1-1,5s al mezclar ambos flujos. Tras este intervalo,
se abre nuevamente el paso del aire y se libera el odorante concentrado hacia un tubo
de muestreo de odorantes dentro de la cAmara. En esta cdmara de plexiglds de

16x12x12cm, se encuentra un sensor fotoeléctrico infrarrojo (compuesto por un LED y
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un detector infrarrojo), empleado para determinar de forma automatizada las inserciones

de la cabeza del animal en el compartimento en que se ubica el tubo de muestreo de

odorantes a la altura de la nariz (Figura 9).
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Figura 9. Olfactometro utilizado para los entrenamientos conductuales. Se muestran los distintos
componentes que conforman el equipo y la direccion del flujo de aire que permite que un odorante particular
llegue desde el vial que lo contiene hasta el tubo de muestreo en la cAmara operante.

Bajo el tubo de muestreo de odorantes, a la altura de la boca del ratén, se sitia un tubo
de recompensa terminado en una esfera metalica, que esta conectado a un recipiente
gue contiene 5mL de agua. El roedor ingresa al compartimento para obtener agua como
recompensa. La resistencia del circuito es practicamente infinita cuando el ratén no lame
este tubo. Cuando lo lame, la resistencia disminuye y genera una sefial hacia el
olfactémetro. Dependiendo de la prueba, la recompensa se da cuando el raton lame este
tubo repetidas veces, generando la apertura de una valvula solenoide que proporciona

de manera controlada 10uL de agua en la salida del tubo de recompensa.
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Se lavaron las conexiones del equipo frecuentemente con detergente diluido en agua
para evitar la contaminacién por odorantes. Asimismo, se limpié la camara operante

después de cada sesion con clorhexidina al 2% diluida en agua.

8.1 Entrenamiento inicial

El entrenamiento inicial (Begin), detallado en investigaciones anteriores (Slotnick &
Restrepo, 2005), consistio en dos etapas. En la primera etapa el ratdn aprende a insertar
su cabeza en el compartimento y es recompensado con 10uL de agua cada vez que
ejecuta esta accion (Figura 10, arriba). El animal debe repetir esto por 20 veces
(ensayos) para completar esta etapa. Cada ensayo comienza cuando el roedor pone su

cabeza dentro del compartimento y termina con la entrega de la recompensa.

La segunda etapa consiste en 160 ensayos, divididos en 8 bloques de 20 ensayos cada
uno. En esta fase, el ratdn debe ingresar al compartimento y permanecer en él de 0 a
1,5s progresivamente a lo largo de la prueba. Si se cumple esto, se entrega un pulso de
odorante de 2,5s. El animal debe permanecer en el compartimento por 0,5s para que se
considere valido el ensayo y lamer el tubo de recompensa por cada vez mas tiempo
luego de la presentacion del olor (Figura 10, abajo). El odorante que se present6 fue
isoamilacetato (1ISO) al 1% v/v disuelto en aceite mineral (MO) (Ver Anexo, Tabla 1). El
animal debe lamer al menos una vez en cada segmento de 0,5s para obtener la
recompensa. En ese caso, se considera que respondié correctamente el ensayo. Si el
roedor no lame en uno de los segmentos correspondientes o se retira del compartimento,
no se da la recompensa y el animal debe repetir el ensayo. Los segmentos en que el
animal debe lamer aumentan progresivamente de 1 a 4 a lo largo de los bloques en la
prueba. El intervalo entre ensayos (ITl) es de 8s. Cada raton debe completar el 8° bloque

por 3 dias consecutivos (Figura 10). Luego del primer dia de entrenamiento, la prueba
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se inicia en 1-2 bloques anteriores al bloque alcanzado por el roedor el dia anterior.
Cuando el animal termina el blogue 8, al dia siguiente la prueba comienza desde el 5°

bloque.
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Figura 10. Esquema de las etapas 1y 2 del entrenamiento inicial. En la etapa 1 el animal debe insertar
su cabeza en el compartimento, iniciando el ensayo y es recompensado con agua, finalizando el ensayo.
Esto se repite por 20 veces. En la etapa 2, el raton debe permanecer con su cabeza en el compartimento
por 0-1,5s progresivamente. Se presenta el odorante por 2,5s. El roedor debe permanecer por 0,5s luego
de la presentacion del odorante y lamer el tubo de recompensa una vez en cada segmento de 0,5s (que
aumentan progresivamente a lo largo de la prueba) para obtener agua. El intervalo entre ensayos (ITl) es

de 8s. El raton debe realizar 160 ensayos para finalizar el entrenamiento.
8.2 Pruebainicial de discriminacién go/no-go
Ademas del odorante utilizado en el entrenamiento inicial, se agreg6é un estimulo no

recompensado con agua que consistio en el disolvente del odorante que se empled, es

decir, MO. En esta prueba de discriminacion se presentan ambos estimulos al raton en
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orden aleatorio, con una cantidad igual de ambos en un bloque y donde un estimulo no
se repite mas de 3 veces sucesivas. El tiempo de presentacién de odorante es de 2,5s
y el de FV 1,5s, de la misma manera en que se representa en la Figura 10. El
entrenamiento consta de 199 ensayos divididos en 9 blogues de 20 ensayos y un ultimo
blogue de 19 ensayos. Si el animal lame el tubo de recompensa al menos una vez en
los 4 segmentos de 0,5s al presentarse el olor recompensado (S+), se considera un
acierto (Hit) y se le entrega agua al finalizar el ensayo. Cuando se presenta el olor no
recompensado (S-) y el animal deja de lamer en uno 0 mas de los segmentos, no se le
entrega agua, pero es considerado como un acierto en la prueba (Correct rejection). Si
el roedor no lame el tubo de recompensa al presentarse S+ (Miss) o lame el tubo de
recompensa en los 4 segmentos cuando se presenta S- (False alarm), se considera un
fallo y no se entrega agua en ambos casos. Luego de cada ensayo, el ITI fue de 8s antes
de comenzar el siguiente. Si el animal permanece en el compartimento menos de 0,5s
luego de la presentacion del olor, el ensayo no es vélido y transcurren los 8s de ITl antes
de comenzar el siguiente ensayo. El porcentaje de aciertos en cada bloque es entregado
por el programa automaticamente y se calcula de la siguiente forma (Slotnick & Restrepo,

2005):

Hits + Correct Rejections
*

1
>0 00

% aciertos =

La prueba se considera completada cuando el animal logra un porcentaje 285% de
aciertos en al menos 3 bloques a lo largo de la sesién. En cada dia de entrenamiento se
utilizaron distintas valvulas para acoplar las mangueras de los viales que contienen el

odorante. Se realizaron las pruebas en una sala cerrada en silencio.
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8.3 Prueba inicial de discriminacién go/no-go con estimulacion optogenética

El equipo utilizado cuenta con una computadora que controla el olfactometro y un
fotodiodo que simultaneamente enciende y luego apaga la sefial que se entrega al
generador de pulsos. Para realizar la estimulacion optogenética acoplada al
entrenamiento conductual, se conect6 el generador de pulsos al equipo con el objetivo

de que éste ultimo gatille la sefial hacia el generador y asi encender el LED.

Se realizd el protocolo de fotoestimulacién descrito anteriormente para todos los
animales implantados con fibra éptica. Esta prueba de discriminacién go/no-go sigue el
mismo protocolo mencionado en la prueba anterior, con la excepcién que cuando el ratén
recibe un pulso de odorante (S+ o S-), simultdneamente recibe el tren de pulsos de luz

por 3s.

Se indujo anestesia en cada ratén por via inhalatoria utilizando 0,5mL de isoflurano en
una camara pequefia de 15x10x10cm. Se conectd la fibra Gptica de acople por un lado
al LED y por otro a la fibra 6ptica del ratén implantado, como se detall6 anteriormente
(Figura 11). Se limpiaron ambas fibras con metanol antes de comenzar la prueba. Tras
conectar el implante y colocar al raton en la cAmara operante, se inicia la prueba cuando
el ratén esté completamente despierto (5min aproximadamente luego de anestesiar). Se
realizé la misma prueba anterior utilizando isoamilacetato 1% v/v en MO, como estimulo

recompensado (S+) y MO como estimulo no recompensado (S-).
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Figura 11. Estimulacién optogenética in vivo durante la prueba de discriminacién go/no-go. A) Se
esquematizan las conexiones para permitir la transmision de la luz desde el LED azul, pasando por la fibra
Optica de acople hasta la punta de la fibra éptica del implante. El raton recibe el pulso de luz simultdneamente
con el pulso de odorante, cuando se presentan ambos estimulos de olor (S+ 0 S-). Abajo a la izquierda, se
presenta un diagrama amplificado de la fotoestimulacion dentro del cerebro del animal implantado, a través
de la fibra Optica. B) Estimulacion optogenética experimental durante una prueba de discriminacién go/no-
go. El animal se encuentra dentro del compartimento durante el transcurso de un ensayo, lamiendo el tubo
de recompensa mientras se presenta el estimulo S+.

Al finalizar la sesion, se indujo anestesia en el animal nuevamente con isoflurano en la

camara operante para desconectar la fibra 6ptica y limpiar los residuos del gel de

acoplamiento 6ptico en ambas fibras y el interconector.

Cuando el animal aprendio la prueba, se realizdé un entrenamiento al dia siguiente con
las mismas condiciones experimentales descritas anteriormente, con la excepcion de
que se utilizaron los siguientes pares de odorantes: fenilacetato 1% v/v en MO, como

estimulo recompensado (S+) y 2-butanona 1% v/v.en MO, como estimulo no
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recompensado (S-) (Ver Anexo, Tabla 2). Cada animal tuvo que completar al menos 3
bloques con un porcentaje de acierto de 285% a lo largo de la sesién para cumplir el

criterio de aprendizaje, al igual que la prueba anterior.

8.4 Prueba de discriminacion go/no-go con mezclas complejas de odorantes

Se probaron dos concentraciones diferentes de dos mezclas complejas de odorantes de
composicion similar: una consistio en un conjunto de 10 odorantes monomoleculares
distintos (10C) y la otra en 9 de éstos (10C-1). Los compuestos utilizados corresponden
a isoamilacetato, etil-valerato, 5-metil-2-hexanona, isopropilbenceno, 1-pentanol, 1,7-
octadieno, 2-heptanona, heptanal, 4-metil-3-penta-2-ona y nonano, siendo este Ultimo
odorante el que se remueve en la mezcla 10C-1. Se utilizaron las mezclas a una
concentracién de 1,6% y 0,16% v/v en MO (Ver Anexo, Tabla 3). La mezcla de odorantes
10C fue el estimulo recompensado con agua (S+), mientras que la mezcla de odorantes
10C-1 no fue recompensada (S-), para ambas concentraciones (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen del protocolo de entrenamiento conductual realizado. Se esquematiza el orden de

las diferentes pruebas go/no-go a las que se someti6 a cada animal, con su respectivo odorante

recompensado (S+) y no recompensado (S-), ademas de la duracién de éstas y su objetivo en particular.

ChR-2 / Sham Control Days Task objective

/‘ IS0 (5+) Q 1-4 | Discriminate stimuli of odorants (easy)

b T MO (5

/’ 150 (5+) & Discriminate stimuli of odorants with

photostimulation
T~ MO (S

e PHEN (5+) &

Discriminate stimuli of odorants
12 {medium) with phatostimulation
NP® T 2BUT(S) ?

P 10C(5+) & Discriminate odorant mixtures at 0,16%

2 {very hard) with photostimulation
b T 10189

/' 10C (5+) @ Discriminate odorant mixtures at 1,6%
2 thard) with photostimulation

TN 10C-1(5)
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9. Verificacién del sitio de inyeccion viral e implante de fibra 6ptica

9.1 Perfusidn intracardiaca y obtencion de la muestra

Al finalizar los experimentos conductuales, cada raton fue anestesiado como se detallo
para los animales empleados en la titulacién viral. Tras la perfusion intracardiaca, el
implante de fibra éptica fue removido cuidadosamente. Se siguié el mismo protocolo de

post-fijado y obtencién de muestras de cerebro detallado anteriormente.

9.2 Histologia y fluorescencia

Se realizé el procedimiento de histologia y visualizacion de la fluorescencia de cada
muestra, a través de un microscopio confocal, como se detallé antes. Se llevo a cabo el
mismo procedimiento de toma de imagenes y reconstruccion de éstas descrito para la

titulacion viral.

10. Criterios de inclusién y exclusion de resultados

10.1 Criterios de inclusién

Se incluyeron todas las pruebas conductuales y los animales en los que:

= No se detectaron contaminaciones debidas a odorantes en las mangueras del
olfactometro. Ademas, las variables del equipo funcionan correctamente: se
detectan las lamidas del roedor, el software detecta el resultado de cada ensayo,
fluye aire por las mangueras y no hay fugas de aire en las conexiones.

= El implante de fibra 6ptica del animal permanece integro por todas las sesiones
de entrenamiento.

= Los animales tienen menos de 6 meses de edad.

= Las variables del sistema de optogenética in vivo, tales como los pulsos de luz,

se dan por el tiempo determinado durante toda la prueba.
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10.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron todas las pruebas conductuales y los animales en los que:

= Se detectaron contaminaciones de odorantes en las mangueras del olfactometro.

= Existieron problemas al detectar las lamidas del animal, se detectdé alguna
manguera tapada o el aparato no entregaba el volumen de agua correspondiente.

= Los animales tienen 6 meses de edad o mas.

= Se desprendi6 el implante de fibra 6ptica del roedor. Se procedi6 a la eutanasia

del animal inmediatamente en dichos casos.

11. Analisis
Se graficaron los datos utilizando el software GraphPad Prism 8.4.2 para Windows

(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). Las Figuras

presentadas fueron realizadas utilizando el software Adobe lllustrator 23.0 64-bit para

Windows (Adobe Inc., www.adobe.com/products/illustrator).



http://www.graphpad.com/
http://www.adobe.com/products/illustrator

RESULTADOS
1. Titulacion de la expresion viral de canalrodopsina-2 (ChR-2) en neuronas
del HDB de ratones
Para determinar el volumen 6ptimo de AAV a inyectar para expresar ChR-2
especificamente en el HDB, se realizaron 4 inyecciones virales utilizando voliumenes
decrecientes de AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-m-Cherry: 1000, 500, 250 y 100nL en
distintos animales, con el protocolo detallado anteriormente (Ver Materiales y Métodos)

Yy que se esquematiza en la Figura 12.

A

LITR  h-Syn ChR-2 m-Cherry  R-ITR

-y ) ) 4

C
P60 P84
| |
| | }
AAVS5 Injection Intracardiac perfusion
in HDB Collect brain

Figura 12. Estrategia experimental de inyeccion viral estereotaxica de ChR-2 en el HDB de ratones.
A) Esquema del constructo viral usado para la titulacion del virus. La expresion de ChR-2 fusionada a m-
Cherry es comandada por el promotor de sinapsina humana | (hSyn), flanqueada por repetidos invertidos
terminales (L-ITR y R-ITR). B) Imagen de un raton de 60 dias de vida, anestesiado y colocado en el aparato
estereotaxico, con el crdneo expuesto y con la jeringa que permite inyectar el virus en las coordenadas
estereotaxicas descritas. C) Linea de tiempo de la inyeccion del AAV vy la perfusién intracardiaca a los 14
dias después de la cirugia para obtener la muestra de cerebro. D) Esquema de seccién coronal de cerebro
de ratén a 0,02mm de bregma (Paxinos & Franklin, 2004), que corresponde al plano anteroposterior en que
se realizo la inyeccion viral. Se destaca el sitio de interés en el cerebro basal anterior en rosado, que

corresponde al HDB.

35



36

El AAV utilizado se expresa bajo el promotor de sinapsina | humana (hSyn), que es una
proteina de membrana localizada en vesiculas sinapticas en los terminales axénicos en
el sistema nervioso central y periférico (Thiel y col., 1991). Al expresar el AAV bajo este
promotor, permite que el virus se exprese solamente en neuronas (Nieuwenhuis y col.,
2020) de manera no selectiva al tipo neuronal, es decir, se expresa en todas las neuronas
infectadas. El AAV de serotipo 5 empleado, tarda 14 dias aproximadamente en alcanzar
una expresion optima en los somas neuronales para ser visualizada por microscopia
confocal gracias al reportero utilizado (Sparta y col., 2012), razén por la que se obtuvo

la muestra de cerebro de cada ratén luego de 14 dias luego de la inyeccion viral.

La reconstruccion que se muestra en la Figura 13 corresponde a uno de los cortes de
cerebro de 40um de grosor obtenido dentro del rango de maxima expresion del virus
para la inyeccion de 1000nL en el eje anteroposterior, es decir, donde se visualizé mayor
fluorescencia al recorrer una secuencia de 2mm en este eje, con secciones obtenidas
cada 120um. Como se muestra en la Figura 13, al inyectar un volumen viral de 1000nL
se obtuvo una excesiva difusion del virus en zonas del cerebro que se encuentran sobre
el HDB, especialmente en la parte medial (IPACM) y lateral (IPACL) del subnucleo
intersticial posterior de la comisura anterior. Se observé ademas la difusion del virus a
estructuras que conforman el cerebro basal anterior, como el pallidum ventral (VP) y la
sustancia innominada (Sl), expresandose también en parte del HDB y del tracto optico
(OPT). La magnitud de difusién radial del AAV en esta seccién fue de 0,555mm? (Ver

Materiales y Métodos).

Con respecto a las inyecciones virales con un volumen de 500nL, 250nL y 100nL, no se
observo difusién viral en el HDB, sino que en regiones cerebrales que se encuentran

sobre el cerebro basal anterior. Las magnitudes de difusién radial del AAV en las
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reconstrucciones realizadas para estas inyecciones fueron, respectivamente: 0,491mm?,
0,625mm?y 0,339mm?. Cabe destacar que, en todas las inyecciones realizadas, se
observé difusion del virus hasta zonas mas posteriores a las correspondientes al HDB

en el eje anteroposterior.

Figura 13. Expresion viral de ChR-2 en neuronas del cerebro basal anterior de ratén. Se presenta en
azul el marcador nuclear DAPI y en rojo m-Cherry, reportero de ChR-2. A) A la izquierda, se muestra una
reconstruccion de un corte de cerebro de raton de una seccién coronal de 40pm de grosor (aumento 10x) a
-0,34mm de bregma. A la derecha, se muestra el diagrama de una seccion coronal a -0,34mm de bregma
en el cerebro de raton (Paxinos & Franklin, 2004). El HDB se destaca en verde en ambos casos. B)
Magnificacion de la zona de mayor difusion del virus en el HDB en un plano de grosor 4um, donde se observa
que el virus se expres6 en somas heuronales, dendritas y axones (aumento 20x). C) Amplificacion de

algunas de las neuronas infectadas en el HDB (aumento 40x).

Considerando los resultados obtenidos, se sugirid6 verificar las coordenadas

estereotaxicas especificas al centro del HDB (Paxinos & Franklin, 2004) para las cirugias
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de inyeccion viral posteriores, para tener mas probabilidad de que el virus difunda de
manera mas especifica a este sector. Las coordenadas estereotaxicas finales
correspondieron a 0,02mm anteroposterior, +1,44mm medial-lateral y -5,12mm
dorsoventral. Como consideracion extra, se tomd en cuenta la desviacién del craneo
registrada en el eje dorsoventral al fijar el craneo en el aparato estereotaxico, y se restd
esta medida a la coordenada del eje anteroposterior, para corregir el angulo de entrada
que tendra la jeringa en el cerebro. Sin embargo, como muestra la Figura 13, si se logré

expresar ChR-2 en el HDB con la inyeccion viral en que se utilizé un volumen de 1000nL.

En ninguna de las imagenes analizadas se observaron proyecciones axonales hacia
otras zonas del cerebro, considerando 14 dias post-inyeccion hasta la recoleccion de las
muestras de cerebro de cada animal. EI AAV de serotipo 5 puede tardar entre 4-6
semanas en alcanzar una expresion optima en fibras celulares y terminales neuronales
(Zincarelli y col., 2008; Sparta y col., 2012) y tiene la capacidad de permanecer estable
hasta por mas de 9 meses. Por esta razon, para las cirugias que se realizaron
posteriormente, se aumenté el tiempo de espera a 4-6 semanas antes de realizar los
experimentos conductuales de optogenética in vivo. Esto aumenta la probabilidad de
visualizar proyecciones de axones, especialmente desde el HDB hacia la corteza
piriforme, lo que permite verificar visualmente que al fotoestimular el HDB se produce la

modulacion de la actividad neuronal que influiria en la percepcion olfatoria.

Con estos resultados, se determiné que el volumen G6ptimo requerido para obtener la
expresion especifica de ChR-2 en el cerebro basal anterior y particularmente en el HDB
es de 250nL, teniendo en cuenta las magnitudes de difusion radial del virus obtenidas.
Con este volumen, es mayor la probabilidad de que el virus se exprese en el HDB cuando

se implanta la fibra éptica en el mismo sitio de inyeccion, sin difundir excesivamente a
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otras regiones cerebrales. En cambio, con un volumen viral menor como 100nL, seria
menos probable que el virus se exprese en el HDB al implantar la fibra Gptica en la misma

zona, como se discutira mas adelante.

2. Fabricacion de implantes de fibras Opticas y cirugia estereotaxica

2.1 Fabricacion de implante de fibra 6ptica y medicion de irradiancia

Se construyeron implantes de fibras Opticas de apertura numérica 0,22, 105um de
diametro y 5,80mm de longitud (Ver Materiales y Métodos). Luego, se determind la
potencia de la luz que es transmitida por cada fibra de acople sin la canula conectada,
con la configuracién descrita anteriormente. Al calibrar 2 fibras de acople, se observo
gue a medida que aumenta la intensidad de corriente a través del comando digital del
LED (465nm), aumenta la potencia que transmite la fibra de acople. Para determinar la
potencia que transmite cada implante de fibra Optica, se conecté a cada fibra de acople
un implante de fibra 6ptica (Figura 14, A). Se observé que a medida que aumenta la
intensidad de corriente, aumenta la potencia que transmite la fibra Optica, y que la luz
gue transmite la fibra es dispersada solo en la punta de ésta (Figura 14, B). Sin embargo,
se evidencié la importancia de medir la potencia entregada por cada fibra de acople,
debido a que varia para cada una a la misma intensidad de corriente. Ademas, al
conectar la canula a la fibra de acople y medir la potencia en la punta de la fibra éptica,

se registré una pérdida de potencia.

Para obtener una aproximacion de la potencia que se transmite a través de la fibra 6ptica
en el tejido cerebral de roedores, considerando la calibracion realizada, se utiliz6 un
modelo desarrollado por la Universidad de Stanford (Aravanis & col., 2007) de la
extension conica de la luz que se disipa en la punta de la fibra 6ptica dentro del tejido

cerebral de mamifero, con un angulo determinado por las propiedades 6pticas de la fibra
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mencionadas anteriormente (Ver Materiales y Métodos). (Figura 14, C). Este modelo se
encuentra disponible en linea (Optogenetic Resource Center,

WWWw.optogenetics.org/calc), y predice valores de irradiancia (también llamada densidad

de potencia) basados en medidas directas del tejido cerebral de mamifero en funcion de
la profundidad de éste desde la posicion de la fibra oOptica. EI modelo involucra
suposiciones ideales; que el tejido es homogéneo, que la punta de la fibra es un difusor
ideal iluminado desde un lado con luz difusa y que la reflexiéon y la absorcién son
constantes en el grosor de la muestra (Yizhary col., 2011). No obstante, permite un buen
ajuste a los datos considerando que la luz es emitida con un patrén cénico que se
dispersa y absorbe a medida que pasa a través del tejido cerebral. Se determiné que la
luz transmitida en la punta de la fibra 6ptica se atenta con la distancia, a mayor

profundidad del tejido cerebral, fenbmeno que se esquematiza en la Figura 14, C.

La pérdida de potencia observada al conectar el implante de fibra Optica a la fibra de
acople, con respecto a cuando se mide la potencia sin conectar el implante, se debe a
gue la presencia de aire en esta unién genera una refraccion de la luz por la impedancia
Optica que existe entre el aire y la sefial transmitida por ambas fibras. Por lo tanto, se
pierde parte de la sefial al conectar ambas fibras. El gel de acoplamiento 6ptico en la
union de la fibra oOptica de acople y la canula (Ver Materiales y Métodos) minimiza
considerablemente esta pérdida de potencia, ya que posee un indice de refraccion muy
bajo (<0.003) (G608N3, www.thorlabs.com). Ademas, absorbe la expansion térmica
diferencial de los implementos Gpticos sin inducir tensiones y desgaste del material, y no
permite el ingreso de particulas de polvo que puedan influir en la transmision de la sefial.

Sin embargo, aun con este gel se determin6 que existe una pérdida de sefal que es


http://www.optogenetics.org/calc
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necesario medir para poder ser compensada y poder llevar a cabo una fotoestimulacion

in vivo de manera 6ptima.
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Figura 14. Calibracion de la potencia de la fibra 6ptica de acople, del implante fabricado y valores de
irradiancia. A) Calibracion de la potencia (UW) de la luz que se transmite hacia la fibra 6ptica de acople a
través del LED (sin conectar la canula) a medida que aumenta la intensidad de la corriente del comando
digital. Se midi6 la potencia utilizando dos fibras 6pticas de acople diferentes (1 en burdeo y 2 en azul) y
también al conectar un implante de fibra éptica a cada fibra de acople (1 en rosado y 2 en celeste). B)
Configuracion en que se midi6 la potencia de la canula conectada a la fibra de acople. C) Valores de
irradiancia (mW/mm?) en la punta del implante de fibra Optica, segin el modelo desarrollado por la
Universidad de Stanford (Aravanis & col., 2007). A la derecha, se muestra un esquema que explica que la
luz que se transmite en la punta de la fibra 6ptica es mas tenue a mayor profundidad en el tejido cerebral (r:
radio de la fibra; z: profundidad del tejido desde la punta de la fibra; 6div: angulo medio de divergencia de la

luz en el tejido) (tomado de Aravanis & col., 2007).
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El LED utilizado entrega una potencia maxima de 260uW medida con el medidor de
potencia luminosa en la punta del implante de fibra 6ptica. Considerando que el diametro
del centro de ésta es de 105um y sabiendo que el area de un circulo se calcula como
A = mr?, se obtuvo que el area circular iluminada por la fibra optica en la superficie plana
del sensor del medidor de potencia luminosa es de 0,00866mm?2. Con estas condiciones,
se estimé que 260uW en esa superficie equivalen a una irradiancia de 30mwW/mm?,
resultado que es validado por los valores de irradiancia del modelo presentado en la
Figura 14, C. Este valor de irradiancia fue el utlizado en los experimentos de
optogenética in vivo también debido a que estudios anteriores muestran que potencias
altas de estimulacion (230 mW) ocasionan un incremento minimo en la temperatura del
tejido cerebral cuando la duracion de cada pulso es menor que 100ms (Stujenske y col.,

2015).

2.2 Cirugia estereotaxica de inyeccion viral e implante de fibra éptica

En una sola intervencién quirdrgica para cada raton, se inyectaron 250nL del virus
correspondiente en el HDB y en el mismo sitio se implanté la fibra 6ptica. Se inyectaron
e implantaron 5 ratones con el virus AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-m-Cherry y 2 con el

virus control AAV5-hSyn-EYFP (Figura 15).

Como se muestra en la Figura 15, la fibra dptica implantada ocasioné dafio tisular en el
hemisferio izquierdo del cerebro en el HDB, region donde se observa expresion del AAV.
La magnitud de la difusion radial del virus fue de 0,051mm?, evidenciando que al
implantar la fibra Optica se obtiene una menor expresion del virus con respecto a la

difusion viral que se obtiene cuando solamente se inyecta el mismo volumen de virus.
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Figura 15. Estrategia experimental de inyeccion viral estereotéxica de cada virus e implante de fibra
Optica en el HDB de ratones. A) Esquema de cada constructo viral utilizado. La expresion de ambos AAV
(A.1: AAV que expresa ChR-2; A.2: AAV control) es comandada por el promotor hSyn y son flanqueados
por repetidos invertidos terminales. B) Linea de tiempo de la inyeccién del AAV y el implante de fibra 6ptica
en la misma cirugia. Tras 4-6 semanas aproximadamente, cada raton fue deprivado de agua por 48 horas
antes de comenzar los entrenamientos conductuales de 14-21 dias de duracion. Al finalizar el entrenamiento,
cada raton fue perfundido de manera intracardiaca para obtener la muestra de cerebro. C) Expresion viral
de 250nL de AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-m-Cherry en neuronas del HDB (en verde). Se muestra una
reconstrucciéon de corte de cerebro de 40um de grosor de una seccion coronal a -0,34mm de bregma
(aumento 10x). Se muestra en azul el marcador nuclear DAPI y en rojo m-Cherry, reportero de ChR-2. C.i)
Magnificacion de la zona de difusion del virus en el HDB en un plano de grosor 4um, donde se observa que
el virus difundié a somas neuronales, dendritas y axones (aumento 20x). C.ii) Amplificacion de algunas de
las neuronas infectadas del HDB (aumento 40x). D) Imagen de raton de 93 dias de vida, tras 4-6 semanas

de la cirugia de inyeccion viral e implante de la fibra optica.
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3. Evaluacion de la capacidad de discriminacion olfatoria de ratones
inyectados con AAV en una prueba go/no-go al fotoestimular neuronas del

HDB
Tras 4-6 semanas de la cirugia de inyeccién viral e implante de fibra Optica de los
animales que fueron inyectados con el virus que expresa ChR-2 (AAV5-hSyn-
hChR2(H134R)-m-Cherry) (n=5) y con el virus control (AAV5-hSyn-EYFP) (n=2), se
deprivd de agua a cada ratébn por 48 horas antes de comenzar los experimentos

conductuales.

3.1 Estudios de discriminacién olfatoria en ratones inyectados con AAV

Tras habituarse al olfactometro y aprender la prueba de entrenamiento inicial descrita
anteriormente (Ver Materiales y Métodos), los animales fueron entrenados utilizando los
odorantes isoamilacetato (ISO) (1% v/v en MO) como odorante recompensado con agua
(S+) y aceite mineral (MO) como odorante no recompensado (S-) en una prueba de
discriminacién go/no-go (n=7). En el dia 1 de entrenamiento, 2 ratones (28,6% del total);
uno inyectado con el virus que expresa ChR-2 y el otro animal inyectado con el virus
control, cumplieron el criterio para completar la prueba. Este criterio, que consistié en
lograr 285% de aciertos en un bloque al menos 3 veces a lo largo de la sesion, fue
considerado para asegurar la estabilidad de la respuesta del animal (Slotnick & Restrepo,
2005). En el 8vo bloque, estos animales lograron 285% de aciertos al menos una vez.
Los ratones que no completaron la prueba fueron entrenados un dia adicional o mas dias
hasta que alcanzaran el criterio de aprendizaje. Al dia 2, dos ratones inyectados con el
virus que expresa ChR-2 lograron el criterio, alcanzando en el 2do bloque 285% de
aciertos al menos una vez, obteniendo un 57,1% de animales en total que cumplieron el

criterio hasta la 2da sesion de entrenamiento. Al 3er dia, 2 ratones completaron la
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prueba; un ratdn inyectado con el virus que expresa ChR-2 y otro con virus control,
alcanzando en el 4to bloque 285% de aciertos al menos una vez y obteniendo un 85,7%
de animales en total que cumplieron el criterio hasta la 3ra sesion de entrenamiento. Un
raton (14,3% del total) inyectado con el virus que expresa ChR-2 fue entrenado 4 dias y

logré 285% de aciertos en el 2do bloque (Figura 16).
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Figura 16. El 85% de los roedores implantados aprenden a discriminar ISO/MO en 3 sesiones de
entrenamiento de la prueba inicial de discriminacién go/no-go. Porcentaje de aciertos de los roedores
en la prueba inicial de discriminacidon go/no-go de isoamilacetato vs. aceite mineral (ISO/MQO) para cada dia
de entrenamiento (1-4), analizado por bloques de 20 ensayos de cada uno, para los ratones inyectados con
el virus que expresa ChR-2 (tonos grises) (n=5) y ratones inyectados con el virus control (tonos rojos) (n=2),
sin fotoestimulacion. El odorante recompensado fue ISO (S+) y el odorante no recompensado fue MO (S-).
El criterio de aprendizaje (85% de aciertos) fue alcanzado en el 3er dia de entrenamiento por el 85% del
total de ratones. Cada curva representa un animal. El grafico de barras representa el porcentaje acumulado

de animales que alcanzaron el criterio en cada dia de entrenamiento.
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Las pruebas fueron realizadas en una sala cerrada y en silencio para evitar un
aprendizaje asociado a algun estimulo auditivo y/o visual y para evitar potenciales
distractores que puedan influir en la capacidad de aprendizaje de los roedores. El agua
que recibio cada animal diariamente, que consistio en la recompensa de agua a lo largo
de cada sesion y agua adicional para completar 1-1,5mL segun el peso de cada animal,
corresponde a un 35% aproximado de la ingesta de agua ad libitum de ratones C57BL/6J

(Bachmanov y col., 2002).

3.2 Efecto de la estimulacion optogenética del cerebro basal anterior en la
discriminacion olfatoria

Esta prueba de discriminacion go/no-go siguié el mismo protocolo que la anterior, con la
excepciéon de que cuando el ratén recibe un estimulo de odorante (S+ o S-),
simultdneamente recibe un tren de pulsos de luz por 3s, con el protocolo de
fotoestimulacion descrito anteriormente (Ver Materiales y Métodos). La importancia de
repetir la prueba anterior es que el animal se habitle a tener conectado a su implante la
fibra ¢ptica de acople y al efecto de la anestesia requerida para realizar esta conexion
manualmente. El primer dia de entrenamiento con fotoestimulacion puede afectar el
desempenio del roedor en la prueba, dificultando su aprendizaje. Cabe destacar que la
potencia que entrega la fibra éptica no disminuye sustancialmente en el tiempo, incluso

hasta 4 meses después de ser implantada (Sparta y col., 2012).

En el primer dia de entrenamiento, 4 ratones cumplieron el criterio de aprendizaje. De
estos roedores, 3 fueron inyectados con el virus que expresa ChR-2 (57,1% de los
ratones inyectados con este virus) y un raton fue inyectado con el virus control. En el 4to
bloque, todos lograron 285% de aciertos al menos una vez. Los ratones que no

alcanzaron el criterio se entrenaron por un dia adicional. Al 2do dia de entrenamiento,
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los 3 animales restantes lograron el criterio, aunque sélo completaron 9 de los 10 bloques
de la sesion por pérdida de motivacion para realizar la prueba desde el 9no bloque,
alcanzando en el 4to blogue 285% de aciertos al menos una vez. De estos ratones, 2
fueron inyectados con el virus que expresa ChR-2 (100% de los ratones inyectados con

este virus) y un ratén fue inyectado con el virus control (Figura 17).
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Figura 17. Al activar neuronas del HDB, el 100% de los roedores aprenden a discriminar ISO/MO en
dos sesiones de entrenamiento. Porcentaje de aciertos de los roedores en la prueba inicial de
discriminacion go/no-go de isoamilacetato vs. aceite mineral (ISO/MO) con fotoestimulacion para cada dia
de entrenamiento (1-2), analizado por bloques de 20 ensayos de cada uno, para los ratones inyectados con
el virus que expresa ChR-2 (tonos grises) (n=5) y ratones inyectados con el virus control (tonos rojos) (n=2).
El odorante recompensado fue ISO (S+) y el odorante no recompensado fue MO (S-). El criterio de
aprendizaje (85% de aciertos) fue alcanzado en el 2er dia de entrenamiento por el total de ratones. Cada
curva representa un animal. El grafico de barras representa el porcentaje acumulado de animales que
alcanzaron el criterio en cada dia de entrenamiento, para los ratones que fueron inyectados con el virus que

expresa ChR-2 (gris) y ratones que fueron inyectados con el virus control (rojo).
Posteriormente se realizd un entrenamiento con las mismas condiciones experimentales
descritas anteriormente con fotoestimulacion, pero con la excepcion de que se utilizaron

los odorantes fenilacetato 1% v/v en MO (PHEN), como estimulo recompensado (S+) y

2-butanona 1% v/v en MO (2-BUT), como estimulo no recompensado (S-). Esta prueba
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se llevé a cabo después de ISO/MO debido a que es mas facil para los animales
diferenciar la presencia-ausencia de un odorante que discriminar un par de odorantes
con distintas cualidades. Ambos son compuestos hidrocarbonados hidrofébicos que no
comparten grupos funcionales, y que en este caso se entregan en una concentracion
supraumbral, por lo que es una prueba sencilla para los ratones. Cada animal tuvo que
completar al menos 3 bloques con un porcentaje de acierto de 285% para cumplir el

criterio de aprendizaje, al igual que la prueba anterior (Figura 18).
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Figura 18. Al activar neuronas del HDB, el 100% de los roedores aprenden a discriminar PHEN/BUT
en dos sesiones de entrenamiento. Porcentaje de aciertos de los roedores en la prueba de discriminacion
go/no-go de fenilacetato vs. 2-butanona (PHEN/2-BUT) con fotoestimulacion para cada dia de
entrenamiento (1-2), analizado por bloques de 20 ensayos de cada uno, para los ratones inyectados con el
virus que expresa ChR-2 (tonos grises) (n=4) y ratones inyectados con el virus control (tonos rojos) (n=2).
El odorante recompensado fue PHEN (S+) y el odorante no recompensado fue 2-BUT (S-). El criterio de
aprendizaje (85% de aciertos) fue alcanzado en el 2er dia de entrenamiento por el total de ratones. Cada
curva representa un animal. El grafico de barras representa el porcentaje acumulado de animales que
alcanzaron el criterio en cada dia de entrenamiento, para los ratones que fueron inyectados con el virus que

expresa ChR-2 (gris) y ratones que fueron inyectados con el virus control (rojo).

En el primer dia de entrenamiento, 5 ratones cumplieron el criterio de aprendizaje. De

estos animales, 3 fueron inyectados con el virus que expresa ChR-2 (75,0% de los



49

ratones inyectados con este virus) y 2 ratones fueron inyectados con el virus control. Al
3er bloque, todos ellos lograron 285% de aciertos al menos una vez. Al segundo dia de
entrenamiento, el ratén restante que se inyectd con el virus que expresa ChR-2 (15,0%
de los ratones inyectados con este virus), logré =285% de aciertos en el 6to bloque y
alcanzd el criterio de aprendizaje, aunque sélo completo 8 de los 10 bloques de la sesién

debido a la pérdida de motivacién para realizar la prueba desde el 8vo bloque.

3.3 Rol del cerebro basal anterior en la discriminacion de mezclas complejas de
odorantes

Se probaron dos concentraciones diferentes de dos mezclas complejas de odorantes de
composicion similar: un conjunto de 10 odorantes monomoleculares distintos (10C) y 9
de éstos (10C-1), siendo nonano el compuesto que no esta presente (Ver Materiales y
Métodos). Se realiz6 una prueba de discriminacién go/no-go con fotoestimulacion, en
que la mezcla de odorantes 10C fue recompensada con agua (S+), mientras que la
mezcla de odorantes 10C-1 no fue recompensada (S-). En estudios anteriores se
observd que los ratones C57BL/6J no discriminan estas mezclas al 0,16%, pero logran
discriminarlas al 1,6% en el segundo dia de entrenamiento, siendo esta concentracion el
umbral de discriminacion (Becerra, 2019). Las concentraciones utilizadas para esta
investigacion fueron una concentracion bajo el umbral de discriminacion (0,16% v/v en

MO) y la concentracion del umbral de discriminacion (1,6% v/v en MO).

En el primer dia de entrenamiento, el roedor cumplié el criterio de aprendizaje en el 4to
bloque, alcanzando 285% de aciertos. Se realizé un segundo dia de entrenamiento para
poder comparar de mejor forma los resultados con los obtenidos anteriormente en el
laboratorio, independientemente del desempefio del animal. En el dia 2 de

entrenamiento, el raton alcanz6 285% de aciertos en el 2do bloque (Figura 19).
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Figura 19. Al activar neuronas del HDB, un roedor aprende a discriminar mezclas complejas de
odorantes al 0,16% v/v en MO en una sesion de entrenamiento. Porcentaje de aciertos del roedor
inyectado con el virus que expresa ChR-2 (morado) (n=1) en la prueba de discriminacion go/no-go de
mezclas complejas de odorantes (10C vs. 10C-1) al 0,16% v/v en MO con fotoestimulacion para cada dia
de entrenamiento (1-2), analizado por bloques de 20 ensayos de cada uno. La mezcla de odorantes 10C fue
recompensada con agua (S+), mientras que la mezcla de odorantes 10C-1 no fue recompensada (S-). El
animal alcanzd el criterio de aprendizaje (85% de aciertos) en el ler dia de entrenamiento.

Al dia siguiente, se entrend al mismo animal que fue inyectado con el virus que expresa
ChR-2 en la prueba de discriminaciéon go/no-go utilizando las mezclas complejas al 1,6%
viv en MO, en que la mezcla de odorantes 10C fue recompensada (S+), mientras que la
mezcla de odorantes 10C-1 no fue recompensada (S-). En el primer dia de
entrenamiento, el ratén no alcanzé el criterio de aprendizaje, completando solamente 6
bloques con 70% de aciertos como maximo. Cabe destacar que el animal se acercaba
al compartimento de muestreo de odorantes y se retiraba inmediatamente cuando se
entregaba el estimulo de odorante, demorando mas tiempo en completar los bloques y

mostrando una aparente aversion a estas mezclas de odorantes a dicha concentracion.

Al segundo dia de entrenamiento, el comportamiento del animal fue similar al dia
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anterior. El roedor complet6 s6lo 4 bloques y no alcanzé el criterio de aprendizaje, sino

que como maximo logro un 70% de aciertos que disminuyd a 55% en el 4to bloque

(Figura 20).
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Figura 20. Al activar neuronas del HDB, un roedor no logra discriminar mezclas complejas de

odorantes al 1,6% v/v en MO en dos sesiones de entrenamiento. Porcentaje de aciertos del roedor

inyectado con el virus que expresa ChR-2 (morado) (n=1) en la prueba de discriminacion go/no-go de

mezclas complejas de odorantes (10C vs. 10C-1) al 1,6% v/v en MO con fotoestimulacion para cada dia de

entrenamiento (1-2), analizado por bloques de 20 ensayos de cada uno. La mezcla de odorantes 10C fue

recompensada con agua (S+), mientras que la mezcla de odorantes 10C-1 no fue recompensada (S-). El

animal no alcanzo el criterio de aprendizaje (85% de aciertos) en dos sesiones de entrenamiento.



DISCUSION Y PROYECCIONES

Con el objetivo de estudiar el rol de la activacion neuronal del BF, particularmente del
HDB, en el contexto de la discriminacion olfatoria de mezclas complejas de odorantes
de composicioén similar, se utilizaron herramientas de optogenética in vivo para modular

la actividad neuronal en ratones despiertos.

Inyecciones de AAV en el cerebro basal anterior

Las metodologias convencionales de activacion o inhibicién neuronal tales como las
lesiones y agentes farmacoldgicos, tienen efectos duraderos e incluso irreversibles sobre
las neuronas de una region, impidiendo el analisis con una apropiada resolucion
temporal que permita estudiar la contribucion de una regién cerebral en estudios
conductuales. Por otro lado, la estimulacion con electrodos o campos magnéticos
permite una activacién precisa temporalmente, pero con una resolucién espacial dificil
de verificar y que afecta no sé6lo a todos los tipos neuronales que constituyen una region
neuronal, sino que incluso a las proyecciones provenientes de otras regiones cerebrales
que atraviesan la zona. En este contexto, el uso de un vector viral para expresar opsinas
en neuronas combinado con técnicas genéticas, tiene la ventaja de permitir la activacion
0 inhibiciébn de una poblacion neuronal especifica con una precision de milisegundos

(Aravanis y col., 2007).

En este trabajo, se llevd a cabo la activacion neuronal del HDB durante una prueba de
comportamiento, especificamente al inicio de cada ensayo, para evaluar la hipétesis de
gue activar neuronas de esta region facilita la discriminacién de mezclas complejas de

odorantes en ratones.

En primer lugar, se realizaron inyecciones virales utilizando volimenes decrecientes de

AAV para determinar el volumen Optimo a inyectar y de esta manera lograr la expresion
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de AAV5-hSyn-ChR-2-m-Cherry en el HDB de ratones. Respecto a los resultados de
esta titulacién viral, se logré expresar ChR-2 en el HDB al inyectar 1000nL del virus, a
pesar de que no pudo ser expresado especificamente en la zona de interés, ya que el
virus difundié a otras zonas del BF como la Sl, el VP y a regiones més alejadas que no
corresponden al BF. Esto resulta problematico si se busca una activacion neuronal
dirigida a una regién en particular, ya que, con un pulso de luz a través de la fibra dptica,
se alterard la actividad de otras zonas cerebrales que no tienen que ver solamente con
el procesamiento de la informacién olfatoria y que pueden modular la actividad por
retroalimentacion hacia el sistema olfatorio. Por ejemplo, la Sl'y el MCPO proyectan a la
neocorteza y amigdala (Zaborszky y col., 1986). De esta manera, si se activan neuronas
de esta zona que se ubica cerca del HDB, habra modulacion de la actividad en otras
regiones cerebrales que pueden retroalimentar a la corteza piriforme y generar cambios
en la percepcién y discriminacion de olores. Sin embargo, a pesar de que la difusion del
virus no se localizé especificamente en la zona de interés, estos resultados fueron utiles
para obtener una estimacién de la tasa de difusion viral para ser considerada en las
inyecciones cerebrales posteriores en que ademas se implant6 la fibra éptica en el
cerebro de los roedores. Es asi como se determind que con un volumen de 1000nL de
AVV, la magnitud de la difusién radial fue de 0,555mm?, con 500nL fue de 0,491mm?,

con 250nL fue de 0,625mm?y con 100nL fue de 0,339mm?2,

Considerando lo anterior, y si bien la tasa de difusion viral indicaba que el volumen
Optimo de inyeccién debiese ser 100nL para expresar ChR-2 especificamente en el HDB,
se establecié que el volumen 6ptimo de virus que debe inyectarse corresponde a 250nL.
La razén principal que justifica esta eleccion se debe a que en estudios anteriores se ha

descrito que dos pasos quirdrgicos en la misma cirugia (inyeccion viral e implante de la
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fibra Optica) reducen significativamente el nUmero de neuronas que son infectadas por
el virus. Esto es debido a que aumenta la probabilidad de dafio tisular y el riesgo de que
parte del volumen de virus ascienda en la lesion tisular por capilaridad, ademas de la
posibilidad que siempre esté presente, de que la expresion del virus y la fibra ptica no
se posicionen en la misma zona del cerebro (Jackman y col., 2018). Por otro lado, si la
intervencion quirdrgica se hubiera realizado en dos cirugias por separado, la tasa de
éxito es aln menor, puesto que aumenta la probabilidad de que la fibra éptica no sea
implantada en la misma region del cerebro, ademas de la implicancia de someter al

animal a anestesia profunda por segunda vez.

No obstante, el implante de fibra Optica provee una ventaja en esta estrategia
experimental, ya que las neuronas que se activen por fotoestimulacién dependeran
finalmente de la regién donde se ubique el implante, a pesar de que el virus difunda
ademas hacia otras zonas cerebrales fuera del HDB. La estructura cénica generada por
la dispersion de la luz en la punta de la fibra 6ptica (Yizhar y col., 2011) permite
solamente la fotoestimulacion de las neuronas que se encuentren bajo ésta, otorgando
mas especificidad a la activacion neuronal. Incluso, la fibra éptica limita la zona de
fotoestimulacién no solo en el eje medial-lateral, sino que también en los ejes
anteroposterior y dorsoventral también, debido a la dispersion de la luz en el tejido de

mamiferos (Aravanis y col., 2007). Se logré implantar exitosamente 7 animales.

Eleccion del protocolo de fotoestimulacion

El protocolo de fotoestimulacion fue disefiado para activar neuronas de manera muy
precisa temporalmente, considerando la cinética de la opsina utilizada (ChR2/H124R)
(Ver Anexo, Tabla 1). Tomando en cuenta lo anterior, se opt6 por fotoestimular mediante

un tren de pulsos de 15ms con una frecuencia de 20Hz por 3s, permitiendo que el influjo
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de cationes a través de ChR-2 despolarice a las neuronas durante la fotoestimulacion.
Ademas, se calibr6 la potencia de cada fibra éptica de acople sin el implante de fibra
Optica y luego con éste, verificando que ocurre una pérdida de potencia debida a estas
conexiones. De esta manera, se ajusto la intensidad de corriente con cada fibra optica
para transmitir la misma potencia en cada caso. Se utilizé una irradiancia de 30mw/mm?2,
A pesar de que ocurre un aumento de temperatura en el tejido cerebral cuando se
entregan pulsos de luz, estos cambios son poco relevantes como para causar dafio
tisular (0.2-2°C, de 3-30mW/mm?), pero suficientemente intensos como para poder
provocar cambios fisiolégicos como alteraciones en el potencial de campo y cambios
conductuales en los individuos (Moser y col., 1993; Long & Fee, 2008), debido a que
muchos procesos neuronales son dependientes de temperatura, incluyendo la
conductancia de canales y la transmision sinptica (Oweny col., 2019). Por otro lado, se
ha descrito un modelo que predice que periodos largos de luz continua (>100ms)
comunmente utilizados para la inhibicion optogenética, causan un incremento de la
temperatura considerable a potencias de luz bajas (3-5mW/mm?), mientras que
potencias mas altas (=30 mW) causan un incremento minimo de la temperatura cuando
la duracion de cada pulso es menor que 100ms (Stujenske y col., 2015). Segln este
modelo, a una frecuencia de estimulacién de 20Hz con trenes de pulsos de luz de 10ms
en un tiempo total de 10s con una potencia de 15mW, el aumento de temperatura es
minimo comparado al aplicar luz a una potencia de 15mW por trenes de pulsos de mayor
duracién (Oweny col., 2019). Por estas razones, el protocolo de fotoestimulacion de este
estudio consistié en pulsos de 30mW a 20Hz por 3s. Considerando las caracteristicas
fisicas de la fibra éptica utilizada y propiedades del tejido cerebral de mamifero como
densidad y calor especifico, se determind segun los calculos descritos en estudios

anteriores (Yizhar y col., 2011) que el aumento méaximo de temperatura en la punta de
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la fibra Optica implantada es de aproximadamente 0,71°C luego de los 3s de
fotoestimulacién en nuestro protocolo. Aunque esta magnitud es baja y el aumento de
temperatura del tejido neuronal por efecto luminico es bastante lento (Stujenske y col.,
2015), se utilizaron ratones al que se le inyecto el virus control y que también fueron
fotoestimulados para descartar la variable del efecto térmico en la estimulacion del tejido

cerebral.

Discriminacion de mezclas complejas de odorantes

Los resultados obtenidos de los entrenamientos conductuales podrian indicar que la
activacion neuronal del HDB facilita la discriminacion olfatoria de mezclas complejas de
odorantes a una concentracién a la que los ratones C57BL/6J no son capaces de
discriminar (0,16% v/v en MO), segun estudios anteriores del laboratorio (Becerra, 2019).
Sin embargo, para corroborar esta afirmacion es necesario aumentar el niamero de
muestra y realizar esta prueba conductual con ratones inyectados con el virus control
para comparar los resultados con el animal inyectado con el virus que expresa ChR-2 y
con los estudios anteriores mencionados. Por otro lado, la activacion neuronal del HDB
reflej6 una aparente aversién hacia estas mezclas a una concentracion a la que los
ratones C57BL/6J logran realizar la prueba (1,6% v/v en MO) (Becerra, 2019). Sin
embargo, es necesario aumentar el nUmero de muestra y realizar esta prueba con

animales inyectados con el virus control.

Recientemente se determind que el nimero de neuronas del BF que cambian su tasa de
disparo aumenta a medida que el animal aprende a discriminar odorantes en una prueba
go/no-go. En cambio, en una prueba go/go, en la que los roedores reciben recompensa
de agua sin importar el estimulo que se presenta, la tasa de disparo de las neuronas del

BF disminuye (Nunez-Parra y col., 2020), indicando que la actividad neuronal del BF se
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relaciona con la conducta asociada a la obtencion de un resultado correcto en una

prueba de discriminacién olfatoria.

Se ha determinado que la discriminacion de mezclas de odorantes u odorantes
monomoleculares puede ocurrir a distintos niveles de procesamiento del sistema
olfatorio; a nivel del OB, PC o ambos, dependiendo de las diferencias entre los
compuestos utilizados en cada prueba. Esta discriminacion olfatoria implica un proceso
de aprendizaje y plasticidad sinaptica en que, a través de una consecuencia fisiologica
relevante para los individuos, en este caso, la recompensa de agua, los animales
aprenden a discriminar estimulos olfatorios muy similares (Chapuis & Wilson, 2012;

Weiss y col., 2012).

Los resultados obtenidos en este estudio indicarian que el 85% de los ratones C57BL/6J
implantados pueden completar una prueba go/no-go simple (ISO/MO) en tres sesiones
de entrenamiento. Con fotoestimulacién, ratones que expresan ChR-2 en el HDB y
ratones controles logran completar la misma prueba anterior en dos sesiones de
entrenamiento. Debido al bajo nimero de muestra, no fue posible realizar analisis
estadisticos. Sin embargo, segun los graficos presentados para esta prueba, con
fotoestimulacion los ratones implantados alcanzan el criterio de aprendizaje en un dia
menos que sin fotoestimulacion. Sin embargo, no es posible asociar este mayor
rendimiento a la fotoestimulacién, debido a que la preexposicion de los odorantes por si
sola puede mejorar el rendimiento de los animales (Mandairon y col., 2006; Becerra,
2019). No obstante, el objetivo de esta prueba inicial (ISO/MO) fue principalmente que
cada individuo aprendiera la dinamica del entrenamiento y se habituara al sistema de
optogenética in vivo para luego incrementar la dificultad de la prueba, razén por la que

posteriormente se realizé la prueba go/no-go utilizando otro par de estimulos olfatorios
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(PHEN vs 2-BUT). En esta prueba, en que se realiz6 fotoestimulacion, todos los ratones

implantados alcanzaron el criterio de aprendizaje al segundo dia de entrenamiento.

Con respecto a la prueba go/no-go con mezclas complejas de odorantes (10C/10C-1),
s6lo un ratén, que expresaba ChR-2 en el HDB, fue sometido a este entrenamiento. El
animal logré discriminar estos estimulos muy similares y lograr el criterio de aprendizaje
al primer dia a la concentracion de 0,16% v/v en MO, luego de someterse a una
preexposicion de dichas mezclas a dos concentraciones distintas (0,16% y 1,6% v/v en
MO). Esta preexposicion se llevé a cabo debido a inconvenientes con el olfactémetro
que obligaron a repetir la prueba posteriormente. Este resultado implicaria una
disminucién del umbral de discriminacién olfatoria, ya que anteriormente se determiné
que ratones C57BL/6J no logran discriminar esta mezcla de odorantes al 0,16% v/v en
MO luego de dos dias de entrenamiento (Becerra, 2019). Sin embargo, el nimero de
muestra es demasiado pequefio para atribuir este resultado a la activacion neuronal del
HDB, considerando que los ratones controles no pudieron ser sometidos a esta prueba

para ser comparados.

Por otro lado, el mismo roedor mostré un comportamiento aversivo cuando fue expuesto
a las mezclas 10C/10-C al 1,6% v/v en MO, luego de ser preexpuesto a dichas mezclas
de odorantes como se menciond anteriormente. Si al aumentar el nimero de muestra se
observara la misma conducta en ratones implantados al activar neuronas del HDB y no
en ratones inyectados con el virus control, se podria deber a que al activar neuronas del
HDB, se modularia la actividad fasica de neuronas no-colinérgicas del BF, que cumplen
un rol en la codificacién de la saliencia motivacional hacia sefiales confiables de
prediccion de recompensa, independiente de las respuestas motoras asociadas (go/no-

go) o el valor hedonico de estas sefiales (recompensa o castigo) (Lin & Nicolelis, 2008).
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Ademas, la activacion de las fibras glutamatérgicas del BF, que proyectan a regiones
cerebrales relacionadas a la generacion de comportamientos aversivos, puede influir en
la percepcidn de estos estimulos olfatorios. De esta manera, la activacion neuronal del
HDB podria alterar la percepcion de estas mezclas de odorantes a una concentracion
del 1,6% v/v en MO y otorgarles un valor heddnico aversivo o0 una menor saliencia
motivacional. Cabe destacar que este comportamiento aversivo fue observado en
estudios anteriores empleando las mismas mezclas complejas con ratones C57BL/6J a
una concentracién de 16% v/v en MO (Becerra, 2019). Sin embargo, es posible que esta
conducta sea resultado de la variabilidad poblacional, ya que no fue posible comparar
con el grupo control. Por lo tanto, es necesario aumentar el nUmero de muestra para
comparar estos resultados con el grupo control y con los obtenidos anteriormente en el

laboratorio.

Rol de las neuronas colinérgicas del BF en la discriminacion olfatoria

Se ha sugerido que la discriminacién de estas mezclas complejas de odorantes es
resuelta a nivel de la PC y no a nivel del MOB. Con registros electrofisiol6gicos utilizando
animales anestesiados, se observo que al remover un componente de los 10 odorantes
de esta mezcla, las neuronas mitrales del MOB se activan significativamente de manera
distinta con cada compuesto que es removido. Sin embargo, las Pyr de la PC no se
activan diferencialmente al remover los componentes de la mezcla, sugiriendo que los
ensambles de activacién neuronales completan las sefiales (complecién de patrones) y
son percibidas como si la mezcla estuviera presente con todos sus componentes.
Incluso, al remover mas componentes los ensambles se activan de manera diferencial
mas fuertemente en la PC que en el MOB (Barnes y col., 2008; Wilson, 2009). Por lo

tanto, aunque las Pyr responden diferencialmente a mezclas similares de este tipo con
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sobrelape de activacion, el conjunto de actividad neuronal ignora esta diferencia de
variaciones en los estimulos y genera una complecion de patrones que es fundamental
para la estabilidad perceptual, lo que explicaria la dificultad de la prueba go/no-go

empleando mezclas complejas inicialmente.

Sin embargo, dependiendo de la experiencia, con una consecuencia relevante fisiolégica
como la recompensa de agua, se lograrian modificar los patrones de activacion cortical.
Se ha propuesto que inicialmente el nivel de activacion de las neuronas colinérgicas en
el BF frente a un estimulo de odorante nuevo es alto. Luego de ~80ms, la activacion de
Pyr inhibe parcialmente a las neuronas colinérgicas del BF. Al mismo tiempo, la
modulacion por ACh promueve gradualmente la potenciacion a largo plazo (LTP) entre
las conexiones auto-asociativas de Pyr (de Almeiday col, 2016). Por lo tanto, la actividad
de cada Pyr refleja no solo la combinacién de caracteristicas del odorante percibido, sino
gue también recapitula la activacion cortical de neuronas que se coactivaron con ese
estimulo (Wilson & Sullivan, 2011). Cuando un odorante es percibido, integrado y
recordado, las sinapsis recurrentes entre Pyr que se activaron se fortalecen y aumentan
su actividad, inhibiendo a las neuronas colinérgicas del BF y reduciendo la modulacién
por ACh, disminuyendo la plasticidad sinaptica y restaurando la transmisién de sefiales
entre las conexiones auto-asociativas de Pyr, recordando ese percepto olfatorio. De esta
manera, el circuito neuronal fluctda entre los estados de aprender y recordar con cada
estimulo olfatorio al que es expuesto el individuo. En general, la representacion de la
activacion neuronal de este odorante en la red cortical es més fuerte y especifica como
resultado de la plasticidad sinaptica (de Almeida y col., 2013). Por otro lado, la
modulacion colinérgica en la PC afecta fuertemente las representaciones de activacion

neuronal del odorante en el MOB, donde se generan sefiales distribuidas y sincrénicas
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hacia la PC durante el aprendizaje, pero sin generar el recuerdo, es decir, sin integrar la
informacién a nivel del MOB (de Almeida y col., 2016). Por lo tanto, en la prueba de
discriminacién go/no-go de mezclas complejas de odorantes, gradualmente mejoraria la
distincion entre los estimulos de odorantes en el transcurso del entrenamiento
conductual, produciendo la separacidn de estos patrones de activacion y mejorando la
agudeza perceptual (Chapuis & Wilson, 2012; 2013). De esta forma, las sefales
colinérgicas desde el BF hacia regiones del sistema olfatorio retroalimentan las

respuestas a los estimulos y serian necesarios para la discriminacion de odorantes.

Ademas de los efectos neuromodulatorios del BF sobre la corteza olfatoria, en regiones
mas tempranas del procesamiento de esta informacion, como el MOB, también existe
evidencia de estudios de registros electrofisiol6gicos con animales anestesiados, en que
se observé que la activacién de receptores colinérgicos en el MOB aumenta el nimero
de MC que responden diferencialmente a odorantes similares, regulando los campos
receptivos a odorantes en las MC y aumentando la capacidad de discriminar estimulos
olfatorios al cambiar las representaciones de éstos, que puede interpretarse ademas
como un aumento en la atencion del individuo frente a estos estimulos (Chaudhury y
col., 2009). También, en otro estudio en que se activaron fibras colinérgicas del HDB en
animales anestesiados, se observo una mayor excitacion de las MC en reposo y frente
a estimulos de odorantes de manera diferencial, sugiriendo que las fibras colinérgicas
desde BF hacia el MOB podrian permitir filtrar la informacién sensorial, disminuyendo la
actividad neuronal generada frente a estimulos basales o no relevantes y aumentando
la actividad generada frente a estimulos relevantes segun el contexto del individuo
(Rothermel y col.,, 2014). Incluso, mediante registros electrofisiolégicos utilizando

animales despiertos, en que se realizé una prueba de discriminacion activa, se determin6
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que existen cambios en la actividad de MC que permitirian transmitir sefiales segun el

valor hedonico de un olor si éste es recompensado (Doucette y col., 2011).

Esta serie de estudios dan sustento a la hipétesis de que activar neuronas del HDB en
ratones facilitaria la discriminacion de estimulos de mezclas complejas de odorantes
comparado con el grupo control. Sin embargo, es necesario aumentar el numero de
muestra para atribuir los resultados obtenidos, en parte, al rol de las neuronas
colinérgicas del HDB como facilitadoras de la capacidad de discriminar odorantes

similares.

Rol de las neuronas GABAérgicas del BF en la discriminacién olfatoria

Estudios recientes utilizando animales anestesiados afirman que la activacion de fibras
GABAérgicas del HDB hasta el MOB inhibe la actividad de MC, pero mejora la respuesta
frente a estimulos de odorantes. También, aumentan la amplitud de disparo por cada
olfateo e inhiben las tasas de disparo mientras no se olfatea (Béhm y col., 2020). Por lo
tanto, las fibras GABAérgicas del HDB que proyectan al MOB probablemente aumentan
la relacion sefal/ruido de las MC al inhibir sefiales entrantes débiles y facilitar sefiales

mas robustas, siendo fundamental en los procesos atencionales (Béhm y col., 2020).

Ademas, se ha descrito que la inhibicién farmacolégica selectiva in vivo de neuronas de
proyeccion GABAérgicas en el HDB dificulta la discriminacion de odorantes similares
estructuralmente (Nunez-Parra y col., 2013) y que los aferentes GABAérgicos del HDB
inhiben a las GC (Nunez-Parray col., 2013; Sanz Diez y col., 2019). La inhibicién de este
tipo de interneuronas podria generar una desinhibicién de las MC y ET, que podria
explicar la excitacion de MC con la activacion de fibras GABAérgicas del HDB (Bohm y
col., 2020), mejorando la discriminacion de odorantes. Estos estudios también darian

sustento a la hipétesis de que al activar neuronas del HDB, a pesar de que no sea a un
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tipo neuronal en especifico, modificaria la red neuronal mejorando la discriminacion de

odorantes frente a mezclas complejas.

Las interneuronas inhibitorias de las PC son cruciales en el proceso de discriminacion
de estimulos olfatorios y el aprendizaje, permitiendo el restablecimiento del equilibrio
entre excitacion e inhibicion y para mantener la estabilidad de la red neuronal. A medida
gue el animal aprende a discriminar estimulos olfatorios, la actividad de estas
interneuronas aumenta, permitiendo a la red cortical integrar y recordar la informacion
olfatoria sin provocar un estado hiperexcitable y podria ser un mecanismo para prevenir

la conectividad sinaptica indeseable (Brosh & Barkai, 2009).

Proyecciones

El BF no proyecta sus axones Unicamente a regiones destinadas al procesamiento de la
informacion olfatoria, sino que también a multiples sitios del cerebro, como a gran parte
de la corteza y al hipocampo (Zaborszky y col., 2012). Incluso, se han realizado registros
electrofisiologicos de neuronas colinérgicas del BF en animales despiertos con su
cabeza fijada mientras son sometidos a una prueba go/no-go de discriminacién auditiva,
en que se demostrd que las neuronas colinérgicas del BF responden precisamente a la
recompensa (agua) y al castigo del entrenamiento (pulso de aire), que son moduladas
por la expectativa del individuo (Hangya y col., 2015), sugiriendo que el sistema
colinérgico del BF puede transmitir sefiales que participarian en procesos cognitivos no

s6lo asociados a estimulos olfatorios.

AAV retrégrados para otorgar selectividad en la activacion neuronal
Al inyectar AAV en el BF se produce la expresion de ChR-2 en neuronas que proyectan
a diferentes regiones del cerebro. Por lo tanto, al activar las neuronas del BF con la

metodologia descrita en este estudio, ocurre una modulacién de la transmision sinptica
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en otras regiones del cerebro ademas del sistema olfatorio. Por esta razon, una buena
estrategia para futuros estudios seria utilizar un AAV de transporte retrogrado, es decir,
que difunda desde el terminal sinaptico de las neuronas infectadas, a lo largo de sus
axones, hasta el citoplasma de estas neuronas (Kaspar y col., 2002; Tervo y col., 2016).
De esta forma, se podria inyectar el virus en terminales axdnicos de neuronas
piramidales de la corteza piriforme, donde se expresaria ChR-2 en las membranas de
somas y axones que proyectan al HDB, infectando a los somas de neuronas de dicha
region. Considerando que la corteza piriforme recibe exclusivamente proyecciones del
HDB, se podria activar mas especificamente a las neuronas del BF que proyectan a la

PC.

Expresion de AAV bajo promotores especificos para otorgar especificidad

Para estudiar el rol especifico de una poblacién neuronal del HDB en la discriminacion
olfatoria, se podrian emplear animales transgénicos que expresen la recombinasa Cre
bajo un promotor especifico de una poblacién neuronal e inyectar en el cerebro de estos
animales un AAV Cre-dependiente. Estos AAV contienen el gen de la opsina invertida
con secuencias repetidas en ambos extremos. Al infectar una neurona que expresa Cre,
el gen que codifica para la opsina se invertira irreversiblemente y permitira la expresion
génica de la opsina solamente en aquella poblacién neuronal (Zhang y col., 2010). Por
ejemplo, para activar especificamente proyecciones colinérgicas o GABAérgicas del BF
al MOB, se podria utilizar ratones transgénicos que expresen Cre bajo el control de ChAT
(ChAT-Cre) o GAD2 (GAD2-Cre), respectivamente (Rossi y col., 2011; Taniguchi y col.,

2011).
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Electrofisiologia 'y Optogenética in vivo

Las fibras Opticas implantables pueden utilizarse junto con electrodos multiples para
acoplar el protocolo experimental de fotoestimulacion in vivo con electrofisiologia in vivo
(Kravitz & Kreitzer, 2011). Estas técnicas podrian utilizarse para inyectar AAV en el HDB,
activar las neuronas a través de una fibra 6ptica implantada en esta zona del cerebro, y
simultaneamente registrar la actividad neuronal mediante electrodos implantados en la
PC o el MOB. De esta manera, se podria determinar el efecto fisiol6gico de la modulacién
de la actividad neuronal del HDB en neuronas de regiones involucradas al procesamiento

de informacion olfatoria durante el comportamiento del animal en la prueba go/no-go.

Fotometria de fibra 6ptica

Otra técnica que puede utilizarse para registrar en tiempo real la actividad de las
neuronas del HDB en un entrenamiento conductual, es la fotometria de fibra éptica.
Mediante indicadores de activacién neuronal, estas sefiales son traducidas a sefiales
fluorescentes que se transmiten a través de la fibra éptica implantada en el cerebro del
animal y son detectadas mediante un detector (Guo y col., 2015), pudiendo alcanzar
regiones cerebrales profundas como el HDB. Las neuronas, al activarse de manera
colectiva y sincronica frente a estimulos externos o internos (Gunaydin y col., 2014),
producen grandes cambios en las sefiales de calcio. Existen indicadores de calcio
codificados genéticamente (GECIs) como las proteinas GCaMP (Cheny col., 2013) que
permiten registrar la actividad de dendritas, axones y somas de neuronas de una
poblacion determinada a través de fotometria utilizando animales en libre movimiento

(Kim y col., 2016).



CONCLUSIONES
En este estudio se logré implementar un sistema de optogenética in vivo con el objetivo
de estudiar el rol de la activacion neuronal del HDB en el contexto de la discriminacion
olfatoria de mezclas complejas de odorantes empleando animales en libre movimiento.
Con un mayor niumero de muestra, este seria el primer estudio enfocado en determinar
el rol de esta region cerebral en el sistema olfatorio utilizando animales despiertos y abre
la posibilidad a la realizacion de mas estudios que sustenten la participacion del HDB y
de cada poblacién neuronal especifica en la discriminacién de odorantes para dilucidar

los mecanismos de modulacion neuronal de esta area en el procesamiento olfatorio.

Los resultados obtenidos sugeririan que el 85% de ratones implantados aprende a
discriminar entre isoamilacetato y aceite mineral en tres sesiones de la prueba go/no-go.
Al activar neuronas del HDB, el total de los animales implantados que expresan ChR-2
aprenderian a discriminar estos estimulos en dos sesiones de entrenamiento y entre
fenilacetato y 2-butanona en dos sesiones de entrenamiento. Finalmente, en el Gnico
sujeto experimental en el cual se activaron neuronas del HDB durante la prueba de
discriminacién de mezclas complejas de odorantes, se observé un aumento de la
sensibilidad olfativa. Mas experimentos son necesarios para comprobar esta hipoétesis,

comparandolos con animales inyectados con el virus control.

La prueba de discriminacion olfatoria go/no-go con mezclas complejas de odorantes
genera un proceso de aprendizaje en los animales sedientos frente a una consecuencia
fisiolégica que en este caso es la recompensa de agua. Inicialmente es una prueba
compleja para los roedores, ya que son estimulos olfatorios similares. Sin embargo, en
el transcurso del entrenamiento, la experiencia del animal mejoria la agudeza perceptual.

Si al aumentar el nimero de muestra se observara el mismo desempefio observado, se
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podria afirmar que este proceso estaria facilitado por la activacion neuronal del HDB, en
el que se encuentran fibras neuromodulatorias que proyectan hacia regiones del sistema

olfatorio y que retroalimentarian las respuestas a los estimulos.
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ANEXO

Canalrodopsina-2 (ChR-2) modificada

Tabla 1. Propiedades cinéticas y de canal de ChR2 y ChR2/H134R. Comparacién de algunas
propiedades biofisicas de canalrodopsina-2 (ChR2) nativa y canalrodopsina-2 modificada (ChR2/H134R)

(Modificado de Lin, 2011).

Response spectra peak Level of Light sensitivity/ECso Opening rate 1 Closing rate 1 (ms)
desensitization (ms)
Channel variant Peak response Steady-state | steady-state/fpeak Peak response Steady-state  19.8 mW mm-Z light
response response intensity
ChR2 ~470 nm ~450 nm ~0.22 (470 nm) ~1A0mMWmm > | ~1.05 mW mm” ~121ms ~13.5ms
ChR2/H134R ~450 nm ~450 nm ~0.39 (470 nm) ~A07TmWmm” ~0.98 mW mm” ~1.92 ms ~17.9ms
Odorantes

Se disolvieron los odorantes utilizados (Sigma-Aldrich, USA) en 5 mL de MO y se
almacenaron en viales de vidrio. Se conectaron los viales al olfactdbmetro como se detalla

en la literatura (Slotnick & Restrepo, 2005).

Tabla 2. Odorantes utilizados para las pruebas de discriminaciéon go/no-go como estimulos de un
componente, donde cada uno se present6 de forma separada en distintos viales. Se muestra la presion
de vapor de cada odorante a 25°C (Perry, 1984; Alarie y col., 1995; Barnes y col., 2008), la cualidad de cada

uno de ellos y el volumen utilizado para obtener una concentracion del 1% v/v disuelto en MO.

Odorante

Presion de vapor
(mmHg a 25°C)

Dilucion en pL/5mL
(1% v/v en MO)

Descripcion de cualidad
del odorante

isoamilacetato 5,00 50 Frutal, banana
fenilacetato 0,40 50 Dulce, almendra
2-butanona 90,6 50 Gasolina
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Tabla 3. Odorantes utilizados para la prueba de discriminacién go/no-go de la mezcla de 10
compuestos (10C) y la mezclade 9 de ellos (10C-1). Se muestra la presion de vapor y la cualidad de cada
odorante (Barnes y col., 2008). Ademas, se exponen los voliumenes necesarios de cada compuesto para
obtener una concentracion del 1,6% v/v disueltos en MO. Para las mezclas al 0,16% v/v en MO, se diluy6

10 veces ambas mezclas preparadas al 1,6%.

Odorante Presion de Dilucién en Descripcion de cualidad
vapor (mmHg a | puL/5mL (1,6% viv del odorante
25°C) en MO)
isoamilacetato 5,00 7,6 Frutal, banana
etil-valerato 4.80 7,9 Frutal, manzana
5-metil-2-hexanona 4,60 8,25 Frutal, dulce
isopropilbenceno 4,58 8,3 Aromético
1-pentanol 6,11 6,2 Aceite de fusel, dulce
1,7-octadieno 6,15 6,2 Combustible
2-heptanona 3,86 9,85 Frutal, condimento
heptanal 3,52 10,8 Pasto, vino
4-metil-3-penteno-2-ona 6,69 57 Condimento, vegetal
Nonano (s6lo en 10C) 4,29 8,85 Gasolina
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