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Resumo

O cortex piriforme anterior (aPC) modulado pela acdo da noradrenalina (NA) esta
envolvido no circuito neural que suporta o aprendizado do apego do roedor infante com sua
mae em um periodo especifico do desenvolvimento anterior ao dia pés-natal (P) 10. O aPC
esta envolvido no processamento e discriminacdo de odores e durante o primeiro més de vida
pos-natal sofre mudancas morfoldgicas e funcionais. Estudos de imunohistoquimica e
registros de potencial de campo sugerem uma progressiva maturacdo na inibicao cortical no
aPC, a qual estd envolvida na integracdo e afinamento da atividade cortical para o input
olfatdrio entrante e representacdo do odor. O propdsito da presente tese foi contribuir para o
entendimento dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos no apego do rato infante para sua
mée mediado por odor, por meio da andlise do papel da transmisséo sinaptica GABAérgica no
aPC. Assim, o estudo da tese foi realizado para: 1) descrever as caracteristicas da transmissao
sinaptica GABAérgica no aPC durante o periodo sensivel (P5-P8) e pds-sensivel (P14-P17)
para o aprendizado do apego e para, 2) explorar a contribuicdo das caracteristicas da
transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC em um circuito neural artificial integrado para o
processamento do odor nesses periodos. O desenho experimental incluiu estudos combinados
de eletrofisiologia celular in vitro e de modelagem computacional. Os resultados
eletrofisiologicos demonstraram que a transmissao sinaptica GABAGérgica e as propriedades
intrinsecas passivas e ativas das células piramidais da camada 2/3 do aPC séo
substancialmente diferentes em P5-P8 e P14-P17. Esses dados experimentais foram
integrados em um circuito neural artificial onde foi simulado o processamento de odor em
condicBes etologicas (odor de baixa intensidade e odor de alta intensidade com acdo da NA).
A andlise das simulagfes sugere que o input GABAérgico nas células piramidais parece
contribuir com um efeito despolarizante nos dois periodos de idade. Além disso, o perfil de
rapida adaptacdo na frequéncia de disparo de potenciais de acdo para o input despolarizante é
maior nas células piramidais em P5-P8 que em P14-P17. Assim, 0 nosso estudo sugere que
essas duas condi¢des maduracionais no aPC garantem em P5-P8 um perfil de processamento
de odor, que quando refor¢ado pela acdo da NA, leva a um rapido melhoramento na eficacia
sinaptica, contribuindo assim para uma rapido aprendizado do apego que caracteriza o periodo
sensivel; enquanto esse mecanismo parece ocorrer em menor grau para aPC no periodo P14-
P17.



Abstract

The anterior pyriform cortex (aPC) modulated by the action of noradrenaline (NA) is
involved in the neural circuitry that supports the early attachment learning in infant rodents
within a specific period of development before the postnatal day (P) 10. The aPC is involved
in the processing and discrimination of odors and during the first month of postnatal life goes
through morphological and functional changes. Field potential recording and
immunohistochemical studies suggest a progressive maturation of cortical inhibition in aPC,
which is involved in the integration and tuning of cortical activity for the incoming olfactory
input and odor representation. The purpose of this thesis was to contribute to the
understanding of the neurobiological mechanisms involved in the rodent infant attachment by
analyzing the role of GABAergic synaptic transmission in aPC. Thus, the study of the thesis
was performed 1) to describe the characteristics of GABAergic synaptic transmission in the
aPC during the sensitive (P5-P8) and post-sensitive (P14-P17) periods for infant attachment
learning, and 2) to explore the contribution of the characteristics of GABAergic synaptic
transmission in aPC in an integrated artificial neural circuit for odor processing. The
experimental design included combined studies of in vitro cellular electrophysiology and
computational modeling. Electrophysiological results demonstrate that GABAergic synaptic
transmission and the passive and active intrinsic properties of 2/3 layer aPC pyramidal cells
are substantially different in P5-P8 and P14-P17. These experimental data were integrated
into an artificial neural circuit where the odor processing was simulated under ethological
conditions (low-intensity odor and high-intensity odor with NA action). The analysis of the
output of the simulations suggests that the GABAergic input in the pyramidal cells appears to
contribute with a depolarizing effect on pyramidal cells in both periods. Moreover, the profile
of rapid spike frequency adaptation is greater in P5-P8 pyramidal cells than in P14-P17
pyramidal cells. Thus, our study suggests that these two maturational conditions in aPC
guarantee in P5-P8 an odor processing profile, which when reinforced by the action of NA
leads to a rapid improvement in synaptic efficacy, contributing to a rapid attachment learning
that characterizes the sensitive period. This mechanism seems to occur in lesser extent manner

for aPC in the post-sensitive period.
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Estimulo incondicionado

10



(B LT0 [ (o721 (0] o I- U U RO RR TSR 5

e =T [T [ 1= 0 0L RSP 6
RESUIMIO ..ttt R et e s st e b e e e b e e e e e e nnneaneennneene e 8
N ] 1 - Uo! ARSI 9
LiSta de @DFEVIACOES ......c.coveiiiieiiieie ettt sttt e et e e ae e nreeee s 10
31U F= U o TSP 11
TSy o= W0 [N T T = TS USRSSRSS 15
LiStA 0B TADEIAS ...ttt nre e 17
Sumario
(@ o1 1 LU 01 OSSOSO SU PRSP 18
1] 8 o 11 o Lo SR SR 18
1. Ideia datese: Uma jornada PESSOAI .........cccuciuiiieiiiiiieie et re s 18
2. IMOLIVAGAOD O ESTUTOD ...ttt bbbttt b bbb b et 21
3. TOPICO € PErguNtas dE PESTUISA. ......cuerverirrerereerirteesteestest st seebe sttt ses bbbt sb ettt sttt et e et n b 21
4. HipOIESES BSPECITICAS. ...eevviitiitieiii ittt et e et e et e s be e sbesbesae e st e steeeesteetaenrenre s 22
5. Abordagem MetOUOIOGICA .......c.eiieiiie ettt et re st reeraesrenre s 23
B, ODJELIVIOS ... bbb bt 27
7. ESIIULUIE G TESE ..ottt sttt sttt ettt b bbbt s et e b e e bt et e st e nbe st e s e 27
CAPILUIO 2 ...ttt ettt b et b e bbbt neene e 29
RETEFENCIAI TEOFICO ...ttt sttt reene e 29
1. Aspectos comportamentais e mecanismos neurobioldgicos do apego ........cccvveveveveciievececrneenen, 29
1.1.  Apego dos infantes COM SUA MEE .........eoueieiriririisie sttt sttt 29
1.2. Aspectos comportamentais do apego em roedores iNfantes...........covvvererereieiniesiseseeeeens 29
0 Y AN o =) o To [z Vo (o T [0 =T =T o [0 OSSP 30
1.2.1.1. Natureza associativa do aprendizado d0 @PEJO ........ccuerereriririieresiesie s 31
1.2.1.2. Periodos sensiveis para a formagao d0 apPEJO ........cervrueririiriririeireeee e 34
1.3.  Mecanismos neurobiol6gicos do aprendizado do apego.........cccevveiiieiiee i 35
1.3.1. Circuito neural envolvido no aprendizado dO 8PEJO0.......cccveeerirreereireeie et 35
1.3.1.1.  Mudangas N0 BUlbO OIFALONIO..........coviuiiiiicieeee e 36
1.3.1.2.  Mudangas no cOrtex Piriforme anterior............ccvirerererieieeieseee e 37
1.3.1.3. Sistema Locus Coeruleus-Noradrenaling ............ccoooeerieeieneiieene e 39
2. Organizacao estrutural e funcional do sistema Olfatorio ...........cccccvvveiiieveresccc e, 40
2.1.  BUIDO OIfatorio PriNCIPaAL ........cceiiiuiiieiee bbb 40
N O Y 17 o 1 =] - | S PTURURSST 40
2.1.2.  Proje¢des do bulbo olfatdrio para regifes CENLralS. .........cevreirerirerieerieese e 42
2.2, COMEX PITTFOMMIE ...ttt ettt bbbttt ettt et een e 43
2.2.1. Demarcagdo @NALOMICA .........coeruerueierierieeetesiesieseeseeeeeeseeseeressessesteseeseeseeseeseeseeseasesresnesseneeneens 43
2.2.2. Organizagio LAMINAT .........coooiieeieieie ettt ettt eseeeteeseesteeseesaeaneetesaeeeesaeeseeneenneas 43
2.2.3. CEIUIAS PrINCIPAIS .. vveveeveieriiteieeieeste ettt sttt ettt e b e bbbttt et e e ne e 45
2.2.3.1.  CEAIUIAS SEMIIUNAIES.......ectiiiiieiieieieiee ettt st st et e e eseeseetesresneneeeeneens 45
2.2.3.2. Piramidais SUPEITICIANS ......cviieeiieiiiieie ettt ettt ste et eteste e e e saeeneeseeeneas 45
2.2.3.3.  Piramidais ProfUNUas..........c.ccoiveiiiiiieii ittt st te e sreenaesreane s 46
2.2.3.4.  INTEIMEUIDINIOS ....veiviiiiti ittt b bbb bbb e e st s e et bt e sttt n e 46
2.2.4. Organizagdo Sindptica INtraCortiCal ...........ccooiririiiiiicee e 46
2.2.4.1.  SINAPSES EXCILALOITAS .. ..eiveiveieieeieieieie ettt sttt sttt et eseeseetesresneneeneeneens 46
2.2.4.2.  SINAPSES INIDITOMIAS. .. .cviiveeii ittt e te et e srearaentenre s 47



A T A 1 (o) (01 LU - | PR 47

2.2.5. 1. ATEIEINTES ..ot bbbt b ettt b bbb e 47
2.2.5.2.  EFOIBINTES .. it ettt bbb e 48
2.2.5.3.  AULOASSOCIALIVAS.......cvetitieeteeestei ettt sttt etttk b bt bbb et s e st e b e b b e e 48
2.2.5. 4, INIDITOTIO. ...eueiiiieieic bbbttt b bbbt 48
2.2.5.4.1. IniDICAO fEEAFOIWANT ......cvviiieceice e st nre s 48
2.2.5.4.2. INIDICAO TEEADACK.........ceiieiiieiieee e 49
2.2.6.  PlaStiCidade SINAPLICA ........ciriiiiiiiiieiete ettt 49
2.2.7. Retropropagacao de potencial de aCA0 .........cccevviiiiiiii e 50
2.3.  Aspectos do desenvolvimento pos-natal do cortex piriforme ..., 50
2.3.1. OrganizaGao [AMINAT .........ccoiiiiieieie et 50
2.3.2. CRIUIAS ... et ettt R e Rt bbb e 51
2.3.3.  Organizacao Sinaptica iNtraCortiCal ...........cccoiiiiiiinieeee e 51
2.3.3. 1. EXCIEALOMIA .veveveeeetiieeie ettt bbbttt ettt bbbttt 51
P TR B 11T o) (o - WSSOSO 52
2.3.4.  CIrCUITO INBUFAL......oviiiieiic ettt et b bbbt st e 52
2.3.5.  PlaStiCidade SINAPLICA. .......ceieiiiiiiieiite et bbbttt 53
2.3.6. Retropropagacao de potencial de @G0 ..........cceiiririirieieieie e 53
3. Papel da transmissdo sinaptica GABAérgica no processamento cortical do odor ............cccceeueaee. 54
(O o 11 1] [0 T PSSRSO 56
Desenvolvimento po6s-natal da transmissdo sinaptica GABAérgica no clrtex piriforme
1] (= o] SR P PR 56
I 11 oo 1o T OSSPSR 56
P V1= (oo 0 1SS 57
2.0 EBICAuuvuurieciece ittt 57
F A N 111 USSR 57
A T N [T 1411101 (o SO SPR TSSOSO 57
2.2.2. ACASAIAMENTO ... .oveivieiieiieie ettt ettt ettt R e re bttt nr e 58
2.2.3. Gestagdo, parto e padronizaGdo de NINNAAAS .............coerieiiiiiiiiie e 58
2.3, OCIUSE0 NASAl UNIIALEIAL .......cooiiiieieeieeee ettt 59
2.3.1. ANESLESIA POF THHO c.oitiiicieccece ettt s b e et et sbe e aesbe e e e sreereenreare s 59
2.3.2.  CAULETIZAGAO U0 NAIIZ .....cuiitieitieeieeee ettt bbbttt b et 59
2.3.3.  Verificagao da OCIUSEO NASA .........coeiiiiiiiiiiei e 60
p B S o |51 ] [0 - S PTURRRSS 62
2.4, EletrofiSiologia iN VITEO .......oouiiiiiieieiees bbbttt 62
2.4.1. Preparo 08 SOIUGDES .......ccuitirieterieiet ettt sttt b bbbt b et sb bt n e 62
2.4.2. Preparo 08 TalIaS .......cooue ittt sttt ettt te e neeereeneenneas 63
2.4.3. Visualizagdo e identificacio de CEIUIAS ...........cccvririirieieieeee e 64
2.4.4. Registro whole-cell patCh ClaMP ........oviiiiiii e 65
ot VL = To T o] =T o o o OSSPSR 66
2.4.5. Marcagdo de células com LUCITEr YEIOW ........ccccoiiiiiiieieieicese e 67
2.4.6. Drogas ULITIZAGAS .........cuiiiiiriiieieieee bbbttt 67
2.5, ANAIISE 08 GAADS.......cveuieieitiitiiteste ettt ettt ettt ettt r e r et e te s r et r e ens 67
R 1S U 7= To [ ST SSPSSSTR 68
3.1. Mudangas na transmissao sinaptica GABAérgica durante o desenvolvimento p6s-natal normal68
3.1.1. Correntes inibitdrias pds-sinapticas espontaneas (SIPSC)........cccccvviviieiiiieiiie s 69
3.1.2. Correntes inibitdrias p6s-sindpticas miniatura (MIPSC) ........cccviiviiieieneeeeeee e 70
3.1.3. Potencial de reversdo das correntes inibitorias pds-sinapticas espontaneas (Egapa) ««.«eeeeeree. 71
3.2. Efeitos da privacgdo olfatdria unilateral na maturagdo da transmissao sindptica GABAérgica ....72
3.2.1. Correntes inibitdrias pos-sindpticas espontaneas (SIPSC)......c.ccevvvvrererereieieeeese e 72
3.2.2. Correntes inibitdrias pos-sindpticas miniatura (MIPSC) ........cccovviviiiiienieeee e 77



3.2.3. Potencial de reversdo das correntes inibitorias pos-sinapticas espontaneas (Egapa) ««-«.coee.-. 77

O B ot U Lo OSSPSR 78
4.1. Perfil de desenvolvimento da transmissao sindptica GABAérgica no aPC.............ccecevveveiiennnnn 79
4.2. A privagdo olfatoria tem efeito leve no desenvolvimento da transmissdo GABAérgica............. 82
4.3. Privacdo olfatoria unilateral incrementa a frequéncia e amplitude das sIPSC no lado

contralateral @ OCIUSEOD NASAL...........cviiiiiiie ettt st b 84
4.4, Relevancia para o processamento do odor no desenvolvimento inicial pés-natal ....................... 85
(O T 11 101 [0 1 OSSR 87

Maturacéo das propriedades intrinsecas passivas e ativas de membrana das células
piramidais do cortex piriforme anterior .............cccooe e 87
I 1 1 oo 1o o TSSO 87
N Y/ 11 (oo o TSP 87
25 TR = o7 VOO 87
p A N 01111 USSR 88
2.3, EletrofiSiologia iN VITEO .......cciiiiiieieee ettt 88
2.3. 1. Preparo 08 FAIAS .......ccuiiiiitiriiite ettt 88
2.3.2. Registro whole-cell patch Clamp .......cccooiiiiic e e 89
2.3.3. CUITENT-ClAMP ...ttt bbbttt e bbb bt 89
2.4, ANALISE 08 JAUODS. .....c.eiviieiiieieieet ettt bbbttt 90
3. RESUITAAOS ...ttt bbb bbbt n b r et b e e 90
3.1. Desenvolvimento p6s-natal das propriedades passivas de membrana..........cccccoeeevveveieeeeiennns 91
3.1.1. Potencial de membrana €M FEPOUSO.........coveeiiriiriitiriesterieeee ettt e e 91
3.1.2. Resisténcia ao input e Constante de tempo da membrana............ccccceeveveieiie e 92
3.1.3.  CapacitAncia da MemMDBIANa...........cccciiiii it sre et sreere s 93
3.2. Desenvolvimento pés-natal nas propriedades de potencial de aGa0...........ccovvervreririeincrincienen, 93
3.2.1. Limiar de disparo de potencial de @GH0..........ccueuriririiniiiiieeiee e 93
3.2.2.  Amplitude do potencial A8 8GAD .........ecerieieiiiciere e 93
3.2.3. Duracéo do potencial de agdo (half-width)............cccoviiiiiii e 93
3.2.4. Frequéncia de disparo de potenCiais 08 8GA0. .........ccurerrerieieiriisi st 94
3.2.5.  DISPAr0 BM DUIST .. .ottt be e be s ae e st esba et e sbeeraesresre s 96
3.2.6.  DISPAr0 BSPONTANEO ....ccveivieviitecie sttt ete sttt te s et e te st e st e s te e besbeeseesbeebeesbesbeeseesbesteeeesteereesrearees 97
4, DISCUSSED. ... vttt stttk bttt b bbb bbb st h bbb bbbt R e h bbb 98
4.1. Desenvolvimento das propriedades passivas da célula piramidal ..............ccooerniniennennennne, 98
4.2. Desenvolvimento de propriedades de PA ...t 99
4.3. Relevancia para o processamento de 0dor N0 @PC..........cceiiiiiiiiinineiesee e 101
(O o 11 1] [0 TR TSSOSO PP 103
Diferencas no processamento do odor no cortex piriforme anterior em dois periodos do

desenvolvimento po6s-natal inicial. Um estudo computacional .............c.ccccceveiiieciieenen, 103
ISR 1011 0o [ o7 T ST 103
N Y/ 11 (oo o TSSOSO 104
2 S |V [T [=] - Vo < o  F PP PO TSP PSP PRPTPOO 104
2.2, Arquitetura do MOGEIO ........oiuiiiee ettt enes 104
2.2.1.  Modelo do DUIDO OIFALOFIO. ........cveieieiieiiice s 105
2.2.2.  Modelo do aPC € CONECLIVIAAUR.........cvviiiiiiiieie e 106
2.2.3. Parametros de dados experimentais adicionados ao modelo do aPC..........ccccecvveveieveierienenne 107
2.2.4. Parametro de atividade dos neurénios e plasticidade SINAPLICA...........ccceververeeiirieeiieseseene 107
p A o S L=V 0] ] o SO PSO U SP RV P PP 107
2.2.4.2. PlastiCidade SINAPLICA ......coierverieieieieieeee ettt neeresre st e e s 109



2.3, SIMUIAGDOES ...t e ettt b s 110

2.3.1. Relacdo input-output das células piramidais artificiais do aPC .........c.ccccovevivivivcieieeiesiee 110
2.3.2. Processamento do odor no aPC artificial em P5-P8 € P14-P17 ......cccooovviiiniiiniieneniens 111
2.3.2.1. Condic¢0es de processamento de 0dor SIMUIAAAS ..........ccevviveeieeiene e 111
2.3.2.2. Consideracao do ritmo respiratorio Na SIMUIACAOD ..........c.evvieerieveeieie e 112
2.3.2.3. Saidas das simulacGes e parametros de analiSes .........ccccevvieeieiieeiiese s 112
R 1] U | =0 [ S 113
3.1. Relacéo input-output das células pPIramidaiS ...........cccreriieiireriiiisere e 113
3.2. . Processamento do odor no aPC artificial em P5-P8 € P14-P17 .......ccccccvvviiivininineneniens 113
3.2.1. Resposta das células piramidais individuais para estimulagdo de 0dor ...........ccccceeverrennnen. 113
3.2.1.1.  Odor de baixa INTENSIAAAE .........ceeieiiieeie et nee e 113
3.2.1.2. Odor de alta intensidade (COM aGA0 08 NA).......cociiiiireieiriee e 115
3.2.1.2. 1. PEriOUO P5-P8.....c.eiieiieiieiieiiieste ettt bbbt 115
3.2.1.2.2. PEriOUO PLA-PLT ..ottt sttt ettt nes 115
3.2.2. Padrdo de atividade do aPC em resposta ao odor em P5-P8 € P14-P17.........ccccccooevvvveinnnnnnn, 117
3.2.2.1.  Odor de baixXa INENSIAAAE .........cceieieieieieicee e 119
3.2.2.2. Odor de alta intensidade (COM aGA0 08 NA).......cociiiiiieieiii e 119
3.2.2.2.1. Atividade das CEIUIAS IMILIal............cceieieiiiieie e 119
3.2.2.2.2. Atividade das CEIUIas PIramidaiS...........couuvririnirinieieiscse e 119
3.2.2.2.3. Atividade dos interneurdnios feedforward e feedback ...........cccoevvveriviciiiniveienie e 126
3.2.3.  Ganho na forga de CONEXA0 SINAPLICA ..........cirieiriririeiiteese e 126
3.2.3.1. Nasimulagdo do processamento de odor de baixa intensidade...........c.cocevervriveiiniencnennnn 127
3.2.3.2. Nasimulagdo do processamento do odor de alta intensidade (com agdo de NA)................ 128
I 1o T SR 129
4.1. Diferengas no processamento do odor no aPC em P5-P8 € P14-P17........ccccoevviiiiincicnennnn 130
4.1.1. No processamento de células piramidais individuais do aPC ............ccccoceevevieiicicie e, 130
4.1.2. No processamento da populacéo de células piramidais no circuito integrado do aPC............ 131
4.1.2.1. Processamento de odor de baixa intensidade ...........cccocveieiiiiieniiiiire e 131
4.1.2.2. Processamento de odor de alta intensidade (Com ag80 de NA) .......cccceverereienieeienesene s 132
4.2. LimitacOes do modelo COMPULACIONAL...........oveiiiieiiieieee s 133
4.2.1. Representacdo de uma populacéo variavel de células piramidais..........cccccovverreiienncnnnen. 133
4.2.2. Representacdo de duas fontes de inibi¢do confiaveis no circuito aPC..........ccccevvevvviciennnne 134
4.2.3. Representacdo do ritmo de amostragem pela maturacao do sniffing.........cccocevvvviiniviiinnnnnee 134
4.3. SignificaAncia para os mecanismos do aprendizado de preferéncia do odor ............cccccveevenenenn. 135
(0= 011 1] [0 11 ISP 136
(0] 0] 1101 136
1. Sumarizagao dos prinCipaiS ACNAUOS ..........cviiiiiiriiite et 136
1.1. As caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC durante o periodo sensivel e
pos-sensivel do aprendizado do apego SA0 AIfEIENLES ..........cviveireirieiieer e 136
1.2. As propriedades intrinsecas passivas e ativas das células piramidais no aPC durante o periodo
sensivel e pos-sensivel do aprendizado do apego SA0 AIfErentes ........ccocvevvvvrerereieiieieeee e 137
1.3. O processamento do odor em condicdes etoldgicas no circuito integrado aPC durante 0s
periodos sensivel e pos-sensivel do aprendizado do apego sao diferentes..........ccccevevvevvevievecesennne. 137
2. Contribuicdo da transmissao sinaptica GABAérgica nos perfis de processamento neural de odor
durante os periodos sensivel e pos-sensivel do aprendizado do aPeg0 .......ccveevererierieieieese e 138
3. Contribuigdes para o entendimento dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos no apego....... 139
] (=] =] 0 (o] o LRSS 142
N 1= (0L TP PR PPRO 154

14



Lista de Figuras

CAPITUIO 1 .ottt e 18
Figura 1. 1. Niveis de organizacdo do cérebro e representacdo candnica de um neurdnio piramidal
cortical e sequencia de 0peragies FUNCIONAIS ..........c.civiiiiiiiiiie et 26
CAPITUIO 2 ..ttt bbb bbb bbb ne s 29
Figura 2.1 Transi¢do no desenvolvimento do aprendizado do apego e circuito neural que suporta o
ET o1 (1410 2 Lo [o TSSOSO 33
Figura 2.2. Organizagdo laminar do Bulbo OIfatOorio ... 41
Figura 2.3. ProjecOes centrais do BUlDO OIfatOrio ...........coceveriirieiiininisc e 41
Figura 2.4. Localizacdo, delimitacdo anatémica, arquitetura laminar e circuito do cortex piriforme
101 (C] o] T ST OO ST PP P TP TE O PP TP PP PPPPPPRO 44
Figura 2.5. Representacdo dispersa de odores no cortex piriforme...........cccvvvveireniensenee e 54
(O o1 (U] [0 1 SO 56
Figura 3.1. OCIUSEO NASAI .......ouiiiiiiiiiiiie ettt 61

Figura 3.2. Imagens de histologia mostrando cortes coronais de filhotes com oclusdo nasal unilateral
em P3 marcados COM CreSil VIOIBLA. ........cocvcueiiiiieiiie ettt neenne s 61

Figura 3.3. Identificacdo do cdrtex piriforme anterior (aPC) e visualizagdo das células piramidais na

(0. T 4T T - U2 TSRS 65
Figura 3.4. Tracados representativos de registros das correntes inibitdrias pos-sinapticas espontaneas
(SIPSC) € MINIAtUra (MIPSC) ....oviiiicie et sttt s be et s be s be et e s be e e e steeteesbesre s 69
Figura 3.5. Desenvolvimento pés-natal das correntes inibitérias pdés-sinapticas espontaneas (sIPSC) e
miniatura (mIPSC) nas células piramidais das camadas 2/3 N0 aPC. ........cccceovreiirriiniiineinereeeen 70
Figura 3.6. Efeitos da privacao olfatoria inicial no desenvolvimento das frequéncias das correntes pos-
sinapticas espontaneas nas células piramidais da camada 2/3 do aPC em dois periodos de idade. ...... 74
Figura 3.7. Efeitos da privacdo olfatoria inicial no desenvolvimento da amplitude das correntes pds-
SINAPLICAS ESPONTANEAS. ...ttt sttt sttt sttt ettt bbb b et e bt b e bt b e s et e et e et e be e en e 75
Figura 3.8. Efeitos da privagdo olfatéria inicial no desenvolvimento da cinética das correntes pds-
sindpticas espontaneas (MIPSC) em P5-P8 € PLA-PL7. .....c.ccocoiiiiiiiee e 76
Figura 3.9. Efeitos da privagdo olfatoria inicial no desenvolvimento nas correntes pds-sinapticas
MINTAEUTA (MIPSC). ittt ettt e e et e e e seees e e beereetesteeneeseeereeneesneas 78
CAPITUIO 4 ..ottt bbbt 87
Figura 4.1. Mudancas na resposta do potencial de membrana para injecdo de corrente em células
piramidais €M P5-P8 8 PLA-PL8. ...ttt sttt neeeneas 91
Figura 4.2. Mudancas nos parametros de potencial de acdo com a idade. .......cccccevvevvivevievinieeriennnn, 94

Figura 4.3. Curva da relagdo corrente-resposta das células piramidais da camada 2/3 do AP em P5-P8
B PLA-PLT. oot E et ae e R et R et R et e s et e R ettt ettt re it ne e 95

Figura 4.4. Caracteristicas de disparo de PA das células piramidais do aPC em P5-P8 e em P14-P18.96
15



Figura 4.5. Mudancas no padréo de disparo de spike com 0 desenvolvimento ..........cccccoevverenvennne 97

Figura 4.6. Disparo espontaneo de PA em células piramidais em P5-P8 € P14-P17 .........cccccecevenenenn. 98
(O o1 (U] [0 TSSO P TP PP PPURTPTRPRN 103
Figura 5.1. Arquitetura neural do circuito artificial do sistema olfatorio............coceveevrrvcinnecicrennnn. 105
Figura 5.2. Relacdo input-output das células piramidais artificiais do aPC...........cccccevvvvveveiviieninnnn. 114

Figura 5.3. Registro de atividade de cinco células piramidais artificiais aleatorias do cortex piriforme
anterior para a estimulacdo de odor baixa e alta intensidade em P5-P8 e em P14-P1 ..........cccocne.... 116

Figura 5.4. Raster-plot do processamento de um odor de baixa intensidade no circuito olfatério
artificial representativo para P5-P8 € PLA-PL7........c.ccoiieiiiieie sttt st 118

Figura 5.5. Raster-plot do processamento de odor de alta intensidade (com acdo de NA) no circuito
olfatério artificial representativo para P5-P8 € PL4-PL7.........ccccocoieiiiiieiiceee e 120

Figura 5.6. Taxa de disparo das células Mitral e Piramidal artificial durante o processamento de odor
baixa e alta intensidade no sistema olfatorio artificial correspondente a P5-P8 e P14-P17 ................ 124

Figura 5.7. Gréfico superposto das taxas de disparo das células Mitral e Piramidal artificiais durante o
processamento de odor baixa e alta intensidade no sistema olfatério artificial entre P5-P8 e P14-P17

Figura 5.8. Variacdo do peso de conexdo sinéptica nas células mitrais e piramidais do circuito olfatorio
artificial para o processamento de odor baixa e alta intensidade correspondente a P5-P8e P14-P17. 127

Figura 5.9. Gréfico superposto da variagd0 no peso de conexdo sinaptica nas células mitrais e
piramidais do circuito olfatorio artificial para o processamento de odor de baixa e alta intensidade em
P5-P8 € PLA-PLT ..ottt ettt Rttt et et n et n e a et et e ens 128

16



Lista de Tabelas

(0= o1 (U] [0 1 SO PRSP 56
Tabela 3.1. Desenvolvimento normal das propriedades das correntes inibitorias espontaneas (sIPSC) e
miniaturas (MIPSC) pds-sinapticas mediadas por GABAAR ... vviieie e 71
Tabela 3.2. Propriedades das correntes inibitorias espontaneas e miniaturas pds-sindpticas mediadas
por GABAAR em animais com ocluséo nasal unilateral ... 73
(0= o1 (U] [0 1 SO U RPN 87
Tabela 4.1. Propriedades passivas e ativas das células piramidais da camada 2/3 do aPC.................... 92
(O 11 U] [0 TR TSSO USROS 103
Tabela 5.1. Pardmetros de simulagdo do circuito olfatdrio para P5-P8 e P14-P17(em Anexo)........... 155

Tabela 5.2. Resultados da simulagdo do processamento do odor de alta intensidade (com acdo de NA)
para as células piramidais em P5-P8 e P14-P17 em cada ciclo respiratorio ..........cccocvevvevvevveresennne 129

17



Capitulo 1

Introducéo

O presente estudo aponta ao entendimento dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos
no apego, mediado por odor, do rato infante com sua mée, por meio da anélise do papel da
transmissdo sindptica GABAEérgica no cortex piriforme anterior em dois periodos do
desenvolvimento pos-natal. Neste capitulo, descreve-se a ideia da tese, motivacdo para a
realizacdo do estudo, topico de estudo e hipdteses, estratégia metodoldgica para abordar as
hipbteses e perguntas, descricdo de objetivos e, finalmente, a descricdo sobre a estrutura da

tese.
1. ldeia da tese: uma jornada pessoal

A ideia de estudar a transmissdo sindptica GABAérgica no cortex piriforme anterior
surgiu quando revisava a literatura sobre a formacdo de apego nos roedores infantes. A
formacdo do apego em roedores, ratos e camundongos, precisa de uma breve experiéncia com
os estimulos da mae, a qual resulta em preferéncias subsequentes pelas caracteristicas da mae.
Os ratos nascem com limitadas habilidades sensoriais (cegos, surdos) e motoras, porém séo
capazes de se orientar para o ventre materno, localizar o mamilo da mée e sugar o leite deste.
Experimentos com ratos no periodo fetal (TEICHER; BLASS, 1977; PEDERSEN; BLASS,
1982; ABEL et al., 1998; ALBERTS; RONCA, 2012) mostram que o feto é capaz de detectar
sinais quimicos presentes no liquido amnidtico, e que o odor do liquido amnidtico aprendido é
0 que guia o recém-nascido para encontrar rapidamente o0 mamilo materno e amamentar-se
pela primeira vez, e ndo apenas pela exposicdo pré ou pos-natal a esse odor. Nos dias
seguintes apOs o0 nascimento, os ratos neonatos (P1-P4) avaliados em testes de duas escolhas
ja mostram comportamentos organizados de orientagdo-aproximacdo, evidenciando
preferéncias para o odor da mae em relacdo a maravalha do ninho (POLAN; HOFER, 1998;
POLAN; HOFER, 1999; POLAN et al., 2002) e odor da maravalha do préprio ninho em
relacdo & maravalha limpa (SCZERZENIE; HSIAO, 1977; CORNWELL-JONES; SOBRIAN,
1977). Os ratos infantes, na primeira e segunda semana pds-natal, continuam exibindo

preferéncias consistentes guiadas pelo odor da propria mae (POLAN; HOFER, 1998; AL AIN
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et al., 2016; PERRY et al., 2016) e do proprio ninho (GREGORY; PFAFF, 1971,
CORNWELL-JONES; SOBRIAN, 1977). Em todos esses trabalhos, os filhotes apresentam
preferéncias consistentes quando séo desafiados a escolher entre um odor aprendido, materno
ou do proprio ninho, em relacdo a um odor familiar, como a maravalha limpa. Curiosamente,
quando filhotes dessas mesmas idades sdo desafiados a escolher entre dois odores altamente
parecidos, essa preferéncia olfatéria apresenta variacdes interessantes entre a primeira e

terceira semana pds-natal.

Quando filhotes com idade superior a P10, ratos e camundongos, sdo avaliados em um
teste de duas escolhas para escolher entre o odor do préprio ninho em relagdo a odor de outro
ninho, correspondente a outra ninhada do mesmo estadgio de lactacdo (da mesma cepa,
alimentados com a mesma dieta, com o mesmo tipo de material de ninho e mantidos na
mesma sala colénia), mostram preferéncia consistente pelo odor do préprio ninho. Porém,
filhotes menores de P10 exibem comportamentos de orientagcdo-aproximacdo semelhantes
tanto para os odores do préprio ninho quanto para o odor do ninho de outra ninhada,
indicando ndo preferéncia (GREGORY; PFAFF, 1971; MEYER; ALBERTS, 2016). Essa
transicdo na acuracia discriminativa do odor aprendido, além do desenvolvimento nas
habilidades sensoriais (visdo, audicdo) e motoras, entre a primeira e a terceira semana pos-
natal, sugere um refinamento paralelo nos centros de processamento e percepgdo do odor.
Quais seriam os centros do sistema olfatério implicados no aprendizado desta preferéncia

olfatéria e no processamento deste odor?

Experimentos desenhados utilizando o paradigma de condicionamento classico tém
confirmado a natureza associativa do aprendizado de preferéncia olfatoria nos roedores
infantes, mediante o qual se presume que o filhote forma o apego com sua mée, e também
exploram o circuito neural que suporta esse aprendizado. A exploragdo comportamental com
esse paradigma tem mostrado que ratos e camundongos infantes < P10 sdo mais sensiveis
para formar preferéncias condicionadas a um odor artificial pareado com estimulacao tatil no
dorso do filhote usando um pincel suave (stroke), simulando as lambidas da mae
(MORICEAU; SULLIVAN, 2005; ROTH et al., 2013; GHOSH et al., 2015), ou odor pareado
com o cuidado materno (SULLIVAN et al. 1990). Inclusive, um odor artificial pareado com
estimulo nocivo, como shock elétrico na pata do filhote, induz preferéncia olfatoria pelo odor
condicionado dentro desse periodo (MORICEAU; SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009;
ROTH et al., 2013). Posterior a esse periodo (>P10), o pareamento odor-stroke ndo induz
mais preferéncia comportamental pelo odor condicionado nos roedores (WOO; LEON, 1987;
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WILSON; SULLIVAN, 1994; SULLIVAN et al., 2000a; MORICEAU; SULLIVAN, 2005;
ROTH et al., 2013; GHOSH et al., 2015) e o pareamento odor-shock elétrico ndo induz mais
preferéncia pelo odor condicionado, pelo contrario induz consistente evitacdo comportamental
(SULLIVAN; WILSON, 1995; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009;
ROTH et al., 2013). O aprendizado de preferéncia olfatoria odor-stroke antes de P10 é
suportado por um circuito neural que inclui o bulbo olfatério (BO) (WOO; LEON, 1987,
SULLIVAN; WILSON, 1991; RANGEL; LEON, 1995;SULLIVAN et al.,2000a; 2003;
MORICEAU; SULLIVAN, 2004; LETHBRIDGE et al., 2012) e o cortex piriforme anterior
(@PC) (ROTH; SULLIVAN, 2005; FONTAINE et al., 2013; MORRISON et al., 2013),
ambos modulados pela noradrenalina (NA). Assim, é possivel que a transi¢do na acuracia da
discriminacdo do odor materno ou do préprio ninho aprendido ocorra por mudangas nesse

mesmo circuito.

E interessante pensar que a reduzida discriminacio (ou preferéncia nio especifica) que
os roedores infantes mostram (<P10) para odores da mesma categoria (proprio ninho vs outro
ninho) ocorre durante o periodo em que os filhotes sdo capazes de formar facilmente
associacfes odor-stroke. Além disso, a discriminacdo desse odor aprendido surge durante o
periodo em que os filhotes ndo sdo mais sensiveis a formar associagdes odor-stroke (>P10).
Isso me levou a pensar que, possivelmente, os odores aprendidos (da mée, proprio ninho,
irmdos), em associacdo com as contingéncias maternas (leite, calor, lambidas, cuidado
materno) durante o periodo sensivel, sdo de uma categoria geral, 0os quais uma vez aprendidos,
0 odor do proprio ou outro ninho/mée/irmdos, tém o mesmo valor para eliciar
comportamentos de orientacdo-aproximacdo no filhote. Uma vez que o periodo de alto
aprendizado de preferéncia olfatoria associativa fecha, o odor aprendido ganha uma categoria
diferente nos centros de processamento do odor e, dessa forma, melhora a capacidade
discriminativa do filhote para o odor da mée em relagdo a outros muito semelhantes. Nesse
sentido, a transicdo da discriminacdo do odor aprendido seria também uma caracteristica do

desenvolvimento do apego nos roedores infantes.

Entre 0 BO e 0 aPC, o Ultimo est4 envolvido no processamento e na discriminacéo de
odores (ISAACSON, 2010; WILSON; SULLIVAN, 2011). Além disso, especificamente, o
circuito inibitério dentro do aPC esta envolvido na integracdo e afinamento da atividade
cortical para o input olfatério e na representacdo do odor (POO; ISSACSON, 2009;
FRANKS; ISAACSON, 2006; LUNA; SCHOPPA, 2008; ISAACSON, 2010). Tanto estudos
de potencial de campo evocado in vivo (SCHWOB et al., 1984) quanto estudos de
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imunohistoquimica da densidade sinaptica inibitéria (SARMA et al., 2011) sugerem um
gradual desenvolvimento da inibicdo no aPC entre a primeira e terceira semana pds-natal.
Assim, surgiu a ideia de estudar a transmisséo sinaptica inibitoria no aPC de ratos na primeira
e terceira semana pos-natal, dois periodos-chaves onde ocorrem mudangas comportamentais

para o aprendizado e expressao do apego.
2. Motivacao do estudo

Em vérias regides cerebrais, a maturacdo do sistema inibitorio esta relacionada com o
aparecimento de formas mais finas de processamento sensorial e motor, e inclusive,
emocional; e durante o periodo de maturacdo, o sistema inibitorio suporta um processamento
neural diferenciado nas regibes corticais, e, as vezes, conforma periodos criticos de
plasticidade neural. Em certos cdrtices sensoriais, a maturacdo do sistema inibitério inclusive
abre periodos criticos, como é o caso para a organizacdo colunar competitiva da dominancia
ocular no sistema visual. E possivel também que no cortex piriforme anterior existam
mudancas criticas no processamento olfatério, as quais podem estar relacionadas as

particularidades dos estagios do desenvolvimento do sistema inibitério.

Considero que conhecer as caracteristicas da transmissdo GABAérgica no aPC durante
a primeira e terceira semana poés-natal contribuira para o entendimento dos mecanismos
neurobioldgicos envolvidos no processamento e aprendizado associativo de odor nesses
periodos. Além disso, a literatura ndo apresenta dados sobre a transmissdo sinaptica
GABAérgica nos periodos do desenvolvimento mencionados, dessa forma, os resultados do
presente trabalho poderiam contribuir com conhecimento basico nesse campo e beneficiar
estudos de modelagem e simula¢do computacional, com uma abordagem integrativa, para a

compreensdo de um fendmeno no desenvolvimento pds-natal envolvendo o sistema olfatorio.
3. Topico e perguntas de pesquisa

Pouco se conhece sobre a ontogenia da funcéo inibitdria no aPC. Sabe-se por estudos de
potencial de campo, que a atividade cortical evocada por estimulagdo elétrica do trato
olfatorio lateral (LOT) aparece no inicio da primeira semana pds-natal associada com o
componente da atividade cortical inibitéria que progressivamente se evidencia e atinge um
padrdo semelhante ao adulto ao redor de P14 (SCHWOB et al., 1984). Esses dados séo
coerentes com estudos de imunohistoquimica realizados em ratos (WESTRENBROEK et al.,
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1998) e camundongos (SARMA et al., 2011) que demonstram o aparecimento das primeiras
sinapses inibitorias funcionais em P6-P7 e estabelecem o perfil adulto em torno de P21. Desse
modo, esses dados sugerem que a transmissao sinaptica GABAérgica no aPC tambem se
encontra funcional na primeira semana po6s-natal e muda com o avanco do desenvolvimento.
Contudo, quais serdo as caracteristicas da transmissao sinaptica GABAérgica no aPC durante
0 primeira e terceira semana pés-natal? Essas caracteristicas sdo semelhantes ou diferentes
nesses periodos? Estabelecer as caracteristicas da transmissao sinaptica GABAérgica durante
esses periodos permitird abrir insights sobre como opera o sistema GABAérgico durante os
periodos sensivel e pos-sensivel do aprendizado do apego. Mas, antes disso, caso essas
caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAEérgica sejam semelhantes ou diferentes nesses
dois periodos, a seguinte questao a resolver seria como essas caracteristicas contribuem para

um processamento neural diferencial do circuito olfatorio nesses dois periodos.
Assim, o presente estudo foca na abordagem das seguintes perguntas:

1. Quais sdo as caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC durante o0s
periodos sensivel (<P10) e pos-sensivel (>P10) do aprendizado do apego? Essas
caracteristicas sao semelhantes ou diferentes entre esses periodos?

2. Tais caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAEérgica no aPC, semelhantes ou
diferentes, nos periodos sensivel e pos-sensivel do aprendizado do apego, integrados
em um circuito neural, contribuem com um padrdo de processamento neural

diferencaem cada periodo?
4. Hipoteses especificas

Considerando que, o aparecimento da funcdo inibitoria cortical gradualmente
amadurece de P1 até atingir um perfil semelhante ao adulto em P14 (SCHWOB et al., 1984) e
que as sinapses inibitorias maduras aparecem em P5-P7, com densidade constante até P14 e
apos com rapido incremento (SARMA et al., 2011), com modificacdes na forma e extensédo
dos pontos sinapticos sobre os dendritos das células piramidais do aPC (WESTRENBROEK
et al., 1998), pensamos que a transmissao sinaptica GABAérgica no aPC entre a primeira e
terceira semana poés-natal se desenvolve refletindo tais mudancgas. Assim, para responder a

primeira pergunta, propomos as seguintes hipoteses a serem testadas experimentalmente:

1. Semelhante ao desenvolvimento da transmissdo sinaptica GABAérgica em outros
cortices e areas cerebrais em desenvolvimento do rato (OKADA et al., 2000;
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BOSMAN et al., 2002; KOBAYASHI et al.,, 2008; BEN-ARI et al., 2012;
EHRLICH et al., 2013), a transmissdo sindptica GABAérgica no aPC altera-se,
principalmente, nas seguintes caracteristicas entre a primeira e terceira semana pos-
natal: duracdo da transmissdo sinadptica, frequéncia da transmissdo sinaptica,
dindmica de ativacdo das correntes pds-sinapticas mediadas por receptor GABAA €
potencial de reversdo das correntes pds-sinapticas mediadas por receptor GABA .

Por outro lado, o desenvolvimento da transmissdo sinaptica excitatoria no aPC é
modulado pela atividade sensorial olfatoria no inicio da vida e, na auséncia dessa
atividade, a maturacdo da plasticidade é demorada (FRANKS; ISAACSON, 2005).
Em outros cdrtices, o desenvolvimento inicial da transmissdo sinaptica GABAérgica
também é modulada pela experiéncia sensorial (JIAO et al., 2006; KRECZKO et al.,
2009; GAINEY et al., 2016). Assim, pensamos também que:

2. No aPC, o desenvolvimento da transmissdo sinaptica GABAérgica é modulado pela
experiéncia olfatéria e na auséncia de estimulacdo olfatoria ocorre modificagdes nas

propriedades da transmissao sinaptica GABAérgica em desenvolvimento.

Para a segunda pergunta ndao oferecemos hipoteses especificas, pois ela foi explorada

como um todo em um estudo de abordagem integradora, a qual se discute na sec¢do seguinte.
5. Abordagem metodologica

Pergunta 1: Quais sdo as caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC
durante os periodos sensivel e pos-sensivel do aprendizado do apego? Essas caracteristicas

séo semelhantes ou diferentes entre esses periodos?

Para o estudo das caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC
propomos um estudo eletrofisioldgico em nivel celular. No cortex aPC, os interneurénios
GABAérgicos estdo distribuidos em todas as camadas e formam sinapses com as células
piramidais da camada 2/3 ao longo do comprimento dos seus dendritos apical distal, proximal,
basal e soma (uma descricdo detalhada sobre a organizacao do circuito intracortical inibitorio
se encontra no Capitulo 2). Para estudar a transmissdo sinaptica GABAérgica existem duas
estratégias eletrofisiologicas principais: registro de potencial inibitorio pos-sinaptico e registro
de corrente inibitoria pos-sinédptica nas células que recebem o input GABAérgico. As duas
estratégias, uma medindo a mudanca de potencial e a outra a mudanga da corrente,
conseguem refletir a agdo imediata prévia de um evento de transmissdo sindptica na célula.
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Para o estudo das caracteristicas da transmisséo sinaptica GABAeérgica no aPC propomos um
estudo eletrofisiologico das correntes pos-sindpticas inibitérias espontaneas (sIPSC)
mediadas por ativacdo dos receptores GABAAa nas células piramidais do aPC. As sIPSC
refletem a soma de muitas sinapses GABAEérgicas resultantes da liberacdo de GABA, seja por
acdo dependente ou independente de potencial de acdo (input do LOT ou das préprias
piramidais recorrentes, veja o Capitulo 2) sobre as células pré-sindpticas GABAEérgicas. O
estudo das correntes foi realizado nas células piramidais do aPC em dias representativos dos
periodos sensivel e pds-sensivel para o aprendizado do apego, mediante whole-cell path-
clamp voltage clamp. Essa estratégia permite registrar os eventos sindpticos, a cinética de
ativacdo e a inativacdo das correntes, em uma ordem temporal de dezenas de milissegundos.
Os detalhes do desenho experimental e teste de hipOteses para a pergunta 1 se encontram

descritos no Capitulo 3.

Pergunta 2: Tais caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC,
semelhantes ou diferentes nos periodos sensivel e pds-sensivel do aprendizado do apego,
integrados em um circuito neural, contribuem com um padrdo de processamento neural

diferencial em cada periodo?

A abordagem da segunda pergunta implica a integracdo dos dados eletrofisioldgicos da
transmissao sindptica GABAérgica (sIPSC) em dois periodos do desenvolvimento pds-natal
em um circuito neural. Um circuito neural representa a organizacdo de Varios niveis
biolégicos, no qual a sinapse € o elemento estrutural e funcional unitario (Figura 1.1 A)
(SHEPHERD, 2004). Os nossos dados de sIPSC representam os padrfes de conexdo sinaptica
e interacdo de varios pontos sinapticos distantes em uma celula (nos espinhos dendritos, nos
dendritos, no soma), caracterizando o microcircuito (SHEPHERD, 2004). Porém, somente
com os dados do microcircuito ndo poderiamos inferir nada funcional para o circuito neural,
pois este se encontra varias escalas de organizagdo acima. O nivel hierrquico mais proximo
do microcircuito € o neurdnio. Assim, para obtermos dados para esse nivel biologico
desenhamos um estudo experimental eletrofisiologico whole-cell patch-clamp na
configuragdo current-clamp. Nas mesmas condi¢Oes de preparacdo de fatias cerebrais
correspondentes a filhotes de rato, foram obtidos registros das propriedades intrinsecas de
membrana e de propriedades de disparo das células piramidais do aPC. Os detalhes do

desenho experimental, analise de dados e resultados se encontram descritos no Capitulo 4.

Com os dados experimentais do neur6nio, modelamos um circuito regional do aPC. O

modelo artificial do aPC representa os elementos basicos do circuito local: nimero de
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neuronios piramidais com regras de conexd com um grande conjunto de outros neur6nios
piramidais e interneurénios GABAGérgicos. Para a modelagem do circuito, o neurénio
piramidal foi modelado com a complexidade necessaria para representar o neurénio real
(Figura 1.1 B) (SHEPHERD, 2004). No nosso modelo, a arquitetura do neurénio, que
integra 0s nossos proprios dados experimentais das propriedades intrinsecas da membrana e
padrdo de atividade neural das células piramidais, integra os seguintes niveis de organizacao
(Figura 1.1 C):

1. Divisdo das arvores dendriticas basal e apical (os pontos de integracdo dos inputs
na célula);

2. Diferentes inputs sinapticos excitatorios e inibitorios em niveis distintos das
arvores dendriticas apical e basal;

3. Axdnios gue enviam seus colaterais e estabelecem sinapses sobre outros neurdnios

vizinhos e, também, distantes.

Baseado nessa arquitetura do neurbnio piramidal foi modelado o seguinte nivel
hierarquico, o circuito regional do aPC. O circuito é capaz de representar a interacdo entre
neurdnios dentro do aPC, incluindo todos os niveis de organizacdo prévios, além das
conexdes colaterais de axdnios, circuitos excitatorio e inibitorio feedforward e feedback; e
excitacdo recorrente. O nosso modelo artificial do circuito regional do aPC também conecta
com um circuito regional do BO, constituindo um circuito integrado especializado em

processamento do odor (Capitulo 5, Figura 5.1).

Uma vez que 0s nossos dados experimentais do neurénio piramidal foram integrados ao
circuito integrado BO-aPC, a seguinte etapa foi 0 desenho de um experimento de simulacao
computacional para explorar, neste ultimo circuito, o0 modo de contribuicdo das
caracteristicas de transmissdo sinaptica GABAérgica do aPC, perfis da primeira e terceira
semana poés-natal, no processamento do odor. O desenho experimental buscou representar o
processamento de odor em um contexto etolégico comum dos ratos infantes dessas idades: 1)
os filhotes e a mée dentro ou fora do ninho, com o odor do ninho ou 0 odor da méae sendo
constante para os filhotes; 2) a mée, eventualmente, lambendo os filhotes dentro do ninho e o
odor dela ou do ninho é reforcado pelas lambidas. Essas duas condigdes foram simuladas no
nivel do circuito integrado BO-aPC. Para representar a condi¢do 1, foi simulada a atividade
do circuito integrado BO-aPC apenas para um odor constante de baixa intensidade. Para
representar a condicdo 2 foi simulada a atividade do circuito para estimulagdo constante de

odor de alta intensidade junto com a ac¢do da noradrenalina. Os resultados das simulagdes
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foram analisados considerando, comparativamente, os periodos, e a partir deste se discutem as
possiveis contribuigdes distintivas no processamento neural do circuito regional do aPC das
caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAérgica em dois periodos do desenvolvimento.
Os detalhes do desenho experimental, analise de dados e resultados se encontram descritos no

Capitulo 5.

Figura 1. 1. Niveis de organizacéo do cérebro e representacdo candnica de um neurénio
piramidal cortical e sequéncia de operacdes funcionais
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A. Mdltiplos niveis de organizacdo do cérebro. O presente trabalho integra os niveis grifados
em negrito. Os nossos dados experimentais correspondem aos niveis microcircuitos sinapticos
e neurénios. O modelo computacional que foi usado contempla os niveis circuitos locais ou
regionais do aPC e integra com o circuito do BO conformando o circuito inter-regional ou
integrado para processamento de odor. B. Representagdo candnica de um neurdnio piramidal
cortical. C. Representacdo abstrata de um neur6nio piramidal com um sistema de séries de
compartimentos integrativos e a sequéncia de operac¢des funcionais. Cada compartimento esta
representado pelas letras A-F e formam uma subunidade local para o processamento de
informagdo. Os sitios principais de inputs excitatérios sdo os espinhos A; e A, e a sua
interacdo podem gerar um processamento de informacdo local especifico e mudangas de
atividade dependente local. A atividade nos ramos dendriticos B e C sdo somados no ponto D,
esse ponto atua como um ponto de decisdo local na passagem de informacao para o soma. Se
essa atividade se espalhar a o soma, depende da agdo do gating modulatorio pelos inputs
excitatorios (e) e inibitorios (i) ao longo da extensdo do dendrito apical (D). O ponto F & um
estagio de somacdo entre as atividades espalhadas para o soma dos dendritos apicais (D) e
basais (E). No soma (F) também chegam input diretos, muitos deles inibitérios (i), os quais
provém uma integracdo e modulacdo global do output neuronal. Uma vez que o impulso
nervoso € iniciado no cone axonal, se propaga pelo axénio, mas também retropropaga aos
dendritos. (Modificado de SHEPHERD, 2004, Cap 1. The Synaptic Organization of the Brain,
2004, Fifth Edition, Oxford University Press).
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6. Objetivos

Objetivos gerais

1. Descrever as caracteristicas da transmissao sinaptica GABAérgica no aPC durante 0s

periodos sensivel e pos-sensivel para o aprendizado do apego;

2. Explorar a contribuicdo das caracteristicas da transmissdo sindptica GABAérgica no
aPC, em um circuito neural artificial integrado do BO-aPC, para o processamento do

odor durante os periodos sensivel e pds-sensivel para o aprendizado do apego.
Objetivos especificos

1. Caracterizar o perfil do desenvolvimento da transmissdo sinaptica GABAérgica
mediante registro eletrofisiologico das células piramidais da camada 2/3 do aPC nos
periodos de idade P5-P8 e P14-P17, e determinar os efeitos da privacdo sensorial

olfatéria precoce;

2. Caracterizar o perfil maturacional das propriedades intrinsecas ativas e passivas das

células piramidais da camada 2/3 do aPC nos periodos de idade P5-P8 e P14-P17;

3. Modelar um circuito neural artificial do aPC, integrando o perfil da transmissao
sinaptica GABAGérgica e as propriedades intrinsecas ativas e passivas das células
piramidais de P5-P8 e P14-P17, e simular o funcionamento do circuito nos dois

periodos para o processamento de odor.
7. Estrutura da tese

A presente tese estrutura-se em seis capitulos e um anexo. A seguir descrevemos
brevemente o teor de cada capitulo. No Capitulo 2 realizamos uma discussao do referencial
tedrico com explicagdo do fenémeno de interesse. O Capitulo 3 descreve o primeiro estudo
de natureza experimental, realizado para investigar as caracteristicas da transmissdo sinaptica
GABAeérgica no aPC dos filhotes de rato, em dois periodos do desenvolvimento pds-natal.
Neste apresentamos a introducdo, as descri¢des da metodologia e dos resultados, bem como
discussbes especificas dos achados. O Capitulo 4 contém o segundo estudo de natureza
experimental, realizado para investigar as caracteristicas das propriedades intrinsecas passivas
e ativas da membrana das células piramidais do aPC, em dois periodos do desenvolvimento
pos-natal. Além disso, compreende também uma introducdo, descricbes de metodologia e

resultados; e discussdes especificas para os achados. O Capitulo 5 apresenta um estudo de
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natureza computacional, no qual integramos os dados experimentais obtidos nos capitulos 3 e
4 em um modelo computacional do circuito BO-aPC, com o propoésito de explorar as
perguntas sobre as caracteristicas de processamento do odor nos dois periodos de idade. Neste
apresentamos também a introducdo, a descricdo da metodoldgica da modelagem e simulagéo
computacional, a descricdo dos resultados e as discussdes especificas para os achados.
Finalmente, no Capitulo 6 encerramos com conclusBes gerais sobre a pesquisa, sumarizando
as principais contribuices do trabalho além de descrever as principais linhas futuras que se
derivam da presente pesquisa. No Anexo, encontra-se 0s parametros da simulacdo e o artigo

publicado.

O objetivo do Capitulo 1 foi introduzir as perguntas de pesquisa, clarificar o porqué da
realizacdo do estudo, modo de abordagem das hipoteses e perguntas exploradas, e como o

estudo seria reportado nas seguintes secoes da tese.
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Capitulo 2

Referencial tedrico

Na secdo inicial desse capitulo, descrevemos o referencial tedrico no qual o presente
trabalho se baseia. Em um primeiro momento, sdao discutidos estudos experimentais sobre a
natureza aprendida da formacdo do apego em roedores e a exploracdo de circuitos neurais
envolvidos sob a luz do paradigma do condicionamento Pavloviano ou classico. Em seguida,
é discutida a organizacdo do sistema olfatorio, mecanismos de plasticidade sinaptica e

modulacdo noradrenérgica e desenvolvimento pds-natal do sistema olfatério.
1. Aspectos comportamentais e mecanismos neurobioldgicos do apego

1.1. Apego dos infantes com sua mae

No campo da psicologia, 0 apego se refere a uma conexdo emocional que os infantes
humanos estabelecem com um adulto (a figura de apego), o qual é caracterizado por
comportamentos que envolvem a procura de proximidade com esta figura, especialmente
guando os infantes experimentam situacdes assustadoras ou desconfortantes (BOWLBY;
1984). Esses comportamentos teriam a funcdo de garantir o acesso ao abrigo, protecdo,
alimento e a proximidade fisica com a mde, essenciais para a sobrevivéncia do infante
(BOWLBY; 1984; SULLIVAN, 2017).

Acredita-se que o comportamento de apego dos infantes com sua mée/cuidador seja
formado nas interagbes com a mée/cuidador, e as variagdes no padrdo de comportamento
materno ou a separagdo da made pode modificar o padrdo do apego e sua organizacdo
(BOWLBY; 1984; HOFER, 2009; LUCION; BORTOLINI, 2014; RAINEKI et al., 2014,
SULLIVAN, 2017).

1.2. Aspectos comportamentais do apego em roedores infantes

A existéncia do comportamento de apego em espécies de aves e mamiferos tem levado a
explorar questdes sobre a formacdo do apego, sua manutencdo, desenvolvimento, causas e
funcdo em experimentos controlados, com perspectiva integradora da biologia e psicologia
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em Varios niveis de andlises. Dentro desta perspectiva, estudos desenvolvidos com roedores
tém provido importantes insights para o entendimento da formacéo do apego no inicio da vida
e funcéo da figura de apego no desenvolvimento fisioldgico e comportamental do infante e os
mecanismos neurais envolvidos. Contudo, neste estudo focamos somente nos aspectos

comportamentais e neurobiol6gicos da formagao do apego em roedores, ratos e camundongos.
1.2.1. Aprendizado do apego

O aprendizado é um dos processos biologicos que facilita a adaptacdo ao ambiente no
qgual se encontram os individuos em desenvolvimento. Esse ambiente pode ser o Utero
materno, o corpo da mae, 0s irméos-ninhada ou outros mais amplos no decorrer do
desenvolvimento do animal. Em cada um desses ambientes, ou como Jeffrey Alberts chama
“nichos ontogenéticos” (ALBERTS, 1994; 2008), os ratos recém-nascidos tém que aprender a
encontrar o mamilo da mae e sugar leite dele e encontrar o ninho ou a mée e o0s irméos quando
se encontrarem fora ou longe deles. Essas tarefas também requerem certas habilidades para
predizer eventos importantes no ambiente, tais como: quando e onde

maée/calor/leite/ninho/irmaos estardo disponiveis. Tudo isso envolve aprendizado.

A formacdo do apego nos roedores, ratos e camundongos, precisa de uma breve
experiéncia com os estimulos da méde, os quais resultam em uma preferéncia pelas
caracteristicas aprendidas dela. Os ratos nascem com limitadas habilidades sensoriais (cegos,
surdos) e motoras, porém sdo capazes de se orientar para o ventre materno, localizar o mamilo
da mae e sugar o leite dele. Experimentos com ratos no periodo fetal (TEICHER; BLASS,
1977; PEDERSEN; BLASS, 1982; ABEL et al., 1998; ALBERTS; RONCA, 2012) tém
mostrado que o feto é capaz de detectar sinais quimicos presentes no liquido amnidtico, e que
o liquido amnidtico aprendido é o que guia 0 recém-nascido a encontrar rapidamente o
mamilo da mde e amamentar pela primeira vez, e ndo apenas a exposi¢do pré ou pos-natal a
esse odor. O liquido amniético liberado no parto e que fica na mae seria espalhado no seu
pelo por ela mesma, mediante frequentes lambidas que realiza durante e depois do parto,
impregnando assim a regido ventral e o mamilo dela com esse liquido, que contém os odores
ja aprendidos e guia o filhote para encontrar o0 mamilo e sugar o leite (ALBERTS, 2008).
Apontando-se a possibilidade de que a liberagdo de grandes fontes de noradrenalina e
dopamina no cérebro fetal durante o processo do parto, a saida do filhote pelo canal vaginal
da mae, seria 0 mediador do aprendizado do odor do liquido amnidtico (ALBERTS, 1994;
RONCA et al., 1996; 2006; ALBERTS, 2008; ALBERTS; RONCA, 2012).
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Nos dias seguintes ap6s 0 nascimento, os ratos neonatos (P1-P4) avaliados em testes de
duas escolhas ja exibem comportamentos organizados de orientagdo-aproximacéo,
evidenciando preferéncias para o odor da mée em relacdo a maravalha do ninho (POLAN;
HOFER, 1998; POLAN; HOFER, 1999; POLAN et al., 2002), odor da maravalha do préprio
ninho em relagdo a maravalha limpa (SCZERZENIE; HSIAO, 1977; CORNWELL-JONES;
SOBRIAN, 1977) e odor da dieta materna (impregnada com odor artificial) em relacdo a
dieta padrdo (DUVEAU; GODINOT, 1988). Estudos experimentais com ratos infantes
(primeira e segunda semana p6s-natal) continuam a mostrar preferéncias consistentes guiados
por odor da prépria mde (POLAN; HOFER, 1998; AL AIN et al., 2016; PERRY et al., 2016),
do préprio ninho (GREGORY; PFAFF, 1971; CORNWELL-JONES; SOBRIAN, 1977) e da
dieta materna (DUVEAU; GODINOT, 1988; SULLIVAN et al., 1996; TERRY;
JOHANSON, 1994). Esses trabalhos sugerem a ocorréncia de algum tipo de associacdo entre
0 odor com uma gama de estimulos (calor, leite, tato, cuidado materno) mediando o
aprendizado de preferéncia olfatoria. Presume-se que essas associagdes acontecem durante e

apos o parto na interacdo méae-infante dentro do ninho.

Experimentos desenhados usando o paradigma de condicionamento classico tém
confirmado a natureza associativa do aprendizado do apego e também tem permitido
compreender as caracteristicas particulares desse fendmeno, do qual apresentamos uma

reviséo a seguir.
1.2.1.1. Natureza associativa do aprendizado do apego

Um aprendizado de natureza associativa implica aprender a relacdo entre eventos no
ambiente e a predizer quais eventos ocorrerdo juntos, sendo importante para adequar o
comportamento nesse ambiente. O condicionamento classico é o mecanismo mais simples
pelo qual os organismos aprendem as relagdes entre os eventos. Os estudos experimentais que
iremos descrever nesta secdo sdo de natureza comportamental, os quais tém sido
desenvolvidos dentro desse paradigma. Assim descreveremos brevemente a definicdo usada

no paradigma dos elementos-chaves para formar a associagéo.

No paradigma do Condicionamento Pavloviano ou Classico, os elementos-chaves que
formam a associacdo sdo: 1) um estimulo que elicia uma resposta particular, sem necessidade
de treinamento prévio, é chamado de estimulo incondicionado (US), e a resposta eliciada por
ele denominada resposta incondicionada (UR); 2) um estimulo que ndo provoca uma resposta

particular inicialmente, mas que depois 0 faz como um resultado de uma associagdo com um
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estimulo incondicionado, € chamado de estimulo condicionado (CS), e a resposta eliciada por
ele é chamada de resposta condicionada (CR). A consecu¢do do condicionamento de uma CS
depende da relacdo temporal da apresentacdo dos estimulos CS e US em varios ensaios
(pareamento CS-US). Para medir o condicionamento do CS (magnitude, probabilidade ou
laténcia da resposta condicionada) um novo ensaio é realizado, apresentando o CS sozinho
(sem o US) (DOMJAN, 2010).

Usando um paradigma experimental de condicionamento classico se demonstrou que
filhotes de rato sdo capazes de aprender a relacdo temporal entre dois estimulos. O
pareamento de um odor artificial (laranja ou menta) (CS) com saliva materna, infuséo oral de
leite ou vigoroso stroke no dorso do filhote (que simula as lambidas da mée) (US) resulta em
uma consistente resposta melhorada da atividade comportamental do filhote (movimento das
patas, cabeca e corpo inteiro) (CR) para a apresentacdo do odor condicionado sozinho (CS),
bem como uma preferéncia pelo odor condicionado (CR) em um teste de duas escolhas (odor
CS vs maravalha limpa) medido como tempo de permanéncia ou numero de visitas na area
contendo o odor CS (SULLIVAN et al., 1986a; SULLIVAN; LEON, 1986; WILSON et al.,
1987; SULLIVAN; LEON, 1987; WOO; LEON, 1987; DO et al., 1988; SULLIVAN et al.,
1989a,b; SULLIVAN; WILSON, 1991; SULLIVAN et al., 1991; MORICEAU; SULLIVAN,
2005; ROTH et al., 2013). O mesmo protocolo de condicionamento classico aplicado em
filhotes de camundongos, também induz preferéncia olfatéria para o odor condicionado
(GHOSH et al., 2015).

A particularidade desse condicionamento é que os filhotes de rato também mostram
resposta semelhante para o pareamento de odor (CS) com uma estimulacéo dolorosa (belisco
na cauda ou shock elétrico nas patas) (US) (SULLIVAN et al., 1986a; 2000b; CAMP; RUDY,
1988; MORICEAU; SULLIVAN, 2004 b; 2005; RAINEKI et al., 2009; UPTON;
SULLIVAN, 2010; ROTH et al., 2013), a qual, como veremos na se¢do seguinte, esta restrita

a um estagio especifico do desenvolvimento do filhote (Figura 2.1 A).
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Figura 2.1 Transicdo no desenvolvimento do aprendizado do apego e circuito neural que
suporta o aprendizado

Transi¢coes no desenvolvimento do aprendizado do apego

P10 oS P15 P21

PO
Periodo sensivel Periodo Pés-sensivel
B Aprendizado associativo durante o periodo sensivel
\

\ Q

us: La':nabeida da US: Stroke no us: Shockl_'las

dorso Patas ou belisco

na cauda
C Circuito neural unico

©
NA @ NA @

O apego do infante para sua mée ¢é guiado pelo odor dela, esse odor é aprendido e passa por
transicOes antes do periodo do desmame (A). Na primeira semana pds-natal os filhotes
confinados ao ninho (<P10) dependem dos cuidados da méae para sobreviver, nesse periodo 0s
filhotes aprendem associacdes de odor (CS) com estimulos incondicionados (US) tacteis
(lambidas, da mae ou stroke do dorso) e inclusive estimulo nocivo (shock elétrico) (B), que
resultam em preferéncia pelo odor condicionado. Esse aprendizado é de natureza transitéria e
é suportado por um circuito neural Unico (C) que envolve o bulbo olfatério (BO) e cortex
piriforme anterior (aPC) modulados pela noradrenalina (NA) liberada pelo locus coeruleus
(LC). Posterior a esse periodo, conforme os filhotes ganham maturidade motora e sensorial,
saem do ninho e exploram o ambiente ao redor, comegam a apresentar formas de aprendizado
associativo semelhante ao adulto, o qual ndo é mais suportado pelo circuito neural Gnico
(Gréfico modificado de DEBIEC; SULLIVAN, 2017; The neurobiology of safety and threat
learning in infancy. Neurobiology of Learning and Memory 143 (2017) 49-58).
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1.2.1.2. Periodos sensiveis para a formacao do apego

Tem sido mostrado que os roedores infantes, ratos e camundongos, sdo mais sensiveis
para formar preferéncias condicionadas para um odor artificial em um estagio especifico do
desenvolvimento. O condicionamento de odor-stroke em filhotes de rato induz uma efetiva
preferéncia, expressada como comportamentos de orientacdo-aproximacdo pelo odor
condicionado antes do P10 (WOO; LEON, 1987; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; ROTH et
al., 2013). Porém, posterior a esse periodo, o pareamento odor-stroke ndo induz mais nos
filhotes a mesma magnitude da resposta comportamental para apresentacdo do odor (WOQOO,;
LEON, 1987; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; ROTH et al., 2013) (Figura 2.1 B). Esse
mesmo fendmeno também tem sido observado em camundongos infantes (GHOSH et al.,
2015).

Por outro lado, experimentos de condicionamento pareando um odor artificial (CS) com
belisco na cauda ou shock elétrico (0,5 mA) nas patas (US) também tém mostrado diferencas
nas respostas condicionadas limitadas a estagios especificos do desenvolvimento dos filhotes.
Antes de P10, o pareamento do CS-US induz comportamentos de orientacdo-aproximacao
pelo odor condicionado (CAMP; RUDY, 1988; SULLIVAN et al., 1986; MORICEAU,
SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009), porém posteriormente o pareamento CS-US
induz comportamento de evitagdo para a apresentacdo do odor condicionado (CAMP; RUDY,
1988; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009; ROTH et al., 2013). A
resposta de orientacdo-aproximacdo dos filhotes <P10 ndo seria devido a falta de
sensibilidade para a dor, pois durante os ensaios de pareamento CS-US eles mostram reacdes
nociceptivas (vocalizagdes e tentativas de escape) (CAMP; RUDY, 1988; SULLIVAN et al.,
2000a; LANGUILLE et al., 2009).

A ocorréncia desse fendmeno em faixas iniciais do desenvolvimento pés-natal dos
filhotes coincide com o periodo em que eles se encontram confinados no ninho. Assim, a
inibicdo de aprendizado de evitacdo seria crucial para a sobrevivéncia do infante, pois
enquanto se encontra dentro do ninho estd exposto a eventuais pisadas, mordidas e
manipulacdo brusca da mée, as quais caso fossem aprendidas como estimulo aversivo
levariam a evitar a mde (SULLIVAN, 2001; 2003; SULLIVAN; HOLMAN, 2010). No
momento em que os filhotes ganham mais habilidade motora, saem do ninho e exploram
outros ambientes e coespecificos (>P10) os aprendizados de preferéncias condicionadas de

odores se tornam mais especificos e mais semelhantes ao animal adulto.
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Desse modo, os dois fendmenos de aprendizado de preferéncia do odor condicionado
com estimulacéo tactil ou estimulo aversivo em periodo anterior a P10 tém sido interpretados
como um mecanismo adaptativo dos filhotes, permitindo o aprendizado do apego da mae e
suprimindo sua aversdao (SULLIVAN; 2001; 2003; SULLIVAN; HOLMAN, 2010). O
fechamento do periodo sensivel parece ser dependente da modulacdo do sistema de estresse.
A ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA) (incremento do hormonio
corticosterona circulante), antes de P10, pode acelerar o fechamento do periodo sensivel e a
inibicdo farmacoldgica do sistema pode prolongé-lo (SULLIVAN, 2005; MORICEAU et al.,
2010; SULLIVAN; HOLMAN, 2010; SANTIAGO et al., 2017). Tem sido apontado o papel
chave da presenca da mée na regulacdo do funcionamento do estresse, para o aprendizado de
eventos aversivos e ameaca dos filhotes durante o periodo sensivel, e na transicdo para
periodos posteriores (BERTOLUS et al., 2016; GUNNAR; SULLIVAN, 2017; DEBIEC,;
SULLIVAN, 2017; SANTIAGO et al., 2017).

Como veremos na se¢do seguinte, as caracteristicas do aprendizado de preferéncia
olfatoria durante o periodo sensivel sdo atribuidas ao suporte de um circuito neural Unico de

aprendizado nos filhotes (Figura 2.1C).
1.3. Mecanismos neurobioldgicos do aprendizado do apego
1.3.1. Circuito neural envolvido no aprendizado do apego

Usando o modelo de condicionamento classico em filhotes de roedor, tem sido proposto
gue o mecanismo neural subjacente a esse fenémeno é um circuito transitério de aprendizado,
que inclui uma massiva liberagéo de noradrenalina (NA) do locus coeruleus (LC) no bulbo
olfatorio (WOO; LEON, 1987; SULLIVAN; WILSON, 1991; RANGEL; LEON, 1995;
LANDER; SULLIVAN, 1999; SULLIVAN et al., 2000a; SULLIVAN, 2003; MORICEAU,;
SULLIVAN, 2004; LETHBRIDGE et al., 2012) e no cortex piriforme anterior (aPC) (ROTH,;
SULLIVAN, 2005; FONTAINE et al., 2013; MORRISON et al., 2013), com subsequente
inducdo de plasticidade estrutural e funcional nessas regides (YUAN et al., 2014). A ac¢éo da
NA nas duas regides é considerada necessaria e suficiente para o aprendizado de preferéncia

do odor condicionado.

Esse circuito parece ndo suportar mais esse aprendizado apés o dia P10, pois o
pareamento odor-stroke ndo induz mais preferéncia comportamental pelo odor condicionado
nos roedores (WOO; LEON, 1987; WILSON; SULLIVAN, 1994; SULLIVAN et al., 2000a;
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MORICEAU; SULLIVAN, 2005; ROTH et al., 2013; GHOSH et al., 2015) e nem mudancas
no bulbo olfatério (WOO; LEON, 1987). Por outro lado, o pareamento odor-shock elétrico
depois de P10 ndo induz mais preferéncia pelo odor condicionado, pelo contrario, induz
consistente evitagdo comportamental (SULLIVAN; WILSON, 1995; MORICEAU;
SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009; ROTH et al., 2013). Esse tltimo fendmeno, tem
sido explicado como uma transi¢do no circuito neural que suporta o aprendizado de evitagéo-
aversdo, para o qual se sugere progressivo envolvimento da amigdala, modulado pelo
horménio corticosterona (SULLIVAN, 2005; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; UPTON;
SULLIVAN, 2010), e da porcdo posterior do cortex piriforme ao invés do anterior (RAINEKI
etal., 2009; ROTH et al., 2013).

1.3.1.1. Mudancas no bulbo olfatério

O aprendizado de preferéncia olfatéria condicionada odor-stroke ou odor-shock elétrico
(0,5 mA) melhora a atividade do BO dos roedores infantes antes do P10 (SULLIVAN;
WILSON, 1991a; SULLIVAN; WILSON, 1991b; SULLIVAN; WILSON, 1995; ROTH et
al.,, 2013). Esse aprendizado é mediado pela ativacdo noradrenérgica. Durante o
condicionamento dos filhotes infantes, os niveis de NA se incrementam no BO (RANGEL;
LEON, 1995) e tém sido mostrados que a liberacdo de NA é necesséria para a aquisicdo do
aprendizado de preferéncia olfatéria nos roedores infantes (SULLIVAN et al., 1991;
SULLIVAN, WILSON, 1991a; SULLIVAN et al., 2000a). O blogueio de receptores -
adrenérgicos dentro do BO (SULLIVAN et al., 1992) ou a lesdo do LC, impedindo a
liberacdo de NA (SULLIVAN et al., 1994), previne esse aprendizado.

Interessantemente, o pareamento de odor com agonista 3-adrenérgico isoproterenol via
infusdo, sistémica ou dentro do BO (SULLIVAN et al., 1991a; SULLIVAN et al., 2000a), ou
com estimulacdo, farmacoldgica ou elétrica, das fibras ascendentes do NA (SULLIVAN;
WILSON, 1991a; SULLIVAN et al., 2000a), na auséncia de algum outro estimulo
incondicionado ou reforgador, é suficiente para produzir respostas condicionadas de
preferéncia para o odor. A ativacdo do locus coeruleus (LC) no BO posterior a P10 nédo
suporta mais o aprendizado de odor (MORICEAU; SULLIVAN, 2004). De modo que, no BO,
a acdo da NA é tanto necessaria quanto suficiente para induzir preferéncia olfatéria para um

odor condicionado.

As fibras noradrenérgicas que se projetam para o BO terminam em todas as camadas e 0

pareamento odor-stroke incrementa a liberacdo de NA no BO, porém s6 durante o periodo
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sensivel (RANGEL; LEON, 1995). Observa-se um incremento na atividade elétrica das
células Mitrais (Mt) durante o pareamento do odor com estimulacdo elétrica da projecdo do
LC para o0 BO em comparagdo com o grupo controle (WILSON; SULLIVAN, 1992). Além
disso, as células Mt de ratos infantes expostos somente a estimulacdo de odor mostram uma
rapida habituacdo (WILSON; SULLIVAN, 1992), sugerindo que a acdo da NA nas células Mt

impede de se habituarem para o odor entrante durante o condicionamento.

A NA também atua em outro grupo de células, as células granulares (Gr), que séo
interneurdnios inibitorios que modulam o output do BO através de células Mt adjacentes. A
NA suprime a atividade das células Gr (TROMBLEY; SHEPHERD, 1992; WILSON; LEON,
1988) mediado por receptores o2 (PANDIPATI et al., 2010). A acdo inibitoria da NA na
atividade das células Gr libera do blogueio as células Mt (inibe a inibicdo), mantendo as
células Mt mais responsivas para o input entrante do odor (WILSON; SULLIVAN, 1994).
Estudo ex vivo do BO tem mostrado também que a ac¢do inibitéria da NA é dependente da
idade e da dose. Uma dose baixa suprime a IPSC nas células Mt, a qual é bloqueada por
antagonista de receptor «2, ocorrendo esse efeito, principalmente, em filhotes <P14. De modo
contrario, uma dose alta de NA melhora a IPSC nas células Mt mediante a ativacdo do
receptor o1, principalmente depois de P14 (PANDIPATI; SCHOPPA, 2012).

Também se reporta a acdo da NA, via ativacao dos receptores B-adrenérgicos, no nivel
das sinapses intra-glomerulares. A expressdo de receptores [R-adrenérgicos parece estar
localizada, principalmente, nas células periglomerulares (Pg) e Mt (YUAN et al., 2003).
Logo, a acdo da NA parece ter efeito inibitorio nas células Pg, pois a aplicacdo do agonista de
receptores p-adrenérgicos, isoproterenol, suprime a atividade excitatdria evocada das células

Pg em resposta a estimulacéo elétrica do nervo olfatério (YUAN, 2009; YUAN et al., 2014).
1.3.1.2. Mudangas no cortex piriforme anterior

Semelhante ao observado para o BO, tem sido apontado o papel modulador da NA no
aPC. A acdo da NA no aPC é tanto necessaria quanto suficiente para o aprendizado de
preferéncia olfatoria inicial (YUAN et al., 2014). A acdo noradrenérgica no aPC atua
mediante seus receptores a e B. O bloqueio dos receptores [-adrenérgico previne o
aprendizado de preferéncia olfatoria e a infusdo local do agonista isoproterenol no aPC
pareado com um odor induz preferéncia condicionada para esse mesmo odor. Além disso, a

ativacao dos receptores B-adrenérgicos melhora a plasticidade sinaptica entre o LOT-aPC em

37



filhotes <P10 (MORRISON et al., 2013; GHOSH et al., 2015, 2017). N&o se conhece se esse
efeito persiste depois de P10, como se tem descrito para o BO, porém registros
eletrofisiologicos in vitro do aPC tém mostrado uma acdo da NA dependente de dose e idade.
Uma dose baixa e alta de NA induz um incremento na frequéncia das mEPSC e reduz a
frequéncia das mIPSC das células piramidais da camada L2/3 em P8-P11, respectivamente.
Contudo, em P14-P21, essas mesmas doses tém o efeito contrario, nas duas idades, mediados

por receptores 3 ¢ a—adrenérgicos (GHOSH et al., 2015).

Além do papel da ativagdo dos receptores B-adrenérgicos também tém sido descrito o
papel do receptor de glutamato NMDA, que ativa canais de célcio tipo L (LTCC) nas células
piramidais da camada L2 do aPC, considerado como importante para ao aprendizado de
preferéncia olfatéria durante o periodo sensivel. O bloqueio local do receptor NMDA no aPC
previne o aprendizado de preferéncia olfatéria (MORRISON et al., 2013; MUKHERJEE;
YUAN, 2016) e a inducéo de LTP* in vitro (MORRISON et al., 2013). A ativacéo dos LTCC
nas células piramidais da camada L2 do aPC sdo dependentes da ativacdo dos receptores
NMDA, e o blogueio dos LTCC previne a formagdo de memdria de preferéncia olfatéria de
24 horas, mas ndo interrompe a de trés horas, em roedores infantes no periodo sensivel
(MUKHERJEE; YUAN, 2016). Recentemente reportou-se que a ativacdo dos receptores R-
adrenérgicos (usando o agonista isoproterenol) no aPC incrementa as correntes de célcio,
mediadas por canais LTCC, mensurados mediante whole-cell nas células piramidais da
camada L2 em roedores infantes <P10, porém esse efeito do isoproterenol ndo foi mais
observado em filhotes > P10 (GHOSH et al., 2017).

Baseado nesses dados sugere-se que uma ac¢do modulatoria da NA, melhorando a
excitacdo e reduzindo a inibicdo, seria o suporte do aprendizado da preferéncia do odor no
aPC durante o periodo sensivel nos roedores (GHOSH et al., 2015); especificamente, a
manutencdo de uma plasticidade sindptica dependente de NMDA nas sinapses do LOT com as
células piramidais da camada L2 (MUKHERJEE; YUAN, 2016), moduladas pela ativacdo
dos receptores B-adrenérgicos (GHOSH et al., 2017). Por outro lado, a falta de suporte dessa
plasticidade (reduzida expressdo receptores NMDA, canais LTCC e receptores B-
adrenérgicos nas células piramidais da camada L2) caracterizaria a atividade do aPC nos
filhotes maiores de > P10 (GHOSH et al., 2017). Contudo, até 0 momento, ndo ha estudos

detalhados do desenvolvimento dos sistemas de neurotransmissao intracorticais no aPC, que

L LTP (do inglés Long-Term Potentiation), referido a uma forma de plasticidade sinaptica que reflete a um
aumento duradouro na forga de transmissdo sinaptica.
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permitam compreender o papel do aPC para o aprendizado de preferéncia olfatoria no inicio
do desenvolvimento pés-natal, com a mesma profundidade de estudo do BO para 0 mesmo
fendbmeno. Como veremos nas secdes seguintes, o aPC piriforme sofre mudancas
significativas no desenvolvimento dos sistemas de transmissdo excitatorios e inibitorios, nos
periodos coincidentes com o aprendizado de preferéncia olfatéria. Conhecer melhor as
caracteristicas desses sistemas e seus modos de acdo no processamento do odor, durante o
periodo sensivel de aprendizado do apego e no periodo pds-sensivel, poderia abrir insights
para a compreensdo do papel do aPC no circuito BO-LC-Noradrenalina no suporte dos

mecanismos de aprendizado de preferéncia olfatoria.
1.3.1.3. Sistema Locus Coeruleus-Noradrenalina

A maior fonte de NA no sistema nervoso é o LC e tanto o BO quanto o aPC recebem
inputs noradrenérgicos do LC (SHIPLEY et al., 1985; McLEAN; SHIPLEY, 1991; ASTON-
JONES, 2004). As células do LC respondem a diferentes estimulos sensoriais,
especificamente quando ocorre uma mudancga no ambiente, tais como a apari¢do de um evento
novo ou inesperado; ou uma mudanca nas contingéncias de estimulo-reforco dentro de uma
situacdo de aprendizado em laboratorio (BOURET; SARA, 2005). Tem sido proposto que as
diferencas particulares entre o neonato e o rato adulto, na resposta para o estimulo do LC e 0s
padrdes de liberagdo de NA, medeiam a modulacédo diferente do funcionamento em curso do
circuito neural olfatério, envolvido no aprendizado da preferéncia do odor. No roedor adulto,
a resposta do LC para o estimulo sensorial € menos sensitiva, particularmente para estimulos
ndo nocivos (ASTON-JONES; BLOOM, 1981; KIMURA; NAKAMURA, 1985;
NAKAMURA; SAGAKUCHI, 1990), e ante a uma estimulacdo sensorial repetida mostra
rapida habituacdo (KIMURA; NAKAMURA, 1985; VANKOV et al., 1995).

O LC do rato infante é mais responsivo para o estimulo sensorial, incluindo estimulos
nocivos ou ndo nocivos (ASTON-JONES; BLOOM, 1981; KIMURA; NAKAMURA, 1985;
NAKAMURA; SAGAKUCHI, 1990) e falha na habituacdo em resposta a estimulacéo
sensorial repetida (KIMURA; NAKAMURA, 1985; NAKAMURA; SAKAGUCHI, 1990).
Além dessas diferencas, também tem sido mostrado que o LC em neonato libera,
substancialmente, mais NA dentro do BO do que o LC de adulto (RANGEL; LEON, 1995).
As mudancas no perfil de infante para adulto, na resposta para o estimulo do LC e na redugéo
da liberacdo de NA, tém sido atribuidas a reducdo na expressdo de auto-receptores al e a
emergéncia da funcdo inibitdria dos auto-receptores a2, resultando em um decaimento rapido
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(em poucos milissegundos) na atividade das células do LC em resposta a um estimulo
sensorial (NAKAMURA; SAKAGUCHI, 1990; WINZER-SERHAN; LESLIE, 1997; HAPPE
et al., 2004). Tais particularidades no padrédo de atividade do sistema LC-NA suportariam o
aprendizado do odor condicionado com estimulacdo tactil no inicio da vida e também o

fechamento do periodo sensivel para esse aprendizado.
2. Organizacao estrutural e funcional do sistema olfatério

2.1. Bulbo olfatorio principal
2.1.1. Viséao geral

O bulbo olfatdrio (BO) é uma estrutura com camadas bem distinguidas (Figura 2.2). A
camada mais superficial € o ponto de entrada dos terminais axonais dos neurdnios sensoriais
olfatérios (OSN). Em seguida, esses axénios fazem contato sinaptico com os dendritos apicais
das células Mitral (Mt) formando estruturas esféricas, chamadas glomérulos. Ao redor dos
glomérulos se encontram os interneurdnios periglomerulares (Pg) que formam contatos
sinapticos com as células Mt e os OSN dentro dos glomérulos e também estabelecem conexdo
entre glomérulos. As células Mt se encontram na camada mais profunda e projetam seus
axonios para regides corticais pelo trato olfatério lateral (LOT). Na camada profunda se
encontram as células granulares (Gr), interneurénios inibitérios, que estabelecem contatos
sinapticos dendro-dendriticos de modo reciproco com os dendritos laterais das células Mt
(SHEPHERD et al., 2004).

No roedor adulto estimam-se aproximadamente 1.800 glomérulos distribuidos ao longo
do BO (ROYET et al., 1988; MOMBAERTS et al., 1996), com axdnios OSN expressando
um mesmo tipo de receptor olfatério, convergindo dentro de um ou dois glomérulos no BO
(MOMBAERTS et al., 1996; IMAI; SAKANO, 2007; ZOU et al., 2009), junto com 0s
dendritos das células Mt. A inervacdo especifica dos glomérulos pelos axénios OSN,
expressando um dnico tipo de receptor, formam mapas randomicamente distribuidos ao longo
do BO (VASSAR et al., 1994;MORI, SAKANO, 2011; TAKEUCHI; SAKANO, 2014;
ZAPIEC; MOMBAERTS, 2015).

Dentro dos glomérulos, as células Pg estabelecem sinapses dendro-dendriticas
GABAérgicas com as células Mt (KOSAKA; KOSAKA, 2005; MURPHY et al., 2005), as

quais, por sua vez, estabelecem sinapses dendro-dendriticas glutamatérgicas com as células
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Pg (SHEPHERD et al., 2004). No roedor adulto estima-se um total aproximado de 30.000-
40.000 células Mt (ROSSELLI-AUSTIN;ALTMAN, 1979, MESIAMI, 1989; RICHARD et
al., 2010), dessas 10-20 células projetam para cada glomérulo (RICHARD et al., 2010;
SOSULSKI et al., 2011; LIU et al., 2016).

Figura 2.2. Organizacdo laminar do Bulbo Olfatério

Bulbo
Olfatério

Para o cortex

Os axénios dos OSN saem do OE e atravessam a placa cribiforme formando o nervo olfatério
(ON) e terminam na camada superficial do bulbo olfatério (BO) estabelecendo sinapses com
os dendritos apicais das células Mitrais (Mt) e os interneurénios periglomerulares (Pg),
formando estruturas esféricas chamadas glomérulos (GL). Os corpos das células Mt se
encontram na camada mais profunda (Mt) e lateralmente estendem seus dendritos sobre os
quais se estabelecem sinapses dendro-dendriticos com as células granulares (Gr), com soma
distribuidos mais profundamente. Entre a camada GL e a camada Mt se encontra uma camada
formada pelos ramos dendriticos apicais e distais das células Mt (camada plexiforme externa).
Entre a camada Mt e a camada Gr se encontra a camada plexiforme interna (Pin), formada
pelos axdnios das células Mt e os dendritos apicais das células Gr. Os axdnios das células Mt
saem do BO formando o trato olfatdrio lateral (LOT) e projetam para regides centrais.

Por outro lado, as celulas Gr formam sinapses dendro-dendriticas reciprocas em espagos
adjacentes com as células Mt. As células Gr recebem inputs excitatérios glutamatérgicos das
células Mt e, por sua vez, essas recebem inputs GABAérgicos das células Gr (SHEPHERD et
al., 2007). A inibicdo gerada pelas células Gr sobre as células Mt depende da ativacdo de
receptores NMDA nas células Gr (e ndo de AMPA) (SCHOPPA et al., 1998; CHEN et al.,
2000). Propde-se que para ativar os receptores NMDA nas células Gr e consequentemente
liberarem GABA, a célula Gr recebe excitacdo axo-dendritica de inputs corticofugais
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(originados no cortex piriforme), os quais facilitam a ativacdo dos receptores NMDA para que
a seguinte excitacdo dendro-dendriticas Mt-Gr possa, portanto, facilitar a inibicdo dendro-
dendriticas Gr-Mt (BALU et al., 2007).

2.1.2. Projecdes do bulbo olfatorio para regides centrais

Os axonios das células Mt deixam o BO formando o LOT, que se estende ventralmente
no cérebro (Figura 2.3). De cada ax6nio no LOT, saem Varios axdnios colaterais que deixam
o LOT ao longo da sua extensdo e se espalham obliquamente, entrando em varias regides
corticais (SHEPHERD et al.,2004). A primeira projecdo central € o nucleo anterior olfatério
(AON), que recebe uma porgdo de axonios BO, ipsilateral e contralateral, bem como de
projecdes corticofugais de regides olfatorias mais centrais. Uma por¢do importante de axénios
das células Mt também se projeta, diretamente, para o cortex piriforme anterior (aPC),
posterior (pPC) e cértex entorrinal ipsilateral. Esses cértices também recebem projecoes
importantes do BO e do AON contralateral via a comissura anterior (AC) (SHIPLEY et al.,
2004; IMAL, 2014).

Figura 2.3. Projec¢des centrais do Bulbo Olfatério
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Os axonios das células Mitrais saem do bulbo olfatorio e projetam diretamente para regides
corticais diversas, através do trato olfatério lateral (LOT). O grafico é uma visao ventrolateral
dessas projecdes. Os terminais axonios do LOT saem perpendicularmente para entrar em cada
regido. As letras da A, D, P e V se referem a anterior, dorsal, posterior e ventral,
respectivamente. (Grafico tomado de IMAI, 2014; Construction of functional neuronal
circuitry in the olfactory bulb. Seminars in Cell & Developmental Biology 35 (2014) 180-
188).

A formacdo do LOT antecede a formacdo anatdmica do BO. No periodo embrionario
E16-E17, antes mesmo dos glomérulos estarem formados, o LOT ja se encontra estendido ao

longo da porcdo ventral do cérebro do rato (SCHWOB; PRICE, 1984; MORIIZUMI et al.,
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1995; LOPEZ-MASCARAQUE et al., 1996) e comeca a se mielinizar rapidamente entre P9
e P21 (SCHWOB et al., 1984; MORIIZUMI et al., 1995). A velocidade de conducdo no LOT
é de 1 metro/segundo em P3-P10, de 2,7 metros/segundo em P15 e de 9,6 metros/segundo no
adulto (SCHWOB et al., 1984).

2.2. Cortex piriforme
2.2.1. Demarcagdo anatémica

O cortex piriforme se estende ventralmente ao longo do cérebro, paralelo a fissura rinal,
desde o final do tubérculo olfatério, na sua porcdo anterior, até o final da fissura rinal, na
porcdo posterior. Em toda sua extensdo, recebe inputs diretamente dos axénios das celulas Mt
via 0 LOT (Figura 2.3 A). Descreve-se duas sub-regides de cortex piriforme, o cortex
piriforme anterior (aPC) e o cortex piriforme posterior (pPC). A demarcagdo anatdmica entre
as duas sub-regides reside no estreitamento da densidade do LOT (Figura 2.4A) e
internamente na extensdo e espessura das suas camadas (NEVILLE; HABERLY, 2004). Além
dessas subdivisOes grossas, existem outras em cada sub-regido caracterizadas pelas variagoes
na espessura em alguma das suas trés camadas (NEVILLE; HABERLY, 2004). Devido a

relevancia para o nosso trabalho, aqui focamos na descricdo e discussao apenas do aPC.
2.2.2. Organizagdo Laminar

Internamente, o aPC esté organizado em trés camadas (Figura 2.4B). A camada 1 (L1)
é a mais superficial e contém terminais axonais, dendritos € um numero reduzido de corpos
neuronais, compondo-se de duas subdivisdes, L1a e L1b. A camada L1a contém os terminais
axonais das Mt, que saem do LOT, e a camada L1b contém os terminais axonais, que se
projetam de outras regides corticais olfatorias e ndo olfatorias, chamados de inputs
associativos (NEVILLE; HABERLY, 2004; HAGIWARA et al., 2012). A camada 2 (L2)
contém uma grande densidade de corpos celulares das células piramidais superficiais (SP),
células semilunares (SL) e, também, axdnios dos inputs associativos (NEVILLE; HABERLY,
2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013). A camada 3 (L3) contém, em menor densidade, 0s corpos
das células piramidais profundas (DP) e os terminais axonais dos inputs associativos
NEVILLE; HABERLY, 2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013). Nas trés camadas também se
encontram distribuidos interneurdnios GABAEérgicos de diversa morfologia (BEKKERS;
SUZUKI, 2013).
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Figura 2.4. Localizacdo, delimitacdo anatdémica, arquitetura laminar e circuito do cortex
piriforme anterior

Glutamatérgicas GABAérgicas
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Visdo ventrolateral de um cérebro de rato mostrando a extensdo do LOT saindo do BO e se
estendendo para o0 aPC e pPC. Uma maior extensao do LOT (cinza) caracteriza a regido do
aPC, organizados ventralmente a fissura rinal (fr) (A). Internamente 0 aPC esté organizado em
camadas bem definidas (B). A camada superficial (L1a) é o lugar de entrada dos terminais
axOnais do LOT. Nessa camada também se encontram alguns interneurénios GABAEérgicos
(H, horizontais; G, neurogliais; B, bastquet; M, multipolares) e predominantemente 0s ramos
dos dendritos apicais das células semilunares (SL), piramidais superficiais (SP) e piramidais
profundas (DP), com corpos nas camadas mais profundas (L2/3). Esses neur6nios formam
microcircuitos intracorticais excitatorios e inibitorios (IN1, inibicdo feedforward; IN2,
inibicdo feedback ) (C). Os dendritos apicais distais das células principais e 0s interneurdnios
na camada L1a recebem inputs diretos do LOT (inputs aferentes, aff). Nas camadas L1b, L2 e
L2 se integram inputs excitatorios aferentes (LOT) e nas camadas L1b, L2/3 se integram
varios inputs associativos (assn), tanto os provenientes de outras regides corticais quanto os
gerados dentro do proprio  microcircuito  (recorrentes  excitatorias SP—SP,
SL/SP/DP—interneurdnios, interneurénios—SP). As células SP e DP s&o as que saem do aPC
e projetam para outras regides corticais e inclusive para o proprio BO (Gréaficos foram
tomados dos trabalhos de Suzuki; Bekkers, 2007. Microcircuits Mediating Feedforward and
Feedback Synaptic Inhibition in the Piriform Cortex, The Journal of Neuroscience, January
18, 2012 , 32(3):919 -931, 919/ Inhibitory Interneurons in the Piriform Cortex.Clinical and
Experimental Pharmacology and Physiology (2007) 34, 1064—-1069).

44



2.2.3. Células principais

O aPC contém vérios tipos celulares, dentre esses descrevemos as células principais,
que se caracterizam pela extensdo de sua arborizacdo dendritica e axénios que se projetam
para outras areas (células piramidais superficial e profunda) e pela grande conexdo associativa
intracortical (células semilunares) (NEVILLE; HABERLY, 2004); e também interneurénios,
que formam amplas conexdes internas nas diferentes camadas do aPC (NEVILLE;
HABERLY, 2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013) (Figura 2.4 B). As trés classes de células
principais e as varias classes de interneurdnios possuem diferentes caracteristicas
morfologicas e propriedades elétrofisioldgicas intrinsecas (SUZUKI; BEKKERS, 2006;
2010a, b; 2011; CHOY et al., 2017).

2.2.3.1. Células semilunares

As células semilunares (SL) sdo a populacdo celular que se encontra em maior
propor¢do na porcao superficial da camada L2 do aPC e sdo também as mais abundantes do
cortex piriforme. Morfologicamente se caracterizam por possuir: ramos dendriticos de curto
alcance projetando apicalmente em direcdo a camada Lla e ax6nios que atingem
horizontalmente a mesma camada, em direcdo a outras células piramidais; e colaterais para
interneurdnios nas camadas mais profundas do aPC, mas que ndo projetam para fora do aPC
(SUZUKI; BEKKERS, 2006; HAGIWARA et al., 2012; CHOY et al., 2017; MAZO et al.,
2017).

2.2.3.2. Piramidais superficiais

As células piramidais superficiais (SP) tém seus corpos distribuidos majoritariamente na
por¢do profunda da camada L2, e seus dendritos apicais se estendem em frondosas
ramificacOes nas camadas mais superficiais. Seus dendritos basais se expandem radialmente
desde o soma com profusdo de pequenos espinhos dendriticos (SUZUKI; BEKKERS, 2011;
HAGIWARA et al., 2012; CHOY et al.,, 2017). Os ax6nios mielinizados dessas células
projetam para outras areas olfatorias, ipsi e contralateralmente e ainda projetam de volta para
0 BO (NEVILLE; HABERLY, 2004; BALU et al., 2007; MAZO et al., 2017).
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2.2.3.3. Piramidais profundas

As células piramidais profundas (DP) se encontram distribuidas na camada L3,
estendendo um dendrito principal que se ramifica na camada L1 e apresentam também
dendritos basais que se estendem horizontalmente na camada L3 (SUZUKI; BEKKERS,
2006; SUZUKI; BEKKERS, 2011; HAGIWARA et al., 2012; CHOY et al., 2017). S&o as
células com maior extensdo dendritica no aPC e; semelhante as células SP, projetam seus
axonios mielinizados para outras areas olfatdrias, ipsi e contralateralmente e também de volta
para 0 BO (NEVILLE; HABERLY, 2004; BALU et al., 2007; MAZO et al., 2017).

2.2.3.4. Interneurdnios

O aPC contém interneurbnios que usam GABA ou outra substancia como
neurotransmissor (NEVILLE; HABERLY, 2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013). Até o
momento, tém sido identificadas sete classes de interneurbnios que expressam diferentes
marcadores moleculares e apresentam caracteristicas morfoldgicas e eletrofisioldgicas
diferentes, sendo que a maior parte deles libera GABA como neurotransmissor (SUZUKI;
BEKKERS, 2010 a, b). Esses interneur6nios se encontram amplamente distribuidos nas trés
camadas do cortex piriforme e a maioria estende seus frondosos dendritos ha mesma camada,
porém alguns estendem densos dendritos basais e apicais nas trés camadas do aPC (Figura
2.3B). Como veremos mais adiante, a posicao desses interneurénios GABAérgicos em cada
camada e o tipo de input que recebem sdo consideradas cruciais para a funcdo inibitdria
intracortical (BEKKERS; SUZUKI; 2013).

2.2.4. Organizagdo Sinaptica Intracortical

As células descritas acima formam sinapses glutamatérgicas e GABAérgicas em cada
camada descrita (NEVILLE; HABERLY, 2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013) (Figura 2.3 C).

2.2.4.1. Sinapses Excitatorias

As sinapses excitatérias glutamatérgicas dentro do aPC sdo estabelecidas pelos
terminais axonais do LOT, pelas as células SL, SP e DP; e pelos inputs associativos
provenientes de outros cortices olfatorios ou ndo olfatérios. As células piramidais recebem os
inputs nos seus dendritos apicais. Os originados do BO terminam formando sinapses
excitatorias nos dendritos distais das células SL, SP, DP e dos interneurdnios na camada L1b,
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enquanto que os inputs excitatorios associativos terminam formando sinapses nos dendritos
proximais, basais ou soma das células SL, SP, DP; e interneur6nios nas camadas L1b, L2/3
(NEVILLE; HABERLY, 2004; FRANKS; ISAACSON, 2005; BEKKERS; SUZUKI, 2013)
(Figura 2.4 C).

2.2.4.2. Sinapses inibitdrias

As sinapses inibitorias sdo estabelecidas pelos dendritos e axénios dos interneurdnios
GABAEérgicos que se encontram distribuidos nas trés camadas do aPC. As sinapses sao
estabelecidas nos dendritos apicais, proximais e basais e também no soma das células SL, SP
e DP (Figura 2.4C).

2.2.5. Circuito neural
2.2.5.1. Aferentes

O primeiro circuito aferente é constituido pelos inputs que chegam do BO na camada
L1a, onde estabelecem sinapses glutamatérgicas com os dendritos apicais distais das células
SL, SP e DP (FRANKS; ISAACSON, 2005; BATHELLIET et al., 2009); e com os dendritos
dos interneurénios GABAérgicos (STOKES; ISAACSON, 2010). O segundo circuito aferente
é constituido pelos inputs excitatérios que chegam de diversas regides do cértex olfatério e
também do lado ipsi e contralateral que chegam a camada L1b, chamados também de inputs
associativos (NEVILLE; HABERLY, 2004; HAGIWARA et al., 2012). Tem-se evidéncia de
que as ceélulas piramidais, individualmente, recebem inputs sinapticos provenientes de
diferentes glomérulos do BO (BATHELLIER et al., 2009; APICELLA et al., 2010). Tem sido
proposto que cada célula piramidal recebe inputs de aproximadamente 200 aferentes do BO
(DAVISON; EHLERS, 2011), sendo que cada terminal axonal Mt realiza cinco contatos
sinapticos nesta célula (FRANKS; ISAACSON, 2006; BATHELLIER et al., 2009; FRANKS
etal., 2011).

Das células piramidais, as células SL tendem a receber um input aferente do LOT mais
forte, e as células SP e DP mais fraco (SUZUKI; BEKKERS, 2006; SUZUKI, BEKKERS,
2011; HAGIWARA et al., 2012. BEKKERS; SUZUKI, 2013; CHOY et al., 2017). Por outro
lado, também tem sido sugerido que os interneurénios da camada Lla recebem seis vezes
mais inputs das fibras do LOT do que os dendritos das células piramidais (STOKES;
ISAACSON, 2010).
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2.25.2. Eferentes

A principal projecéo eferente do aPC é mediada pelos axonios das células SP e DP. As
maiores projecdes ocorrem para as proprias regides olfatorias, como: cortex piriforme
posterior, cortex entorrinal e também as projecdes de tipo corticofugais para o nicleo anterior
olfatério e BO. Projecbes abundantes sdo também enviadas para: talamo, hipotélamo,
amigdala e regides do coértex pré-frontal; e o cértex olfatorio contralateral, mediante a
comissura anterior (NEVILLE; HABERLY, 2004; SHIPLEY et al., 2004; HAGIWARA et
al., 2012).

2.2.5.3. Autoassociativas

As células SL e SP recebem inputs associativos de outras areas corticais olfatorias,
ipsilateralmente e também contralateralmente via os inputs comissurais. As células SL tendem
a receber input associativo mais fraco, comparado com o input aferente que recebem do LOT,
enquanto que as células SP e DP recebem mais forte (SUZUKI; BEKKERS, 2006; SUZUKI,
BEKKERS, 2011; HAGIWARA et al., 2012. BEKKERS; SUZUKI, 2013; CHOY et al.,
2017).

As células piramidais do aPC também recebem inputs delas mesmas (inputs
autoassociativos ou recorrentes), os quais formam sinapses nos dendritos apicais e proximais
nas camadas Llb (SP e DP) (FRANKS; ISAACSON, 2005). As células SL inervam
preferencialmente as células SP e DP na camada L3, mas ndo outras SL, e interneur6nios
GABAérgicos em L3(CHOY et al.,, 2017). Assim, o principal circuito autoassociativo €
formado pelas conexdes sinapticas recorrente entre as células piramidais SP e DP. Cada célula
piramidal recebe uma conexao recorrente de pelo menos outras 20% células piramidais, sendo

que cada contato sinaptico é uniquantal (FRANKS et al., 2011).
2.2.5.4. Inibitoério

O circuito inibitorio ¢ mediado por duas fontes de inibigdo sinaptica sobre as células

piramidais da camada L2 e L3 do aPC (feedforward e feedback).
2.2.5.4.1. Inibicéo feedforward

A inibicdo feedforward é formada pelos interneurénios na camada Lla que recebem

input direto do LOT. Como mencionamos acima, 0s interneurdnios na camada L1a recebem
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alta convergéncia de input das células Mt, mais do que as células piramidais (STOKES.
ISAACSON, 2010; STOKES et al., 2014).

Tem sido descrito duas variantes de circuito: LOT— célula horizontal— SP/SL e
LOT— ceélula com forma neuroglial— SL/SP (SUZUKI, BEKKERS, 2012), formando
contatos sinapticos dispersos ao longo dos dendritos apicais distais das células piramidais da
camada L2/3 (STOKES et al., 2014).

2.2.5.4.2. Inibicéo feedback

A inibicdo feedback é formada pelos interneurénios camadas L1b e L2/3, que recebem
inputs associativos, exclusivamente das células piramidais ativas, e que inibem
preferentemente as células que os excitam (STOKES; ISAACSON, 2010), sendo LOT—
SL— célula multipolar de disparo rapido o tipo de circuito mais comum (SUZUKI,
BEKKERS, 2012; CHOY et al., 2017). Propbe-se que a excitacdo recorrente sobre o0s
interneurdnios da camada L3 é mais forte do que a excitacdo recorrente entre as células
piramidais (STOKES. ISAACSON, 2010), de modo que a inibicdo feedback prové uma
inibicdo mais forte do que a inibicdo feedforward sobre as células piramidais das camadas
L2/3 (FRANKS et al., 2011; LARGE et al., 2016a,b).

Além de promover inibicdo nas células piramidais, ha evidéncia de que um grupo de
interneurdnios (que expressam somatostatina e com padrdo de disparo regular e rapido)
também inibe outros interneurdnios inibitdrios, na camada L2/3, e a si mesmos (LARGE et
al., 2016b).

2.2.6. Plasticidade sinaptica

E sugerido que para manter uma representacdo invariante de caracteristicas especificas
de odores, a plasticidade dependente da atividade dos inputs do LOT poderia ndo ser
necessariamente desejada. Em estudo de potencial de campo evocado em fatias de cortex
olfatdrio de ratos adultos, a estimulagéo tetanica do LOT ndo induz de modo confiavel LTP
mediado por receptor NMDA (JUNG et al., 1990). Além disso, a inducdo bem-sucedida de
LTP foi dificil de alcangar e resultou em pequeno incremento de 10-15% da forca sinaptica
(JUNG et al., 1990; KANTER; HABERLY, 1990; KANTER; HABERLY, 1993).
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2.2.7. Retropropagacéo de potencial de acéo

E sugerido que a plasticidade LTP nas sinapses LOT-aPC nos dendritos apicais distais
das celulas piramidais depende da retropropagacdo do potencial de acdo nos dendritos distais
das celulas piramidais, induzindo sinal de calcio transitério. Em animal adulto, o pareamento
de disparo pré e pds-sindptico leva a um sinal pequeno de célcio transitério nos dendritos
distais das células piramidais na camada L1b (input associativo), levando uma falha seletiva
na inducdo de LTP na camada L1a, o qual pode ser recuperado melhorando o potencial de
acao de retropropagacao. Por outro lado, a inducdo de LTP pareando disparo pré e pos-
sinaptico pode ser induzida na camada L1b, porém requer disparo em burts? da célula
piramidal pds-sindptica (JOHENNING et al., 2009).

2.3. Aspectos do desenvolvimento po6s-natal do cortex piriforme
2.3.1. Organizacdo laminar

As camadas do cortex piriforme comecam a se formar ainda no periodo embrionario
(MARTIN-LOPEZ et al., 2017). No dia embrionario E19 observa-se a camada L1 sem
distingdo clara entre as suas por¢des Lla e L1b (MORIIZUMI et al., 1995; MARTIN-LOPEZ
etal., 2017).

Para 0 momento do nascimento a camada do LOT no aPC j& se encontra presente e
ganha espessura entre a primeira e quarta semana pos-natal (WILSON et al., 2000; SARMA
et al., 2011). As subdivisdes Lla e L1b aparecem em P7, e ao longo do tempo a espessura da
camada Lla se incrementa, estabilizando-se em P30. A camada L1lb se desenvolve na
primeira semana pds-natal e permanece estavel nas semanas seguintes (WILSON et al., 2000;
SARMA et al., 2011), enquanto que a camada L2 se incrementa progressivamente entre PO e
P30 (SARMA et al., 2011).

Observa-se também que a projecdo comissural do lado contralateral ndo atinge a
camada L1b até ao redor da segunda semana pos-natal (SCHWOB; PRICE, 1984; WILSON
et al., 2000). Antes desse periodo prima o input do BO de projecéo ipsilateral, sendo a fungéo
olfatoria também processada nos coértices de cada hemisfério como vias independentes
(KUCHARSKI; HALL, 1987; 1988; FONTAINE et al., 2013).

? Referido a uma série de disparos rapidos de potenciais acdo com intervalo de menos de 5 ms entre cada
potencial (BEAN, 2007).
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2.3.2. Células

Conta-se com dados escassos na literatura sobre as caracteristicas de desenvolvimento
morfologicas e eletrofisioldgicas dos diferentes tipos celulares no aPC, durante a primeira e
terceira semana pos-natal, sem comparacdo do tipo de células piramidais. Estudos de
imunohistoquimica tém mostrado que a populacéo de células piramidais com corpos celulares
na camada L2 permanece estavel ao longo do desenvolvimento, enquanto que o nimero de
interneurénios GABAEérgicos € alto entre PO e P2 e, rapidamente, reduz-se entre P2 e P7 e
mais lentamente até P14, permanecendo depois disso estavel até o periodo adulto (SARMA et
al., 2011). Assim, a proporcdo de interneurdnios/células piramidais cai significativamente
durante a primeira semana pdés-natal (PO-P7) e se reduz ainda mais ao longo da segunda
semana poés-natal (P14), permanecendo posteriormente estavel com uma propor¢do de 1

interneurdnio para cada 10 células piramidais (SARMA et al., 2011).

Ao redor do P14, o cortex piriforme tem um perfil morfoldgico semelhante ao adulto,
com células piramidais completamente desenvolvidas nas camadas L2 e L3 (VALVERDE;
SANCATANA, 1994). As células piramidais da porcdo mais superficial da camada L2
maturam antes das distribuidas na porcdo profunda, sugerindo que as primeiras em

amadurecer sejam as células SL que dependem do input direto do BO (SARMA et al., 2011).

Paralelo as mudancgas morfoldgicas, ha também mudancas importantes nas propriedades
intrinsecas passivas e ativas das células piramidais da camada L2/3. Entre a segunda e quarta
semana pos-natal, o potencial de membrana em repouso e o limiar de disparo de potencial de
acao se tornam mais negativos, sem mudancas na resisténcia ao input, e a geracdo e duragdo

dos potenciais de acéo se tornam mais rapidos (GHOSH et al., 2015).
2.3.3. Organizagéo sinaptica intracortical
2.3.3.1. Excitatéria

Na primeira semana pos-natal nos ratos, predomina expressao de receptores NMDA
em relacdo os receptores AMPA nas sinapses do LOT-aPC (L1a), o qual ao longo do primeiro
més pos-natal muda progressivamente, reduzindo a expressdo de receptores NMDA e
incrementando a expressdo de receptores AMPA. Essa mudanca ndo foi observada nas
sinapses glutamatérgicas associativas (L1b e L2/3) (FRANKS; ISAACSON, 2005).
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Paralela com essas mudancas no desenvolvimento de receptores glutamatérgicos,
também tem sido observada uma rapida maturacdo na densidade de espinhos dendriticos nos
sitios de input do LOT (dendritos apicais distais) comparado com as sinapses associativas
(dendritos apicais basais e proximais). A densidade de espinhos dendritos nas sinapses do
LOT se incrementa rapidamente nas duas primeiras semanas pos-natal e permanecem estaveis
ao longo do periodo adulto, enquanto que a densidade sindptica dos espinhos dendritos nas
sinapses associativas continua a se incrementar progressivamente ao longo da fase adulta
(POO; ISAACSON, 2007).

2.3.3.2. Inibitéria

De PO a P10, a densidade sinaptica total na camada Lla do cortex piriforme se
incrementa em 1/3 da sua densidade de adulto (WESTRUM, 1975; MORIIZUMI et al.,1995).
Um trabalho de microscopia eletrdnica reporta que os contatos sinapticos GABAérgicos em
L1a aparecem em P6, mudando significativamente em tamanho e lugar de distribuicéo entre
P13 e P21, atingindo o perfil adulto. Enquanto que na camada L1b e L2, os contatos
sinapticos GABAérgicos aparecem desde P2 e também atravessam mudancas em tamanho e
distribuicdo nas semanas seguintes, atingindo o perfil adulto em P21 (WESTENBROEK et
al., 1988).

Estudo de imunohistoquimica mais recente reporta a presenca de sinapses GABAérgicas
na camada L2 em P7, e ndo antes, e a densidade permanece estavel entre P7 e P14,
incrementando-se de modo importante em P60 (SARMA et al., 2011). Esses dados sugerem
que durante a primeira semana pés-natal em roedores a inibicdo se encontra funcional,

principalmente na camada mais profunda do cortex piriforme.
2.3.4. Circuito Neural

Pouco se conhece sobre a ontogenia da fungdo do circuito do cortex piriforme. Sabe-se,
por estudos de potencial de campo, que a atividade cortical para a estimulacdo elétrica do
LOT aparece bem no inicio da primeira semana pés-natal, e o padrdo de atividade cortical
inibitdria progressivamente muda, atingindo um padrdo semelhante ao adulto ao redor de P14
(SCHWOB et al., 1984). Esses dados sdo coerentes com 0s estudos de imunohistoquimica de
SARMA e colaboradores (2011), que mostram evidéncias de sinapse GABAérgica funcional
em P7 e entre P14 e P30, com a continua formacéo de sinapses GABAEérgicas funcionais no

aPC. Além disso, outras fungdes corticais como a discriminacdo comportamental especifica
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de dois odores altamente semelhantes (proprio ninho vs. outro ninho), também aparecem em
periodo pos-natal semelhante (GREGORY; PFAFF, 1979; MEYERS; ALBERTS, 2016).

2.3.5. Plasticidade Sinaptica

Uma maior contribuicdo de receptores NMDA nas sinapses do LOT-aPC predomina
durante o inicio do desenvolvimento pds-natal (FRANKS; ISAACSON, 2005). Além disso,
essas sinapses expressam robusta LTP dependente de receptor NMDA em ratos infantes, com
a magnitude declinando rapidamente durante o primeiro més pés-natal. Por outro lado, essa
capacidade para expressar robusta LTP dependente de NMDA nas sinapses associativas
permanece constante ao longo do periodo pdés-natal (POO; ISAACSON, 2007). Tem sido
sugerido que essa alta capacidade de plasticidade sinaptica excitatoria em nivel das sinapses
LOT-aPC poderia contribuir na rapida formacéo de aprendizado de preferéncias olfatérias, no
inicio do desenvolvimento pos-natal (FRANKS; ISAACSON, 2005; POO; ISAACSON,
2007).

Como descrevemos na secao 1.3.3, uma plasticidade LTP dependente de NMDA nas
sinapses LOT-aPC parece ser necessaria para a inducdo de aprendizado de preferéncia
olfatéria em roedores infantes <P10, pois a infusdo de antagonista de receptor NMDA no
aPC, antes do pareamento odor-stroke, previne o aprendizado do odor. Além disso, a inducao
de LTP in vitro nas sinapses LOT-aPC, pareando a aplicacdo de agonista B-adrenérgico com
estimulacgdo de alta frequéncia no LOT, é prevenido pela aplicacdo de antagonista de receptor
NMDA (MORRISON et al., 2013).

2.3.6. Retropropagacéo de potencial de acéo.

A pesar de ndo existir dados experimentais para o0 inicio do desenvolvimento,
JOHENNING e colaboradores (2009) discutem a possibilidade dos mecanismos que suportam
0 LTP dependente de NMDA nas sinapses LOT-aPC (camada Lla) também serem
sustentados por retropropagagdo® do potencial de acéo para os dendritos apicais distais e as
propriedades intrinsecas de disparo das células piramidais (JOHENNING et al., 2009).
Considerando que, no inicio do desenvolvimento, a inducdo de LTP mediada por receptores

NMDA nas sinapses LOT-aPC se encontra particularmente incrementada e gradualmente se

® Referido a uma condug#o ativa ao longo do dendritos da despolarizagdo produzida pelo potencial de agdo no
segmento inicial do ax6nio. A amplitude da despolarizagdo diminui ao longo dos dendritos com o
distanciamento do soma.
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reduz ao longo do primeiro més pos-natal, é possivel que o mecanismo de retropropagacéo de
potencial de acdo mediado pelas propriedades intrinsecas de disparo das células piramidais

suporte a LTP nesse periodo.

3. Papel da transmisséo sinaptica GABAérgica no processamento cortical

do odor

Um modelo possivel de como o cortex piriforme processa o odor seria que esse estimulo
evocaria uma atividade espacialmente distribuida no cortex piriforme, onde apenas uma
pequena fracdo de células piramidais responde para um estimulo, sem uma relacdo
topografica aos padrbes espaciais do processamento nos glomérulos do BO (ISAACSON,
2010; WILSON; SULLIVAN, 2011; BEKKERS; SUZUKI, 2013) (Figura 2.5). Pensa-se que
essa distribuicdo dispersa de codificacdo permite que um grande nimero de padrbes das
caracteristicas de odor seja armazenado (WILSON; SULLIVAN, 2011). A atividade evocada
pelo odor no aPC, mantendo uma forma de processamento espacialmente disperso, tem sido

observada em ratos a partir de P3, com perfil semelhante ao adulto em P10 (ILLIG, 2007).

Figura 2.5. Representacao dispersa de odores no cortex piriforme

Epitélio Olfatério Bulbo Olfatério

O grafico que mostra uma representacdo abstrata de como o odor é representado no cortex
piriforme. No epitélio olfatério, os pontos coloridos iguais representam receptores olfatorios
que expressam um mesmo gene receptor. Os neurdnios olfatorios sensoriais expressando um
mesmo gene receptor projetam para um mesmo glomérulo no bulbo olfatério (no gréfico
representado como circuitos coloridos maiores). As celulas mitrais de cada glomérulo
projetam difusamente para o cértex piriforme (disperso) (Grafico tomado do trabalho de
BEKKERS; SUZUKI, 2013, Neurons and circuits for odor processing in the piriform cortex.
Trends in Neurosciences, July 2013, Vol. 36, No. 7).

O padrdo de processamento de odor disperso tem sido estudado e proposto a partir de

estudos in vivo e in vitro, os quais sugerem que a codificacdo dispersa do odor é suportada por
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uma caracteristica particular dos circuitos intracorticais excitatorios e inibitérios. A
estimulagdo de odor evoca tipicamente um fraco incremento na taxa de disparo das células
piramidais da camada L2/3, porém apenas uma pequena porcao celular dispara forte, essa
atividade corresponderia com a atividade dispersa (RENNAKER et al., 2007; POO;
ISAACSON, 2009; ISAACSON, 2010). O mecanismo pelo qual apenas um grupo pequeno de
células piramidais, aleatoriamente dispersas, mostra uma alta atividade evocada por odor, tem

sido atribuido a atividade do circuito inibitorio

Estudos in vitro e in vivo tem mostrado que um determinado odorante evoca a atividade
de uma ampla populacéo de interneurdnios. Em registros individuais de células piramidais, a
excitacdo é especifica para um odor, porém, a inibicdo é inespecifica. O registro individual de
interneurdnios tem sugerido que um determinado odor evoca uma inibicdo global no cortex
piriforme (POO; ISAACSON, 2009; ZHAN; LUO, 2010). Essa atividade inibitoria
contribuiria para a representacdo dispersa do odor, garantindo que apenas as células
piramidais que receben uma excitacédo forte e preferente consigam disparar potencial de acéo
(ISAACSON, 2010). Porém, em estudo com camundongos acordados, combinando
estimulacdo optogenética e registro multicanal de células, tem mostrado que os interneurénios
GABAérgicos individuais no aPC exibem, de fato, uma resposta excitatoria para diferentes
odorantes, porém essa resposta ndo foi uniforme em todos esses interneurénios, havendo pelo
menos quatro tipos de resposta excitatoria, inclusive alguns interneurénios mostrando uma
resposta inibitéria (HU et al., 2017). Isso sugere que, talvez, os subtipos diferentes de
interneurénios GABAGérgicos descritos no cortex piriforme (SUZUKI; BEKKERS, 2010a,b),
tenham diferentes papeis funcionais no processamento cortical do odor.

O processamento diferenciado do microcircuito inibitorio do cortex piriforme,
modulado pela atividade entrante do BO, seria 0 suporte mais basico para o0 processamento
disperso do odor no cortex piriforme. Tem sido mostrado que os interneurdnios da camada
mais superficial do cortex piriforme (L1a) recebem um input olfatorio mais forte do que as
celulas piramidais, e atividade desses interneur6nios promovem uma inibi¢do inicial
feedforward transitoria sobre a atividade das células piramidais. Os interneurdnios das
camadas L2/3, recrutados exclusivamente pela excitacdo recorrente das células piramidais,
promovem uma inibicdo feedback de inicio tardio sobre a atividade das celulas piramidais,
porém de efeito mais duradouro (STOKES; ISAACSON, 2010; 2013). Ha a proposta que
esses dois microcircuitos inibitorios forcam uma inibicdo ampla no cortex piriforme
(STOKES; ISAACSON, 2013).
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Capitulo 3

Desenvolvimento pos-natal da transmissao sinaptica GABAérgica

no cortex piriforme anterior

1. Introducéo

Um estudo de imunohistoquimica mostrou que o0 numero de interneurénios
GABAérgicos em todas as camadas do aPC é maior no momento do nascimento ate o dia pos-
natal (P) 4 e logo se reduzem a metade em P7, permanecendo com quantidade estavel depois
dos P14 (SARMA et al., 2011). Além disso, a densidade das sinapses inibitorias na camada 1la
(L1a) incrementa-se progressivamente do P14 até o periodo adulto, sendo que antes do P7 ndo
é detectada a presenca de sinapses inibitorias (SARMA et al., 2011). Paralelo ao incremento
na densidade de sinapses inibitérias, a inibicdo cortical no aPC, evocada pela estimulacéo
elétrica no LOT, atinge o perfil semelhante ao adulto ao redor do P14 (SCHWOB et al.,
1984). O periodo de transicdo no aprendizado do apego em roedores infantes (>P10)
(MORICEAU; SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009; ROTH et al., 2013; GHOSH et al.
2015) é coincidente com o intenso aumento na inibigdo sinéptica no aPC (P14-P60) (SARMA
etal., 2011; SCHWOB et al., 1984).

O desenvolvimento progressivo na morfologia e funcdo do circuito inibitorio no aPC
durante as trés primeiras semanas ap0s 0 nascimento, sugere que a sinapse inibitdria poderia
operar de modo diferente nos ratos neonatos (<P10) e nos filhotes maiores (>P10). Assim,
neste estudo examinamos o perfil do desenvolvimento das correntes inibitdrias pos-sinapticas
espontaneas (sIPSC) nas células piramidais da camada 2/3 usando eletrofisiologia in vitro.
No6s focamos em dois periodos do desenvolvimento pés-natal (P5-P8 e P14-P17) com a
finalidade de representar as idades de transicdo no aprendizado do apego. Também foram
mensuradas as correntes inibitdrias pos-sindpticas miniatura (mIPSC) para testar se o
incremento na densidade sindptica inibitoria, como mostrado em estudo inmunohistoquimica
prévio (SARMA et al., 2011), poderia também refletir no incremento do nimero de sitios
sinapticos de liberacdo de GABA. Aléem disso, pelo fato do desenvolvimento de circuito
inibitério no neocortex poder ser modulado pela experiéncia sensorial, e este é fraco e com
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persistencia de fendtipos sindpticos imaturos quando privados dela (JIAO et al., 2006;
KRECZKO et al., 2009; GAINEY et al., 2016), n6s também estudamos a transmissao
sinaptica GABAEérgica apds privacao olfatéria em P3. Portanto, considerando que os circuitos
inibitdrios corticais no aPC podem ser formados mediante mudancas neuronais intrinsecas e
por influéncias do ambiente durante os processos de maturacdo, nés mensuramos as sIPSC e
mIPSC nos animais com nariz unilateralmente ocluidos. Assim, nés isolamos as mudancas
conduzidas pela maturacdo no aPC ipsilateral ao nariz ocluido, e aquelas mudancas

provocadas pela interacdo do ambiente e maturacdo ficaram isoladas no aPC contralateral ao

nariz ocluido.
2. Métodos
2.1. Etica

Todos os procedimentos experimentais que contemplam o uso de animais foram
realizados em concordéncia com as diretrizes e normas do Guidelines for Animal Care and
Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health (2011) e, especialmente, com
as disposicdes da Lei Brasileira namero 11.794 de 08 de novembro de 2008, que regula o uso
de animais para propdsitos cientificos e didaticos no Brasil. O projeto foi aprovado no Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a
carta de aprovacdo de numero 27961 do dia 27 de novembro de 2014 além do ADENDO

aprovado em Fevereiro de 2016 pelo mesmo Comité.
2.2. Animais
2.2.1. Alojamento

Foram utilizados ratos Wistar, fémeas e machos, provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS. Os animais
foram trasladados ao biotério setorial do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), no
Departamento de Fisiologia, vinte dias antes do inicio do experimento. Nesse ambiente, os
animais foram mantidos a temperatura (21-22° C) e umidade (60%) controladas, ciclo
claro/escuro de 12 horas, luz a partir de 8h; e livre acesso a comida (Nuvilab Cr2, Colombo,
Brasil) e dgua durante todo o periodo de pesquisa. As fémeas adultas foram alojadas em
caixas transparentes (44 x 33 x 21 cm) com maravalha, mantendo quatro animais por caixa.

Os ratos machos foram alojados em caixas semelhantes com dois animais por caixa. As
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condicBes de cuidados e manutencdo dos animais foram realizadas pela equipe de médicos
veterinarios e bioteristas que atuam no CREAL da UFRGS.

2.2.2. Acasalamento

Apbés o periodo de habituacdo dos animais foi iniciado o procedimento para
acasalamento. A forma mais usada para acasalar os ratos € determinar o ciclo estral da fémea
a partir de amostra do lavado vaginal. Identificando o pico da fase de proestro a fémea é
colocada junto com o macho. Esse procedimento € realizado diariamente até obter um periodo
estavel do ciclo estral. Nas nossas condi¢cBes experimentais, para evitarmos 0 estresse por
manipulagdo nas fémeas para a coleta de lavado vaginal, colocamos a fémea junto com o
macho em caixa separada com maravalha limpa no inicio do periodo escuro. A verificacdo de
receptividade da fémea para o macho foi realizada mediante a observacdo do comportamento
de lordose. A apresentacdo desse comportamento na fémea foi necessaria para deixa-la ou ndo
com o macho na caixa até o dia seguinte. ApOs a noite, a constatacdo da presenca de
espermatozodides no esfregago vaginal foi considerada como o inicio da gestagao (dia 0).

2.2.3. Gestacdo, parto e padronizacdo de ninhadas

Entre os dias 17 e 19 de gestacdo, as fémeas foram individualizadas em caixas
transparentes contendo maravalha abundante para o parto dias depois. A maravalha néo foi
trocada até cinco dias apds o parto. Algumas fémeas prenhas foram trasladadas ao biotério
setorial do Departamento de Bioguimica, onde foram alojadas em caixas transparentes (44 x
33 x 21 cm), e mantidas em condicBes ambientais semelhantes ao biotério do Departamento
de Fisiologia. Para o traslado as fémeas foram colocadas em caixas pequenas com maravalha,
grades cobertas com jalecos descartaveis novos e colocadas em um saco preto de pano para
transporte em taxi. Os translados foram realizados em horérios do dia em que o transito é
reduzido. O tempo de translado foi de aproximadamente de 5 a 10 minutos. O translado de
fémeas prenhas foi necessario pela impossibilidade de alojar os animais no biotério do
Departamento de Bioquimica desde o inicio da gestacdo. O parto aconteceu no dia 22 para
todas as fémeas. As que foram trasladadas ndo mostraram complica¢des no parto, exceto uma
fémea que demorou 23 dias para parir e teve que ser sacrificada. O dia do nascimento foi
considerado dia 1 (P1). No P2, os filhotes de cada ninhada foram padronizados em 8-10

filhotes e, quando possivel, com igual proporcdo de machos e fémeas.
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2.3. Oclusao nasal unilateral
2.3.1. Anestesia por frio

A hipotermia é considerada um método seguro e eficaz para anestesiar roedores
neonatos até P7, pois durante esta idade o0s recém-nascidos sdo funcionalmente
pecilotérmicos, ou seja, a temperatura corporal e a taxa metabdlica estdo estreitamente
relacionadas com a temperatura do ambiente, assim a termorregulacdo ndo esta
completamente desenvolvida até a terceira semana de vida (FOWLER; KELLOG, 1975;
GORDON, 1993). Este procedimento é usado também com eficacia para cirurgias cerebrais
em neonatos (ALVARES-DOLADO et al., 2006; MORRISON et al., 2013). Apos a anestesia
por hipotermia, a recuperacdo do esfriamento foi rapida, sendo que os filhotes permaneceram
aquecidos a temperatura semelhante ao ninho (33°C) e com retorno gradual da ao normal
(entre 20-30 minutos). S6 depois deste tempo de recuperacdo, os filhotes foram retornados

para 0 ninho com a mée para evitar infanticidio (PHIFER; TERRY, 1986).

Iniciamos a anestesia por hipotermia pela preparacdo de uma caixa de isopor com gelo
moido, com registro de temperatura de aproximadamente 2-4°C. Um grupo de quatro filhotes
foi retirado do ninho, colocado em uma caixa pequena contendo maravalha limpa e levado
para uma outra sala para realizar o procedimento cirdrgico. A caixa contendo os filhotes foi
colocada sobre uma almofada térmica em temperatura, controlada de 30-33°C; antes, durante
e depois do procedimento de oclusdo nasal. Para induzir hipotermia, os filhotes foram
envoltos em gaze e submersos até o pescoco em gelo moido (2-3°C), entre 8-10 minutos
(PHIFER; TERRY, 1986). Durante esse periodo foram monitorados os sinais vitais do filhote
bem como a auséncia de reflexos de extensdo das patas por presséo, antes de prosseguir com a

oclus&o nasal.
2.3.2. Cauterizacgdo do nariz

Apos a comprovacdo da anestesia, o filhote foi pego cuidadosamente com uma maéo,
ajeitando a cabeca com o dedo anelar, de modo que ficasse visivel o nariz. Usando hastes de
algodéo estéril, a regido do nariz foi limpa com antisséptico (Timeolate, que contém cloridrato
de lidocaina 21,0 mg/mL e cloreto de benzetdnio 1,33 mg/mL). Seguidamente, colocandou-se
a ponta de um ferro quente sobre o nariz do animal para cauterizar a parte externa do nariz
direito do animal. O procedimento teve uma duracdo inferior a 30 segundos. Apds a

cauterizacdo, foi colocado anestésico local em creme (lidocaina) e antibidtico em creme
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(Nebacetin: Sulfato de neomicina 5 mg/g, bacitracina zincica 250 Ul/g) sobre a regido
cauterizada com o filhote sendo colocado junto aos irmédos na caixa, sobre a almofada quente.
O mesmo procedimento foi realizado para os animais do grupo Sham, porém a cauterizacao
unilateral correspondeu a superficie dorsal do nariz direito, adaptacdo do protocolo descrito
por Meisiami (1976) e utilizado por Wilson et al. (2000).

Apb6s a recuperagdo da anestesia, comprovando os sinais vitais e o ganho de
temperatura, os quatro filhotes foram devolvidos para o ninho da mée, e seguidamente foram
retirados os quatro filhotes restantes para o procedimento da oclusdo unilateral do nariz.
Durante os dias seguintes a oclusdo, foi observada a recuperacao dos filhotes e antibiotico em
creme(Nebacetin) foi aplicado externamente até completa cicatrizacdo do ferimento.

Na literatura ndo encontramos referéncias sobre a taxa de mortalidade em decorréncia
desse procedimento, porém o trabalho de Mesiami (1976) relata que o procedimento de
oclusdo nasal por cauterizagdo em P1 tem maior ocorréncia de mortalidade que ao ser
realizado em P3. Assim, n6s decidimos realizar o procedimento de oclusdo nasal unilateral em
P3.0 nosso procedimento de oclusdo nasal unilateral resultou entre dois e trés filhotes mortos

por cada ninhada, entre o terceiro e quarto dias apos a cirurgia.
2.3.3. Verificacédo da ocluséo nasal

A verificacdo da oclusdo nasal foi realizada nos dias seguintes a cirurgia (P5-P8).
Metade dos filhotes foi retirada da caixa-ninho e transportada em uma caixa pequena com
maravalha para a sala de observacdo, onde permaneceu aquecida (30-33°) sobre uma
almofada térmica durante a observacdo. Um a um, o nariz dos filhotes foi observado usando
uma lupa e verificado se o nariz estava completa ou parcialmente ocluido. Esfregou-se,
delicadamente, uma haste de algoddo molhada em espuma de sabonete neutro, diluido em
agua morna, sobre o nariz cauterizado. A observacdo de borbulhas de ar no nariz foi usada
como indicador de oclusdo parcial, no caso contrario foi considerado completamente ocluido.
Os filhotes com confirmacéo de oclusdo completa foram marcados no dorso e observados nos
dias seguintes poés-natais indicados. Na Figura 3.1 se mostra exemplos de nariz

completamente ocluido.
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Figura 3.1. Ocluséo nasal

P8 P10 P14

4

Exemplos de verificacdo de oclusdo nasal em 3, 5, 7 e 11 dias ap0s a ocluséo nasal unilateral
do lado direito mediante cauterizacdo (desde P3). No P5, ainda se observa a cicatrizacdo da
cauterizacdo. A partir de P8 o nariz se encontra completamente ocluido.

Figura 3.2. Imagens de histologia mostrando cortes coronais de encéfalos com oclusao
nasal unilateral em P3 marcados com cresil violeta.

A B

Ipsi Contra 55 Ipsi Contra

P14

P17

Em A, se mostra o cOrtex piriforme anterior em 4 periodos de idade no lado ipsi e
contralateral a oclusdo nasal. Imagens fotografadas com cadmera acoplada a microscopio Luz
obtidas com aumento 5 x. Em B, imagens dos mesmos cortes histolégicos em aumento 20x. A
observagdo simples, as camadas 2/3, correspondentes as células piramidais ndo mostram
diferencas. Barra escala: 100 pum.
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2.3.4. Histologia

Com o proposito de verificar alguma modificacdo morfoldgica no cortex piriforme
decorrente da oclusdo nasal unilateral, alguns filhotes foram profundamente anestesiados com
overdose de xilazina/cetamina e, em seguida, foram perfundidos transcardialmente com
solucdo salina fria, seqguido de paraformaldeido 8%. Posteriormente, seus encéfalos foram
dissecados e colocados em paraformaldeido 8% durante 12 horas. No dia seguinte, 0s
encéfalos foram transferidos para alcool 96% por 12 horas. No terceiro dia, os encéfalos
foram desidratados com concentracdes crescentes de alcool e de xilol e logo incluidos em
parafina. Os encéfalos incluidos foram cortados em micrétomo a 7 um de espessura e
montados em laminas gelatinizadas. Apds a secagem das laminas, estas foram coradas com
cresil violeta, cobertas com laminulas usando Paramount e observadas no microscépio de luz

acoplada a uma camera. Na Figura 3.2 se apresentam imagens representativas do aPC e BO.
2.4. Eletrofisiologia in vitro
2.4.1. Preparo de solucdes

Com o propdsito de manter as células saudaveis, tanto durante o corte e incubacdo das
fatias quanto durante o registro das células, foi importante manter o ambiente extracelular
semelhante ao encontrado no encéfalo do animal vivo. Assim, foi usado uma solu¢éo liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF) semelhante ao encontrado no rato. As solugdes de corte e
de perfusdo (normal) foram preparadas usando 0S mesmos componentes, porém com

variacdes nas suas concentracdes de cloreto de sddio, sacarose e cloreto de célcio.

Para preservar as celulas nas fatias foi usada solu¢cdo aCSF com alto teor de sacarose
(solucéo de corte). A solucédo foi preparada substituindo o cloreto de sodio (NaCl) por uma
concentracdo isomolar de sacarose para reduzir o influxo de sédio, o qual leva a possibilidade
dos neurénios despolarizarem durante a andxia que acompanha a decapitacdo, dissecacdo e
corte do encéfalo (MOYER; BROWN, 2002). A solugdo aCSF de corte estoque foi preparada
um dia antes de cada experimento, usando dgua MiliQ com osmolaridade de 18,2 mOsm e
mantida sob refrigeracdo (0-4°C). A manutencdo da temperatura entre 0-4°C é usada para
reduzir o metabolismo das células na regido de interesse (HAJOS et al. 2009). A solugdo de
aCSF de corte foi preparada contendo os seguintes reagentes: 220 mM sacarose, 3mM KClI,
1,25mM NaH,PO4-H,0; 2mM MgSO,-7H,0; 26mM NaHCO3 e 10mM de dextrose.
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A solucdo aCSF normal foi usada para a incubagéo e perfuséo de fatias durante os
registros eletrofisioldgicos das células, de modo que essa solucdo correspondeu ao ambiente
extracelular. A solucdo estoque da solucdo aCSF normal foi preparada com agua MiliQ, com
osmolaridade de 18,2 mOSm e pH de 7,2, mantida a temperatura da sala (21-23 °C). Os
componentes da solugdo foram: 124mM de NaCl; 3mM de KCI; 1,25mM de NaH,PO4-H,0;
2mM de MgS0O,-7H,0; 26mM de NaHCOj3; 10mM de Dextrose. Foi adicionado 2mM de
CaCl; depois de 20 minutos de oxigenacdo, com mistura de O,-CO, (95%-5%). A solucdo
aCSF normal em uso foi constantemente oxigenada durante os procedimentos de incubacéo,

recuperacao e registro.
2.4.2. Preparo de fatias

Antes do inicio do experimento, a sala de eletrofisiologia era regulada na temperatura de
22-23° C. Em seguida, o cooler do vibratomo era ligado para refrigerar a temperatura estavel
de 0°C e o banho de incubacdo era aquecido para manter uma temperatura estavel de 37°C.
Uma vez que o cooler do vibratomo atingia os 0°C, o que manteve a solucéo de corte a4° C, a
solucdo aCSF normal foi colocada em um Becker de 600 mL, acoplado a um sistema de rede
no seu interior para manter as fatias. Essa solucdo foi oxigenada com uma mistura de gas
carbogénio (95% 0,-5% CO,) entre 15-20 minutos antes de colocar o cloreto de calcio. A
solucéo de corte foi oxigenada do mesmo modo. Na bancada, colocamos um Becker pequeno
contendo solucdo de corte, previamente refrigerada, mantida dentro de um recipiente
retangular com gelo moido. Uma vez que essas condi¢bes foram estabelecidas, foi

prosseguido com os seguintes procedimentos abaixo descritos.

Nos periodos de idade P5-P8 e P14-P17, o filhote era retirado da sua caixa-ninho e
levado para a sala de eletrofisiologia, onde, apds a verificacdo da oclusdo nasal, era
anestesiado com uma combinacdo de xilazina/cetamina (100mg/10 mg por Kg).
Imediatamente ap6s a confirmagdo da anestesia, mediante uma forte pressdao com pinga na
pata posterior, o filhote era colocado em posicdo dorsal. Usando uma lamina de bisturi foi
realizada uma incisdo desde a regido frontal até o bregma, para expor o cranio. Em seguida,
foi realizada uma incisdo na regido do pescoco até atingir a jugular do animal. Apos a essa
incisdo, com uma tesoura era feito rapidamente um corte vertical na linha média do cranio e
um corte horizontal no limite do cerebelo, extraindo o encéfalo com o bulbo olfatorio intacto.
Todo esse procedimento foi cuidadosamente executado para ocorrer em menos de 1 minuto.

O encéfalo foi colocado na solucdo de corte oxigenada e em seguida foi talado o cerebelo
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sobre uma base de petri fria e oxigenada. Feito isso, usamos cola sintética (Super bonder) para
colar o cérebro sobre uma plataforma, com a regido posterior voltada a base e a regido dorsal
encostando-se a parede de um bloco retangular de agarose, colado previamente na plataforma.
Imediatamente, a plataforma contendo o cérebro foi colocada na camara do vibratomo ja

preenchida com solugdo de corte oxigenada.

Usando um vibratomo (Leica Microsystems, Bannockburn, IL) foram realizados cortes
coronais de 300 pum de espessura, com avanco posterior-anterior com velocidade de 2.0.
Apos o aparecimento do LOT, foram coletadas entre 3 e 4 fatias. Cada fatia coronal foi
separada na linha média com uma lamina de ago inoxidavel acoplada a uma tesoura
hemostatica. As fatias correspondentes a cada hemisfério foram colocadas para incubagéo, em
redes separadas e sinalizadas, em um Becker com solugdo aCSF normal. Eram perfundidas
continuamente com mistura de gas carbogénio (95% 0,-5% CO;) e mantidas a temperatura
ambiente. O procedimento de corte teve duracdo entre 10-15 minutos. Depois da coleta de
todas as fatias, o Becker contendo as fatias foi colocado em banho-maria para incubacédo a 37
°C, durante 45 minutos. Apds a finalizacdo desse tempo, o Becker foi retirado da incubacéo e
as fatias foram mantidas em recuperacdo na temperatura ambiente, por 60 minutos, antes de
iniciar com os registros. Por todo o tempo as fatias permaneceram oxigenadas com mistura de

gas carbogénio.
2.4.3. Visualizacdo e identificacéo de células

Apos o periodo de recuperacdo de uma hora, as fatias foram transferidas para uma
camara acoplada a um microscopio, equipado com contraste de interferéncia diferencial e
padrdo de iluminacdo infravermelho(IR-DIC) e sistema de video com objetiva de imersdo em
agua 40X (Olympus BX51WI), para proceder com 0s registros. A camara esteve
continuamente perfundida com solucdo aCSF normal em temperatura ambiente (22-23°C), e
borbulhada com 95% de O, e 5% de CO,. A regido do cortex piriforme anterior (aPC) e as
camadas foram visualizadas usando objetiva 5X em padrdo de IR-DIC infravermelho. Essas
regibes foram reconhecidas baseadas na sua localizacdo relativa ao trato olfatério lateral
(LOT) e a densidade compacta das células da camada 2 (SUZUKI; BEKKERS, 2006). A
identificacdo do soma neuronal na camada 2/3 foi visualizada diretamente usando a objetiva
de imersdo 40X. Na Figura 3.3 se mostram exemplos de visualizagdo das camadas do aPC e

das células piramidais.
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Figura 3.3. Identificacdo do cortex piriforme anterior (aPC) e visualizacédo das células
piramidais na camada 2/3.

A

Em A, identificacdo aPC com o sistema de video no microscépio de contraste de interferéncia
diferencial e padrdo de iluminacdo infravermelho (IR-DIC). Na imagem superior se mostra
um exemplo de como foi identificado a camada 2/3 no aPC em aumento 5X. A imagem
sinaliza o local do LOT e a posicdo das camadas se encontra numerada. A pipeta registrando
na camada 2. Na imagem inferior, se mostra as células nas camadas 2/3 em aumento 10X.
Note a aglomeracao de células em L2. Em B, célula piramidal marcada com Lucifer Yellow
observada em microscépio de fluorescéncia. A célula se encontra no limite das camadas 2/3,
com prolongamentos dendriticos orientados em direcdo ao LOT (franja preta). Em C, a
mesma célula fotografada em aumento maior. Em D, outra célula piramidal registrada com
pipeta contendo Lucifer Yellow. A observagdo foi realizada com o microscopio de registro
que néo possui filtros para obter imagens coloridas.

2.4.4. Registro whole-cell patch clamp

Uma vez que o neurbnio de interesse foi visualizado, foram fabricadas pipetas para
patch a partir de capilares de vidro de borosilicato (1.5/1.12 OD/ID, WPI, Sarasota,FL),
usando um estirador de pipetas (P-1000, Sutter instruments, Novato, CA) que esquenta e

estende o vidro. Os parametros foram ajustados para obter pipetas com diametro da ponta de 1
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pUm e uma resisténcia final de 3-6 MQ. Apos a fabricacdo, as pipetas foram polidas com fogo

usando Micro Forge (MF-830, Narishige, Japan).
2.4.4.1.  Voltage-clamp

O registro sIPSC foi realizado na configuracdo whole-cell volage-clamp usando uma
pipeta patch que foi preenchida com solu¢do contendo: 117,5 mM CsGluconato; 11 mM
CsCly; 1 mM MgCly; 10 mM HEPES; 11 mM EGTA; 2 mM Na-ATP; 0,5 mM Na-GTP e Qx-
314 (Lidocaina). O gluconato de césio (CsGluconato) foi preparado a partir de CsOH e o
acido gluconico. A solugdo foi preparada usando dgua MILIQ e pH foi ajustado a 7,25 com
10 M de CsOH. Apds o ajuste, a solucdo foi filtrada e ajustada a uma osmolaridade de 285-
290 mOsm. Nessas condicdes, o potencial de equilibrio do cloreto foi de -43 mV, o qual foi
calculado usando a equacédo de Nerst, onde o meio extracelular foi dado pelas concentragdes
totais de cloreto extracelular (no aCSF descrito acima).

Para isolar as correntes inibitorias pos-sinapticas (SIPSC e mIPSC) a membrana da
célula foi fixada em 0 mV, préximo do potencial de equilibrio das correntes excitatorias pos-
sinapticas. As sIPSC e mIPSC foram registradas apds um minuto do rompimento do selo da
membrana e da obtencdo da configuragdo whole cell. O registro foi realizado usando o
Multiclamp 700B Amplifier (Molecular Devices, CA, USA), no modelo gap free durante 5
minutos na presenca de &cido quinurénico diluido na solucdo aCSF de perfusdo (1ImM, KyA),
para bloquear as correntes excitatorias ionotrdpicas. Todos os registros foram realizados na
sala com temperatura ambiente (22-25 °C). As mIPSC foram registradas em aCSF de
perfusdo, contendo tetrodotoxina (1 uM, TTX). Ao final de alguns experimentos, bicuculina
metiodida (10 uM, BMI) foi diluida na solugédo de perfusdo (aCSF + KyA) para verificar o

envolvimento dos receptores GABAA nas IPSC.

Durante todo registro a resisténcia em serie e a capacitancia whole-cell foram
continuamente monitoradas. Registros com mais de 20% de mudanga na resisténcia whole-
cell foram excluidos. Os dados obtidos nos registros whole-cellvoltage-clamp foram filtrados
em passa baixa a 1 HZ (=3 dB, eight-pole Bessel) e a amostra foi coletada em 10 kHz com o
Digidata 1440- A System (Molecular Devices, CA, USA). A aquisicdo de dados foi
constantemente monitorada com um osciloscopio e com o software pClamp 10.6 (Molecular
Devices, CA, USA). Os dados foram armazenados em um computador para analise posterior

off-line.
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2.4.5. Marcacdo de celulas com Lucifer Yelow

Em alguns experimentos, as células foram perfundidas com corante Lucifer Yellow,
diluido na solucdo da pipeta de patch. Essa estratégia foi utilizada para verificar a identidade
celular através da sua morfologia e verificar com a forma descrita para as células piramidais
no aPC (SUZUKI; BEKKERS, 2006). Na solugéo da pipeta de patch foi diluida 0,1-0,2 % de
Lucifer Yelow (peso/ volume) para realizacdo do registro de patch clamp. Depois de 10-15
minutos de registro, tempo padronizado para a difusdo do corante por todos o0s
prolongamentos da célula, a pipeta foi retirada lentamente para fora da célula e fatia era
mantida na solucdo de registro durante 2-5 minutos. Apos esse tempo, a fatia foi fixada com
paraformaldeido 4%, durante uma noite a 4°C. No dia seguinte, a fatia foi retirada da solucdo
fixadora e lavada por um minuto (3 X) em fria de 0,1 M PBS. Em seguida, a fatia foi montada
em laminulas, coberta com outra laminula, usando Paramount, e imediatamente foi observada

em microscdpio de fluorescéncia ativando a luz azul.

Algumas células foram diretamente observadas através da lente do microscopio com
ativacdo de luz fluorescente azul, acoplada ao sistema de registro, e outras foram observadas
mediante microscopia confocal. Na Figura 3.3, sdo mostrados alguns exemplos de células
piramidais da camada 2/3 marcadas em verde com Lucifer Yellow. Pela sua morfologia

cumprem com o critério de células piramidais.
2.4.6. Drogas utilizadas

Todas as drogas utilizadas foram adicionadas no sistema de perfusdo do aCSF em sua
concentracdo final. O &cido quinurénico (KyA, Sigma-Aldrich), antagonista competitivo dos
receptores ionotropicos de glutamato; bicuculina (BMI, Sigma —Aldrich), antagonista
competitivo dos receptores de GABAA,; e tetrodotoxina (TTX, Tocris Bioscience), bloqueador
altamente seletivo dos canais de sodio dependentes de voltagem, foram preparadas a partir das
solugdes estoque no dia do experimento. A solugdo-estoque para cada droga foram as
seguintes: 26 mM de KyA diluida em DMSO, 5mM de BMI diluida em &gua destilada e 1mM
de TTX diluida em &gua destilada.

2.5. Analise de dados

Todos os dados coletados provieram de um total de 245 células piramidais das camadas
2/3 de 52 ratos em idade pos-natal P5, P6, P7 e P8 (20 fémeas e 32 machos) e de 53 ratos em
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idade pos-natal P14, P15, P15 e P17 (31 fémeas e 22 machos). Cada evento de correntes
inibitdria pos-sinaptica (sIPSC, mIPSC) foi selecionado manualmente e uma media de 100

eventos individuais ou 1 minuto de registro foram analisados para cada célula.

A frequéncia das sIPSC e mIPSC, intervalo inter-evento, amplitude, decay time constant
e 10-90% rise time constant foram mensurados usando o software Mini Analysis 6.0.3
(Synaptosoft, Inc, Fort Lee, NJ, USA). As comparacdes estatisticas e os graficos foram
realizados usando o SPSS e o Graph Prisma 6 (GraphPad, Lalolla, CA). O teste de
normalidade para todos os dados com um n > 30 foi o teste D’agostino-Pearson (K2) de uma

amostra.

As comparacdes estatisticas dos parametros das sIPSC e mIPSC entre os dois periodos
de idade foram realizadas usando o two-tailed Student’s t test ou o two-way ANOVA (idade X
condicdo experimental), seguido de Tukey spost hoc test. Os resultados do teste Omnibus
(valores F) foram descritos no texto. Para a comparacdo das curvas de probabilidade
cumulativa dos intervalos inter-eventos das sIPSC e mIPSC entre os grupos, o two-

sampleKolmogorov-Smirnov (K-S) test foi usado.

Todos os dados sdo apresentados como média £ SEM e o "n" representa 0 nimero de
neurbnios ou eventos. Para todos os casos, 0 nivel de significancia estatistica foi estabelecido
em o = 0,05. Os resultados significativos para todos os testes foram denotados usando

asterisco nas figuras e tabelas associadas.
3. Resultados

3.1. Mudancas na transmissao sinaptica GABAérgica durante o desenvolvimento

pés-natal normal

Foi caracterizado o desenvolvimento normal da transmissdo sindptica GABAGérgica
medindo as sIPSC e mIPSC nas células piramidais das camadas 2/3 (L2/3) do aPC obtidas de
ratos infantes em dois periodos do desenvolvimento pds-natal (P5-P8 e P14-P17). A Figura
3.4 (A) mostra exemplos de tracados de sIPSC e mIPSC nos dois periodos de idade. NOs
registramos as sIPSC na presenca de é&cido quinurénico, antagonista dos receptores
ionotropicos excitatorios de glutamato, mantendo a célula em um voltagem de 0 mV
(voltagem de reversdo das correntes pos-sinapticas excitatdrias) com as sIPSC observadas

como correntes de saida. As sIPSC foram bloqueadas por adi¢do 10 uM de bicuculina no
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banho das fatias (Figura 3.4 B), indicando que as sIPSC mediadas por receptor GABAAa
foram isoladas.

Figura 3.4. Tracados representativos de registros das correntes inibitorias pds-sindpticas
espontaneas (sIPSC) e miniatura (mIPSC)

A P5-P8 P14-P17
SIPSC Wity AT
mIPSC ___... e S T R s_llomn 150 pA
B
Antes de BMI (10uM) 2 min depois de BMI (10uM) 5 min depois de BMI (10uM)

Tracados em P5-P8 (A, esquerda) e P14-P17 (A. direita) registrado com fixacao de voltagem
em 0 mV. Em B se mostram exemplos de tracado das sIPSC, blogueados ap6s aplicacédo de
bicuculina metiodida (BMI), indicando que as sIPSC foram mediadas por receptor GABAA.
Superior, tracado representativo do periodo de idade P5-P8, antes da aplicacdo de BMI e
inferior tracado representativo do periodo de idade P14-P17 para antes, 2 min e 5 min depois
da aplicacdo de BMI.

3.1.1. Correntes inibitorias poés-sinapticas espontaneas (sIPSC)

Observamos um incremento significativo de 65% na meédia das frequéncias das sIPSC
do periodo P5-P8 (0,48 + 0,08 Hz; n=24 células) ao P14-P17 (0,79 £ 0,09 Hz; n=30 células) [t
(52) =2,14; p=0,01;t Student] (Fig 3.5 A; Tabela 3.1). Consistentemente também observamos
uma diminuigéo significativa no intervalo inter-evento das sIPSC em P14-P17 comparado
com a curva da distribuicéo da probabilidade acumulativa em P5-P8 (p<0,0001; K-S test). De
acordo com a mesma curva de distribuicdo de probabilidade acumulada dos intervalos inter-
eventos das SIPSC, a probabilidade de encontrar sIPSC com intervalos inter-eventos menores
que 2000 ms em P14-P17 foi de 22% mais alto que em P5-P8 (Fig 3.5 A).

Por outro lado, ndo observamos mudangas significativas no desenvolvimento para os
outros parametros das sIPSC (Fig 3.5 C-E) (p>0,05; t Student test) (P5-P8 vs P14-P17:

69



Amplitude11,61 £+ 0,59 pA vs 12,81 = 0,75 pA; 10-90% risetime 4,88 + 0,26 ms vs 4,35 +
0,24 ms; decay time constant 5,36 + 0,43 ms vs 5,06 + 0,44 ms) (Tabela 3.1).

Figura 3.5. Desenvolvimento pos-natal das correntes inibitdrias pés-sinapticas
espontaneas (sIPSC) e miniatura (mIPSC) nas células piramidais das camadas 2/3 no
aPC.
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Em A se mostra a média (x EP) das frequéncias sIPSC e mlIPSc incrementando-se
significativamente coma idade. B, C probabilidade acumulada de intervalos inter-evento
mostrando o incremento da frequéncia com a idade (SIPSC e mIPSC) (P5-P8, n=559 eventos
vs P14-P17, n=1151 eventos; p<0,0001; K-S test). D-F, graficos da média (+ EP) de sIPSc e
mIPSC da amplitude, 10-90% rise time constant e decay time constant comparando entre
idades (tStudent test). *<0,05. Cada circulo nos graficos representa os valores de uma célula.

3.1.2. Correntes inibitorias pés-sinapticas miniatura (mIPSC)

Com o objetivo de determinar se o incremento na densidade sinaptica inibitoria
reportado durante as duas primeiras semanas poés-natais reflete aumento das sinapses
GABAeérgicas funcionais em funcdo da idade, nos registramos as mIPSC aplicando
tetrodotoxina (TTX) no banho de perfusdo das fatias. Semelhante as sIPSC, n6s observamos
um significativo incremento de 59% nas frequéncias das mIPSC de P5-P8 (0,69 + 0,08 Hz;
n=8 células) a P14-P17 (1,10 = 0,17 Hz; n= 8 celulas) [t (14) =2,14; p=0,04; t Student test]
(Figura 3.5 B, gréfico inserido; Tabela 3.1). Este resultado foi confirmada pela diminuicéo
significativa no intervalo inter-evento das mIPSC em P14-P17, representado no grafico da
distribuicdo de probabilidade acumulada (p<0,0001; K-S test). A probabilidade para encontrar
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mIPSC com intervalo inter-evento menor que 200 ms em P14-P17 foi 14,5% maior que em
P5-P8 (Fig 3.5 B).

Semelhante ao que foi observado para as sIPSC, a média da amplitude das mIPSC nao
mudou significativamente com a idade (P5-P8: 9,81 + 0,30 pA vs P14-P17: 8,87 + 0,27 pA;
t(14)=1,95; p=0,07; t Student test) (Fig 3.5 C; Tabela 3.1). Porém, diferente das sIPSC, a
cinética das mIPSC diminuiu com a idade. A média do 10-90% rise time das mIPSC diminuiu
significativamente (P5-P8: 5,79 + 0,32 ms vs. P14-P17: 4,53 + 0,39 ms; t (14) =2,52; p=0,02;
t Student test) (Fig 3.5 D; Tabela 3.1). Adicionalmente, a média do decay time constant das
mIPSC também diminuiu significativamente com a idade (P5-P8: 2,63 + 0,25 ms vs. P14-
P17:1,81 £ 0,12 ms; t (14) =2,99; p=0,01; t Student test) (Fig 3.5 E; Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Desenvolvimento normal das propriedades das correntes inibitorias
espontaneas (sIPSC) e miniaturas (mIPSC) po6s-sinapticas mediadas por GABAAR.

Pardmetros P5-P8 P14-P17

sIPSC (n=24) (n=30)
Frequéncia (Hz) 0,48 +0,08° 0,79 +0,09°
Amplitude(pA) 11,61 + 0,59 12,81+ 0,75
10-90% Rise Time ( ms) 4,88 + 0,26 4,35+ 0,24
Decay Time Constant (ms) 5,36 + 0,43 5,06 + 0,44
Ecasa (MV) -21,67 + 1,67 (6)° -40 + 2,89 (3)

mlIPSC (n=8) (n=8)
Frequéncia (Hz) 0,69 +0,08? 1,10+ 0,172
Amplitude(pA) 9,81 + 0,39 8,87 0,27
10-90% Rise Time ( ms) 5,79+0,32° 453+0,39°%
Decay Time Constant (ms) 2,63 +0,25% 1,81+0,12%

Os valores sdo apresentados como média + EP. Letras iguais representam comparacfes
estatisticamente significativas (t de Student test). Significancia quando p<0,05. Entre
parénteses se indicam o namero de células registradas. sIPSC registro em presenca de KyA e
mIPSC registro em presenca de Kya e TTX.

3.1.3. Potencial de reversdo das correntes inibitdrias pos-sinapticas espontaneas
(EcaBa)

Nos também investigamos se o nivel de inibigdo provida pelo input GABAérgico ao
cortex piriforme muda durante o desenvolvimento. Assim, nos estimamos o potencial de
reversdo do GABA (Ecasa) pela mensuracao dos picos das amplitudes das sIPSC das células
piramidais das camadas 2/3 em diferentes potenciais de membrana. NOs observamos que no

periodo P5-P8, 0 Egasa S€ encontra mais despolarizado que no periodo P14-P17 [P5-P8: -
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21,67 £ 1,67 mV; n=6 células vs. P14-P17: -40 £ 2,89 mV; n=3 células; t (7) =5,94; p=0,001;
t Student test] (Tabela 3.1).

Uma vez que o perfil normal do desenvolvimento das propriedades das sSIPSC e mIPSC
foi investigado, a nossa pesquisa focou em investigar se esse perfil normal do
desenvolvimento das propriedades das IPSC entre P5-P8 e P14-P17 s&o influenciadas pela

experiéncia sensorial olfatdria.

3.2. Efeitos da privacao olfatoria unilateral na maturacéo da transmissao sinaptica
GABAérgica

3.2.1. Correntes inibitorias pos-sinapticas espontaneas (sIPSC)

Com o objetivo de compreender como a experiéncia sensorial olfatéria afeta o
desenvolvimento pos-natal da transmissdo sinaptica GABAérgica nas camadas 2/3 do aPC,
registramos as SIPSC nas células piramidais do aPC em filhotes com oclusdo unilateral do
nariz direito (desde P3), em dois periodos do desenvolvimento pds-natais (P5-P8 e P14-P17).
NG6s comparamos 0s parametros das sIPSC nas células piramidais da camada 2/3 do aPC
ipsilateral e contralateral ao nariz ocluido e sham. Na Figura 3.6 (A) sdo exibidos os tracados
representativos das sIPSC. A andlise de variancia para dois fatores (ANOVA-2 vias) foi
realizada para explorar os efeitos da idade e da privacdo olfatoria sobre os pardmetros das
sIPSC. Foram considerados como fatores fixos: o periodo de idade estudado (P5-P8 e P14-
P17) e a condi¢do de privacdo olfatoria (lado ipsilateral, lado contralateral e sham) (Figura
3.6 B).

A frequéncia das sIPSC foi incrementada com a idade [F (1,152) = 36,27; p < 0,001; #°
parcial =0,19] e foi afetada pela privacdo olfatéria [F (2, 152) = 3,45; p = 0,034; 5?parcial
=0,04] e pela interacdo da idade e privacéo [F (2, 152) = 3,81; p = 0,02; #* parcial =0,05]. Nas
células piramidais do aPC no sham, lados contralateral e ipsilateral, a frequéncia das sIPSC se
incrementou entre P5-P8 e P14-P17 em 52%, 143% e 57% respectivamente (Tabela 3.2). Em
P5-P8, a média das frequéncias sIPSC foi semelhante nos trés grupos (Tukey's post hoc
multiple comparison test) (Figura 3.6 B; Tabela 3.2). Porém, em P5-P8 a distribuicdo de
probabilidade acumulada de intervalos inter-evento das sIPSC no lado ipsilateral foi
ligeiramente deslocada para intervalos maiores quando comparada ao sham e lado
contralateral (p<0,0001; K-S test). A probabilidade de encontrar sIPSC com intervalos inter-

eventos menor que 200 ms no sham e no lado contralateral foi 13% maior que para o lado

72



ipsilateral (Figura 3.6 C). Em P14-P17, as sIPSC nas células piramidais do lado contralateral
tiveram uma frequéncia significativamente maior que no sham e no lado ipsilateral (Tukey’s
post hoc multiple comparison test) (Fig 3.6 D; Tabela 3.2). A curva de probabilidade
acumulada também mostra o encurtamento no intervalo inter-eventos no lado contralateral
comparado com o sham e lado ipsilateral (p<0,0001; K-S test). A probabilidade de encontrar
sIPSC com intervalos inter-evento menor que 200 ms no lado contralateral e no lado
ipsilateral foi 13 % maior e 7% menor respectivamente em comparacdo com o sham (Figura
3.6 D).

Tabela 3.2. Propriedades das correntes inibitdrias espontaneas e miniaturas pos-
sinapticas mediadas por GABAAR em animais com oclusdo nasal unilateral

Parametros das sIPSC e mIPSC

Periodo de Grupo No. Frequéncia Amplitude 10-90% Rise Decay Time
idade P Células (H2) (pA) Time(ms) Constant (ms)
sIPSC
P5-P8 Sham 27 0,53+ 0,07 13,73+ 0,79 4,09 £ 0,24 4,16 +0,40%°
Contra 25 0,48 + 0,05 14,20 + 0,65 4,38+0,38 540+0,33°
Ipsi 33 0,47 £ 0,04 13,85+ 0,79 4,44 + 0,26 5,34+0,30°
P14-P17 Sham 29 0,81+0,10% 15,09+ 0,94 4,10+ 0,28 4,20 £ 0,30
Contra 20 1,170,162  17,77+1,23 3,90 £ 0,28 3,64 £0,24
Ipsi 24 0,74+0,07°  1572+1,02 3,59+ 0,23 3,80+ 0,21
mIPSC
P5-P8 Sham 13 0,58 £ 0,10 8,89+ 0,35 5,31+043 2,81+0,37
Contra 9 0,65+0,14 8,42+ 0,48 4,49+0,31 2,90+£0,15
Ipsi 8 0,74+£0,11 9,22+ 0,27 5,08 + 0,49 2,99 +0,30
P14-P17 Sham 12 1,06 +0,17 9,37 £ 0,36 4,38 £ 0,44 2,72+0,23
Contra 11 1,35+ 0,24 8,59+ 0,27 5,10+ 0,35 3,09+ 0,57
Ipsi 8 1,03 £ 0,22 8,71+ 0,36 4,56 + 0,50 2,41+0,23

Os valores sdo apresentados como média £ EP. Letras iguais representam comparacfes post
hoc estatisticamente significativas (Tukey’s Test). Significancia quando p<0,05. sIPSC
registro em presenca de KyA e mIPSC registro em presenca de Kyae TTX.

A andlise da amplitude mostrou um efeito principal da idade [F (1, 152) = 9, 34; p =
0,003; »?parcial =0,06], mas ndo efeito da privagdo olfatéria [F (2, 152) = 1,54; p = 0,22;
n?parcial =0,02] ou a interacdo entre esses fatores [F (2, 152) = 0,76; p = 0,47; ;72 parcial
=0,01] (Figura 3.7 A). O incremento da média da amplitude das sIPSC de P5-P8 para P14-
P17 ocorreu principalmente no lado contralateral a oclusdo nasal (25,14%) em relacdo ao

sham e ao lado ipsilateral, nos quais o incremento foi < 13,5% (Tabela 3.2). A curva de
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probabilidade acumulada mostra um deslocamento significativo para amplitudes maiores com
a idade no contralateral e também no ipsilateral (p<0,0001; K-S test) (Figura 3.7 B-D).

Figura 3.6. Efeitos da privacéo olfatdria inicial no desenvolvimento das frequéncias das
correntes pos-sinapticas espontaneas nas células piramidais da camada 2/3 do aPC em
dois periodos de idade.
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Em A, tracados representativos de sIPSC (registrados com fixacdo de voltagem em 0 mV) em
P5-P8 e P14-P17 em sham, lado contralateral e lado ipsilateral. B, Probabilidade acumulada
do intervalo inter-eventos em P5-P8 comparando sham, contra e ipsilateral. Note o intervalo
inter-eventos maior no lado ipsilateral comparado com a curva do lado contralateral e sham
(n=752-1031; os dois p<0,0001; K-S test). Em C, probabilidade acumulado curto para o lado
contralateral e maior para o lado ipsilateral, os dois comparados com o sham (contralateral vs
sham, n=832-1365; p<0,0001; K-S test. Ipsilateral vs sham, n=997-1365; p=0,002; K-S test).
A probabilidade acumulada inter-eventos do lado contralateral esta deslocada para valores
mais curtos comparado com lado ipsilateral (n=832-997 eventos; p<0,0001; K-S test). D,
grafico da média de frequéncia (x EP) analisada usando ANOVA 2-vias seguido pelo Tukey’s
post hoc test. *p<0,05. Cada quadrado triangulo e circulo representam os valores de uma
celula.
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Figura 3.7. Efeitos da privacéao olfatdria inicial no desenvolvimento da amplitude das
correntes pos-sinapticas espontaneas
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A, Grafico de dados da média (+ EP) da amplitude em sham, lado ipsilateral e contralateral. A
amplitude incrementa com a idade (Anova de 2-vias), isso também é observado na
probabilidade acumulada com a idade em sham (B), lado contralateral (C) e lado ipsilateral.
Note que no lado contralateral a amplitude em P14-P17 estd mais distribuida em amplitudes
maiores que em P5-P7. Cada quadrado, tridngulo e circulo representam os valores de uma
celula.

A analise do 10-90% rise time das sIPSC ndo mostrou modificac@es significativas com
aidade [F (1, 152) = 3, 56, p = 0,06, 5’parcial =0,02] , com a privacdo olfatéria [F (2, 152) =
0,09; p = 0,91; °parcial <0,01] ou com a interacdo dos dois fatores [F (2, 152) = 1,23; p =
0,29; #*parcial =0,02] (Figura 3.8 A; Tabela 3.2). Porém, a analise do decay time constant
das sIPSC mostrou significativa redugdo com a idade [F (1, 152) = 17,79; p< 0,001; 5?parcial
=0,11], sem efeito principal da privacdo olfatéria [F (2, 152) = 0,96; p = 0,387; ;°parcial
=0,01], porém mostrou um efeito significativo da interagdo idade e privagdo F (2, 152) =
5,00; p = 0,008; 5parcial =0,06] (Figura 3.8 B;Tabela 3.2). A reducdo da média do decay
time constant das sIPSC com a idade foi principalmente no lado contralateral (48%) e
ipsilateral (40%), enquanto que o sham teve incremento <1% (Figura 3.8 B; Tabela 3.2). A
analise post hoc no P5-P8 mostrou que o decay time constant das sIPSC nos lados
contralateral e ipsilareal da oclusdo nasal foram significativamente maiores quando
comparado com o sham (Tukey’s post hoc test, para os dois p=0,01; (Figura 3.8 C; Tabela

3.2). A probabilidade de encontrar sIPSC com decay time constant menor que 5 ms no lado
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contralateral e ipsilateral foi de 7% e 28% menos, respectivamente, em compara¢do com o
sham (Figura 3.8 C). O deslocamento na distribuicdo de probabilidade acumulada nos lados
contra e ipsilateral para valores altos de decay time constant relativos ao sham (Figura 3.8 C,
esquerda; p<0,001e p<0,0001; K-S test) (Figura 3.8 C). Essas mudancas observadas em P5-
P8 ndo foram mais evidenciadas nas andlises da cinética das sIPSC no periodo P14-P17

(Figura 3.8 D).

Figura 3.8. Efeitos da privacéo olfatoria inicial no desenvolvimento da cinética das
correntes pos-sinapticas espontaneas (mIPSC) em P5-P8 e P14-P17.

10-90% Rise Time sIPSC (ms)

>

-
o
I

©
1

%
o&
o]

%b"b: (S
8%%

§s

o
%

(@)

-
(=]
1

O
o

P5.-P8 P14-P17

0 Sham
a Contra
O |Ipsi

==+ Sham
--+ Contra

©
1

(=2
1

N
N

o

* 0 Sham

a Contra
O |Ipsi

Decay Time Constant mIPSC(ms)
E

O

-
o
1

o
©
1

P5-P8 P14-P17

— Sham
— Contra
- |psi

==+ Ipsi

o
o
1
o
o
1

o
'S
1
:
o
'S
1

Probabilidade acumulada
Probabilidade acumulada
o
N

4
=}

10 20 30 40

Decay time constant (ms)

o

10 20 30 40

Decay time constant (ms)

Em A, grafico da média (£ EP) do 10-90% rise time constant em sham, lado contralateral e
ipsilateral em P5-P8 e P14-P17 (Two-way Anova, p>0,05). B, grafico da média (x EP) do
decay time constant em sham, lado contralateral e ipsilateral em P5-P8 e P14-P17 (Two-way
Anova, efeito da interagdo idade x privacao olfatoria, p<0,05). Note que o decay time constant
no lado contra e ipsilateral estdo incrementados em relacdo ao sham (Tukey’s post hoc test ,
*p<0,05). C, curva de probabilidade acumulada no lado ipsilateral esta deslocada para valores
decay time constant maior que no lado contralateral (n=646-692; p<0,0001, K-S test) e no
sham (n=634-692; p<0,0001, K-S test). D, probabilidade acumulada de decay time constant
em P14-P17semelhante para sham, nos lados contra e ipsilateral (K-S test, p<0,05). Cada
quadrado, triangulo e circulo representam os valores de uma célula.
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3.2.2. Correntes inibitorias pos-sinapticas miniatura (mIPSC)

Em seguida, n6s mensuramos a frequéncia, a amplitude e a cinética das IPSC,
independente de potencial de acdo, mIPSC (Figura 3.9 A). A analise da média da frequéncia
das mIPSC nas células piramidais nas camadas 2/3 do aPC mostrou mudancas significativas
com a idade [F (1, 56) = 12,76; p= 0,001; #* parcial =0,19], porém nado mostrou efeito da
privacdo olfatéria [F (2, 56) = 0,639; p = 0,53; 5 parcial =0,04] ou de interacdo dos dois
fatores [F (2, 56) = 0,53; p = 0,59; #* parcial =0,05]( Figura 3.9 B). O incremento na
frequéncia das mIPSC de P5-P8 a P14-P18 no sham (82%) e no lado contralateral (107%)
foram maiores que o aumento no lado ipsilateral (39%) (Tabela 3.2). A curva de distribuigdo
da probabilidade acumulada dos intervalos inter-eventos das mIPSC também ilustra essas
mudancas (Figura 3.9 C1-C3). A probabilidade de encontrar mIPSC com intervalo inter-
eventos menor que 2000 ms em P14-P17 comparado com P5-P8 foi maior no sham (0,14) e
no lado contralateral (0,13) do que no lado ipsilateral (0,09) (Figura 3.9 C1-C3).

No6s ndo encontramos efeitos significativos da idade, da privacdo olfatéria ou da
interacdo dos dois fatores na amplitude [idade, F (1, 56) = 0,03; p = 0,88; 5°parcial<0,01;
privacdo, F (2, 56) = 1,72; p = 0,19; »” parcial =0,06; interagdo, F (2, 56) = 0,94; p = 0,39; #*
parcial =0,03] (Figura 3.9 D), no 10-90% rise time [idade, F (1, 56) = 0,84; p = 0,36,
5#?=0,02; privacdo, F (2, 56) = 0,00; p = 0,99; 5 parcial <0,01; interacdo, F (2, 56) = 2,20, p =
0,12, »* parcial =0,07] (Figura 3.9 E) ou no decay time constant das mIPSC [idade, F (1, 56)
=0,29; p = 0,59; 4°=0,11; privacdo, F (2, 56) = 0,34; p = 0,71, #° parcial =0,01; interacéo, F
(2,56) = 0,51; p = 0,60; 5 parcial =0,06] (Figura 3.9 E).

3.2.3. Potencial de reversdo das correntes inibitérias pds-sinapticas espontaneas
(EcaBa)

Nos também investigamos se as mudangas dependentes da idade no nivel da inibig&o,
observadas nas células piramidais dos animais controle, poderiam ser afetadas pela
experiéncia de privacdo olfatoria. NOs estimamos o potencial de reversdo como descrito nas
secOes anteriores, e encontramos que 0 Egaga das SIPSC nas células piramidais das camadas
2/3 se encontra despolarizado em filhotes mais jovens no sham (P5-P8: -29,38 £ 1,48 mV, n=
8 células vs. P14-P17: -43,74+ 4,27 mV, n= 4 células, t1(10)=4,02, p= 0,002; t Student test) e
no lado contralateral (P5-P8: -29,17 + 0,83 mV; n=6 células vs. P14-P17: -42 + 3,74 mV; n=
5 celulas; t(9)=3,67; p=0,005; t Student test) (Tabela 3.2). Porém, no lado ipsilateral a
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oclusdo nasal, 0 Egaga das sIPSC permanece despolarizado também em idade maiores (P5-
P8: -28,00 + 1,23 mV; n=5 células vs. P14-P17: -26,67 + 1,67 mV; n= 3 células; t (6) =0,65;
p=0,54; t Student test) (Tabela 3.2).

Figura 3.9. Efeitos da privagéo olfatdria inicial no desenvolvimento nas correntes pos-
sinapticas miniatura (mIPSC).

A P5-P8 P14-P17

Sham  meswevmsmmnlomsuesh ~ e g g\ s o g o

CONTra #m myaAs AGPEpAESG b ss MMLWWWMM\.WM
IDST 1wt W on Mt snstmpnbs ey N N WA o e o g

500 ms

B, B, B,
o 10 &' o 1.0
2 --- P5-P8 s g -- P5-P8 kS / -+ P5-P8
S 0.8 gos 3 08 4 — P14-P17
E — P14P17  E — P14P17.. E 4 z
g o064 [/ @ 06 806
® 4 C4 ®
3 3 %04 3
T 04 o 3 044/
= Sham £ Contra - Ipsi
So2 g02 302
e g g
2 00 & 0.04 T T T ] 50
0 5000 10000 15000 20000 0 5000 10000 15000 20000 0 5000 10000 15000 20000
Intervalo Inter-evento mIPSC (ms) Intervalo Inter-evento mIPSC (ms) Intervalo Inter-evento mIPSC (ms)
C D E F p—
—_ a Contra
- 3 A
A 20 2 10 g, 8 © lpsi
= a <‘t"“1s 38 0 |4
o3 4 o 6
2 § E o . L ® .E o as
H o E (- N o 6 85 %0 aa o s £ o
s ? 0 b ) o A G 2 E % o g4 o o o
llewie 223 0.%% ®F . mBF F23% iZé g
£ @
1] AP 4 o° i * 55 4 e Ez%nod’ 8%
g 8 o, E = 2 E oA
= °o < 3 >
0. 0 v 0 Il
P5.P8 P14-P17 P5-P8 P14-P17 e P5.P8 P14-P17 g P5.P8 P14.P17

Em A, tracados representativos de SIPSC e mIPSC nas duas idades para sham, lado
contralateral e ipsilateral (fixacdo de voltagem em 0 mV). B, probabilidade acumulativa de
intervalo inter-eventos em sham, contralateral e ipsilateral. Note que com a idade a curva de
probabilidade acumulada em P14-P17 em sham (B1) (n=1110- 1182 eventos; p<0,0001; K-S
test) e contralateral (B2) (n=1178- 1199 eventos; p<0,0001; K-S test) esta deslocada para
valores mais rapidos de intervalos inter-eventos em rela¢do ao periodo P5-P8; enquanto que 0
deslocamento da curva no lado ipsilateral & muito discreto (B3) (n=1227-1398; p<0,0001; K-
S test). C, grafico da média (x EP) da frequéncia mIPSC no sham, lados contra e ipsilateral
(Two-way ANOVA, efeito principal da idade, p<0,05). D-F, grafico da média (+ EP) da
amplitude, 10-90% rise time constant e deay time constant das mIPSC em sham, contra e
ipsilateral que ndo mostra efeitos da privacdo e ndo mudancas com a idade (Anova 2-vias,
p>0,05). Cada quadrado triangulo e circulo representam os valores de uma célula.

4. Discussao

O objetivo do presente estudo foi examinar o perfil eletrofisiolégico basal da

transmissdo sindptica GABAergica nas células piramidais da camada 2/3 do aPC em dois
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periodos do desenvolvimento pos-natal (P5-P8 e P14-P17) e se esse perfil de
desenvolvimento é modulado pela experiéncia olfatéria na caixa-ninho onde os filhotes
permanecem com a mae. Aqui nos provemos a primeira evidéncia de que a inibicao
GABAEérgica nas células piramidais do aPC se incrementa de P5-P8 a P14-P17, com aumento
nas frequéncias de sIPSC e mIPSC e com cinéticas rapidas das mIPSC e com potenciais de
reversdao das sIPSC mais hiperpolarizantes. A privacdo olfatéria parcial no inicio do
desenvolvimento pos-natal por oclusdo nasal unilateral induz pequenas mudancas no perfil do
desenvolvimento da transmisséo sinaptica GABAérgica, reduzindo o incremento com a idade
da frequéncia das sIPSC e mIPSC, prolongando a cinética das sIPSC em P5-P8 e mantendo o
potencial de reversdo das sIPSC despolarizado em P14-P17. Além disso, o procedimento leva
a um incremento maior da amplitude e da frequéncia das sIPSC no lado contralateral com a
idade.

4.1. Perfil de desenvolvimento da transmisséo sinaptica GABAérgica no aPC

Nos registramos uma resposta fisiologica inibitoria nas células piramidais das camadas
2/3 do aPC em auséncia de estimulos evocados e nds encontramos que a frequéncia das sIPSC
mediada por receptores GABA, se incrementa em 65% entre a primeira e a terceira semana

de vida pos-natal, sem mudancas significativas paralelas na amplitude ou na cinética.

O aumento na frequéncia da sIPSC pode ser atribuido ao incremento com o
desenvolvimento da densidade de contatos sinépticos inibitorios sobre as células piramidais
L2/3 ou a um incremento na excitabilidade de interneurbnios GABAgrgicos para 0s inputs
excitatorios. Para distinguir um do outro, registramos IPSC nas células piramidais L2/3 apds
eliminar qualquer efeito eventual de potenciais de acdo espontaneos mediante o bloqueio com
TTX. Se a maturacdo € que leva a um incremento na densidade dos contatos sinapticos
inibitérios sobre a camada L2/3, logo a frequéncia das mIPSC deverd mudar de modo
semelhante a frequéncia das sIPSC. Em favor dessa hipdtese, continuamos a observar um
incremento de 59% na frequéncia das mIPSC em P14-P17 sobre o periodo de idade P5-P8,
sem mudancas na amplitude. Os nossos resultados sdo consistentes com prévios estudos de
imunohistoquimica no aPC em camundongos (SARMA et al., 2011) e ratos
(WESTRENBROEK et al., 1998), os quais reportam um incremento na densidade dos
contatos sinapticos sobre as células piramidais L2/3 durante as trés primeiras semanas pos-

natais. Nossos achados sdo também consistentes com estudos eletrofisioldgicos que reportam
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o0 aparecimento de um perfil semelhante ao adulto de inibicéo cortical no aPC em resposta a
estimulagdo elétrica no LOT ao redor de P14 (SCHWOB et al., 1984).

Os nossos achados sugerem um ganho progressivo no input inibitério nas células
piramidais L2/3 com o desenvolvimento em condic@es fisiologicas normais. Porém, como as
células piramidais da L2/3 recebem input inibitério de interneurdnios da camada Lla e da
camada L2/3 no aPC (SUZUKI; BEKKERS, 2010b; BEKKERS; SUZUKI, 2013), ¢ dificil
determinar a fonte de interneurdnios que esta contribuindo com o ganho de input inibitorio
nas células piramidais da camada 2/3. Contudo, analise imunohistoquimica da densidade de
sinapses inibitorias na camada Lla do aPC de camundongos tem reportado o primeiro
aparecimento de contatos sinapticos GABAérgicos em P7, o qual permanece sem mudangas
até P14, porém com rapido incremento depois dessa idade (SARMA et al., 2011). Outro
estudo de imunohistoquimica em combinacdo com analise ultraestrutural do cortex piriforme
em ratos tem reportado o primeiro aparecimento de sinapses simétricas de células GAD
positivas na camada Lla em P6, o qual se incrementa ligeiramente nas seguintes semanas
estabelecendo um perfil adulto ao redor do P21 (WESTRENBROEK et al., 1998). Por outro
lado, enquanto os contatos sinapticos inibitorios aparecem em P6 na camada L1a e L2/3 esses
ja se encontram presentes em P2, as quais se alteram em distribuicdo, forma, tamanho nas
semanas seguintes nesses mesmos animais (WESTRENBROEK et al., 1998). Isso fortemente
sugere que o input inibitério que nds observamos nas células piramidais da camada L2/3 em
P5-P8 pode representar, principalmente, a contribuicdo do input inibitério de interneurdnios
da camada L2/3, uma vez que as sinapses inibitorias na camada Lla ndo estdo ainda
funcionais nesse periodo de idade. Enquanto que a inibi¢do observada em P14-P17 pode ter
uma contribuicdo tanto dos inputs inibitorios de interneurénios GABAEérgicos das camadas
Lla como das L2/3. Para distinguir a contribuicdo das duas fontes de inibicdo no
desenvolvimento do input inibitério nas células piramidais da camada 2/3, sugerimos futuros
estudos in vitro com blogueio farmacologico de uma das fontes de inibi¢cdo, medindo os

parametros das IPSC para estimulacdo do LOT ou dos inputs associativos.

Outros achados de nosso estudo foram as mudancas na cinética das mIPSC nas células
piramidais L2/3. Nas mIPSC, mas néo nas sIPSC, houve diminui¢cdo no 10-90% rise time e no
decay time constant com a idade. Os estagios de maturacdo de diferentes subunidades do
receptor GABAA modificam a cinética das IPSC, desde que o rise time e o decay time
constant das IPSC refletem a ativagdo e inativagdo dos receptores GABAA pelo
neurotransmissor GABA (FARRANT; NUSSER, 2005). As mudangas do desenvolvimento
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das cinéticas das mIPSC de lentas para rapidas, as quais nds observamos aquisdo
presumivelmente mediadas pelas mudangas maturacionais nas subunidades o dos receptores
GABA,, assim como estd bem documentado que ocorre para outras regiGes cerebrais
(BOSMAN et al., 2005, PEDEN et al., 2008; EHRLICH et al., 2012). Parece ser que em
estagios iniciais do desenvolvimento, a predominancia de subunidades a2 (Peden et al.,
2008), ¢ a3 (BOSMAN et al., 2002; 2005) e um gradual incremento das subunidades al
(BOSMAN et al., 2002,2005; PEDEN et al., 2008; EHRLICH et al., 2012) medeiam a
mudanca gradual de cinéticas lentas a rapidas, atingindo padrdo semelhante ao adulto na

terceira semana pés-natal.

NOs esperdvamos encontrar também uma diminuicdo consistente com o0
desenvolvimento na cinética das sIPSC, porém observamos apenas uma reducdo de 6%.
Provavelmente, a conexdao GABAGérgica nas células piramidais L2/3 com interneurbnios, com
distinto perfil de maturacéo, pode explicar esse achado. O aPC tem pelo menos cinco classes
de interneurénios GABAGérgicos distribuidos nas diferentes camadas, cada um tem diferente
padrdo de disparo e diferentes compartimentos sindpticos com as células piramidais
(SUZUKI; BEKKERS, 2010a; 2012). Se cada populacdo de interneurénios contribuiu
igualmente para a geracdo de mIPSC (independente de potencial de acdo) e sIPSC
(combinacdo dependente e independente de potencial de acdo), tais mudancas na cinética das
mIPSC, mas ndo nas sIPSC, pode sugerir um efeito contrabalanceado das propriedades pré ou
pos-sinapticas das sinapticas GABAérgicas. As propriedades pré-sinapticas poderiam ser
resultantes de uma maturacdo seletiva da populacdo de interneurdnios com distintos inputs

sindpticos nas células piramidais.

Adicionalmente, encontramos que os potenciais de reversdao (Ecasa) das sIPSC se
encontram despolarizados no inicio do desenvolvimento, os quais se tornam hiperpolarizados
com o incremento da idade. A despolarizacdo do Egaga pode caracterizar a sinalizagdo do
GABAA em estagios iniciais do desenvolvimento (BEN-ARI et al., 2012; KILB et al., 2013),
tipicamente um resultado da mudanca maturacional dos co-transportadores NKCC1 (que
facilita a acumulacdo de cloreto) para KCC2 (que transporta cloreto para fora da célula)
(KIRMSE et al., 2018). No neocortex, a mudanca gradual para respostas hiperpolarizantes de
GABA é observada ao redor do final da primeira semana pés-natal (YAMADA et al., 2004).
Os nossos resultados também sugerem que no cortex piriforme, a sinalizacdo do GABAAa
gradualmente se desenvolve para respostas hiperpolarizantes da primeira para a terceira
semana poés-natal. Isso é suportado por um estudo ultraestrutural em ratos, mostrando um
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gradual incremento pés-natal na distribuicdo de proteina KCC2 em todas as camadas do
cortex piriforme, atingindo perfil de distribuicdo de adulto no final da segunda semana pds-
natal (KOVACS et al., 2014). Nas células piramidais do neocdrtex maduro, 0 Egaga Se
encontra perto do potencial de membrana de repouso, o qual principalmente medeia a
hiperpolarizacdo da célula (BEN-ARI, 2002). Nds mostramos aqui que 0 Egaga € mais
despolarizado em P5-P8 e se torna mais hiperpolarizado em P14-P17, sugerindo que GABA
tem diferentes funcBes nas células piramidais da camada 2/3 do aPC nesses dois periodos de
idade.

4.2. A privacdo olfatoria tem efeito leve no desenvolvimento da transmissao
GABAérgica

O circuito cortical inibitério no aPC é formado pela combinacdo de mudancas
intrinsecas neuronais e estimulos ambientais. Portanto, nos realizamos a oclusdo nasal
unilateral para isolar as modificacbes que poderiam ter sido conduzidas pela maturagdo no
aPC, no lado ipsilateral a oclusdo, ou pela interacdo com o ambiente e maturacdo no aPC, no
lado contralateral. Além disso, usamos animais sham para controlar efeitos especificos de
procedimentos cirargicos e manipulacdo dos animais. Uma vez que a nossa hipotese era que o
estimulo olfatério seria necessario para a maturacdo do circuito inibitério no aPC, nds
esperavamos encontrar alteracBes significativas nas propriedades maturacionais das sIPSC e
mIPSC nas células piramidais das camadas 2/3 em P14-P17. Encontramos que, depois de uma
privacao olfatéria parcial em P3, a frequéncia das sIPSC e mIPSC segue um incremento de
P5-P8 a P14-P17, porém o incremento no lado contralateral foi maior e no lado ipsilateral
menor, principalmente nas mIPSC. Parece que depois de alguns dias de oclusdo nasal esse
perfil ja se encontra presente. Pois, embora a anélise da média das frequéncias em P5-P8 néo
foi significativa, a probabilidade de encontrar eventos IPSC rapidos foi maior no lado
contralateral e menor no lado ipsilateral, os dois em relagdo aos animais sham. Semelhante ao
observado para os animais controle, a amplitude ndo mudou significativamente com o
desenvolvimento em sham e no lado ipsilateral, porém, no lado contralateral a amplitude das
SIPSC se incrementou de maneira importante (25,14%) com a idade. 1sso pode sugerir que a
maturacdo da inibic&o sinaptica nas células piramidais L2/3 é levemente afetada pelo odor da

caixa-ninho, onde os filhotes se encontram com a mae.

Vérias hipoOteses podem ser levantadas para explicar porque o perfil geral do

desenvolvimento da inibi¢do no aPC foi levemente afetado pela privacdo olfatoria (desde P3).
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Por exemplo, a privacdo nasal unilateral representa um estado de redugdo e ndo um bloqueio
total da passagem de odor no nariz ocluido (PHILPOT et al., 1997). Portanto, um minimo
input olfatério ao aPC pode ser necessario para um adequado desenvolvimento das sinapses
inibitdrias. Alternativamente, o aPC recebe inputs do lado contralateral através da comissura
anterior e, talvez, essa inervagdo possa ser suficiente para um normal desenvolvimento das
sinapses inibitorias nas células piramidais L2/3. Porém, é importante mencionar que a
projecdo contralateral parece ndo atingir a camada Lla do aPC até a segunda semana pos-
natal (cerca de P12), devido a projecdo comissural ndo se encontrar completamente
desenvolvida nesse periodo (SCHWOB; PRICE, 1984).

Interessantemente, encontramos mudangas maturacionais na cinética das sIPSC, mas
ndo das mIPSC. O decay time constant das sIPSC teve uma grande reducdo nos lados contra e
ipsilateral, enquanto que a diminui¢do nos animais sham foi de apenas 1%, conforme foi
observado para animais controle. Embora houvesse essa reducdo na cinética das sIPSC, em
P5-P8 a cinética nos lados contra e ipsilateral foram muito mais lentas do que no sham,
porém,a probabilidade de encontrar cinéticas mais rapidas no lado ipsilateral nessa idade foi
menor do que no lado contralateral. Esses efeitos ndo foram mais observados em P14-P17.
Isso n6s sugere que a oclusdo nasal unilateral prolonga o decay time constant das sIPSC nas
células piramidais L2/3, principalmente durante o periodo P5-P8.

Vaérios fatores podem influenciar o prolongamento do decay time constant das sIPSC
(eventos dependentes e independentes de potenciais de acdo), incluindo: a difusdo de GABA,
recaptacdo, e propriedades cinéticas dos receptores pos-sindpticos (FARRANT; NUSSER,
2005). No momento, nds ndo temos evidéncias para confirmar ou descartar tais alternativas.
Porém, considerando que o input inibitério na camada 2/3 é dado por diferentes subtipos de
interneurénios (SUZUKI; BEKKERS, 2012), uma possibilidade é que cada subtipo com sua
prépria propriedade intrinseca poderia contribuir com a cinética de decay time heterogénea.
Nos ratos, na primeira semana pos-natal, o input inibitorio dominante nas celulas piramidais
da L2/3 é dado principalmente pelos interneurdnios GABAérgicos dentro da propria camada
2/3 do aPC (WESTRENBROEK et al., 1998; SARMA et al., 2011), os quais sdo células
multipolares de rapido disparo (SUZUKI; BEKKERS, 2010b; SUZUKI; BEKKERS, 2012)
excitadas pelas células semilunares (SUZUKI; BEKKERS, 2012, CHOY et al., 2017), a
primeira populacdo de neurdnios excitatorios que recebem input direto do LOT
(SUZUKI;BEKKERS, 2010b). Periodos prolongados de oclusdo nasal unilateral (de P1 até

P30) levam a uma reducdo nas ramificagdes dos dendritos das células semilunares (WILSON
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et al., 2000). A reducdo dos inputs excitatorios nas células semilunares e, consequentemente,
0 input sobre os interneurénios de rapido disparo, na camada 2/3, poderia reduzir as respostas
inibitérias pds-sinapticas com cinéticas rapidas nas células piramidais 2/3. O decay time
constant das sIPSC nas células piramidais 2/3 em P14-P17 ndo foi alterado, sugerindo que
exista mecanismos compensatorios ocorrem depois da oclusdo nasal com impacto no input
inibitorio.

Interessantemente, encontramos que 0 Egaga Na condicdo ipsilateral permanece sem
alteracdo (mais despolarizado) com a idade quando comparado com a condicao contralateral e
sham, sugerindo que a privacdo olfatoria inicial retarda a mudanga maturacional da
hiperpolarizacdo do Egaga Nas células piramidais da camada 2/3. Embora 0 Egaga tenha sido
registrado em apenas trés células de trés distintos animais para a condicao ipsilateral em P14-
P17, esses valores sdo muito consistentes e homogéneos. Futuros estudos sao necessarios para

verificar esse achado e determinar os possiveis efeitos na sinalizagdo do GABA.

Assim, diferente da sinalizacdo glutamatérgica no aPC que depende da atividade
olfatéria inicial para desenvolvimento adequado nas sinapses do LOT-Lla, mas ndo das
sinapses associativas nas camadas L1b e L2/3 (FRANKS; ISAACSON, 2005), a privacdo
parcial olfatoria nos estagios iniciais do desenvolvimento ndo leva a impactos substanciais no
desenvolvimento da transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC. Nossos resultados indicam
que o curso geral do desenvolvimento da inibi¢do nas células piramidais L2/3 foi afetado em

certo grau.

4.3. Privacdo olfatdria unilateral incrementa a frequéncia e amplitude das sIPSC no

lado contralateral a oclusdo nasal

Estudos iniciais tém sugerido que o lado contralateral a oclusédo nasal pode representar
uma condicgéo de sobre estimulagcdo uma vez que o lado aberto do nariz recebe mais influxo
de ar e odor, quando comparado com animais ndo ocluidos (revisado em DIAZ et al., 2013).
Além disso, depois da oclusdo nasal unilateral, as areas olfatdrias periféricas e centrais
passam por severas mudancas estruturais, moleculares e funcionais nos lados ipsi e
contralateral a ocluséo (revisado em COPPOLA, 2012; DIAZ et al., 2013).

Interessantemente, nossos resultados indicam que a frequéncia e amplitude das sIPSC e
a frequéncia das mIPSC no lado contralateral se incrementam com a idade do mesmo modo

que no sham, porém, em P14-P17, a frequéncia e amplitude das sIPSC e mIPSC foram muito
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mais incrementadas e semelhantes, respectivamente, em relagdo ao sham. Esses resultados
sugerem que a privacao olfatéria parcial ndo altera o desenvolvimento normal da inibicdo
sobre as células piramidais das camadas 2/3 no lado contralateral a oclusdo, entretanto em
P14-P17 parece promover um melhoramento na probabilidade de liberacdo de GABA e na
eficacia da transmissdo sindptica de uma maneira dependente do input excitatorio.
Possivelmente, esse melhoramento seja atribuido a um incremento no input olfatorio para o
aPC no lado contralateral por mudancas nos padrdes de excitabilidade na membrana nos
interneurénios GABAEérgicos em desenvolvimento em P14-P17. Esse periodo de idade é
caracterizado por uma sinaptogénese ativas dos interneurdnios GABAérgicos na camada L1a
e L2/3 (WESTRENBROEK et al., 1998; SARMA et al., 2011). Portanto, é possivel que esses
interneurdnios das duas fontes tenham sido afetados na excitabilidade das suas membranas,

seja por input olfatorio direto ou indireto.
4.4. Relevancia para o processamento do odor no desenvolvimento inicial pés-natal

Estudos prévios em roedores, em idades maiores que P9, ttm mostrado que a inibicdo
GABAérgica no aPC esta envolvida na integracdo de inputs do LOT e na sincronia de disparo
de potenciais de acdo nas células piramidais da camada 2/3 (FRANKS; ISAACSON, 2006;
LUNA; SCHOPPA, 2008; POO; ISAACSON, 2009). Especificamente, as respostas sinapticas
GABAérgicas ocorrem em torno de 10 ms depois do inicio da estimulacdo elétrica no LOT e
essa resposta tende a truncar as respostas excitatorias nas células piramidais, limitando a
janela temporal para a integracdo sindptica dos inputs das células mitrais sobre as células
piramidais. Esses inputs entrantes dentro dessa janela temporal favorecem na célula o disparo
de potencial de acdo (FRANKS; ISAACSON, 2006; LUNA; SCHOPPA, 2008). Nos
mostramos, neste trabalho que a transmisséo sinaptica GABAérgica em P5-P8 é diferente de
P14-P17, sugerindo que as sinapses inibitdrias podem operar distintivamente em cada periodo
dessas duas idades, sustentando dois mecanismos neurais diferentes para o processamento de
odor. Possivelmente, esses dois perfis distintos de inibicdo provém duas janelas temporais

diferentes para a integragdo do input de odor nas celulas piramidais das camadas 2/3.

No neocortex, uma inibicdlo GABAérgica débil permite uma janela temporal de
integracdo, na qual tanto os potencias excitatorios poOs-sinapticos chegando em grupos
temporalmente coincidentes quanto os ndo-coincidentes, podem se integrar nas células
piramidais para atingir o limiar de disparo de potencial de acdo em uma janela temporal mais
ampla. Por outro lado, uma inibicdo mais forte permite uma janela temporal de integracédo
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mais estreita e possibilita que somente o0s potenciais excitatorios pos-sinépticos, que chegam
em grupos temporalmente coincidentes, sdo os mais provaveis de serem integrados na célula
piramidal para atingir o limiar de disparo (KUHLMAN et al., 2010). N&s especulamos que 0
incremento na funcdo inibitoria no aPC em filhotes maiores pode prover uma janela de tempo
mais abreviada para a integracdo de inputs do LOT evocados pelo odor nas células piramidais
da camada 2/3, mediante a restricdo da integracdo e geracdo de potenciais de a¢do dos inputs
chegando em grupos temporalmente ndo-coincidentes. Por outro lado, uma funcéo inibitoria
fraca no aPC de filhotes neonatos pode providenciar uma janela temporal mais ampla para a
integracdo e geracdo de potenciais de acdo de inputs chegando em grupos temporalmente
coincidentes e ndo-coincidentes nas células piramidais da camada 2/3. Esses dois perfis
inibitérios no aPC poderiam suportar diferentes mecanismos para o processamento de odor e

aprendizado de preferéncia olfatéria em roedores infantes.
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Capitulo 4

Maturacao das propriedades intrinsecas passivas e ativas de

membrana das células piramidais do cortex piriforme anterior

1. Introducéo

No Capitulo 3, mostramos que a inibicdo GABAérgica nas células da camada 2/3 do
aPC e o potencial de reversdo das correntes inibitdrias pos-sinapticas (Ecasa) sd0 diferentes
em P15-P8 e P14-P17. Para explorar se essas diferentes carateristicas integradas em um
circuito neural, contribuem com um padrdo de processamento neural diferencial em cada
periodo (pergunta 2 de pesquisa) precisamos integrar esses dados (nivel microcircuito) no
procesamento da célula piramidal (nivel neurénio). Assim, nesse trabalho, nds examinamos as
caracteristicas das propriedades ativas e passivas da membrana das células piramidais da
camada 2/3 do aPC nos periodos P15-P8 e P14-P17.

Foi mensurada a atividade elétrica das células piramidais para injecdo de pulsos de
corrente hiperpolarizante e despolarizante, utilizando estratégia eletrofisioldgica patch-clamp
whole-cell em configuragdo current clamp em fatias de cérebro de filhotes de rato em
periodos de idade P5-P8 e P14-P17. A partir dessas respostas, nds calculamos os parametros
de propriedades passivas (potencial de membrana em repouso, resisténcia ao input, constante
de tempo da membrana) e ativas (limiar de disparo, amplitude e duragéo de potencial de agéo,

bem como caracteristicas de tipo de disparo) das células piramidais da camada 2/3 do aPC.

2. Método

2.1. Etica

Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
com o0 nimero da carta de aprovacdo 27961 do dia 27 de novembro de 2014 e do ADENDO

aprovado em fevereiro de 2016pelo mesmo CEUA.
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2.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, fémeas e machos, provenientes do Centro de Reproducéo
e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS. Todos os cuidados com
os animais referentes a: alojamento, reproducdo, gestacdo, traslado de fémeas gravidas do
biotério setorial de Fisiologia para o biotério de Bioquimica, bem como o parto e
padronizacdo das ninhadas foram realizados como descrito no Capitulo 3. Filhotes de rato

(machos e fémeas) nos periodos P5-P8 e P14-P17 foram estudados.
2.3. Eletrofisiologia in vitro
2.3.1. Preparo de fatias

Apos serem anestesiados com Xxilazina/cetamina (100 mg/10 mg por kg) os filhotes de
rato foram decapitados e os cérebros rapidamente extraidos (<60 segundos) e colocados em
solucdo aCSF fria (2-4°C) com alto teor de sacarose, contendo: 220 mM de sacarose; 3 mM
de KCI; 1,25 mM de NaH,PO4-H,0; 2 mM de MgSO,-7H,0; 26 mM de NaHCO3; e 10 mM
de dextrose. Ap6s 10 minutos de borbulhar a solugdo com gas carbogénio (mistura 95%0; -
5% CQOy,), foi incluida 1 mM de CaCl, na solucdo aCSF fria. Em seguida, o cérebro foi colado
sobre uma plataforma e rapidamente colocado no vibrdtomo (Leica Microsystems,
Bannockburn, IL), para o corte das fatias na mesma solucdo aCSF fria. Fatias coronais de 300
um contendo o cértex piriforme anterior foram obtidas. Apds o corte, as fatias foram
incubadas a 37 °C em banho maria por 45 minutos em uma solucdo aCSF normal contendo os
seguintes componentes: 124 mM de NaCl; 3 mM de KCI; 1,25 mM de NaH,PO,.H,0; 2 mM
de MgS0,4.7H,0; 26 mM de NaHCO3 e 10 mM de dextrose. Antes de colocar as fatias, 1 mM
de CaCl, foi adicionada ap6s 10 min de borbulhar a solugdo com gas 95%0,-5% CO,. Apos 0
periodo de incubacdo, as fatias foram retiradas do banho e deixadas para se recuperarem a
temperatura ambiente por 60 minutos, continuamente oxigenadas (95%0,-5% CO,), antes do

inicio dos registros.

Uma vez finalizado o periodo de incubacdo, as fatias foram transferidas para a camara
de registro. Foram visualizadas em microscépio equipado com contraste de interferéncia
diferencial e padrdo de iluminacdo infravermelho (IR-DIC) e sistema de video com objetiva
de imersdo 40X (Olympus BX51WI1). As identificagdes da camada 2/3 do cortex piriforme e

das células piramidais foram realizadas usando objetivas 5X e 40X, respectivamente. Na
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camara, a fatia foi mantida em continua perfusdo com solugcdo aCSF normal borbulhada com

95%0,-5% CO, a uma taxa de aproximadamente 2 mL/ min.
2.3.2. Registro whole-cell patch clamp

Para os registros whole-cell das células piramidais, as pipetas foram preparadas a partir
de capilares de vidro de borosilicato (1.5/1.12 OD/ID, WPI, Sarasota,FL) usando um estirador
de pipetas (P-1000, Sutter instruments, Novato, CA). Apds o preparo, as pipetas foram
polidas usando Micro Forge (MF-830, Narishige, Japan) com uma resisténcia final da ponta
(1 pm) de 3-6 MQ). Os registros foram realizados usando o amplificador Multiclamp 700 B
(Molecular Devices, CA, USA).

2.3.3. Current-clamp

Para o registro das propriedades passivas e ativas da membrana das células piramidais
da camada 2/3 do aPC, foi utilizada a configuragdo current-clamp. Para os registros de
current-clamp, a pipeta foi preenchida com solugdo intracelular contendo: 120 mM de
Kgluconato; 10 mM de KCI; 1 mM de MgCly; 0,025 mM de CaCl,; 0,2 mM de EGTA; 2 mM
de Na,-ATP; 0,2 mM de Na,-GTP; 10 mM de HEPES; pH a 7,2; ajustado com KOH 10 M, e
osmolaridade de 285-295 mOsm. Os dados foram registrados através do amplificador
Multiclamp 700B (Molecular Devices, CA, USA), digitalizados em 10 Hz com Digidata
1440- A System(Molecular Devices, CA, USA), filtrado em 1 kHz (—3 dB, eight-pole Bessel)
e analisados off-line usando o software pClamp 10.6 (Molecular Devices, CA, USA). O
potencial de membrana foi fixado em -65 mV para todas as células. Para mensurar as
propriedades intrinsecas passivas das células, uma série de pulsos de correntes despolarizantes
e hiperpolarizantes (-180 pA a +300 pA) de onda quadrada (500 ms de duragdo) foram
injetados nas celulas com intervalo de 500 ms, a cada 20 pA. Também registramos a atividade

espontanea das células em modo gap free.

O potencial de membrana em repouso (Vy,) foi medido dentro de alguns minutos depois
de romper a membrana ceigar e foi definido como o potencial de membrana estado-estavel
(obtido em modo de injecdo de corrente 0). A resisténcia ao input (Ri,) foi determinada a
partir da resposta de voltagem para 1 s. de injecdo de corrente hiperpolarizante de -100 pA e
foi calculado como a proporgédo do pico da deflexdo da voltagem para a corrente injetada. A
constante de tempo da membrana (1) foi definida como o tempo necessario para a célula

atingir o0 63,2% da sua maxima deflexdo de voltagem em resposta a uma injecdo de corrente
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hiperpolarizante (-100 pA). A capacitancia da membrana (Cp,) foi calculada a partir dos dados

de Ri, e Ty, usando a férmula C=tm/ Rin.

Para medir as propriedades do potencial de acdo (PA), foram injetadas séries de
correntes despolarizantes (onda quadrada) de 1 s. de duracdo em passos de 20 pA (+20 pA a
+300 pA). A rheobase foi definida como a minima corrente despolarizante injetada para gerar
pelo menos 1 PA. O primeiro PA evocado pelo pulso de corrente despolarizante foi definido
para a mensuracao das propriedades de PA. Os PA com amplitude maxima abaixo de 10 pA
ndo foram incluidos na analise. A média da amplitude do PA foi definida como a média do
incremento de voltagem do limiar para disparo de PA ao pico da amplitude do primeiro PA
para todas as injecdes de correntes despolarizantes. A média da duracdo do PA foi definida
como largura entre a metade maxima da amplitude do PA para o primeiro PA para todas as
injecBes de correntes despolarizantes. A média da laténcia do PA foi calculada como o tempo
requerido para eliciar um PA depois do inicio da injecdo das correntes despolarizantes. A
frequéncia de PA foi calculada mediante a quantificacdo do nimero de spikes eliciados por

injecdo de correntes despolarizantes de 1 s. de duracéo.
2.4. Andlise de dados

Todos os dados coletados provieram de um total de 21 células piramidais das camadas
2/3 de oito filhotes de ratos provenientes de cinco ninhadas diferentes (P5-P8 e P14-P18). As
analises de estatistica dos dados eletrofisioldgicos foram realizadas usando o two-side
unpaired t Student test apds o teste de normalidade dos dados (Kolmogorov-Smirnov test). As
comparacOes estatisticas e os gréficos foram realizados usando o software Graph Prisma 6
(GraphPad, LaJolla, CA). Todos os valores no texto, gréaficos e tabela sdo apresentados como
média * erro padrdo (EP). Adicionalmente na tabela, também foi incluido o valor de desvio
padrao (DP). O niimero de neur6nios é expresso como “n”. O nivel de significancia foi
estabelecido em p<0,05 e a significancia dos dados em tabelas e graficos é denotada com

asterisco (*).
3. Resultados

No Capitulo 3 mostramos que a inibicdo GABAEeérgica nas células piramidais da
camada 2/3 do aPC mudam significativamente entre P5-P8 a P14-P17. Aqui, nesse estudo,

encontramos que as propriedades intrinsecas passivas e ativas da membrana das células
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piramidas L2/3 também mudam sinificativamente durante esses dois periodos do

desenvolvimento pds-natal.
3.1. Desenvolvimento pds-natal das propriedades passivas de membrana

NoOs medimos as propriedades passivas das células piramidais da camada 2/3 do aPC.
Na Figura 4.1 se ilustram respostas tipicas de voltagem para injecdo intracelular de correntes

hiperpolarizantes e despolarizantes em neurdnios em P5-P8 e P14-P17.

Figura 4.1. Mudangas na resposta do potencial de membrana para inje¢éo de corrente
em células piramidais em P5-P8 e P14-P18.
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A amplitude dos passos de correntes injetadas (tracados inferiores) foram -120 pA, -40 pA, -
20 pA, +20 pA, +60 pA e +120 pA para os dois periodos. Houve uma diminui¢do progressiva
na resisténcia ao input e na constante de tempo da célula com a idade.

3.1.1. Potencial de membrana em repouso

O potencial de membrana em repouso (Vpn) foi medido imediatamente depois da
configuracdo whole-cell. O V, se torna mais negativo com o avanco da idade. Em P5-P8, o
Vm foi -39,22 £5,66 mV (n=9 células) e em P14-P17 foi mais negativo -54,35 = 2,27 mV
(n=12 células) [t(19)=8,45, p<0, 0001, t Student test)]. Os resultados se encontram

sumarizados na Tabela 4.1 .
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A resisténcia ao input (Ri,) e a constante de tempo da membrana (tr,) foram estimados

com injecdo de pulsos de corrente hiperpolarizante (-100 pA) de 500 ms de duragé&o.
3.1.2. Resisténcia ao input e Constante de tempo da membrana

Encontramos uma grande redugdo (147%) na Rinp das celulas piramidais da camada 2/3
com a idade. Em P5-P8, a R, foi de 438,6 £ 99,44 MQ (n= 9 células) o qual se reduziu
significativamente em P14-P18 para 177,1+ 50,02 MQ [t (19)=7,91, p<0, 0001, t Student test]
(Tabela 4.1). A 1, também se reduz com o avanco da idade (41%). Em P5-P8 a 1, foi de
42,78+ 4,17 ms e em P14-P18 se reduziu para 30,33 + 1,69 ms [t(19)=3,04, p=0,007, t
Student test)] (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Propriedades passivas e ativas das células piramidais da camada 2/3 do aPC

P5-P8 P14-P17
Parametros t(19) p
(n=9 células) (n=12 células)

Propriedades Passivas

Meédia = EP DP Média + EP DP
Potencial de membrana em repouso (mV)  -39,22 £1,89 566 -5435%+0,66 2,27 8,45 < 0,0001****
Resisténcia ao input (MQ) 438,6 £33,15 9944 177,1+1444 50,02 7,91 <0,0001****
Constante de tempo da membrana (ms) 42,78+4,17 1253 30,33+1,69 5,88 3,04 0,007**

Capacitancia da membrana (pF) 98,21+7,16 21,48 178,1+10,83 3751 5,70 <0,0001****

Propriedades Ativas

Limiar de disparo de AP (mV) -36,63+1,35 4,04 -4596+180 6,24 3,90 0,001**
Amplitude de AP (mV) 76,90+3,38 10,13 8543+453 1569 142 0,17
Duragdo do AP (ms) 4,32 +£0,33 0,98 2,97 £0,09 0,34 4,46 0,0003***
Frequéncia maxima de AP (Hz) 11 +2,36 7,07 2150+£253 879 29 0,0085**
Rheobase (pA) 48,89+6,76 20,28 95,00+11,04 38,26 3,27 0,004**
Vitres-Vim (MV) 3,92 £ 2,95 8,86 8,77 £2,38 823 129 0,21

As propriedades intrinsecas foram mensuradas mediante whole-cell current clamp das células
piramidais da camada 2/3 nos periodos de idade de P5-P8 e P14-P17. Os valores sdo descritos
como Média £+ EP e DP. Os asteriscos representam significancia estatistica (unpaired t
Student Test). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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3.1.3. Capacitancia da membrana

Uma vez que a Cy, foi calculada a partir dos dados de tm € Rijnp, CONsequentemente se
incrementa com a idade com os valores de 98,21 + 21,28 pF em P5-P8 para 178,1 + 37,51 pF
em P14-P17 [t(19)=5,70, p<0,0001, t Student test)] (Tabela 4.1).

3.2. Desenvolvimento pés-natal nas propriedades de potencial de a¢éo

O limiar de disparo, amplitude, duracdo e frequencia de disparo de potencial de acdo
foram mensurados a partir do primeiro potencial de acdo para injecdo de correntes
despolarizantes (+20 pA-+300 pA) de 500 ms de duracéo.

3.2.1. Limiar de disparo de potencial de acéo

Com a idade, o limiar de disparo de potencial de acdo (Vinres) Se torna mais negativo em
aproximadamente 25%. Em P5-P8, 0 Vires foi de -36,63 + 4,04 mV (n=9 células) passando
para -45,96 + 6,24 mV em P14-P17 [t(19)= 3,90; p=0,001; t Student test] (Tabela 4.1).
Também foi calculada a diferenca entre 0 Vinres €0 Vi(Vinres-Vim) para determinar se a
quantidade de despolarizacdo requerida para atingir o limiar de disparo de potencial de acéo
nas células nas duas idades é estavel. Em P5-P8, a diferenca Vinres-Vin foi de 3,92 + 8,86 mV e
em P14-P17 se incrementa ligeiramente para 8,77 + 8,23 mV, porém essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa [t(19)= 1,29, p=0,21; t Student test] (Tabela 4.1).

3.2.2. Amplitude do potencial de acéo

Foi observado que o pico de amplitude se incrementa ligeiramente com a idade
(aproximadamente em 11 %), de 79,90 £ 10,13 mV (n=9 células) em P5-P8 passa para 85,43
+ 15,96 (n=9 células) em P14-P17, porém, essa diferenca ndo mostrou significancia estatistica
[t(19)= 4,46, p=0,17, t Student test)] (Tabela 4.1). Na Figura 4.2 se mostram exemplos
representativos da amplitude e duracdo de potenciais de agdo nas duas idades.

3.2.3. Duracéao do potencial de ac¢éo (half-width)

Com o avanco da idade, a duracdo do potencial de ag&o se torna significativamente mais
rapido (em aproximadamente 45%), de 4,32 + 0,98 ms em P5-P8 passa para 2,97 + 0,34 ms
em P14-P18 [t(19)= 4,46, p=0,0003, t Student test)] (Tabela 4.1; Figura 4.2).
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Figura 4.2. Mudancas nos parametros de potencial de acdo com a idade.
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Exemplos de potenciais de acdo registrados em P5-P8 e P14-P17. A linha horizontal
sobrepassando os dois tragados indica 0 mV e o limiar de disparo de PA é mostrado com linha
pontilhada em cada tracado (de -23 mV para P5-P8 e de -39 mV para P14-P17). A amplitude
do PA se incrementa e a duragdo do PA de reduz com a idade.

3.2.4. Frequéncia de disparo de potenciais de acéo

A relacio input-output da média de frequéncia de spikes* versus a média de amplitude
da corrente injetada também muda com a idade (Figura 4.3). Na Figura 4.4 se ilustra
exemplos de tracados da resposta de duas células em P5-P8 e P14-P17 para injecdo de
corrente despolarizante crescente. A corrente rheobase para evocar PA incrementa de 48,89 +
8,86 pA em P5-P8 para 95 + 38,26 pA em P14-P17 (Tabela 4.1). As células piramidais dos
animais mais jovens (P5-P8) tiveram alta frequencia de disparo de PA para injecdes de
correntes de menor intensidade (a partir de +20 pA), porém, também tiveram uma menor
frequéncia maxima de disparo (11 7,07 Hz), a qual diminui para injecdo de corrente de
maior intensidade (+180 pA- 300 pA (Figura 4.5). A frequéncia de disparo de PA em P4-P17
alcancou a disparar potenciais de a¢do para injecdo de correntes de maior intenside (a partir de
+ 60 pA) e a sus frequéncia de disparo foram também maiores que nos animais jovens (21,50
* 8,79 Hz) [t(19)= 2,29, p=0, 0085; t Student test)] (Tabela 4.1). Para injecdo de corrente de
+120 pA, a média de frequéncia de disparo das células nas duas idades € muito semelhante. A
partir de injecdo de corrente de + 140 PA o nimero de spikes nas células em P14-P18 comeca
a se incrementar proporcional ao input de corrente, atingindo um numero de spikes

significantivamente maior que em P5-P8 para injecdo de corrente de +160 pA (p<0,01).

* E outro termo utilizado para descrever potenciais de acio, especialmente aqueles de mudanca rapida na
voltagem.
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InjecBes de corrente entre +180 e +300 pA induzem um incremento grande no nimero de

spikes nas células em P14-P18 em relagdo as células em P5-P8 (p<0,0001) (Figura 4.5).

Figura 4.3. Curva da relacao corrente-resposta das células piramidais da camada 2/3 do
AP em P5-P8 e P14-P17
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A diferenca na frequéncia média (x EP) de disparo de PA das células entre 20-140 pA néo
mostra significancia estatistica (p<0,05). Entre injecdo de corrente de 160-300 pA,a
frequéncia média de disparo nas células em P14-P17 incrementa-se proporcional ao
incremento na corrente despolarizante e entanto que a frequéncia média de disparo diminui
nas células em P5-P8 (P5-P8 vs P14-P17, **p<0,001, **** p<0,0001, unpaired t Student
Test).

Para as duas idades, nenhuma das células evocou PA para injecdo de corrente de +20
pA. Na injecdo de corrente de +60 PA, todas as células em P5-P8 mostraram pelo menos um
potencial de acdo (quatro células evocaram menos de trés potenciais de acdo e cinco celulas
evocaram mais de seis potenciais de acdo). Em P14-P17, para a mesma injecao de corrente,
oito células ndo evocaram nenhum potencial de acédo, duas células evocaram um potencial de
acdo e duas células evocaram oito e dez potenciais de agdo, respectivamente. Para injecdo de
corrente de +120-+180 pA, mais da metade das células registradas (5/9) em P5-P8 foram
capazes de gerar o primeiro spike, porém, o segundo e terceiro foram diminuidos em
amplitude e prolongados em duracdo. Para injecdo de corrente de +200 pA-+300 pA, todas as
celulas mostraram essse perfil. Em P14-P17, a maioria das células comegaram a evocar spikes
para injecdo de corrente de +120 pA. De um total de doze células, dez incrementaram o
namero de disparo com o aumento de injecdo de corrente, porém houve uma célula que s6
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evocou spikes para corrente de +300 pA e o perfil de disparo foi semelhante as células em P5-

P8. Uma célula comegou a disparar trens de spike semelhante as células em P5-P8, com

injecdo de corrente >+180 pA.

Figura 4.4. Caracteristicas de disparo de PA das células piramidais do aPC em P5-P8 e
em P14-P18.
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Tracado de duas células piramidais representativas para cada periodo de idade. Note como as
duas células nas duas idades ndo disparam PA para injecdo de corrente de +20 pA. A célula
em P5-P8 mostra adaptacéo® de disparo entre +180 pA e + 300 pA, enquanto que a célula em
P14-P18 mostra disparo de regular, o qual se incrementa com o aumento da intensidade da
corrente despolarizante. A amplitude das correntes injetadas € indicada no inicio de cada

tracado.
3.2.5. Disparo em burst

Em P5-8, apenas um neurdnio disparou potencial de acdo em burts em resposta a
injecdo de corrente, enquanto que em P14-P17 foram observados dois neur6nios com esse

tipo de disparo. Os disparos em burts do potencial de a¢do foram observados no inicio dos

trens de disparo.

> Referido & diminuicao ou cese de disparo de spikes durante estimulagdo constante.
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Figura 4.5. Mudancas no padréo de disparo do potencial de acdo com o
desenvolvimento
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Respostas no potencial de membrana para pulsos de corrente de 500 ms de duracdo em 3
células piramidais em P5-P8 e P14-P17. O primeiro tracado (esquerda) é a frequéncia minima
de disparo da célula e o segundo tracado (direita) é a frequéncia maxima de disparo de PA da
célula. A amplitude das correntes injetadas € indicada no inicio de cada tragado.

3.2.6. Disparo espontaneo

Ap0s o registro de potenciais de acdo com injecao de corrente de 500 ms e 1000 ms, as
células foram registradas em modo gap free durante 1 minuto (sem fixacéo de corrente, com 0
potencial de membrana em -65 mV). Nessas condi¢des, algumas células mostraram disparo
espontdneo nas duas idades. Em P5-P8, seis células de nove (6/9) mostraram disparo

espontaneo e em P14-P18, cinco células de doze (5/12) exibiram disparo espontaneo (Figura
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4.6). Duas células com disparo espontaneo mostraram burst de potenciais de acdo em P5-P8.
Nas células dos filhotes maiores ndo foram observados disparos espontaneos em burst.

Figura 4.6. Disparo espontaneo de PA em células piramidais em P5-P8 e P14-P17
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Tracados representativos de disparo espontaneo das células em cada periodo de idade. Os
tracados foram obtidos de registros em modo gap free durante 60 segundos.

4. Discussao

Nesse estudo, nds mostramos que as propriedades intrinsecas passivas e ativas das
células piramidais das camadas 2/3 do aPC passam por um processo de maturacao importante
entre a primeira e terceira semana de vida pds-natal. Esses resultados sdo consistentes com
estudos eletrofisiologicos prévios reportados em roedores para outras regides cerebrais e,

inclusive, o préprio cortex piriforme de camundongos.
4.1. Desenvolvimento das propriedades passivas da célula piramidal

Os nossos resultados mostram que as propriedades intrinsecas das células piramidais da
camada 2/3 do aPC se encontram em processo de maturacdo entre a primeira e terceira
semana de vida po6s-natal. De P5-P8 a P14-P17, o potencial de membrana em repouso (Vy,), a
resisténcia ao input (Rj,) e a constante de tempo da membrana (t) tiveram uma reducéo
importante. Esses dados sdo coerentes com o0s dados reportados para outros cértices em
desenvolvimento, como: cdrtex visual primario de camundongos (KASPER et al., 1994),
cortex auditivo primario (OSWALD; REYES, 2008), cortex somatosensorial (LORENZON;
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FOEHRING,1993;MARAVALL et al., 2004; VALIULLINA et al., 2016) e cortex pre-frontal
em ratos (ZHANG, 2004), nos quais as mudancas significativas nas propriedades intrinsecas

passivas da célula piramidal ocorrem entre a primeira e terceira semana de vida pos-natal.

Interessantemente, parece que a hiperpolarizacdo do V, nas células piramidais 2/3 do
cortex piriforme continua além da segunda semana pds-natal, enquanto que a Rj, parece
atingir o nivel de maturacdo na segunda semana pos-natal. Um estudo de Ve R, para células
piramidais do cortex piriforme em camundongos em P8-11 e P14-P21 mostra isso (GHOSH et
al., 2015).

As mudancas com o desenvolvimento nas propriedades intrinsecas passivas da
membrana da célula piramidal parecem estar relacionadas com mudancas na morfologia das
células. Por exemplo, no neocortex a reducdo progressiva na Rj, das células piramidais esta
relacionada com o incremento na area superficial do soma e prolongamento dos dendritos
primarios apicais (ZHANG, 2004). No cortex piriforme anterior, entre a primeira e terceira
semana pdés-natal acontece um incremento importante na espessura de todas as camadas
(SCHWOB; PRICE, 1984, SARMA et al., 2011), as quais refletem mudancas na morfologia
das células, sendo que, uma das camadas superficiais (L1a) estd formada na sua maior parte
por dendritos apicais das células piramidais das camadas mais profundas (L2 e L3)
(NEVILLE; HABERLY, 2004; WILSON; SULLIVAN, 2011; POO; ISAACSON, 2011;
BEKKERS; SUZUKI, 2013). Assim, é altamente provavel que a reducdo progressiva da Ri,
nas células piramidais do aPC com o incremento da idade esteja relacionada com mudancas
na morfologia da célula piramidal. Por outro lado, uma diminuicdo importante na Rj, com a
idade pode ser também devido a um incremento na expressdao da condutancia de canais

ibnicos que suportam o potencial de membrana em repouso das células piramidais.
4.2. Desenvolvimento de propriedades de PA

Processos de maturacdo cortical, como: neurogénese, apoptose, migracdo neuronal,
diferenciagdo neuronal e estabelecimento de redes neurais funcionais séo influenciados, direta
ou indiretamente, pelo padrdo de atividade elétrica dos neurdnios (KILB et al., 2011). Assim,
durante os periodos de maturacdo morfoldgica do sistema nervoso é comum também observar
mudangas paralelas no padrdo de atividade dos neurbnios. Nos roedores (ratos e
camundongos, 0s mais estudados), tais mudancas acontecem principalmente durante o
primeiro més de vida pds-natal, com mudancgas mais dramaticas entre a primeira e segunda

semana pos-natal. Por exemplo, nas células piramidais do neocortex de ratos, o limiar de
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disparo e duragdo do PA diminui, enquanto que sua amplitude aumenta entre a primeira e
segunda semana pos-natal (LORENZON; FOEHRING, 1993; KASPER et al.,1994; ZHANG,
2004; VALIULLINA et al., 2016). Por outro lado, nas células piramidais do cortex auditivo
primario (OSWALD; REYES, 2008) e do cortex piriforme em camundongos (GHOSH et al.,
2015) a diminuicdo do limiar de disparo e duragdo e o incremento na amplitude do PA vai
além da terceira semana pos-natal. Neste estudo, noés encontramos que o PA das células
piramidais da camada 2/3 do aPC em ratos, também diminui no limiar de disparo e se torna de
duracdo mais breve entre P5-P8 e P14-P17, porém com ligeiro incremento na amplitude
(p=0,17). Mudancas maturacionais na ativacao e inativacao de correntes de sddio dependentes
de voltagem podem estar associadas com a diminuic¢do na duragdo do potencial de agdo com a
idade, como se tem observado para as células piramidais do cértex visual em macacos
(MARUYAMA et al., 2007).

Entre P5-P8 e P14-P17, também observamos mudangas nas propriedades de disparo dos
spikes. As células piramidais de animais mais jovens precisam de baixas correntes para gerar
alta frequéncia de disparo de PA, enquanto que as células de animais mais velhos requerem
correntes elevadas para gerar alta frequéncia de disparo de PA, porém a frequéncia maxima de
disparo em P5-P8 foi menor que em P14-P17. Interessantemente, as células piramidais em P5-
P8 diminuem significativamente a sua frequéncia de disparo com o incremento da intensidade
de injecdo de corrente e algumas ndo sdao sensiveis ao incremento de input despolarizante.
Tais mudancas nas propriedades de disparo de PA das células piramidais do aPC sugerem

incremento paralelo nas propriedades dos canais de sodio dependentes de voltagem.

Aponta-se que em paralelo ao desenvolvimento do sistema nervoso, a densidade das
correntes de sodio dependentes de voltagem se incrementa (McCROMICK; PRINCE, 1987;
WANG et al., 2009). As correntes de sédio dependentes de voltagem sdo consideradas
elementos-chaves para iniciacdo e propagacdo do PA nos neurdnios e em outras células
excitaveis (CATTERALL, 2000; COLBERT, 2002; BEAN, 2007), as quais resultam
principalmente na ativacdo do canal, enquanto que sua inativacdo contribui na atenuacéo do
PA (JUNG et al., 1997; BEAN, 2007). E possivel que aquelas células piramidais do aPC que
s6 geram um PA ante o incremento da intensidade da corrente despolarizante, tenham uma
lenta velocidade de recuperacdo da inativacdo de canais de sodio dependentes de voltagem.
Por outro lado, células que inicialmente disparam PA, mas que rapidamente se adaptam (ap6s
0 primeiro PA, os seguintes spikes mostram diminuicdo da amplitude e prolongamento da
duracdo) devem ter uma recuperacdo um pouco mais lenta da inativacdo das correntes de
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sodio que aquelas células que mostram um padrdo de disparo de PA regular, como séo a
maioria das células em P14-P17. As correntes de potdssio seguem também 0 mesmo curso
paralelo de desenvolvimento do sistema nervoso e estdo relacionados com o afinamento nas
propriedades de disparo dos PA (LORENZON; FOEHRING, 1995; MASSENGILL et al.,
1997; GUAN et al., 2011). Assim, é possivel que a adaptacdo na frequéncia do disparo de PA
nas células dos animais mais jovens e o encurtamento na duragdo do potencial de acdo sejam

também controlados por correntes de potassio.

Outro achado interessante foi que, embora o limiar de disparo de PA mudasse para
valores mais hiperpolarizados de P5-P8 para P14-P17, a diferenca entre o limiar de disparo
(Vinres) € 0 potencial de membrana de repouso da célula (Vi) ndo muda significativamente
com a idade. Isso sugere que a quantidade de despolarizacdo requerida para que a célula

piramidal gere PA é constante durante o desenvolvimento.

O fato com significancia para o processamento do odor é que embora as células
piramidais em P5-P8 respondam com disparos de potenciais de acdo em trens para inje¢éo de
correntes mais baixas do que as células em P14-P17, essa resposta se incrementa até certo
pulso de injecdo de corrente despolarizante. Para pulsos de correntes altas, os disparos
mostram adaptacdo. Entre P5-P8 e P14-P17 essa reduzida excitabilidade das células
piramidais gradualmente desaparece. Em P14-P17, apenas duas células (de 12) foram
observadas com caracteristicas de disparo semelhante as células de P5-P8. E possivel que as
caracteristicas na excitabilidade das células em P5-P8 sejam devidas as correntes imaturas de
entrada e de saida, como se tem relacionado em outras regides corticais (LORENZON;
FOEHRING, 1993; MASSENGIL et al., 1997; WANG et al., 2009; GUAN et al., 2011). E
interessante destacar que a reduzida excitabilidade e rapida adaptacdo das células piramidais
do aPC para o input despolarizante em P5-P8, um mecanismo de regulacdo da sua propria
atividade, ocorre em um periodo em que o input GABAérgico inibitorio € ainda fraco (nossos
dados do Capitulo 3).

4.3. Relevéancia para o processamento de odor no aPC

As caracteristicas particulares das células piramidais nas propriedades intrinsecas
passivas e de disparo em P5-P8 e P14-P17 podem ser importantes para compreender como
essas células respondem ao input sindptico proveniente do bulbo olfatorio. Tem sido sugerido
que as células piramidais com uma Rj, alta e t, mais duradoura tém respostas de grande

magnitude e de duracdo prolongada para o input sinaptico (McCORMICK; PRINCE, 1987).
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Assim, as células piramidais do aPC em P5-P8, com caracteristicas de Vp, menos
hiperpolarizado, Rj, alto ¢ T, mais duradoura, podem responder melhor para pequenos inputs
de correntes sinapticas de cinéticas lentas. Enquanto que as células piramidais em P14-P17,
com caracteristicas de Vp, mais hiperpolarizado, Rj, baixa e T, mais breve podem responder
melhor para inputs de correntes sinapticas mais prolongadas de cinéticas rapidas. Essas duas
formas de processamento do input sinaptico podem ser importantes para entender as possiveis
diferencas no processamento de odor e 0s mecanismos associativos de aprendizado em P5-P8
e P14-P18.
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Capitulo 5

Diferencas no processamento do odor no cortex piriforme anterior
em dois periodos do desenvolvimento pés-natal inicial. Um estudo

computacional

1. Introducéo

Nos Capitulos 3 e 4, mostramos que nos periodos P5-P8 e P14-P17 o aPC de filhotes
de rato tem caracteristicas marcadamente diferentes referentes a transmissdo sinaptica
GABAérgica nas celulas piramidais da camada 2/3 do aPC e as propriedades intrinsecas

passivas e ativas dessas células.

Nesse trabalho, exploramos se as caracteristicas diferentes da transmissdao sinaptica
GABAérgica em P5-P8 e P14-P17 contribuem com um padrdo de processamento neural
distinto em cada periodo. Especificamente, como € o processamento do odor no aPC em P5-
P8 e P17-P18? Quais semelhancas e/ou diferencas caracterizam esses dois periodos de idade?
Foram as perguntas a serem exploradas mediante simulacdo computacional em circuito neural

artificial integrado do BO e aPC.

Primeiro, baseado em modelo computacional do circuito BO-aPC prévio (ORURO et
al.,2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b), foi modelado um circuito artificial BO-aPC para
P5-P8 e P14-P17, usando os nossos dados experimentais eletrofisioldgicos do aPC reportados
nos dois capitulos anteriores. Além disso, para a modelagem também foi incluida a
propriedade de plasticidade sinaptica excitatoria entre o LOT-aPC, a qual é caracteristica dos
roedores em desenvolvimento durante a primeira e terceira semana poés-natal (POO;
ISAACSON, 2007). Segundo, para testar as caracteristicas de processamento de odor, o
modelo do sistema olfatorio das duas idades foi simulado em duas condigdes de exposi¢do ao
odor que mimetizam condicdes etoldgicas significativas para os filhotes de rato e
camundongo em P5-P8 e P14-P17: filhotes dentro do ninho expostos ao odor mae/ninho
constante. Uma condi¢do de simulagdo foi de estimulagdo com um odor de baixa intensidade,
que pretende representar o odor da mae/ninho que pode estar distante do filhote ou bem pode
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estar perto, mas ao qual o sistema sensorial olfatorio se tem adaptado. A outra condigdo de
simulacdo foi de estimulagdo com um odor de alta intensidade, que pretende representar o
odor da maée/ninho percebido pelo filhote junto com estimulacdo ou contato materno

(lambidas, leite, tato).

As simulagdes de processamento do odor dessas duas condi¢cdes foram realizadas
mantendo o odor em constante disponibilidade. Assim, no circuito BO-aPC artificial a
amostragem do odor foi realizada em cada ciclo respiratério do animal, onde os ritmos de
atividade das células mitrais do BO estdo acoplados ao ritmo da frequéncia respiratoria, de
aproximadamente 2 Hz (POO; ISAACSON, 2009). A simulacdo do odor de baixa e alta
intensidade (com acdo da NA) foi realizada em dois e seis ciclos respiratdrios,
respectivamente, correspondendo a 3.300 ms o tempo total de simulacdo, com 100 células de

cada tipo no BO e no aPC.

O trabalho desse capitulo foi desenvolvido em colaboragdo com Enver Miguel Oruro
Puma do Programa de P6s-graduacdo em Neurociéncias da UFRGS.

2. Método

2.1. Modelagem

A modelagem do artificial circuito do BO-aPC para os periodos P5-P8 e P14-P17,
integrando os dados experimentais, e as simulacdes foram realizadas no software NetLogo
versdo 6.0.4 (Wilensky, U. 1999. NetLogo. http://ccl.northwestern.edu/netlogo/ June 4, 2018).

2.2. Arquitetura do modelo

A construcdo da arquitetura do circuito integrado do BO-aPC (duas redes neurais
separadas) foi baseada no modelo computacional do circuito BO-aPC para filhote de rato
<P10 desenvolvida por Enver Oruro (ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b).
O modelo candnico do neurdnio piramidal do aPC integra as divisdes das arvores dendriticas
basal e apical, diferentes inputs sinapticos excitatérios e inibitorios ao longo dos dendritos
apical e basal e também o envio de colaterais pelos ax6nios que fazem sinapses sobre outros
neurénios vizinhos e distantes (recorrentes) (Figura 5.1). O modelo também integra varios

niveis de organizacao prévios.
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Figura 5.1. Arquitetura neural do circuito artificial do sistema olfatério

Y'Y

LOT
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Sinapses —=* LOT -
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Inibitorias Feedback Pyr A
Fb . ? ? ,

Output

A figura é uma estutura simplificada do bulbo olfatério (BO), contendo apenas as células
mitrais (Mt, vermelho) e o cortex piriforme anterior (aPC) contendo os principais tipos
celulares: células piramidais (Pyr, azul), interneurénios feedfoward (Ff, preto) e feedback
(Fb, cinza). Os axonios das células Mt se extendem para o aPC formando o trato olfatério
lateral (LOT, vermelho). Os terminais do LOT estabelecem sinapses excitatorias (pontos
vermelhos) com os dendritos apicais das células Pyr e com interneurénios Ff . Por sua vez, 0s
interneurénios Ff estabelecem sinapses inibitérias nos dendritos das células Pyr (em preto).
As células Pyr formam um importante input associativo estabelecendo sinapses excitatorias
(ASSN, pontos azuis) com outras células Pyr adjacentes e com os interneurénios Fb. Por sua
vez esses interneurdnos estabelecem sinapses inibitorias com os dendritos basais e soma das
células Pyr (setas cinza). As células Mt e Pyr sdo moduladas por noradrenalina.

2.2.1. Modelo do bulbo olfatério

Diferente do modelo computacional do circuito BO-aPC desenvolvido por Enver Oruro
(ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b), o circuito do nosso modelo tem so
um tipo celular no BO, é a célula mitral (Mt) (Figura 5.1, vermelhas). N6s ndo incluimos os
outros tipos neuronais do BO (neurénios olfatorios sensoriais, células periglomerulares e as
células granulares) devido a que a inclusdo desses outros tipos celulares geraria um ruido
muito grande no output do sistema, o qual interfere com o objeto de observacdo. Sem 0s

outros tipos neuronais do BO incluidos, o circuito ficou mais fino ou mais sensivel para
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especificar a contribuicdo das correntes inibitdrias mediadas por GABAA, sem as variaces

gue esses outros tipos neuronais poderiam atribuir para o sistema.

Para determinar o nimero de células Mt no BO, partimos de um trabalho prévio que
estimou o nimero de glomérulos (~1.800) e 0 numero de sinapses que estabelecem o0s
neurdnios sensoriais olfatdrios (OSN), expressando um unico tipo de receptor olfatorio, com
as células Mt (aproximadamente 50-100) em um glomérulo (MOMBAERTS et al., 1996). A
partir desses dados, calculamos um numero aproximado de células Mt de 90.000 a 180.000 no
BO. No nosso modelo do circuito BO-aPC, incluimos apenas 100 células Mt que
correspondem a aproximadamente 3 a 10 glomérulos. O disparo das celulas Mt foi modelado
como um processo Poisson® que gera potencial de acdo em taxas especificas. A taxa basal de
disparo foi de 2 Hz, sendo que esse valor passa para 100 Hz quando um odor é estimulado e

depois decai para niveis basais com um tempo constante de 50 ms.
2.2.2. Modelo do aPC e conectividade

Semelhante ao modelo de Oruro (ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO et al.,
2017a,b), o aPC também foi programado como outra sub-rede neural composta de trés tipos
celulares: as células piramidais (Pyr), os interneurénios feedforward (Ff) e os interneurénios
feedback (Fb) (SUZUKI; BEKKERS, 2012; BEKKERS; SUZUKI, 2013) (Figura 5.1,

celulas representadas em azul, preto e cinza, respectivamente).

O nosso modelo inclui 100 células de cada tipo neuronal (Pyr, Ff e Fb) do aPC. Para a
conectividade entre 0 BO e 0 aPC, nos consideramos que cada célula Pyr esté aleatoriamente
conectada com aproximadamente o 10% das células Mt (FRANKSet al., 2011), sendo que
cada terminal axonal das células Mt estabelece em torno de cinco sinapses excitatorias
(FRANKS; ISAACSON, 2006). Considera-se que os interneurénios da camada Lla (Ff)
recebem cerca de seis vezes mais conexdes do que as células Pyr (FRANKS; ISAACSON,
2006), de modo que no nosso modelo, cada interneurdnios Ff recebe 40% da conexdes
sinapticas das células Mt. A conectividade dos interneurdnios Ff e Fb com as células Pyr foi
considerada que cada célula Pyr recebe o 37% de conexdo daos interneurdnio Ff e 45% dos
interneurénios Fb; por outro lado cada um dos interneurdnios Ff e Fb recebem conexdes dos
40% das células Pyr (SUZUKI; BEKKERS, 2012). Para a conexdo associativa entre as

células Pyr, foi considerada que cada Pyr estéd interconectada aleatoriamente com 20% de

® Referido a um processo estocastico simples utilizado para modelar o tempo aleatério em que os inputs
sinapticos chegam a um neurénio piramidal.
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outras células Pyr, sendo que essa conexao é uma a uma (FRANKS et al., 2011). (Tabela 5.1,

em anexo).
2.2.3. Parametros de dados experimentais adicionados ao modelo do aPC

Os parametros das células Pyr e da transmissdo sinaptica GABAérgica foram obtidos a
partir de nossos dados experimentais em P5-P8 e P14-P17 (Capitulo 3 e 4). Para os dois

periodos de idade, os seguintes pardmetros foram considerados:

1. Correntes inibitorias pds-sinapticas espontaneas (sIPSC) (decay time, rise time,
frequéncia e amplitude) e potencial de reversdo das SIPSC (Ecasa). Esses dados
correspondem ao registro de células piramidais no aPC de animais controle
(Capitulo 3). Na constru¢do do modelo artificial do aPC, os parametros das sIPSC e
Ecasa foram considerados equivalentes para a inibicdo de Ff—Pyr e Fb—Pyr.

2. Propriedades intrinsecas passivas de membrana da célula piramidal: potencial de
membrana em repouso, resisténcia ao input, constante de tempo e capacitancia de
membrana. Dados experimentais obtidos dos registros de células piramidais no aPC
de animais controle (Capitulo 4).

3. Propriedades intrinsecas ativas de membrana da célula piramidal: limiar de disparo
de potencial de acdo, amplitude de potencial de acdo, duracdo do potencial de acao,
rheobase, frequéncia méxima de disparo de potencial de acdo, etc. Dados
experimentais obtidos via registros de células piramidais no aPC de animais controle
(Capitulo 4).

2.2.4. Parametro de atividade dos neur6nios e plasticidade sinaptica

Todos os parametros de atividade dos neurbnios e plasticidade sinaptica foram
modelados semelhantes ao modelo computacional do circuito BO-aPC descrito por Oruro
(ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b). A seguir descrevemos brevemente

0s parametros (Tabela 5.1, no Anexo).
2.2.4.1. Neurdbnios

Foi usado o modelo integrate-and-fire’ para simular dados de células reais, que define

as mudancas da voltagem de membrana das células Mt e interneurdnios Ff e Fb no tempo, em

" E referido ao modelo que descreve o potencial de membrana de um neurdnio em termos dos inputs sinapticos e
da injecdo de corrente. Um potencial de agdo é gerado quando o potencial de membrana atinge o limiar, mas o
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termos dos inputs sinapticos e a corrente injetada que a célula recebe (ORURO et al.,
2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b), o qual é descrito em cada compartimento pela

seguinte equacao:
Vi) =2 () = GV (D) — E) (1)

onde a voltagem do potencial de membrana V' (t) das células é a Unica varidvel de estado,
como uma fungdo da capacitancia do neurdnio (C), a condutancia (G), potencial de repouso
(E.) e o tempo dependente de corrente externa entrante (I,). A seguinte regra foi considerada
guando o potencial de membrana se torna maior de um limiar, onde Vr é o potencial de

membrana em repouso:
V(t) > 0,
V(t) « V.
O input externo (V¢*t) de um neurdnio pré-sindptico particular no tempo t é uma funcéo
da forca de conexdo sinaptica (WW;;), a mudanga na condutancia (g; (t)) na célula (j) e
diferenca entre o potencial de equilibrio (Nernst) (ENij) de um tipo especifico de canal e a
corrente do potencial de membrana (vj(t)) do neurdnio pds-sinaptico j no tempo t como
descrito pela equagéo:
V() = Wijgi(O[Enij — v (@] (2)

A comunicacdo entre neurbénios ocorre na rede neural mediante potenciais de agéo
discretos (para o disparo de todos 0s neurdnios) ou mediante continuo output, as duas formas

ocorrem como uma funcdo do potencial de membrana, como descrito pela seguinte equagéo:

R v < gmin
) = (e o s San @

1 if y > gmax

onde F;(V) representa a probabilidade instantinea de disparo (para todos 0s grupos

neuronais). O 6™"e o0 0™ representam o limiar minimo e a saturacio do limiar para a
funcdo de probabilidade/output, respectivamente; onde [ define a ndo linearidade deF;(V).

Para 0s neur6nios pré-sinapticos continuos g;(t) = gm™** = F;[V(t) ] e para o disparo dos

modelo ndo considera as mudancas reais associadas com a voltagem da membrana e condutancias que conduzem
ao potencial de acéo.
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neurdnios pré-sinépticos g;(t) = g(t — t/"®), onde t/"°¢ o tempo do Gltimo potencial de
acao do neurbnio, com um tempo de curso da condutancia representada pela seguinte

equacao:
g(t) — gmax(e—t/rl _ e—t/tz) (4)

onde, a dimensdo constante de g™%* representa a maxima condutancia de um determinado
canal ¢ 11 ¢ 12 sdo o tempo de subida ¢ decaimento, respectivamente, da condutancia. Depois
o disparo, a voltagem de cada disparo dos neurbnios € restabelecida para um potencial de

hiperpolarizagio V™P¢" e permanece inativo por um periodo refratario t7¢/7ec,

No modelo também foi implementado um parametro de adaptacdo neuronal para as
células piramidais como uma corrente hiperpolarizante que incrementa o limiar de disparo

para 0s neurdnios recentemente ativados. As mudancas na condutancia das correntes pos-

hiperpolarizacao Viahcnos neurdnios Pyr sdo descritos na seguinte equacao:

ahc
ahc @Y

=+ yghe = pahey, (5)

onde X;é igual a 1 no passo de tempo depois que o neurdnio dispara i spikes e O quando néo

dispara potencial de agdo. Portanto, o V%"¢ incrementa com a constante A% e decai com o

tempo carateristico T "¢,

Os inputs excitatorios para as células Mt sdo modulados pela onda sinusoidal de 2 Hz
gue mimetiza a frequéncia respiratéria (POO; ISAACSON, 2009).

2.2.4.2. Plasticidade sinaptica

Para as modificacdes sinapticas das conexdes Mt—Pyr e das conexdes Pyr—Pyr, foi
implementado um modelo de plasticidade sinaptica excitatoria dependente de atividade
(Hebbiano®), semelhante ao que foi usado por Oruro (ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO
et al., 2017a,b). O melhoramento na eficacia sindptica ocorrera se tanto os neurdnios pré e
pos-sinapticos disparam juntos, entanto que se reduzird se isso ndo ocorrer. Cada conexao

Mt—Py ou Pyr—Pyr foi estabelecida com um peso sinaptico® inicial (W) de 0,02. No modelo,

® Referido ao mecanismo de plasticidade proposto por Donald O. Hebb para a atividade coincidente de dois
neurénios.
® Na neurociéncia computacional o termo é referido & forca ou amplitude de uma conexdo sinaptica, e é
considerada como fonte de informacéo sobre plasticidade, e inclusive aprendizado, em um determinado circuito
neuronal.
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a ocorréncia da plasticidade sindptica excitatéria € dependente da ativacdo de receptores
AMPA e NMDA, no qual foi assumido que as despolariza¢fes pds-sinapticas séo atribuidas a
retropropagacdo do potencial de acdo dos neurdnios pés-sinapticos descritos pela seguinte
equacdo (ORURO et al.2016 a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b):

t

Tpost SXP (1 - -[pt(:)st) (6)

onde o tempo de curso dessa despolarizacdo no neurdnio pés-sinaptico (tP°st) é de 2 ms. O

ipost(t) —

tempo de curso da cinética dos canais de NMDA dependentes da ligacdo do glutamato nos
receptores representado pela seguinte equacdo (ORURO et al.,2016a,b; 2017; PARDO et al.,
2017a,b):

b9 (t) = exp (— TNM;DM) (1 — exp (,NM%)) (7)

onde TNMPAS (7 ms) e tVMPAT (1 ms) caracterizam a cinética dos receptores de NMDA.Assim,

o melhoramento da eficacia nas sinapses excitatdrias entre os neurdnios ie j € descrito pela
seguinte equacdo (ORURO et al.,2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b):

syn - fire fire
dVVl] _ (1 B Ws"yn LPOSf(t _ t] )bglu(t _ t] _ tdelay)
dt U PP
syn l-post(t_t]_“ire) bglu(t_t]_”ire_tdelay)
+ (0 - I/Vl] < Tnpp] ‘L{pnp (8)

onde, t%¢'a¥ é o tempo que 0 o potencial de agdo demora para percorrer do soma para as
sinapses das colaterais recorrentes. Se iP%Ste b9 tem o0 pico juntos, entdo o peso sinaptico
entre 0s neur6nioS ie jé conduzido com as carateristicas de tempo PP (100 ms). Caso
contrario, se os eventos ocorrem de modo n&o sincronizado, a eficacia sinéptica é diminuida

com o tempo TP™P (7P"P=7"PP=200 ms).
2.3. Simulagdes
2.3.1. Relagéo input-output das células piramidais artificiais do aPC

Considerando dados experimentais proprios (propriedades intrinsecas passivas e ativas)
para as células Pyr da camada 2/3 do aPC reportados no Capitulo 4 (Tabela 4.1) modelamos
células Pyr artificiais para P5-P8 e P14-P17. Para testar se as células Pyr artificiais mostram
padroes de disparo de potencial de acdo semelhante as celulas Pyr reais, registradas
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experimentalmente, foi simulada a relacdo da injecdo de corrente despolarizante vs.
frequéncia de disparo de potencial de acdo (input-output) nos dois periodos de idade,

utilizando as equaces 1 e 5 descritas na sec¢éo 2.2.4.1.

Foram simulados 200 experimentos, onde a injecdo de corrente foi realizada a cada 1,5
pA (minimo+1,5 e maximo +300 pA) e foi medida o numero de potenciais de a¢do evocados
pelas Pyr em resposta a cada passo de injecdo de corrente despolarizante. As simulacfes da
relacdo input-output foram realizadas durante 1.000 ms (bin de 0,5 ms) e os dados sédo
reportados como tragados da resposta de potencial de acdo das 200 células Pyr simuladas. A
modelagem e as simulagGes foram realizadas em Netlogo. Os tragados foram realizados
usando o software GraphPrisma 5.01, com os dados das simulagdes obtidas do NetLogo.

2.3.2. Processamento do odor no aPC artificial em P5-P8 e P14-P17

O passo seguinte foi explorar como o circuito do aPC processa o odor em cada periodo
de idade pos-natal (P5-P8 e P14-P17). Para isso, o modelo foi construido considerando os
dados experimentais de eletrofisiologia (propriedades intrinsecas de membrana e de
transmissédo sinaptica GABAEérgica) correspondente para cada periodo de idade. O nimero de
cada tipo celular utilizado no modelo foi 100. Foram simuladas as seguintes condicGes: 1)
processamento de um odor de baixa intensidade e 2) processamento de um odor de alta
intensidade associada a acéo de noradrenalina (NA).

2.3.2.1. Condigdes de processamento de odor simuladas

A condicdo 1 representa a atividade de uma quantidade menor de neurdnios do sistema
olfatério (e.g. o odor da méde é percebido como relativamente distante). Para isso, foram
estimuladas dez (10) celulas Mt. A condicdo 2 representa a atividade de uma quantidade
maior de neurdnios do sistema olfatorio (e.g. o odor da mae é percebido junto com o contato
materno). Para isso, além de um incremento no numero de células Mt estimuladas, foi
adicionado no circuito a acdo da NA representada pela reducdo do limiar de disparo dos
neurdnios de todos os tipos celulares no circuito. Para a simulacdo do odor de alta intensidade,
foram estimuladas 60 células Mt aleatdrias, diferente das dez anteriormente estimuladas. O
disparo de potencial de agdo das células Mt foi realizado mediante pardmetro de uma corrente
dependente de disparo, sendo que o limiar foi randomizado entre os valores minimo e o valor
de limiar. O numero de disparos de cada célula Mt foi aproximadamente cinco (5) spikes por

cada fase de inalacéo.
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Para as duas condic¢Bes simuladas, também foi considerado no circuito a plasticidade
sindptica excitatoria intrinseca entre os terminais das células Mt e os dendritos das células
Pyr; e entre as Pyr-Pyr (associativas ou recorrentes), que tém sido reportados como
caracteristicas nos roedores < P30 (FRANKS; ISAACSON, 2005; POO; ISAACSON, 2007).

2.3.2.2. Consideragdo do ritmo respiratorio na simulacéo

Os roedores apresentam uma frequéncia respiratoria basal de aproximadamente 2 Hz
(UCHIDA; MAINEN, 2003; KEPECS et al., 2007; WESSON et al., 2008) e, assim como as
células olfatdrias sensoriais do epitélio olfatorio, as células mitrais e as dos centros corticais
olfatdrios estdo fortemente acopladas com a respiracdo (VERHAGEN et al., 2007). Assim, as
simulacfes foram realizadas em dois ciclos respiratorios de 400 ms de duracdo, com cada
ciclo composto de duas fases (200 ms de fase de exalacdo seguido de 200 ms de fase de
inalacdo). A determinacdo da duracdo de cada ciclo respiratorio foi baseada em trabalhos
experimentais com roedores in vivo (POO; ISAACSON, 2009; HADDAD et al., 2013;
STERN et al., 2018). O inicio da estimulacdo do odor foi programado para coincidir com o
inicio da fase de exalacdo. Uma vez iniciada a estimulacdo do odor, esta foi mantida
constante: durante dois ciclos respiratorios para o odor de baixa intensidade e durante seis

ciclos respiratdrios para o odor de alta intensidade (+ NA).
2.3.2.3. Saidas das simulacdes e parametros de analises

A modelagem e as simulacGes foram realizadas usando o programa Netlogo 6.0.4. Para
todas as simulaces foram usadas as oito equacdes descritas acima (se¢fes 2.2.4.1 e 2.2.4.2).
Qualquer celula que dispara pelo menos um potencial de acdo durante os 200 ms de inalagdo
foi considerada como ativa. As duas condigdes (odor de concentracdo baixa e alta) foram
simuladas em uma Unica corrida de 3.300 ms. Os dados séo apresentados como Raster-plot. A
medida da laténcia (ms) para atingir o pico maximo de disparo foi considerada desde o inicio
da fase de inalacdo. A duracéo total do periodo de atividade foi determinada como o tempo
total (ms) desde o inicio dos spikes até o final, dentro de uma fase de inalacdo. A taxa de
disparo maximo foi determinada como o taxa de disparo que atinge 0 maximo numero de
disparos por segundo (Hz), dentro de uma fase de inalagdo. A sincronizagéo de disparos foi
considerada quando os disparos aparecem juntos, dentro de uma janela temporal <10 ms.

Os tracados de potencial de acdo foram gerados usando o software GraphPrisma e o

Raster-plot usando o NetLogo.
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3. Resultados

3.1. Relacéo input-output das células piramidais

Nos gréaficos da Figura 5.2 se mostram as frequéncias de disparo de potenciais de acao
em P5-P8 e P14-P17 para injecdo de corrente despolarizante de +20 PA, +120 pA e +240
pA.Semelhante ao que foi observado para as células Pyr reais (Capitulo 4), as artificiais
correspondentes ao periodo P5-P8 foram mais sensiveis a disparar potenciais de acdo para
injecdo de corrente de baixa intensidade (+20 pA) do que as células Pyr em P14-P17 (+50
pA). Em P5-P8, as células Pyr mantiveram o ndmero de disparo de spikes relativamente
estavel com o aumento da intensidade de corrente (3 spikes em +20 pA; 5 spikes em +120 pA,;
6 spikes em +240 pA) (Figura 5.2 A-C, tracado preto), enquanto que em P14-P18 o numero
de spikes se incrementou com o aumento da intensidade de corrente (0 spikes em +20 pA; 12
spikes em +120 pA; 24 spikes em +240 pA) (Figura 5.2 A-C, tracado vermelho) para
estimulagdo constante de 1.000 ms. Esse padrdo de disparo das células Pyr (n= 200 células em
cada idade), pode ser observado na curva da relacdo input-output, com injecdo de corrente de

0 a +300 pA (passo de amplitude de corrente injetada: 0,5 pA) (Figura 5.2 D).
3.2. . Processamento do odor no aPC artificial em P5-P8 e P14-P17
3.2.1. Resposta das células piramidais individuais para estimulacéo de odor

De um total de 100 células Pyr do modelo, foram registradas aleatoriamente cinco
células individualmente em cada idade para verificar o padrdo de disparo nas condi¢cfes de
odor de baixa e alta intensidade (mais acdo da NA). As simulacdes das duas condic¢des foram
realizadas em um total de oito ciclos respiratorios (2 ciclos de odor baixa intensidade e 6
ciclos de odor alta intensidade), com duracgdo de cada ciclo de 400 ms (exalagcdo de 200 ms e
inalacdo de 200 ms). Em cada idade, a resposta individual das células Pyr é representada por

tragados de cores diferentes (Figura 5.3).
3.2.1.1. Odor de baixa intensidade

Na simulagdo do odor de baixa intensidade (0-800 ms, barra azul, dois ciclos
respiratdrios), apenas uma célula Pyr (tracado preto) disparou um potencial de acdo no final

da fase de inalagdo em P5-P8 (laténcia de 128,5 ms desde o inicio da fase de inalacédo)
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(Figura 5.3A); enquanto que em P14-P17, nenhuma das cinco células Pyr evocou potencial
de acdo nessa condigéo (Figura 5.3B).

Figura 5.2. Relacao input-output das células piramidais artificiais do aPC
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Os gréaficos A-C mostram o padrdo de disparos de potenciais de acdo (PA) de 200 células
piramidais artificiais para injecdo de corrente despolarizante em cada periodo de idade (P5-P8
e P14-P17). Observe que as células piramidais em P5-P8 disparam 3 potenciais de acdo com
intervalo inter-spike prolongados, enquanto que as células em P14-P18 n&o evocam nenhum
PA (A). Para injecdo de corrente de +120 pA, as células de P5-P8 mantém o mesmo perfil de
disparo que para injecdo +20 pA, enquanto que as células em P14-P18 disparam PA com
intervalo inter-spike mais curto (B). Quando se incrementa a intensidade da injecdo de
corrente (+240 pA), as células piramidais em P14-P17 incrementam o numero de spikes,
enquanto que as células em P15-P17 incrementam menos e mantém o intervalo inter-spike
prolongado. A relacdo injecdo de corrente-potencial de acdo foi plotada como uma curva
frequéncia-injecdo de corrente (D). Para injecdo de corrente despolarizante de 0-50 pA, as
células piramidais em P14-P17 ndo evocam PA; porém, o incremento de intensidade de
corrente desde esse ponto evoca incremento proporcional no disparo de PA (curva vermelha).
As células piramidais em P5-P8 disparam PA para injecdo de corrente de intensidade menor;
porém a maxima frequéncia de disparo é entre +120-+140 pA, a partir desse ponto 0 nimero
de spikes com o incremento de corrente despolarizante ndo muda significativamente (curva
preta). Foram realizadas 1000 simulagGes. A injecéo de corrente foi realizada a cada 0,5 pA.
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3.2.1.2.  Odor de alta intensidade (com agdo de NA)
3.2.1.2.1. Periodo P5-P8

A entrada do odor de alta intensidade estimulado junto com acdo da NA evocou
mudancas nas respostas de disparo das células Pyr nas duas idades (Figura 5.3, 800-3.300
ms,barra laranja, 6 ciclos respiratorios). Em P5-P8, em cada ciclo respiratorio as células Pyr
disparam um potencial de acdo na fase de inalagdo em resposta ao odor. A laténcia para o
inicio de disparo dos potenciais de acdo, desde o inicio da fase de inalacdo, variou de célula a
célula e por cada ciclo respiratorio simulado. A mesma célula Pyr que disparou na condicao
de odor de baixa intensidade (tragado preto), disparou potenciais nos dois primeiros ciclos
respiratorios (800-1.600 ms) com uma laténcia cada vez reduzida de 118 ms (primeiro ciclo)
e de 93 ms (segundo ciclo). As 4 células restantes responderam disparando potenciais de acédo
sincronicos (spikes acontecendo dentro de uma janela temporal < 10 ms) com laténcias de 17

ms e 49,5 ms no primeiro e segundo ciclo, respectivamente.

Nos quatro ciclos respiratérios seguintes (1.600-3.300 ms), as cinco células Pyr
responderam ao odor de alta intensidade (+NA) disparando potenciais de acao sincronicos e
com progressiva reducdo na laténcia para o inicio do disparo em cada avanco da simulagédo
[terceiro ciclo: 65,5 ms; quarto ciclo: 52,5 ms; quinto ciclo: 47,5 ms; sexto ciclo: 43 ms]
(Figura 5.3A).

3.21.2.2. Periodo P14-P17

Em P14-P17, nos ciclos respiratérios iniciais de estimulacdo de odor de alta intensidade
quatro das cinco células Pyr evocaram um potencial de a¢do em cada fase de inalagdo. Nos
ciclos respiratorios seguintes, a metade dessas células Pyr incrementa seu disparo para dois ou
trés potenciais de acdo por cada fase de inalagdo. Com o avango do ciclo respiratorio
simulado, também a laténcia para o inicio de disparo de potencial de acdo se reduziu e, assim
como foi observado para as células em P5-P8, algumas células Pyr em P14-P17 também

dispararam sincronicamente (Figura 5.3B).

No primeiro ciclo respiratorio de estimulacdo do odor (800-1.200 ms), quatro celulas
dispararam um potencial de acdo em cada fase de inalacdo, sendo que trés células Pyr

dispararam sincronicamente com laténcia de 40 ms e uma disparou a uma laténcia de 61 ms.
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Figura 5.3. Registro de atividade de cinco células piramidais artificiais aleatérias do
cortex piriforme anterior para a estimulacéo de odor baixa e alta intensidade (+NA) em
P5-P8 e em P14-P17
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O grafico mostra a simulacdo do padrdo de disparo de cinco células piramidais (Pyr)
artificiais aleatdrias de um conjunto de 100 células no cortex piriforme anterior em resposta a
estimulacdo de um odor de baixa intensidade durante 2 ciclos respiratério (0-800 ms, barra
azul) e em resposta a um odor de alta intensidade (com agdo de NA) durante 3 ciclos
respiratorios (800-3300 ms, barra laranja). O cortex piriforme artificial tem a propriedade de
plasticidade sindptica excitatoria. A, na simulacdo em P5-P8 observamos que, ao final da
apresentacdo do odor baixa intensidade (segundo ciclo respiratorio, fase de inalacdo, 600-800
ms), algumas células Pyr evocam disparo sincronico, nos seguintes dois ciclos respiratorios
(800-1.600) algumas células Pyr disparam sincronicamente formando uma frequéncia de
disparo ~20 Hz. Nos ultimos quatro ciclos respiratorios todas as células disparam
sincronicamente, mantendo a mesma frequéncia de disparo de 20 Hz. B, as células Pyr em
P14-P17 também disparam em um tempo préximo com uma frequéncia de ~20 Hz; porém,
nos quatro ciclos seguintes a frequéncia de disparo de algumas células se incrementa (~ 40
Hz) e o disparo ndo se mostra mais sincronico.

No segundo ciclo respiratério (1.200-1.600 ms), as quatro células responderam com
disparos sincronicos de um potencial de agdo, com laténcias 40 ms e de 64 ms,
respectivamente. No terceiro ciclo respiratério (1.600- 2.000 ms) as quatro células evocaram

disparo sincronico na laténcia de 39 ms, e uma dessas células evocou um potencial de acéo
116

BININ I E

Pyr1
Pyr 2
Pyr3
Pyr4
Pyr5

Pyr 1
Pyr 2
Pyr3
Pyr 4
Pyr5



adicional com laténcia de 134 ms, na mesma fase de inalagcdo. No quatro ciclo respiratério
(2.000-2.400 ms), trés células Pyr continuam disparando um potencial de acédo
sincronicamente com laténcia de 41 ms e uma células evocou dois potenciais de acdo na
mesma fase de inalacdo com laténcias de 27 ms e 97 ms. No quinto ciclo respiratério (2.400-
2.800 ms), uma célula Pyr continuou a evocar um potencial de acdo com laténcia de 43,5 ms e
trés células Pyr evocaram um potencial de acdo sincronicamente com laténcia de 27 ms. Duas
dessas trés células evocaram mais um potencial de acdo na mesma fase de inalacdo com
laténcias de 61 ms e 121 ms. No sexto ciclo respiratorio (2.800-3.200 ms), as quatros células
Pyr evocaram o primeiro potencial de agdo sincronicamente (laténcia de 26 ms). Dessas
células, uma disparou um potencial de acdo adicional com laténcia de 88 ms e, outra célula
disparou mais dois potenciais de acdo com laténcias de 54 ms e 112,5 ms, dentro de uma

mesma fase de inalacéo.

Uma vez caracterizadas a respostas individuais das células Pyr para estimula¢do do odor
de baixa e alta intensidade (+NA), a seguir foi realizada uma simulagdo computacional para

explorar as respostas de uma populacdo de células Pyr no aPC para os mesmos estimulos.
3.2.2. Padrdao de atividade do aPC em resposta ao odor em P5-P8 e P14-P17

Depois de mensurar as caracteristicas de padrao de disparo de uma amostra aleatoria de
cinco células Pyr artificiais nas duas idades, realizamos a simulagdo das duas condi¢fes (odor
de baixa e alta intensidade) considerando o nimero total de células do modelo (100 células de
cada tipo celular). No modelo também foi incluida a propriedade de plasticidade sinaptica
excitatoria entre Mt—Pyr (LOT) e Pyr—Pyr (associativa), semelhantes para os dois periodos
de idade.

Com tais condic¢des da arquitetura e conectividade neural do modelo, foi simulado o
processamento de um odor de baixa intensidade em dois ciclos respiratérios (Figura 5.4),
seqguido da condicdo de odor de alta intensidade estimulado junto com a agdo da NA (que
simula o contato materno) em seis ciclos respiratérios (Figura 5.5). Para gerar o odor de
baixa intensidade, um grupo de dez células Mt foram ativadas aleatoriamente e para gerar a
estimulagdo do odor de alta intensidade, um outro grupo de 60 células Mt (odor de maior
intensidade), diferentes das células anteriores, foi também estimulada de forma alteatéria. Os
resultados da simulacdo sé@o mostrados em graficos Raster-plot, onde cada ponto representa o

disparo de um potencial de acdo de uma célula.
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Figura 5.4. Raster-plot do processamento de um odor de baixa intensidade no circuito
olfatério artificial representativo para P5-P8 e P14-P17
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A figura mostra a atividade das células mitral (Mt) no BO e a atividade das células piramidais
(Pyr) e os interneuronios feedforward (Ff) e feedback (Fb) no aPC em resposta a estimulacao
de odor de baixa intensidade em 2 ciclos respiratérios (exalagdo/inalacéo) (0-800 ms). O aPC
artificial tem a propriedade de plasticidade sinaptica excitatéria. A barra azul no topo dos
gréficos indica a presenca de odor constante. A atividade de cada tipo celular esta separada
por linhas cinza pontilhadas horizontais. Maior atividade é observada na fase de inalacdo. Em
P5-P8 se observa atividade de um grupo pequeno de células Pyr na fase de inalagdo dos 2
ciclos respiratorios, o qual ndo € observado em P14-P17. Nas duas idades, durante toda a fase
de inalagdo, nos dos 2 ciclos respiratorios & observada atividade de células Mt e
interneurdnios Ff. Cada ponto de representa uma célula com disparo de um potencial de agéo.
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3.2.2.1. Odor de baixa intensidade

Nos dois periodos de idade se observou escassa ou nula presenca de disparo de todos 0s
tipos celulares durante as fases de exalacdo (0-200 ms, 400-600 ms) e uma maior atividade
celular nas fases de inalacdo (200-400 ms, 600-800 ms) (Figura 5.4). Tanto em P5-P8 como
em P14-P17, as células Mt evocaram disparos em burts, mantendo uma periodicidade de
intervalo curto durante toda a fase de inalagdo. Também foram observados disparos de alguns

interneurdnios Ff durante a fase de inalacdo, porém sem um ritmo aparente.

Interessantemente, apenas em P5-P8 se observa alguma atividade dispersa de células
Pyr nas duas fases de inala¢do, sendo que uma maior atividade foi observada na ultima fase
de inalacdo (600-800 ms), com laténcia para o pico maximo de 165 ms. Por outro lado, em
nenhuma das idades foi observado atividade dos interneurdnios Fb em resposta ao odor de

baixa intensidade.
3.2.2.2. Odor de alta intensidade (com agéo de NA)

Nos dois periodos de idade, foi observada uma maior atividade de todos os tipos

celulares nas fases de inalacdo, e escassa ou nula nas fases de exalagdo (Figura 5.5).
3.2.2.2.1. Atividade das células Mitral

As células Mt evocaram disparos em burts mantendo uma periodicidade (~ 16 periodos
de disparo durante toda a fase de inala¢do) (Figura 5.5, fila inferior). Esse padrdo de
atividade se manteve estavel durante todas as fases de inalacdo (Figura 5.6; tracado preto),
com picos de atividade maxima em todos os ciclos respiratorios semelhantes nas duas idades

(Figura 5.7; tragcado preto).
3.2.2.2.2.  Atividade das células Piramidais

Por outro lado, a estimulacdo do odor de alta intensidade (com agdo da NA) evocou
resposta de elevada atividade das células Pyr, a qual aparece restrita dentro de um Unico
periodo de curta duragdo, principalmente nas fases iniciais da inalacdo. Em P5-P8, a laténcia
para atingir o pico de alta atividade, bem como a duracdo da atividade total ficaram
progressivamente prolongadas na sequéncia dos ciclos respiratorios simulados, enquanto que

a taxa de disparo méximo se incrementou (Figura 5.5; Figura 5.6 A; tracado vermelho).
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Figura 5.5. Raster-plot do processamento de odor de alta intensidade (com agdo de NA) no circuito olfatorio artificial representativo para
P5-P8 e P14-P17
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A figura mostrando a continuacdo da atividade das células mitral (Mt) no bulbo olfatério e a atividade das células piramidais (Pyr) e os
interneurdnios feedforward (Ff) e feedback (Fb) no aPC em resposta a estimulacdo de odor de alta intensidade (+ NA). O aPC tem a
propriedade de plasticidade sinédptica excitatdria, caracteristicas do circuito nas duas idades. A barra laranja no topo dos gréaficos indica a



presenca constante do odor de alta intensidade (800- 3300 ms). A atividade de cada tipo celular estd separada por linhas cinza pontilhadas
horizontais. Em P5-P8, nos primeiros ciclos respiratérios, uma Unica alta atividade de células Pyr, seguida das células Fb € observada
imediatamente apos a atividade das células Mt, esse padréo de atividade se continua nos ciclos respiratorios seguintes, com variacdo apenas na
prolongacdo no tempo de inicio dessa atividade relativo ao inicio de atividade das células Mt. Em P14-P17, a laténcia para observar uma
atividade alta das celulas Pyr, apés a atividade das células Mt, é mais prolongada. Essa atividade ocorre em um periodo mais amplo do que
observado para as células Pyr em P5-P8; além disso, com o passar do tempo da simulacdo, nos ciclos respiratorios seguintes, a atividade das
células Pyr é mais dispersa na fase de inalacdo e nos dois ultimos ciclos respiratérios se observa um e até dois momentos desse padrdo de
atividade. A atividade das células Fb inicialmente ndo acompanha a atividade das Pyr. Aparece um padrdo de atividade dos interneurénios Fb a
partir do segundo ciclo respiratorio e se mantém em patrdo e laténcia nos seguintes ciclos. Cada ponto de representa uma célula com disparo de
um potencial de ag&o.

121



No primeiro ciclo respiratorio (100-1200 ms), as células Pyr em P5-P8 evocaram
disparos bem acoplados ao inicio da atividade das células Mt com uma laténcia para atingir o
pico de atividade maxima de 35 ms (coincidente com a fase de subida da atividade das células
Mt) e a duracdo total do periodo de atividade foi de 45 ms (desde o inicio de atividade até a
caida a zero) (Figuras 5.5, 5.7 A,B). Por outro lado, as células Pyr em P14-P17, atingem o
pico de atividade 80 ms depois do inicio da fase de inalagdo, com duracdo total de 75 ms
(Figuras 5.5, 5.6 B, 5.7). A taxa de disparo maximo para as células Pyr das duas idades foi de
1 Hz (Figura 5.6). Como pode ser observado nos Raster-plot da Figura 5.5, esse perfil

mudou nos ciclos respiratérios simulados seguintes.

No segundo ciclo respiratério (1.200-1.600 ms), a laténcia para atingir o pico maximo
de atividade nas células Pyr nas duas idades foi semelhante (65 ms), com duracéo de atividade
total de 60 ms em P5-P8 e de 75 ms em P14-P17 (Figura 5.7) e taxa de disparo maximo de
1,55 Hz e 1 Hz, respectivamente (Figura 5.6).

No terceiro ciclo respiratério (1.600-2.000 ms), a laténcia para o0 pico maximo de
atividade em P5-P8 foi de 80 ms, com duracdo de 60 ms do periodo de atividade e taxa de
disparo maximo de 2 Hz (Figura 5.7 A). Por outro lado, em P14-P17 a laténcia para atingir o
pico maximo de atividade foi de 65 ms, com duracéo total do periodo de atividade de 75 ms e
taxa de disparo maximo de 1, 15 Hz (Figura 5.7 B).

No quarto ciclo respiratério (2.000-2.400 ms), a laténcia para atingir o pico de
atividade maxima, duracao total do periodo de atividade e taxa de disparo maximo em P5-P8
e P14-P17 foram semelhantes aos valores para as mesmas idades no terceiro ciclo respiratério
(P5-P8: 80 ms, 60 ms, e 2 respectivamente; P14-P17: 65 ms, 75 ms, 1,4; respectivamente)
(Figura 5.7 B)

Nos dois ultimos ciclos respiratorios da simulagdo, as células Pyr em P5-P8
continuaram respondendo com um padrdo de alta atividade restrita a um periodo, com
duracdo da taxa de disparo maximo estavel (Figuras 5.5, 5.6, 5.7). No entanto, as células Pyr
em P14-P17 responderam com um segundo periodo de atividade, de duracdo maior e taxa de
disparo menor em relagdo a atividade do primeiro periodo. No quinto ciclo respiratério
(2.400-2.800 ms), a laténcia para o pico de méaximo atividade foi de 65 ms, com duracdo de
60 ms e taxa maxima de disparo de 1,6 Hz para P5-P8 (Figuras 5.5; 5.6 A, 5.7); enquanto em
P14-P17, a laténcia para atingir o pico maximo de atividade, duracdo do periodo e taxa de

maximo disparo para o primeiro e segundo periodos foi de 50 ms e 159 ms, 75 ms e 75 ms e,

122



1,25 Hz e 0,43 Hz; respectivamente (Figuras 5.5; 5.6 B, 5.7). No sexto ciclo respiratorio
(2.800-3.200 ms), a laténcia para o pico de méxima atividade para P5-P8 foi de 65 ms, com
duracdo do periodo total de atividade de 60 ms e taxa de disparo maximo de 2 Hz (Figuras
5.5; 5.6 A, 5.7). Em P14-P17, as células Pyr responderam com dois periodos de atividade, o
primeiro periodo com laténcia para atingir o pico maximo de atividade de 50 ms, duragéo do
periodo total da atividade de 75 ms e taxa de disparo maximo de 1,15 Hz; enquanto que o
segundo periodo teve a laténcia para o pico maximo de atividade de 125 ms, com duracédo da

atividade total de 90 ms e taxa de disparo maximo de 0,45 Hz (Figuras 5.5; 5.6 B, 5.7).

Nos dois ultimos ciclos respiratorios da simulagdo, as células Pyr em P5-P8
continuaram respondendo com um padrdo de alta atividade restrita a um periodo, com
duracdo da taxa de disparo maximo estavel (Figuras 5.5, 5.6, 5.7). No entanto, as células Pyr
em P14-P17 responderam com um segundo periodo de atividade, de duracdo maior e taxa de
disparo menor em relagdo a atividade do primeiro periodo. No quinto ciclo respiratério
(2.400-2.800 ms), a laténcia para o pico de méaximo atividade foi de 65 ms, com duracdo de
60 ms e taxa maxima de disparo de 1,6 Hz para P5-P8 (Figuras 5.5; 5.6 A, 5.7); enquanto em
P14-P17, a laténcia para atingir o pico maximo de atividade, duracdo do periodo e taxa de
maximo disparo para o primeiro e segundo periodos foi de 50 ms e 159 ms, 75 ms e 75 ms e,
1,25 Hz e 0,43 Hz; respectivamente (Figuras 5.5; 5.6 B, 5.7). No sexto ciclo respiratorio
(2.800-3.200 ms), a laténcia para o pico de méxima atividade para P5-P8 foi de 65 ms, com
duracdo do periodo total de atividade de 60 ms e taxa de disparo maximo de 2 Hz (Figuras
5.5; 5.6 A, 5.7). Em P14-P17, as células Pyr responderam com dois periodos de atividade, o
primeiro periodo com laténcia para atingir o pico maximo de atividade de 50 ms, duracéo do
periodo total da atividade de 75 ms e taxa de disparo maximo de 1,15 Hz; enquanto que o
segundo periodo teve a laténcia para o pico maximo de atividade de 125 ms, com duragédo da

atividade total de 90 ms e taxa de disparo maximo de 0,45 Hz (Figuras 5.5; 5.6 B, 5.7).
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Figura 5.6. Taxa de disparo das células Mitral e Piramidal artificial durante o
processamento de odor baixa e alta intensidade no sistema olfatério artificial
correspondente a P5-P8 e P14-P17
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Os gréaficos mostram a taxas de disparo das células Mt e Pyr durante a simulacdo do odor de
baixa e alta intensidade reportados nos Raster-plot das Figuras 5.4 e 5.5. Durante a
apresentacdo do odor de baixa intensidade (barra azul) as células Mt (curva preta) e Pyr
(curva vermelha) artificiais mostram semelhante taxa de disparo nas duas idades, com maior
taxa de disparo das células Mt nas fases de inalacdo (barra cinza escura). No inicio da
apresentacdo do odor de alta intensidade (+NA), a taxa de disparo das células Mt se
incrementa em ~ 300% e é sustentada durante toda a fase de inalacdo, e esse padrdo se
mantém constante nos seguintes ciclos respiratorios para as duas idades (A e B, curva preta).
O incremento da taxa de disparo das células Pyr em P5-P8 é observado quase em seguida do
inicio da atividade das células Mt. A taxa de disparto se incrementa em ~100%, o qual
continua a se incrementar ~10 % nos seguintes ciclos respiratérios, e se restringe a um Unico
periodo, de duragdo < 50 ms, da fase se inalagdo. Esse padrdo se mantém durante os seguintes
ciclos respiratérios (A). Em P14-P17, a taxa de atividade das células Pyr se observa depois de
um periodo prolongado do inicio de atividade das células Mt, nos ciclo seguintes esse periodo
se encurta consideravelmente. O primeiro evento da taxa de atividade (~ 100 % de incremento
da atividade para odor de baixa intensidade) é mais prolongado que para as células Pyr em
P5-P8 (B); além disso, nos ultimos ciclos respiratérios € observado mais de um evento de alta
atividade em uma fase de inalacdo, sendo que o segundo evento é mais disperso que o
primeiro e, portanto, mais duradouro.
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Figura 5.7. Gréfico superposto das taxas de disparo das células Mitral e Piramidal
artificiais durante o processamento de odor baixa e alta intensidade no sistema olfatério
artificial entre P5-P8 e P14-P17

10 20 30 40 50 60
A
~ | —P5P8  py P P e :
O I D BV I N
o 7| - PsPs AR HE s yar s
g | = FPy : : : ¢ 3 : : : :
D 24 ' ' ¢ ' ' ' ' ' i
o ' ' ' ¢ ' ' . " '
o . 1 ] . : 1 ‘ b ‘
© ' ' ' ' ' '
g 1 g : : : : :
= Yy : : : :
0 A T T T : T T T = T T T Y T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2200 2400 2600 2800 3000 3200
Tempo (ms)
— 2.5- N 257 N 2.5q
= 1° £ 2° £ -~ P5-P8
S 2.0 0 2.01 o 2.0- — P14P17
2 g 8
® 154 35ms 80 ms % 1.5 @2 154
T T
3 40 \‘r--\ v § 1.0 3 104
© ! o
X / \ §
- 0.5 I’I \‘\ F 0.5 E 0.5
1 \
0.0 /! - ¢ — | 0.0 " 0.0 ‘
0 100 200 0 100 201 0 200
Tempo (ms) Tempo (ms)
N 2.5 N 2.54 o N
: 2 5 =
o 2.0- o 2.0- o
8 g a
£ 1.5 £ 157 =
[} ] %
o _ e .
g 1.0 s 1.0 %
F 05 F 054 =
0.0 0.0 0.0

o

T 1
100 200
Tempo (ms)

Tempo (ms)

Tempo (ms)

T
150

Superposicdo dos graficos 5.6 A e B para distinguir as diferencas no incremento na taxa de de
disparo das Mt e Pyr durante a simulacdo do odor de baixa e alta intensidade no aPC em P5-
P8 e P14-P17. Em A, note que a taxa de disparo das células Mt (curva preta) é maior que das
células Pyr (curva vermelha) para o odor baixa intensidade (0-800 ms). Na simulacao de odor
de alta intensidade (800-3300 ms) a taxa de disparo das células Mt (curva preta) é maior do
que as células Pyr, e € semelhante para as duas idades (curva preta delineada vs curva preta
reta). A taxa de disparo das células Pyr é maior em P5-P8 (curva vermelha ponteada) que em
P14-P17 (curva vermelha reta). Em B, é possivel observar diferencas no tempo de laténcia
para atingir o pico de taxa maxima de atividade das células Pyr nos seis ciclos respiratorios
simulados para a estimulacdo do odor de alta intensidade nas duas idades. A comparagdo em
cada ciclo respiratorio foi ajustada para 200 ms da fase inalacdo (0-200 ms) e a laténcia para
atingir o pico foi medido desde o inicio da fase de inalagdo (0 ms).

125

1
200



3.2.2.2.3. Atividade dos interneurdnios feedforward e feedback

Os interneurdnios Ff também incrementaram o padrdo de disparo em relacdo a
estimulacdo do odor de baixa intensidade. A principal caracteristica da atividade dos
interneurdénios Ff nas duas idades foi que o disparo € constante e sem periodicidade aparente

da atividade, durante toda a fase de inalagéo (Figura 5.5).

Por outro lado, a atividade dos interneurénios Fb so6 foi observada na estimulacdo do
odor de alta intensidade e ndo na estimulacdo do odor de baixa intensidade. A dependéncia do
input excitatdrio das células Pyr desses interneurdnios foi evidenciado pela atividade acoplada
ao periodo de atividade dessas células. Para as duas idades, a atividade dos interneurdnios Fb
foi observada nas etapas finais do periodo de atividade das células Pyr, restrito a um Unico

periodo.

Interessantemente, em P5-P8, uma forte atividade dos interneurénios Fb, de duracdo
curta, segue ao periodo de alta atividade das células Pyr em toda simulacdo do odor de alta
intensidade, porém em P14-P17, uma elevada atividade de interneurdnios Fb ndo foi
observada apds o periodo de alta atividade das células Pyr. O que se observou foi uma
atividade bastante reduzida durante os primeiros dois ciclos respiratdrios. S6 nos seguintes
ciclos respiratorios foi observada uma alta atividade dos interneurénios Fb apds o periodo de
elevada atividade das células Pyr (Figura 5.5).

3.2.3. Ganho na forca de conexao sinptica

Outra caracteristica distintiva do circuito do aPC artificial que foi observada entre as
duas idades foi o ganho da forca de conexdo sinaptica (peso) das células Pyr que se
estabelecem ao longo da simulacdo em cada ciclo respiratdrio para a estimulacdo do odor de
alta intensidade (Figura 5.8).
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Peso de conexao sinaptica

Peso de conexdo sinaptica

Figura 5.8. Variacao do peso de conexdo sinaptica nas células mitrais e piramidais do
circuito olfatdrio artificial para o processamento de odor baixa e alta intensidade
correspondente a P5-P8e P14-P17.

Tempo (ms)

Durante o processamento do odor de baixa intensidade (barra azul) tanto as células Mt, quanto
as células Pyr ndo mostram variacdo no peso de conexdo sindptica. Nos primeiros ciclos
respiratorios da apresentacdo do odor de alta intensidade (com acdo de NA), a forca de
conexdo sinaptica das células Pyr e Mt se incrementam, 0s quais progressivamente continuam
a se incrementar nos ciclos respiratorios seguintes, com maior peso sinaptico observado para
as celulas Pyr em P5-P8 que nas células Mt (A). Em P14-P17, os dois tipos celulares
incrementam no peso de conexao sinaptica, porém um ligeiro incremento das células Mt sobre
as Pyr se acompanha pelo resto dos ciclos respiratérios simulados (B). Note que o incremento
na conexao sinaptica das células Pyr e P5-P8 é maior que em das células Pyr em P14-P17.

3.2.3.1. Nasimulagdo do processamento de odor de baixa intensidade

Na simulacdo do odor de baixa intensidade, a forca de conex&o sinéptica das células Mt
e Pyr permaneceram estaveis nos dois ciclos respiratorios (Md:0,020), sem diferengas
aparentes entre as idades (Figura 5.8, 5.9).
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Figura 5.9. Gréfico superposto da variagdo no peso de conexao sinaptica nas células
mitrais e piramidais do circuito olfatorio artificial para o processamento de odor de
baixa e alta intensidade em P5-P8 e P14-P17.

O gréfico mostra uma superposicdo dos graficos 5.8 A e B para distinguir melhor as
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diferengas no peso de conexdo sinaptica para as células Mt e Pyr durante a simulagdo do odor
de baixa e alta intensidade reportados nos dois periodos de idade. Durante a simulacdo do
odor de baixa intensidade (0-800 ms), as células Mt e Pyr mantem sem mudancas o peso de
conexdo sinaptica (0,020). Durante a estimulacdo de odor de alta intensidade (800-3300 ms),
as células Mt (curva preta) mostram ganho de peso de conexdo sinaptica constante durante
cada ciclo respiratério simulado o qual é semelhante nos dois periodos de idade. O ganho de
peso de conexdo sinaptica das células Pyr (curva vermelha) também mostra um ganho em
cada ciclo respiratorio simulado, porém o ganho é maior para P5-P8 (curva vermelha
pontilhada) que para P14-P17 (curva vermelha reta).

3.2.3.2. Nasimulagdo do processamento do odor de alta intensidade (com
acdo de NA)

Na simulacdo do odor de alta intensidade, a forca de conexao sinaptica das células Pyr e
Mt incrementou seu valor progressivamente em cada ciclo respiratorio na simulacdo do odor
de baixa intensidade. A seguir, 0 ganho no peso na conexdo sindptica na condigdo de odor de
alta intensidade, refere-se a um incremento na porcentagem do peso de conexao sinaptica a

partir do valor na condic¢do do odor de baixa intensidade (0,020 = 100%).

O ganho do peso de conexdo sinaptica das células Mt foi muito parecido ao longo da
simulacdo dos ciclos respiratérios para as duas idades. No primeiro, segundo, terceiro e quarto
ciclos respiratorios (800-2.400 ms) foi de 10% (Md: 0,022), 15% (Md: 0,023), 25% (Md:
0,025) e 30% (Md: 0,026), respectivamente, para os dois periodos de idade. O ganho do peso
de conexdo sinaptica no quinto e sexto ciclos respiratorios foram de 40% (Md:0,028) e 45%
(Md: 0,029) para P5-P8 e de 45% (Md: 0,029) e 60% (Md: 0,032) para P14-P17 (Figura 5.8).

Os ganhos no peso de conexdo sinaptica das células Pyr foram mais pronunciados em

P5-P8 ao longo dos ciclos respiratdrios [primeiro ciclo: 15% (Md: 0,023); segundo ciclo: 25%
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(Md:0,025); terceiro ciclo: 35% (Md: 0,027); quarto ciclo: 45% (Md:0,029); quinto ciclo:
60% (Md:0,032); sexto ciclo: de 70% (Md: 0,034)] (Figura 5.8 A) do que os ganhos nos
pesos de conexao sinaptica em P14-P18 [primeiro ciclo: 5% (Md:0,021); segundo ciclo: 10%
(Md: 0,022); terceiro ciclo: 15% (Md:0,023); quarto ciclo: 25% (Md: 0,025); quinto ciclo:
35% (Md: 0,027); sexto ciclo: 45% (Md: 0,029)] (Figura 5.8 B). O ganho no peso de conex&o
sinaptica das Pyr em P14-P17 foi inclusive menor que o das células Mt nesse mesmo periodo
de idade, em cada ciclo respiratorio simulado (Figura 5.9). Os resultados se encontram

resumidos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Resultados da simulacéo do processamento do odor de alta intensidade (com
acdo de NA) para as células piramidais em P5-P8 e P14-P17 em cada ciclo respiratdrio

10 20 30 40 50 60

P5-P8
Laténcia para o pico (ms) 35 65 80 80 65 65
Duracéo total de atividade (ms) 45 60 60 60 60 60
Taxa de atividade maxima (Hz) 1 155 2 2 16 2
Ganho de peso sinéptico (%) * 15 25 35 45 60 70
P14-P17
Laténcia para o pico (1° periodo) (ms) 80 65 65 65 50 50
Laténcia para o pico (2° periodo) (ms) - - - - 159 125
Duracéo total de atividade(1° periodo) (ms) 75 75 75 75 75 75
Duracdo total de atividade(2° periodo) (ms) - - - - 75 90
Taxa de atividade maxima(1° periodo) (Hz) 1 1 15 14 125 1,15
Taxa de atividade maxima(2° periodo)( Hz) - - - - 043 045
Ganho de peso sinaptico (%)* 5 10 15 25 35 45

Os valores sdo a média da populacdo de células piramidais que ficaram ativas para a
estimulagdo do odor de alta intensidade em cada ciclo respiratdrio simulado (1°-6°). Periodo é
referido ao padrdo de atividade réapida e transitdria que caracteriza a resposta dessas células ao
longo da simulagdo nos 6 ciclos respiratorios. * A porcentagem do ganho do peso foi
estimada a partir do peso de conexdo sinaptica na simulacdo da condicdo de odor de baixa
intensidade (100%).

4. Discussao

Estudos eletrofisiologicos in vivo com roedores adultos, ratos e camundongos, tém
mostrado que o odor evoca a atividade de um pequeno grupo de células piramidais no cértex
piriforme, a qual se caracteriza por ter um padrdo de resposta de alta atividade acoplada ao
inicio da fase de inalacédo do ciclo respiratorio (dentro dos primeiros 100 ms) (BUONVISO et
al., 2006; RENNAKER et al., 2007; STETTLER; AXEL, 2009; POO; ISAACSON, 2009;
ZHAN; LUO, 2010; MIURA et al., 2012; HADDAD et al., 2013; BOLDING; FRANKS,
2017; STERN et al., 2018). Essa alta atividade evocada pelo odor é de natureza transitoria
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(MIURA et al., 2012; HADDAD et al., 2013; BOLDING; FRANKS, 2017; STERN et al.,
2018), pois é seguida por um periodo sustentado de supressdo, o qual é atribuido
principalmente ao papel da inibicdo feedback intracortical (STERN et al., 2018). Os
resultados dos nossos estudos de simulacdo sugerem que tais caracteristicas de resposta das
células piramidais evocadas pelo odor estdo presentes no aPC nos periodos de idade P5-P8 e
P14-P17, porém a estratégia (ou mecanismo) de implementacdo desse padrdo de atividade

parece ser diferente em cada periodo de idade.

A seguir, se discute as semelhancas e diferencas encontradas no processamento do odor
em cada periodo de idade e, depois se discute a significancia desses achados, ap6s uma breve
consideracdo das limitagdes do modelo computacional.

4.1. Diferencas no processamento do odor no aPC em P5-P8 e P14-P17
4.1.1. No processamento de células piramidais individuais do aPC

Do total de 100 células Pyr artificiais, cinco células Pyr foram aleatoriamente
selecionadas para registro de atividade em resposta a estimulacdo de odor baixa e alta

intensidade.

As células Pyr artificiais individuais dos dois periodos de idade responderam para
estimulacdo de um odor de alta intensidade (com acdo conjunta de NA), melhorando a
resposta dos potenciais de acdo evocados (diminuindo a laténcia de evocagéo de potencial de
acdo) e a organizacdo temporal das respostas evocadas (sincronizando os disparos de
potenciais de acdo de varias células). Porém, a frequéncia de disparo em resposta para o odor
de alta intensidade foi de aproximadamente 10 Hz para todas as células em P5-P8, e a célula
que disparou nessa frequéncia em resposta ao odor de baixa intensidade também manteve esse
padréo de resposta para o odor de alta intensidade. Em P14-P18, algumas células mantiveram
também a frequéncia de disparo em 10 Hz, outras incrementam para 20 ou 30 Hz em resposta
ao odor de alta intensidade e uma ndo evocou nenhum potencial de acdo durante todo o
periodo de estimulagéo. Esses achados sdo coerentes com os achados de um estudo in vivo no
cortex piriforme em ratos > P16. Apenas 10% da populacédo de células piramidais registradas
com estimulagdo de odor artificial (durante dois segundos) evocou resposta. As células
responsivas evocaram disparos de potenciais de agdo com frequéncias entre 0,05 e 24,5 Hz,
fortemente acoplados ao ritmo respiratério (POO; ISAACSON, 2009).
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Assim, a principal diferenca, na resposta evocada pelo odor nas células piramidais
individuais entre os periodos de idade é que enquanto em P5-P8 parece predominar um
melhoramento na organizacao temporal dos disparos de varias células, em P14-P17, embora
também se observe essa caracteristica para algumas celulas, o que prevalece é o
melhoramento na resposta para o odor, o qual é evidenciado pela diminui¢cdo mais
pronunciada da laténcia para evocar o potencial de agdo e o incremento no ndmero de
disparos, mais do que na sincronizagdo deles. Além disso, 0 melhoramento na evocacao de
disparos nos ultimos ciclos respiratorios do periodo de estimulacdo de odor de alta intensidade
(com acdo de NA) em algumas células em P14-P17 sugere uma facilitagdo sinéptica de curta
duracdo nas células piramidais. Parece que em P5-P8 a atividade evocada pelo odor de alta
intensidade (com acdo de NA) nas células piramidais é determinada pelas caracteristicas

intrinsecas de disparo das células piramidais em maior grau que em P14-P17.

No Capitulo 4 foi mostrado que as células piramidais reais em P5-P8 exibem uma
rapida adaptacdo no padrdo de disparo com o incremento do input despolarizante, enquanto
que as células em P14-P17 aumentam o numero de disparos com o incremento do input
despolarizante, sugerindo um menor grau de adaptacdo na frequéncia de disparo de potencial
de acdo. Essa caracteristica das propriedades do potencial de agdo das células piramidais
também pode ser atribuida a evocacdo de um potencial de acdo de uma célula para o odor de
baixa intensidade em P5-P8, pois as células piramidais reais nessa idade sdo mais sensiveis
aos inputs despolarizantes de baixa intensidade do que as células piramidais em P14-P17.
Porém, s6 a partir dos resultados do comportamento do conjunto da populacdo de células no
circuito integrado do aPC, em resposta ao odor, poderemos elaborar uma melhor aproximagéo
das diferencas e/ou semelhancas no processamento do odor entre os dois periodos de idade.

4.1.2. No processamento da populacéo de células piramidais no circuito

integrado do aPC
4.1.2.1. Processamento de odor de baixa intensidade

A caracteristica diferente entre os dois periodos de idade para a estimulacdo do odor de
baixa intensidade foi que enquanto em P14-P17 a reducdo da atividade das células Pyr foi
completa em P5-P8 um grupo pequeno de células Pyr mostrou atividade no final da segunda
fase de inalacdo, o qual sugere uma maior excitabilidade celular nesse periodo de idade para o

odor de baixa intensidade.
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4.1.2.2.  Processamento de odor de alta intensidade (com ac¢éo de NA)

Nos dois periodos de idade, a mudanca rapida da condicdo de odor de baixa para alta
intensidade (com acdo e NA) evocou um dramatico incremento na atividade das células Mt (~
300%), o qual se manteve sustentado ao longo das fases de inalacdo. A mudanca na atividade
das células Pyr se caracterizou por um incremento rapido e transitorio (60-75 ms) acoplado na
fase de inalagdo (dentro dos primeiros 100 ms), com queda brusca, seguido de um periodo de
silenciamento ou de atividade dispersa no final da fase de inalacdo. Tais caracteristicas de
resposta para estimulacdo de odor sdo semelhantes aos achados em experimentos
eletrofisioldgicos in vivo com animais acordados (BUONVISO et al., 2006; RENNAKER et
al., 2007; STETTLER; AXEL, 2009; POO; ISAACSON, 2009; ZHAN; LUO, 2010; MIURA
et al., 2012; HADDAD et al., 2013; BOLDING; FRANKS, 2017; STERN et al., 2018), que
sugere que o aPC de filhotes de rato em P5-P8 e em P14-P17 possuem padrdes semelhantes
de resposta ao odor e esses sdo coerentes aos reportados para o roedor adulto ou > P18. Por
outro lado, uma andlise do output da simulagdo de cada ciclo respiratdrio para estimulacdo do
odor de alta intensidade (com acdo de NA) mostra diferencas relevantes entre os dois periodos
de idade, as quais sugerem estratégias ou mecanismos de implementacédo diferentes do padréo

de processamento de odor em P5-P8 e P14-P17.

Na organizacdo do microcircuito do aPC, um pequeno grupo de células Pyr recebe
fortes inputs excitatorios convergentes de células Mt em resposta ao odor, as primeiras por
sua vez ativam outras células Pyr e a chegada coincidente dos inputs das Mt e das recorrentes
resulta em uma amplificacdo na atividade de mais células Pyr e também no recrutamento de
interneurdnios Fb, os quais produzem uma forte inibicdo e truncam a excitacdo recorrente
(POO; ISAACSON, 2009; STOKES; ISAACSON, 2010; FRANKS et al., 2011; MIURA et
al., 2012; HADDAD et al., 2013; BOLDIN; FRANKS, 2017; STERN et al., 2018). Em P5-
P8, foi observado um progressivo incremento na taxa de disparo e um ganho maior na forca
de conexdo sinaptica das células Pyr ao longo dos ciclos respiratérios simulados, sugerindo
uma rapida capacidade de melhoramento na eficacia sinaptica para o input entrante nesse
grupo de células. E possivel que as particularidades do input GABAérgico para as células Pyr,
nas duas idades, tenham contribuido para esse perfil. Nos dois periodos de idade, a
conectividade dos interneurénios Ff e Fb com as células Pyr do nosso modelo foi de 37% e a
diferenca dos potenciais para o limiar de disparo e o de reversdo do GABA foi positivo para
os dois periodos de idade, sendo maior para P5-P8 (13,63 mV) do que para P14-P17 (5,58

mV). Assim, um perfil de input GABAérgico com resultado despolarizante para as células Pyr
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em P5-P8, principalmente nas que convergem com o input das células Mt, poderia ter
contribuido para uma acelerada amplificacdo da excitacéo recorrente das células Pyr.

Um trabalho recente, combinando estratégia eletrofisioldgica in vivo em roedor adulto e
modelagem computacional do cortex piriforme, mostra que a atividade tardia das células Pyr,
apos o truncamento do periodo de alta atividade, € mantida estavel pelo lento incremento na
atividade dos interneurdnios Ff, o qual cancela o incremento do input total das células Mt, que
mantém uma resposta sustentada ao longo da fase de inalacdo (STERN et al.,2018). No nosso
estudo, nem o truncamento da alta atividade transitdria das células Pyr e nem o silenciamento
posterior parecem ser mediados pela inibicdo, mas sim pelas propriedades intrinsecas de
disparo das células Pyr em cada periodo de idade. Assim, sugerimos que no circuito aPC em
P5-P8 acontece um forte input das células Mt, evocado por odor de alta intensidade (com acao
de NA), ativando um grupo de células Pyr, as quais, por sua vez, ativam outras Pyr que
também recebem inputs das células Mt, amplificando a atividade de vérias outras Pyr. Essa
amplificacdo leva a duas consequéncias: 1) ativacdo de um grupo interneurénios Fb e 2)
adaptacdo na resposta de disparo das células Pyr em resposta ao input entrante das Mt e das
préprias recorrentes. As duas levam a uma queda brusca na atividade das células Pyr, porém a
adaptacdo celular mantém o periodo de silenciamento total, pois nenhuma célula Pyr ativa
outra Pyr ao longo do resto da fase de inalagdo. No perfil de P14-P17, o grau de adaptacdo das
células Pyr para o incremento do input excitatorio foi menor que em P5-P8, assim apdés a
gueda brusca do periodo de alta atividade das células Pyr, essas continuam responsivas para o
input entrante das células Mt e mantém a excitacdo recorrente Pyr-Pyr. Uma prova disso sao

os dois ultimos ciclos respiratorios, onde a atividade desas células é mais pronunciada.
4.2. Limitagdes do modelo computacional
4.2.1. Representacdo de uma populacdo variavel de células piramidais

Uma limitacdo do nosso circuito é o uso de valores da média das propriedades
intrinsecas passivas e ativas das células Pyr. No Capitulo 4, foi mostrado que as células Pyr
registradas nos dois periodos de idade tém uma variabilidade grande nos parametros de
potencial de membrana em repouso, resisténcia ao input, constante de tempo de membrana,
limiar de disparo de potencial de acdo e frequéncia de disparo de potencial de acdo para
injecbes de corrente despolarizante. Provavelmente, essa variabilidade atribuia algumas

diferencas mais acentuadas em alguns parametros que descrevemos nesse estudo ou outras
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diferengas adicionais relevantes para o processamento do odor entre os dois periodos de
idade.

4.2.2. Representacdo de duas fontes de inibi¢cdo confiaveis no circuito aPC

Trabalhos de imunohistoquimica tém mostrado que a densidade sinaptica inibitoria na
camada Lla (inibicdo Ff) é estabelecida a partir da segunda semana poés-natal
(WESTRENBROEK et al., 1998; SARMA et al., 2011), enquanto que contatos sindpticos
inibitérios na camada 2/3 (inibicdo Fb) ja se encontram presentes desde o inicio da primeira
semana pos-natal (WESTRENBROEK et al., 1998). No adulto, é considerado que a
conectividade entre as duas fontes de inibigdo é, de fato, diferente (SUZUKI; BEKKERS,
2012), sendo mais forte a inibicdo Fb do que a Ff (STERN et al., 2018). Porém, por ndo
contarmos com dados eletrofisiologicos dessas possiveis diferencas na inibicdo Ff e Fb nas
idades de interesse, 0 nosso circuito considerou a mesma porcentagem de conectividade
(37%) para a inibicdo Ff-Pyr e Fb-Pyr nas duas idades, valor obtido a partir de registros
eletrofisioldgicos com roedor >P12 para conectividade Ff-Pyr (SUZUKI; BEKKERS, 2012).
No entanto, considerando que a resultante da transmissdo sindptica GABAérgica tem um
efeito despolarizante nos dois periodos de idade (P5-P8 > P14-P17), uma porcentagem de
conectividade diferenciada para Ff e Fb ndo iria mudar o perfil para o processamento do odor

gue mostramos aqui.
4.2.3. Representacédo do ritmo de amostragem pela maturacéo do sniffing

Nos roedores, a percep¢do de mudanca de estimulos olfatérios no ambiente induz uma
alteracdo no ritmo respiratorio para um padrdo mais rapido e regular, chamado de sniffing
(ALBERTS; MAY, 1980; WALCHOWIAK, 2011). O sniffing melhora a amostragem de
moléculas odorantes do ambiente que é levado para dentro do nariz e isso se traduz no
incremento da frequéncia de resposta das células Mt no BO (VERHAGEN et al., 2007;
BATHELLIER et al., 2008) e em nivel cortical na laténcia para atingir o pico de disparo da
populacéo de células Pyr responsivas para esse odor (POO; ISAACSON, 2009; STERN et al.,
2018). O sniffing se desenvolve durante as trés primeiras semanas de vida pds-natal no rato,
incrementado na frequéncia respiratoria e na duragdo do sniffing (ALBERTS; MAY, 1980).
Tais carateristicas ndo foram consideradas no nosso modelo entre as idades. Possivelmente, a
realizacdo dessa distingdo teria permitido observar diferencas na velocidade de

processamento. Entretanto, como o objetivo da nossa simulacdo foi observar as diferencas

134



gerais no processamento de odor entre as duas idades, a simulagdo dentro de um ciclo
respiratdrio (um sniffing) foi o mais adequado.

4.3. Significancia para os mecanismos do aprendizado de preferéncia do odor

Tem sido proposto que a representacdo do odor pode ser armazenada em sinapses entre
células piramidais mutuamente conectadas (HABERLY; BOWER, 1989), através de
plasticidade sinéptica Hebbiana (WILSON; STEVENSON, 2003). Os nossos resultados
sugerem que o processamento do odor no aPC em P5-P8 para a condi¢do de um odor de alta
intensidade, que tenta representar uma condicdo em que o filhote percebe o odor da mée junto
com o contato materno (acdo de NA), tem uma maior capacidade para um rapido
melhoramento na eficécia sinaptica excitatoria que o aPC em P14-P17, o qual é suportado por
mecanismos maturacionais de inibicdo intracortical e das propriedades passivas e ativas das
células piramidais. Essas diferencas no processamento do odor nos dois periodos de idade
podem contribuir para um rapido armazenamento de memaria do odor reforcado no aPC em

P5-P8, enquanto que no aPC em P14-P17 precise de um tempo maior.
Agradecimentos

A implementacdo do modelo, desenho dos experimentos de simulacdo e a simulacéo
computacional reportada aqui foram realizados em colaboragdo com Enver Miguel Oruro
Puma, Programa de P6s-Graduacao em Neurociéncias,UFRGS.

135



Capitulo 6

Conclusoes

Nesse capitulo sdo sumarizados os principais achados dos estudos desenvolvidos nesse
trabalho e sdo discutidos a luz das perguntas que guiaram o presente trabalho de tese. Sdo
também discutidas as contribuicbes para o aprendizado do apego, limitacbes e direcdes

futuras para o trabalho e contribuicdes para abordagem metodoldgica para esse tipo de estudo.
1. Sumarizacao dos principais achados

1.1. As caracteristicas da transmissao sinaptica GABAérgica no aPC durante o

periodo sensivel e pds-sensivel do aprendizado do apego sdo diferentes

Mediante estudo eletrofisiolégico (patch-clamp whole-cell) em fatias de cérebro de
ratos, no periodos P5-P8 (sensivel) e P14-P17 (pds-sensivel), foram determinadas as
caracteristicas da transmissdo sinaptica GABAEérgica no aPC, via registro de correntes
inibitdrias pos-sinapticas espontaneas (SIPSC, mediadas por receptor GABAA) das células
piramidais da camada L2/3. Nas células piramidais do periodo P5-P8 predomina um perfil de
input inibitério reduzido, caracterizado por transmissdo sinaptica GABAérgica menos
frequente, com cinéticas de ativacdo e inativacdo das sIPSC mais lentas e potenciais de
reversdo dessas correntes (Ecasa) menos hiperpolarizados. Em P14-P17, todas essas
caracteristicas mudam, contribuindo para um input inibitorio mais forte em relacdo ao periodo
anterior. A transmissdo sinaptica GABAérgica nas celulas piramidais bem como a ativacdo e

inativacdo das sIPSC se tornam mais rapidas e Ecasa Se torna mais hiperpolarizado.

No capitulo 3, discutimos que tais diferengas no input inibitério sobre as células
piramidais da camada L2/3 em P5-P8 e P14-P17 poderiam contribuir para duas formas de
integracdo do input sensorial excitatorio. Um input inibitorio mais fraco em P5-P8 poderia
contribuir com uma janela temporal de integragdo de potenciais pos-sinapticos excitatorios na
célula piramidal para atingir o disparo do potencial de acdo mais amplo, enquanto que um
input inibitorio mais forte em P14-P17 poderia reduzi-la. A janela temporal é fechada pelo

aparecimento das correntes inibitdrias pos-sinapticas, que sdo capazes de contribuir para a
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geragdo de potencial inibitorio po6s-sinaptico que trunca a formacdo de potenciais de acdo

seguintes.

1.2. As propriedades intrinsecas passivas e ativas das células piramidais no aPC

durante o periodo sensivel e pos-sensivel do aprendizado do apego séo diferentes

Mediante registro patch-clamp whole-cell das células piramidais da camada L2/3 do
aPC, também em fatias, foram determinadas as propriedades intrinsecas passivas e ativas das
células piramidais em P5-P8 e P14-P17. Em P14-P17, predominam células piramidais com
resisténcia ao input e constante de tempo de membrana reduzida, e o potencial de membrana
em repouso mais negativo que em P5-P8. Essas diferencas também se refletem nas
propriedades de disparos das células em cada periodo. Em P5-P8, predominam células
piramidais com limiar de disparo de PA mais despolarizado e duracdo do PA mais prolongado
que as células em P14-P17. Quando estimuladas com intensidades crescentes de correntes
despolarizantes, essas células mostram também diferentes comportamentos. Em P5-P8,
predominam células piramidais que disparam trens de PA para inputs de baixa intensidade,
porém apoés atingir a frequéncia de disparo maximo se adaptam rapidamente para input de
correntes despolarizantes de intensidades fortes. Em P14-P17, predominam células piramidais
que precisam de um maior input despolarizante para disparar potenciais de a¢do e mostram
menor grau de adaptacdo que as células em P5-P8, pois a maioria incrementa a frequéncia de
disparo de PA proporcional a intensidade de corrente despolarizante injetada.

No capitulo 4, foi discutido que a reduzida excitabilidade e rapida adaptacédo das células
piramidais em P5-P8 poderia ser um mecanismo de regulacdo da sua propria atividade em um
periodo em que o input GABAEérgico inibitorio ainda é fraco. Também que as células
piramidais no aPC em P5-P8 poderiam ser mais responsivas para pequenos inputs de
correntes sindpticas de cinéticas lentas, enquanto que as células piramidais em P14-P17
responderiam melhor para inputs de correntes sinapticas mais prolongadas de cinéticas

rapidas.

1.3. O processamento do odor em condicgdes etoldgicas no circuito integrado aPC
durante os periodos sensivel e pds-sensivel do aprendizado do apego séo
diferentes

Um circuito neural artificial do BO-aPC foi construido para explorar se as diferencas

nas caracteristicas de transmissao sinaptica GABAérgica entre P5-P8 e P14-P17 contribuem
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com um padrdo de processamento neural diferenciado. Para testar esses padrdes de
processamento neural nos dois periodos de idade, foram desenhadas duas condicBes de
simulacdo de processamento de odor (odor constante de baixa intensidade e odor constante de
alta intensidade com acdo de NA). Nessas condi¢fes de processamento, 0s circuitos neurais
dos dois periodos mostram diferengas. Um odor de baixa intensidade evoca resposta em
algumas células em P5-P8, mas nemhuma resposta em P14-P17. Um odor de alta intensidade,
com acdo de NA, evoca um evento de intensa atividade das células piramidais nos dois
periodos, porém em P5-P8 as respostas evocadas estdo mais fortemente acopladas ao inicio da
fase de inalacdo, com a repeticao da exposicdo ao odor (e a acdo da NA) mostrando um rapido
incremento da eficacia sinaptica para input entrante. Em P14-P17, algumas células piramidais
mostram também as caracteristicas do periodo P5-P8, mas a maioria exibe um melhoramento
na resposta para o odor, evidenciado pela diminuicdo na laténcia para evocar o potencial de
acdo e o incremento no nimero de disparos com a repeticdo de exposicao ao odor (e a agdo da
NA), mais do que na sincronizacdo deles. Depois de repetida estimulagdo do odor de alta
intensidade + NA, as células piramidais em P14-P17 também mostraram uma facilitacdo

sinaptica.

2. Contribuicdo da transmissdo sinaptica GABAeérgica nos perfis de
processamento neural de odor durante os periodos sensivel e pds-sensivel

do aprendizado do apego

A segunda pergunta principal do presente estudo foi se as diferencas nas caracteristicas
da transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC nos periodos sensivel e pds-sensivel do
aprendizado do apego, integrados em um circuito neural, contribuem com um padrdo de
processamento neural diferencial em cada periodo. A partir do trabalho de simulacéo
podemos dizer que o recrutamento do input GABAérgico pelo input excitatério do odor
contribui, nos dois periodos, excitando as células piramidais e ndo inibindo-as. A diferenca do
potencial de limiar de disparo de PA e o potencial de reversdao do GABA foi positiva para 0s
dois periodos de idade, sendo quase trés vezes maior em P5-P8 que em P14-P18. Assim, nos
dois periodos o perfil inibitorio GABAérgico que descrevemos para essas células tem um

efeito despolarizante, de um grau maior em P5-P8 do que em P14-P17.

Toda vez que a ativacdo do input GABAERGICO sobre a célula piramidal tem um

retardo temporal (aproximadamente 5-10 ms em roedores adultos) para input entrante do
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LOT, o efeito despolarizante do input GABAeérgico em P5-P8 poderia contribuir acelerando a
répida adaptacdo das células piramidais. Como vimos nesse periodo de idade, as células
piramidais mostram uma rapida adaptacdo para inputs despolarizantes de alta intensidade.
Diferente do que tinhamos discutido no capitulo 3, propondo para o input GABAérgico um
efeito inibitorio (fraco em P5-P8 e forte em P14-P17) para a integracdo de inputs excitatdrios
na célula piramidal, parece que o input GABAEérgico contribui indiretamente para o
truncamento da geracdo de PA, incrementando a excitagdo no momento pico de maxima
atividade das células piramidais pela acdo das recorrentes. Nesse momento, a atividade
excitatdria é truncada pela propriedade de adaptacdo da prépria célula piramidal e ndo por
efeito de um forte input inibitério como acontece no aPC do adulto para o processamento de
odor (LUNA; SCHOOPA, 2008; POO; ISAACSON, 2009; STERN et al.,2018).

Em P14-P17, parece predominar uma acdo combinada da propriedade intrinseca da
célula de adaptacdo rapida (uma pequena propor¢do) e input GABAérgico inibitdrio. A maior
proporcdo de células piramidais em P14-P17 ndo mostra adaptacdo rapida, ao contrario
mostra incremento na taxa de disparo com o aumento de intensidade do input excitatorio. Se a
acdao do input GABAEérgico fosse despolarizante, como temos descrito no cenario para as
células piramidais em P5-P8, a acdo GABAGérgica, apés a atividade forte devido as
recorrentes, continuaria a despolarizar a célula de modo patoldgico, mas isso ndo sucede.
Assim, consideramos que uma contribuicdo inibitéria do input GABAérgico deva estar
presente. 1sso é possivel de ocorrer, pois a diferenca de potencial entre o limiar de disparo das
células piramidal e 0 Egasa em P14-P17 é bem menor que em P5-P8. Assim, em P14-P17,
uma acdao combinada do input GABAEérgico inibitorio e as propriedades intrinsecas de
adaptacdo de disparo das células piramidais parece dar conta do dumping ou shunting do

potencial de acdo nas células piramidais no processamento de odor no aPC.

3. Contribuicdes para o entendimento dos mecanismos neurobiologicos

envolvidos no apego

Tem sido apontado o envolvimento do aPC no aprendizado de preferéncia olfatdria
condicionada em roedores infantes (pareamento odor-stroke) (FONTAINE et al.,2013;
MORRISON et al., 2013; GHOSH et al., 2015) e esse aprendizado se encontra limitado a
uma faixa do desenvolvimento (<P10) e, semelhante ao que tem sido descrito para o BO,
presume-se que o periodo sensivel termina quando a estimulacdo tactil ndo elicita mais a

liberacdo suficiente de NA (YUAN et al., 2014; GHOSH et al., 2017). Reportase-se também
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que a atividade dos receptores -adrenérgicos no aPC é tanto necessaria quanto suficiente
para esse aprendizado (MORRISON et al., 2013; GHOSH et al., 2015; GHOSH et al., 2017).
Porém, ndo se sabe se 0 pareamento odor-ativacdo dos receptores p-adrenérgicos no aPC
ainda induz preferéncia olfatoria condicionada em filhotes > P10. Os trabalhos nessa linha sdo
poucos e 0s grupos que trabalham estdo focando nos mecanismos celular e sindptico que
suportam a memoria do aprendizado odor-stroke no periodo sensivel (MODARRESI et al.,
2016; GHOSH et al., 2017; MUKHERJEE et al., 2017; BHATTACHARYA et al., 2017
2018).

Algumas discussdes desse fendmeno poderiam ser aportadas a modo de contribuicdo

para a area em base aos dados aqui obtidos.

Primeiro. Nesse trabalho mostramos pela primeira vez que importantes diferencas na
transmissao sindptica GABAErgica e nas propriedades intrinsecas passivas e ativas das células
piramidais do aPC ocorrem durante os periodos sensivel e pds-sensivel do aprendizado do
apego. Isso sugere que qualquer modulacdo noradrenérgica ou de outros neuromoduladores
nesses periodos deva acontecer sobre um circuito neural intrinseco em constante mudanca,
além das préprias mudancas do sistema LC-NA. Um entendimento integral do estado de
desenvolvimento do circuito neural nesses periodos associado ao fendmeno comportamental
pode permitir gerar hipdteses mais claras sobre os mecanismos implicados e também entender

a trajetoria desse circuito.

Segundo. Tem sido sugerido que, semelhante ao reportado para o BO, uma grande
liberacdo de NA no aPC é necessaria para o aprendizado da preferéncia olfatéria no periodo
sensivel. E provavel que uma forte acdo modulatria de NA seja necessaria para ativar as
células piramidais que tém alta adaptacéo na sua frequéncia de disparo nesse periodo. Em um
cenario de condicionamento classico odor-stroke em P5-P8, a estimulacdo de um odor no
filhote pode evocar varios potenciais excitatorios pés-sinapticos nas celulas piramidais do
aPC e eventualmente esses potenciais podem superar o limiar e a célula piramidal pode
disparar trens de potenciais de acdo. Essa atividade pode progressivamente ativar correntes
gue medeiam a adaptacdo da frequéncia de disparo nas células (e.g. correntes de potassio
ativadas por calcio ou voltagem) e, assim, embora a célula se encontre recebendo inputs
excitatorios que evocam potenciais pos-sindpticos excitatérios, esses ndo sdo capazes de
atingir o limiar de disparo e as células eventualmente podem parar de disparar. Nesse cenario,

a liberacdo de NA (stroke) pode reduzir as correntes de potassio e, consequentemente,
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melhorando a resposta das células piramidais diminuindo a adaptacdo da sua frequéncia de
disparo e também movendo o potencial de membrana da célula préximo ao seu limiar de
disparo. Podemos incluir nesse cenario a acdo despolarizante dos inputs GABAérgicos que
poderiam acelerar 0s ritmos em que esses eventos ocorrem. A repeticdo desses eventos
modifica a eficAcia das sinapses excitatérias e, como tem sido reportado em estudos
comportamentais e com manipulacdo farmacoldgica, o filhote aprende com bastante rapidez

(em poucos ensaios) a associacdo entre 0 odor e a estimulacao tactil.

Considerando que o aPC em P14-P17 ainda conta com células piramidais com
caracteristicasde P5-P8 e que na nossa simulagdo de odor de alta intensidade + NA a eficacia
sinptica se incrementa com mais lentiddo e em menor magnitude, é possivel que maior
numero de repetices de pareamento odor-stroke seja necessario para induzir um aprendizado.
Futuros trabalhos com maior de tempo de simulacdo, considerando o tempo real da
apresentacdo de cada estimulo (odor-stroke) utilizado nos paradigmas de condicionamento,

poder&o permitir gerar maiores esclarecimentos sobre esse ponto.

Terceiro. Consideramos também que a abordagem metodoldgica seja uma contribuicdo
na area da neurobiologia do aprendizado do apego. Aqui exploramos uma pergunta em nivel
do circuito com integracdo de estudos eletrofisiolégicos e de modelagem e simulacdo
computacional. O desenho experimental para as simulagdes sao condicGes etolégicas em que
0 animal < P10 vive dentro do ninho com sua mae, permindo explorar a funcdo de uma
varidvel em um circuito que integra varios niveis de organizacdo bioldgica. Consideramos que
essa abordagem ¢é ideal para explorar a relacdo de circuito com um ou dois niveis, por baixo
ou por cima, da organizacdo bioldgica e gerar perguntas e hipoteses mais apuradas para serem
abordadas experimentalmente, o que € o principal valor da modelagem e simulagéo

computational.

Em suma, a transmissdo sinaptica GABAérgica no aPC, registrada
eletrofisiologicamente em condicdo basal, nos periodos sensivel e pds-sensivel para o
aprendizado de apego, fornece de dois inputs inibitorios diferenciais, fraco e forte
respectivamente. Porém, quando integrados em um circuito neural artificial para
processamento de odor, junto com acdo da NA, a funcdo do input GABAérgico sugere um
papel despolarizante, sendo essa caracteristica mais predominante no periodo sensivel. Assim,
as carateristicas maturacionais do input GABAEérgico, junto com as prépriedades intrinsecas
das células piramidais, sugerem ser mecanismos neurobioldgicos importantes no aPC no

suporte do rapido aprendizado do apego dos roedores infantes para o odor da sua mée.
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Tabela 5.1. Parametros de simulacéo do circuito olfatério para P5-P8 e P14-P17

Neurdnios

P5-P8

P14-P17

Células Mitrais (Mt)
(n=100)

=20 ms;

Whlast i from Mt:0.02;
Vlimiar: 0.009;
Vhyper:-0.01;
Tgpa_inicial: 4000;
Tgpa2_inicial: 4000
gmax Mt-Pyr: 15000
gmax Mt-Ff: 0.1
Tempo de Hyper:-10

Células Piramidais (Pyr)
(n=100)

=10 ms

gmax Pyr-Pyr: 3000

gmax Pyr-Fb: 8

Vlimiar: 0.015

Vhyper:-0.040

Woplast i from Pyr:0.02
Tgpa_inicial: 4000;
Tgpa2_inicial: 4000

Tempo de Hyper:-10

Vleak: -0.03922

Vlimiar: -0.03663

Vamp: 0.0769

V_PA max Vamp+ (Vleak)
V_inicial: -0.04

e_Pyr- Ff: -0.02167

e_Pyr-Fb: -0.02167

Cte tempo de membrana: 42.78
Membrane capacitance: 98.21
Rm membrane-Time constate / membrane capaditance
Epahp: -0.060

Tau: 100

Apahp: 3000

From Pyr n of 50 other Pyr
From Mt n of 10 Mt

From Ff of 37 Ff

From Fb n of 45 Fb

=10 ms

gmax Pyr-Pyr: 3000

gmax Pyr-Fb: 8

Vlimiar: 0.015

Vhyper:-0.055

Whplast i from Pyr:0.02
Tgpa_inicial: 4000;
Tgpa2_inicial: 4000

Tempo de Hyper:-10

Vleak: -0.05435

Vlimiar: -0.04596

Vamp: 0.07690

V_PA max Vamp+ (Vleak)
V_inicial: -0.055

e_Pyr- Ff: -0.040

e_Pyr-Fb: -0.040

Cte tempo de membrana: 30.33
Membrane capacitance: 178.1
Rm membrane-Time constate /
membrane capaditance

Epahp: -0.060

Tau: 100

Apahp: 400

From Pyr n of 50 other Pyr
From Mt n of 10 Mt

From Ff of 37 Ff

From Fb n of 45 Fb

Interneurénios Feedback
(Fb) (n=100)

=5 ms

gmax Fb-Pyr: 0.55

Vlimiar: 0.015
Vhyper:-0.01;

Tgpa_inicial: 4000

From Pyr of 40 Pyr

Tempo de Hyper:-10

gmax Fb-Pyr: 600

Rise time Fb-Pyr: 4.88 ms
Decay time Fb-Pyr: 5.36 ms

Interneurénios
Feedforward (Ff)
(n=100)

=15 ms

gmax Ff-Pyr: 0.055
Vlimiar: 0.015
Vhyper:-0.01;
Tgpa_inicial: 4000

From Mt of 40 Pyr

Tempo de Hyper:-10

gmax Ff-Pyr: 150

Rise time Ff-Pyr: 4.88 ms
Decay time Ff-Pyr: 5.36 ms

155



International Journal of Developmental Neuroscience 71 (2018) 1-9

" Developmental
Neuroscience

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Developmental Neuroscience

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijdevneu

Postnatal development of inhibitory synaptic transmission in the anterior 1))
piriform cortex | Sk
a,b

Grace Violeta Espinoza Pardo™”, Aldo Bolten Lucion®, Maria Elisa Calcagnottob’

@ Department of Physiology, Institute of Basic Health Sciences, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
® Neurophysiology and Neurochemistry of Neuronal Excitability and Synaptic Plasticity Laboratory, Department of Biochemistry, Institute of Basic Health Sciences,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Olfactory cortex
GABAergic transmission
Development

Unilateral nasal occlusion
Odor preferences

The morphological and functional development of inhibitory circuit in the anterior piriform cortex (aPC) during
the first three postnatal weeks may be crucial for the development of odor preference learning in infant rodents.
As first step toward testing this hypothesis, we examined the normal development of GABAergic synaptic
transmission in the aPC of rat pups during the postnatal days (P) 5-8 and 14-17. Whole cell patch-clamp re-
cordings of layer 2/3 (L2/3) aPC pyramidal cells revealed a significant increase in spontaneous (sIPSC) and
miniature (mIPSC) inhibitory postsynaptic current frequencies and a decrease in mIPSC rise and decay-time
constant at P14-P17. Moreover, as the development of neocortical inhibitory circuit can be driven by sensory
experience, we recorded sIPSC and mIPSC onto L2/3 aPC pyramidal cells from unilateral naris-occluded animals.
Early partial olfactory deprivation caused by naris occlusion do not affected the course of age-dependent in-
crease IPSC frequency onto L2/3 aPC pyramidal cell. However, this age-dependent increase of sIPSC and mIPSC
frequencies were lower on aPC pyramidal cells ipsilateral to the occlusion side. In addition, the age-dependent
increase in sIPSC frequency and amplitude were more pronounced on aPC pyramidal cells contralateral to the
occlusion. While mIPSC kinetics were not affected by age or olfactory deprivation, at P5-P8, the sIPSC decay-
time constant on aPC pyramidal cells of both hemispheres of naris-occluded animals were significantly higher
when compared to sham. These results demonstrated that the GABAergic synaptic transmission on the aPC
changed during postnatal development by increasing inhibitory inputs on L2/3 pyramidal cells, with increment
in frequency of both sIPSC and mIPSC and faster kinetics of mIPSC. Our data suggested that the maturation of
GABAergic synaptic transmission was little affected by early partial olfactory deprivation. These results could
contribute to unravel the mechanisms underlying the development of odor processing and olfactory preference
learning.

1. Introduction preferences (Moriceau and Sullivan, 2005; Roth et al., 2013; Ghosh

et al., 2015). These developmental transitions in odor preference

Postnatal development is characterized by behavioral transitions in
learning. During early stages of postnatal development, rodent pups
(< P10) have increased ability to acquire odor preferences paired with
tactile stimuli (that mimics the stimuli from the mother) (Moriceau and
Sullivan, 2005; Roth et al., 2013; Ghosh et al., 2015), or paired with
noxious stimuli (Moriceau and Sullivan, 2005; Raineki et al., 2009;
Roth et al., 2013). As pups gain mobility and leave the nest (> P10),
they easily learn to avoid the latter (Moriceau and Sullivan, 2005;
Raineki et al., 2009; Roth et al., 2013), and the former fails to produce

learning suggest a parallel refinement in the developing centers of odor
processing and odor perception.

The perception of odors requires the integration of sensory in-
formation in cortical centers of odor processing. The anterior piriform
cortex (aPC) has been suggested to play a critical role in recognition,
memory, and odor perception (Wilson and Sullivan, 2011). The en-
coding of odor in the aPC lies on the L2/3 pyramidal cells. These cells
receive olfactory sensorial input directly from mitral and tufted cells by
the LOT; excitatory associative inputs from other co-activated

Abbreviations: aPC, Anterior piriform cortex; GABAAR, GABA4 receptor; K-S, Kolmogorov-Smirnov test; LOT, Lateral olfactory tract; mIPSC, Miniature inhibitory
postsynaptic current; P, Postnatal day; sIPSC, Spontaneous inhibitory postsynaptic current; TTX, Tetrodotoxin; KyA, kynurenic acid; BMI, bicuculline methiodine
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pyramidal cells (Luna and Morozov, 2012); and other cortical regions
and inhibitory input via local feedforward and feedback GABAergic
circuits (for revision see Neville and Haberly, 2004; Wilson and
Sullivan, 2011; Poo and Isaacson, 2011; Bekkers and Suzuki, 2013).
Immunohistochemistry and calcium imaging studies shown that an
odorant activate sparsely and randomly distributed cells across the aPC
(Illig and Haberly, 2003; Rennaker et al., 2007; Stettler and Axel,
2009), suggesting a sparse representation of odor. in vitro electro-
physiological studies of synaptic transmission have also show that a
given odor evokes a firing activity of spatially dispersed L2/3 cells in
the aPC (Poo and Isaacson, 2009). This sparse cortical representation of
odor is characterized by a specific activity of individual L2/3 aPC
pyramidal cell and non-specific and broadly tuned activity of inter-
neurons in response to a given odor (Poo and Isaacson, 2009). It has
been suggested that the selective excitation and the broadly inhibition
of L2/3 cells underlie the sparse representation of odor in the aPC (Poo
and Isaacson, 2009; Isaacson, 2010). Moreover, the GABAergic in-
hibitory circuit regulates the integration of LOT inputs and the spike-
timing in the piriform cortex (Franks and Isaacson, 2006; Luna and
Schoppa, 2008; Poo and Isaacson, 2009; Isaacson, 2010).

The sparse pattern of representation of odor is observed at early
postnatal stages (Illig, 2007). The progressive postnatal development of
the inhibitory circuit may support, at least in part, the mechanisms of
odor behavioral preferences transition in infant rodents. Studies using
immunohistochemistry has shown that the number of GABAergic in-
terneurons in all layers of aPC is higher between PO and P4 and then
rapidly reduces to half at P7, remaining stable after P14 (Sarma et al.,
2011). Even though, the density of inhibitory synapse at L1a increases
progressively from P14 to adulthood, with no synapses detected prior to
P7 (Sarma et al., 2011). Parallel to the increment of inhibitory synapses
density, the cortical inhibition in the aPC, evoked by electrical LOT
stimulation, reaches an adult-like profile by P17 (Schwob et al., 1984).
The transition period in the conditioned odor preferences (> P10)
(Moriceau and Sullivan, 2005; Raineki et al., 2009; Roth et al., 2013;
Ghosh et al., 2015) in infant rodents are coincident with the period of
intense increase in synaptic inhibition in aPC (P14-P60) (Sarma et al.,
2011; Schwob et al., 1984).

The progressive morphological and functional development of in-
hibitory circuit in the aPC during the first three postnatal weeks, sug-
gest that inhibitory synapse may operate differently in neonate rats
(< P10) and older pups (> P10). This support two different neural
mechanisms for odor processing, which in its turn could contribute to
the neural mechanisms underlying the developmental transition in the
odor preference learning in infant rodents. In this study, as first step to
test this hypothesis, we examined the developmental profile of spon-
taneous inhibitory postsynaptic currents (sIPSC) at L2/3 pyramidal cells
using in vitro electrophysiology. We focused on two periods of postnatal
development (P5-P8 and P14-P17) in order to depict the transition in
the odor preferences. We also measured the miniature inhibitory
postsynaptic currents (mIPSC) to test whether the increase in inhibitory
synaptic density (Sarma et al., 2011) could also reflects an increase in
local number of sites of GABAergic synapses. Moreover, as development
of inhibitory circuit in neocortex can be driven by sensory experience,
and the sensory-deprived animals often show a weaker inhibition and
persistence of immature synaptic phenotypes (Jiao et al., 2006; Kreczko
et al., 2009; Gainey et al., 2016), we also studied the GABAergic sy-
naptic transmission after early postnatal olfactory deprivation. There-
fore, considering that the inhibitory cortical circuits in the aPC can be
formed via combination of intrinsic neuronal and environmental
changes during the maturation process, we evaluated the sIPSC and
mIPSC in aPC of both hemispheres of unilateral naris-occluded rats.
Thus, we isolated the changes driven by maturation evaluating the aPC
cells at ipsilateral side and driven by the interaction of environment and
maturation evaluating the aPC cells the contralateral side to the oc-
cluded naris.

International Journal of Developmental Neuroscience 71 (2018) 1-9

2. Materials and methods

Animal care and all experimental protocols were performed in ac-
cordance with the Guidelines for Animal Care and Use of Laboratory
Animals of the National Institutes of Health (2011) and approved by the
Ethics Committee in Use of Animals (CEUA) of the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (No 27961/2014).

2.1. Animals

Male and female Wistar rat’s offspring were obtained from the
Center for Reproduction and Animal Experimentation Laboratory of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS. All animals were
housed in Plexiglas transparent cages (44 x 20x 21 cm) covered with
shavings in a temperature (21 + 1 °C) and humidity-controlled (60%)
animal facility. The dams were maintained on a 12-h light/dark sche-
dule (lights on at 08:00h) with access to water and rodent chow
(Nuvilab Cr2, Colombo, Brazil) ad libitum. Day of parturition was con-
sidered 1 day of age (P1). On P2, litters were culled to 8-10 pups, and
on P3, irreversible unilateral naris closure was begun by cauterization
the right external naris. Male and females pups at age P5-8 or P14-17
were used for experimentation. Animal care and protocols were ap-
proved by the Ethics Committee in Use of Animals (CEUA) of the
UFRGS (No 27961/2014) in accordance with the Guidelines for Animal
Care and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health
(2011).

2.2. Naris occlusion

On P3, half of litter were removed from the nest and transported
into a small cage with clean gauzes to the surgical room. The cage
containing the pup remained under warm pad (30-33 °C) before and
after the naris occlusion procedure. The pups were anesthetized with
hypothermia, wrapping in gauze and immersing in crushed ice (2-3 °C)
for 8-10 minutes (Phifer and Terry, 1986). The external nose surface
was sterilized and after lidocaine was applied in the region. One group
of pups had the right naris occluded by cauterization and other group,
sham, received cauterization on the dorsal nose surface (Meisami,
1976). After warming up, the cauterized region was gently disinfected
locally by applying ointment containing antibiotics, the pups were re-
turned to their mothers, and the other half of the litters underwent the
same procedure. The pup’s recovery was verified diary, and the anti-
biotic was applied every two days until the injury was completely
healed. The naris occlusion was verified on P5-8 and P14-17 before
each electrophysiology experiment. Under a magnifying glass, a neutral
liquid soap diluted in warm water was passed with a cotton swab over
the cauterized naris. The observation of bubbled was considered no
closed. Otherwise, the naris was considered completely closed.

2.3. In vitro electrophysiology

2.3.1. Slice preparation

Pups at P5-P8 and P14-17 control, sham or occluded were deeply
anesthetized with xylazine and ketamine (100 mg/10 mg x Kg i.p) fol-
lowed by decapitation. Brain were quickly removed and immersed in
cold sucrose-based solution containing (in mM): 220 sucrose; 3 KCl;
1.25 NaH,P0,4.H,0; 2 MgS04.7H,0; 26 NaHCO3; 10 dextrose; 1 CaCl,
bubbled with 95%0, -5% CO,. Coronal slices (300 um) containing the
aPC were cut with a Leica VTS-1000 vibrating blade microtome (Leica
Microsystems, Bannockburn, IL) and incubated at 370C for 45 min in an
artificial CSF (aCSF) solution containing (in mM): 124 NaCl; 3 KCl; 1.25
NaH,PO4.H,0; 2 MgS0,4.7H,0; 26 NaHCO3; 10 dextrose; 1 CaCl,,
bubbled with 95%0, -5% CO,. After incubation, the slices remained in
the same solution at room temperature for 1 h before recording.
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Fig. 1. Postnatal development of spontaneous and miniature IPSC onto pyramidal cells from anterior piriform cortex in acute brain slices.

(A) A layer 2/3 anterior piriform cortex pyramidal cell filled with Lucifer yellow through the recording pipette of animal at P7, visualized under an IR-DIC and
epifluorescence microscope. Scale bar 100 um. (B) Representative traces of sIPSC (B1) and mIPSC (B2) (at h.p. = 0 mV) from P5-P8 and P14-P17 animals, illustrating
a developmental increase in IPSC frequencies. (C) Cumulative distribution of inter-event intervals and data plots ( = SEM, inset graphs) depicting postnatal increase
in IPSC frequencies with age. (C1) Plots for sIPSC (P5-P8, n = 559 events vs. P14-P17, n = 877 events,p < 0.0001; K-S test). (C2) Plots for mIPSC (P5-P8, n = 1031
vs. P14-P17, n = 1151 events, K-S test p < 0.0001). (C1, inset) Data plots ( = SEM) of sIPSC frequency comparing P5-P8 and P14-P17 (P5-P8, n = 30 cells vs P14-
P17, n = 24 cells); and (C2, inset) mIPSC frequency (P5-P8, n = 8 cells vs P14-P17, n = 8 cells) analyzed by non-paired Student t-test. *p < 0.05. Each circle
corresponds to each analyzed cell. (D) sIPSC recording from a L2/3 pyramidal cell in P8 and P14 animal showing the change in the inhibitory synaptic current one
minute before, and 2 and 5 min after the of 10uM bicuculline (BMI) bath application. Bin: 20 ms.

2.3.2. Whole-cell patch-clamp

Each slice was transferred to a submerge-type chamber continuously
perfused with aCSF bubbled with 95%0, -5% CO, at a rate approxi-
mately of 2mL/min. The slices were visualized first at 4X objective
magnification, and the piriform cortex was localized below the LOT.
The L2/3 of the aPC was visualized under infrared differential inter-
ference contrast (IR-DIC) video microscopy system with 40X water-
immersion objective (Olympus BX51WI). The L2/3 pyramidal neurons
were identified based in their soma location (L2b) and their large size,
oval soma and apical dendrite perpendicular to LOT (Suzuki and
Bekkers, 2006).

Spontaneous and miniature inhibitory postsynaptic current (sIPSC
and mIPSC, respectively) were recorded onto L2/3 pyramidal neurons
using whole-cell patch-clamp technique. Patch pipettes (final re-
sistances 3-6 M Q) were pulled from thick wall borosilicate glass (1.5/
1.12 OD/ID, WPI, Sarasota,FL) on a horizontal Flaming/ Brown mi-
cropipettes puller (P-1000, Sutter instruments, Novato, CA) and fire
polished with Micro Forge (MF-830, Narishige, Japan). The patch
pipette was filled with solution containing (in mM): 117.5 Cs-gluconate;
11 CsClI2; 1 MgCl2; 10 HEPES; 11 EGTA; 2 Na2 ATP; 0.5 Na2GTP; 1.25
QX-314 (lidocaine); adjusted to a pH of 7.25 with 10 M CsOH; 292
mOsm. The chloride equilibrium potential under these conditions
(—43mV) was calculated using the Nernst Equation. To isolate sIPSC
and mIPSC, the membrane potential was held at 0 mV, near the equi-
librium potential for excitatory postsynaptic currents. One minute after
breaking the membrane patch and obtaining the whole cell condition,
the sIPSC and mIPSC were recorded in gap free mode during 5 min,
using a Multiclamp 700B Amplifier (Molecular Devices, CA, USA) in the
presence of aCSF containing kynurenic acid (1 mM, KyA) to block io-
notropic excitatory currents. In some experiments, Lucifer Yellow
(Sigma-Aldrich) was added to the internal solution, and fluorescence
images were acquired during and after recordings. All recordings were
performed at room temperature (22-25 °C). The mIPSC was recorded
under bath application of tetrodotoxin (1 pM, TTX). At the end of some

experiments, bicuculline methiodine (10 uM, BMI) was added to the
bathing medium, to verify the involvement of GABA, receptors. Series
resistance and whole cell capacitance were continually monitored
throughout the course of the experiment. Recordings were rejected if
values of whole-cell access resistance changed by > 20% (or exceeded
25 MQ). Whole-cell voltage-clamp data were low-pass filtered at 1 kHz
(—3dB, eight-pole Bessel), digitally sampled at 10 kHz with Digidata
1440- A System (Molecular Devices, CA, USA), monitored with an os-
cilloscope and pClamp 10.6 software (Molecular Devices, CA, USA) and
data were stored in a computer.

2.3.3. Drugs

All drugs used were added to the aCSF perfusion system with the
final concentration. KyA (Sigma —Aldrich) BMI (Sigma —Aldrich) and
TTX (Tocris Bioscience) were prepared from their respective stock so-
lution at the day of the experiment (KyA 26 mM in dimethyl sulfoxide;
BMI 5mM in distilled water; TT X 1 mM in distilled water)

2.4. Data analysis

All data were collected from a total 245 pyramidal neurons from 52
rats on postnatal day P5, P6, P7 and P8 (20 females and 32 males) and
from 53 rats on postnatal day P14, P15, P16 and P17 (31 females and
22 males). Each IPSC event was manually selected, and a mean of 100
individual events or 1min of recording was analyzed for each cell
(Cobos et al., 2005). The sIPSC and mIPSC frequency, inter-events in-
terval, amplitude, decay-time constant and 10-90% rise-time were
measured using Mini Analysis 6.0.3 (Synaptosoft, Inc, Fort Lee, NJ,
USA). Statistical comparisons and data plotting were performed using
SPSS and Graph Prisma 6 (GraphPad, LaJolla, CA). All data sets with
n > 30 were tested for normality using one-sample D* agostino-Pearson
(K2) test. Statistical comparison of sIPSC and mIPSC parameters be-
tween two age groups was made using an unpaired two-tailed Student’s
t test or using two-way ANOVA (age x experimental condition),
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followed Tukey’s post hoc test. Omnibus test results (F values) are re-
ported in the text. To compare the cumulative curves of the inter-event
interval of sIPSC and mIPSC among the groups, the two-sample Kol-
mogorov-Smirnov (K-S) test was used. All data are presented as
means + SEM and the number of neurons is expressed as “n”. In all
cases, a significance was defined at a = 0.05 and a significant result for
Student’s t test and significant interaction for two-way ANOVA were
denoted by asterisk in associated figures and tables.

3. Results

3.1. Changes in GABAergic synaptic transmission during normal postnatal
development

We characterize the normal development of GABAergic synaptic
transmission by measuring the properties of sSIPSC and mIPSC onto L2/3
pyramidal cells of the aPC, obtained from infant rats in two periods of
development (P5-P8 and P14-P17). Fig. 1 (A) show an example of L2/3
pyramidal cell recorded and examples of traces of sIPSC (B1) and
mIPSC (B2).

3.1.1. Spontaneous inhibitory postsynaptic currents

We observed a significant increase in the mean frequency of sIPSC
by 65% from P5-P8 (0.48 + 0.08Hz, n=24 cells) to P14-P17
(0.79 = 0.09 Hz, n=30 cells) [t (52) = 2.14, p = 0.01, t Student-test]
(Fig. 1 C1, inset graph). Consistently, there was a significant decrease in
sIPSC inter-event interval at P14-P17 compared to P5-P8 plotted as a
cumulative distribution (p < 0.0001, K-S test) (Fig. 1 C1).

On the other hand, no significant age-dependent changes were ob-
served in other sIPSC parameters (p > 0.05; t Student test) (P5-P8 vs
P14-P17: Amplitude, 11.61 = 0.59pA vs 12.81 *= 0.75pA; 10-90%
rise-time, 4.88 *+ 0.26 ms vs 4.35 + 0.24ms; decay-time constant,
5.36 = 0.43ms vs 5.06 = 0.44ms). Bath aplication of bicuculline
(BMI, 10uM) blocked sIPSC (Fig. 1 D), confirming the GABAAR-

mediated IPSC.

3.1.2. Miniature inhibitory postsynaptic currents

To determine whether the increase in inhibitory synaptic density
reported during the two postnatal weeks reflects the increase functional
GABA synapses as a function of age, we recorded mIPSC by applying
TTX on the slice perfusion. Similar to sIPSC, we found a significant
increase of 59% in mIPSC frequency from P5-P8 (0.69 + 0.08 Hz,
n = 8 cells) to P14-P17 (1.10 = 0.17 Hz, n = 8 cells) [t (14) = 2.14,
p = 0.04, t Student-test] (Fig. 1 C2, inset graph). This result was also
confirmed by the significant decrease in the mIPSC inter-event interval
at P14-P17 plotted as a cumulative distribution (p < 0.0001, K-S test).
(Fig. 1 C2). Similar that was observed to sIPSC, the mean mIPSC am-
plitude (P5-P8 VS P14-P17: 9.81 + 0.30 pA vs 8.87 *+ 0.27 pA) had
no shown significant change with age (p > 0.05). However, differently
from sIPSC, the kinetics properties of mIPSC speeded up with age. Mean
of mIPSC 10-90% rise-time decrease significantly from P5-P8
(5.79 = 0.32ms) to P14-P17 (4.53 = 0.39ms) [t (14) = 2.52,
p = 0.02, t Student-test]. In addition, the mean of mIPSC decay-time
constant decreases significantly from P5-P8 (2.63 *= 0.25ms) to P14-
P17 (1.81 + 0.12ms) (t (14) = 2.99, p = 0.01, t Student-test).

Interestingly there was no significant difference between sIPSC and
mIPSC frequencies on aPC pyramidal cell at the two ages (P5-P8: t [t
(30) = 1.48; p = 0.149; t Student-test]; and P14-P17 [t (36) = 1.56;
p = 0.128; t Student-test] (Table 2).

3.1.3. Effect of unilateral olfactory deprivation on maturation of
GABAergic synaptic transmission

The inhibitory cortical circuits in the aPC are formed via combi-
nation of intrinsic neuronal and environmental changes. Therefore, we
performed a unilateral naris occlusion to isolate the changes driven by
maturation in the aPC ipsilateral to the occluded naris and to isolate the
changes by the interaction of environment and maturation in the aPC
contralateral to the occluded naris. In addition, we used a sham group

159



G.V.E. Pardo et al.

International Journal of Developmental Neuroscience 71 (2018) 1-9

Table 1
Summary of Two-way ANOVA results on sIPSC and mIPSC parameters as a function of age and deprivation.
Factors Interaction
Age Deprivation Age X Deprivation
sIPSC F(1,152) P n® F(2,152) P n? F(2,152) P n?
Frequency, Hz 36.27 < 0.001 0.19 3.45 0.034 0.04 3.81 0.02 0.05
Amplitude, pA 9.34 0.003 0.06 1.54 0.22 0.02 0.76 0.47 0.01
10-90% Rise-Time, ms 3.56 0.06 0.02 0.09 0.91 < 0.01 1.23 0.29 0.02
Decay-Time Constant, ms 17.79 < 0.001 0.11 0.96 0.39 0.01 5.00 0.008 0.06
mIPSC F(1,56) p n* F(2,56) P n? F(2,56) p n*
Frequency, Hz 12.57 0.001 0.19 0.64 0.53 0.04 0.53 0.59 0.05
Amplitude, pA 0.03 0.88 < 0.01 1.72 0.19 0.06 0.94 0.39 0.03
10-90% Rise-Time, ms 0.84 0.36 0.02 0.00 0.99 < 0.01 2.20 0.12 0.07
Decay-Time Constant, ms 0.29 0.59 0.11 0.34 0.71 0.01 0.51 0.60 0.06

Statistical table showing Two-way ANOVA results for analysis of sIPSC and mIPSC with age and deprivation as main factors. Bold text denotes p < 0.05. n (eta
partial). All parameters except 10-90% rise-time of sIPSC and only frequency of mIPSC were changed as a function of age. Deprivation had effect only on frequency of

sIPSC. Deprivation had no effect on all parameters of mIPSC.

to control specific effects from surgical procedures and manipulation of
the animals.

3.1.4. Spontaneous inhibitory postsynaptic currents

To understand how olfactory sensory experience affects postnatal
development of GABAergic synaptic transmission in the L2/3 of aPC,
we recorded sIPSC onto pyramidal cells in the region from unilaterally
naris- occluded pups (from P3) in two periods of the postnatal devel-
opment (P5-P8 and P14-P17). Fig. 2A shows representative traces of
sIPSC from sham, contralateral and ipsilateral side to the occlusion at
two postnatal periods. We found that the sIPSC frequency increased
significantly with age, it was affected by olfactory deprivation and there
was an interaction between age and deprivation (Table 1; Fig. 2; two-
way ANOVA). That is, the sIPSC frequency on pyramidal cells from
sham, contralateral and ipsilateral side increased with age, from P5-P8
to P14-P17 (52%, 143%, and 57%, respectively) (Table 2). At P5-P8,
the mean of sIPSC frequency was similar in all three groups (Tukey’s
post hoc multiple comparison test) (Fig. 2 B; Table 2). However, at P5-
P8 the cumulative distribution of inter-event intervals of sSIPSC onto cell
from ipsilateral side was little shifted to longer intervals compared to
sham and contralateral side (p < 0.0001, K-S test) (Fig. 2 C). At P14-
P17, sIPSC onto cell from contralateral side have significantly higher
frequency than sham and ipsilateral side (Tukey’s post hoc multiple
comparison test) (Fig. 2 B; Table 2). The plots of cumulative probability
distribution illustrate the shortening of sIPSC inter-event intervals in
the contralateral side when compared to sham and ipsilateral side

Table 2
Properties of sIPSC and mIPSC from occluded animals.

(p < 0.0001, K-S test) (Fig. 2 D).

The sIPSC amplitude increased significantly with age, but it was not
affected by olfactory deprivation and there was no interaction between
olfactory deprivation and age (Table 1; two-way ANOVA). The increase
of sIPSC amplitude from P5-P8 to P14-P17 was more pronounced on the
cell from the contralateral side (25.14%) when compared to sham and
ipsilateral side (< 13.5% of increment in both) (Table 2). The sIPSC
10-90% rise-time did not change with age and had no effect of inter-
action (Table 1; Table 2; two-way ANOVA). However, decay-time
constant of sIPSC on aPC pyramidal cells significantly reduced with age
and there was an interaction between age and deprivation (Table 1;
Fig. 3 B; two-way ANOVA). At P5-P8 sIPSC decay-time constant on cells
of ipsilateral and contralateral side was significantly higher when
compared to sham (Fig. 3 B; Table 2; Tukey’s post hoc multiple com-
parison test), and reduces with age (40% and 48%, respectively), when
compared to sham (< 1%) (Fig. 3 B; Table 2). The cumulative dis-
tribution of IPSC decay-time constant showing a shift to higher values
on cell from contralateral and ipsilateral side relative to sham (Fig. 3
Cl1, Left; p < 0.00land p < 0.0001, K-S test), The superimposed of
normalized individual representative sIPSC traces (Fig. 3 C1, Middle
and Right) illustrate these differences. These changes were not evident
at P14-P17 (Fig. 3 C2, Left). The individual representative traces sIPSC
also illustrate this result (Fig. 3 C2, Middle and Right).

3.1.5. Miniature inhibitory postsynaptic currents
Next, we measured frequency, amplitude, and kinetics of activity-

sIPSC and mIPSC parameters

Age Condition Group No Cells Frequency, Hz Amplitude, pA 10-90% Rise-Time, ms Decay-Time Constant, ms
sIPSC
P5-P8 Sham 27 0.53 = 0.07 13.73 = 0.79 4.09 = 0.24 4.16 + 0.40 *®
Contralateral 25 0.48 = 0.05 14.20 = 0.65 4.38 = 0.38 5.40 + 0.33°
Ipsilateral 33 0.47 = 0.04 13.85 = 0.79 4.44 = 0.26 5.34 = 0.30 "
P14-P17 Sham 29 0.81 = 0.10* 15.09 = 0.94 410 = 0.28 4.20 *= 0.30
Contralateral 20 1.17 + 0.16 *® 17.77:%x:1.23 3.90 + 0.28 3.64 + 0.24
Ipsilateral 24 0.74 + 0.07® 15.72;+:1.02 3.59 + 0.23 3.80 = 0.21
mIPSC
P5-P8 Sham 13 0.58 = 0.10 8.89 = 0.35 5.31 = 0.43 2.81 = 0.37
Contralateral 9 0.65 = 0.14 8.42 = 0.48 4.49 = 0.31 290 * 0.15
Ipsilateral 8 0.74 = 0.11 9.22 + 0.27 5.08 + 0.49 2.99 + 0.30
P14-P17 Sham 12 1.06 += 0.17 9.37 = 0.36 4.38 = 0.44 272 * 0.23
Contralateral 11 1.35 + 0.24 8.59 = 0.27 5.10 = 0.35 3.09 = 0.57
Ipsilateral 8 1.03 = 0.22 8.71 = 0.36 4.56 = 0.50 241 = 0.23

Values are given as mean ( = SEM). sIPSC, spontaneous inhibitory postsynaptic current; mIPSC, miniature spontaneous inhibitory postsynaptic current. Superscript
letters represent pairs of statistically significant post hoc comparisons (Tukey’s test). Significance level at p < 0.05.
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Fig. 3. Unilateral factory deprivation from
P3 alters the sIPSC decay-time constant
onto pyramidal cells from anterior piriform
cortex ipsilateral side to the occlusion at
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decay-time constant increased in the con-
tralateral and ipsilateral side of the nasal
occlusion at P5- P8 compared to sham
(Tukey’s post hoc test, both p = 0.01). (C)
Cumulative distribution of sIPSC decay-
time constant and representative recording
at different age and groups. (C1) Left, cu-
mulative distributions of sIPSC decay-time
constant in P5- P8 showing the larger va-
lues in the ipsilateral side compared to
contralateral side (n = 646-692 events
from 7 to 8 «cells per condition,
p < 0.0001, K-S test) and sham
(n = 634-692 events from 7 to 11 cells per
condition, p < 0.0001, K-S test). The
sIPSC decay-time constant in the con-
tralateral side shifted to larger values when
compared to sham (D = 0.16, n = 634-646
events from 8 to 11 cells per condition,
p < 0.0001, K-S test). Middle, individual
sIPSC recordings showing kinetic differ-
ences for the three groups. Right, super-
imposed traces normalized for sIPSC am-
plitude showing longer decay-time on
pyramidal cells from both, contralateral
and ipsilateral sides (C2) Left, cumulative
distributions of sIPSC decay-time constant
in P14-P17 is similar for all three groups
(K-S test, p < 0.05). Middle, individual
sIPSC recordings on pyramidal cells in the
contralateral and ipsilateral sides. Right,

20ms

superimposed traces normalized for sIPSC amplitude showing kinetics for the three groups. The mean of sIPSC were analyzed by two-way ANOVA followed by
Tukey s post hoc test; *p < 0.05. Each square, triangle and circle correspond to each analyzed cell. Bin: 1 ms.

independent mIPSC (Fig. 4 A). The mIPSC frequency on L2/3 aPC
pyramidal cells changed in an age-dependent manner, but it was not
affected by deprivation and no interaction between age and deprivation
was observed (Table 1; Fig. 4B; two-way ANOVA). The increase in the
mIPSC frequency on cells at P5-P8 to P14-P17 from sham (82%) and
contralateral (107%) side was higher than in the ipsilateral side (39%)
(Table 2). The plots of cumulative probability distribution of mIPSC
inter-event intervals confirm this finding (Fig. 4 C). We did not find
significant main effect of age, olfactory deprivation or interaction of
these variables on mIPSC amplitude, 10-90% rise-time or decay-time
constant (Table 1; two-way ANOVA). Mean values are reported in
Table 2.

4. Discussion

The purpose of this study was to examine the developmental profile
of the GABAergic synaptic transmission on aPC L2/3 pyramidal cells,
and to evaluate whether this developmental profile could be driven by
home-cage olfactory experience. Here we provided the first evidence
that the GABAergic synaptic transmission on L2/3 aPC pyramidal cells
increases in an age-dependent manner, from P5-P8 to P14-P18, with
increment in frequency of both sIPSC and mIPSC and faster kinetics of
mIPSC. Early olfactory partial deprivation by unilateral naris occlusion
had little effect on this developmental profile of GABAergic synaptic

transmission by reducing the increment of sIPSC and mIPSC frequencies
with age and speeding up the sIPSC kinetics at P5-P8.

4.1. Developmental pattern of GABAergic synaptic transmission in the
anterior piriform cortex

We recorded a physiological inhibitory response on the L2/3 aPC
pyramidal cells in absence of evoked stimulus. We observed that the
frequency of sIPSC increased by 65% from P5-P8 to P14-P17, without
parallel significant changes in sIPSC amplitude or kinetics.

The increment of sIPSC frequency could be attributed to a devel-
opmental increase in the density of inhibitory synaptic contacts on the
L2/3 cells or to an increase in the excitability of GABAergic inter-
neurons by excitatory input. To distinguish one to another, we also
recorded mIPSC in L2/3 pyramidal cells. If the maturation leads to an
increased density of inhibitory synaptic contact on L2/3, then the fre-
quency of mIPSC should change similarly to the sIPSC frequency. In
favor to this hypothesis, we observed a 59% increase in the mIPSC
frequency at P14-P17 over the age period P5-P8 without changes in
amplitude. We did not observe the sIPSC frequency surpassing mIPSC
frequency, suggesting that most currents are not action potential-
mediated or independent of input. Therefore, it seems that the devel-
opmental changes in GABAergic system, was mainly due to the con-
tribution of the increased local synapses on pyramidal cells reader than
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Fig. 4. mIPSC frequency on the anterior piriform cortex pyramidal cells increases with age with no effects of partial olfactory deprivation.

(A) Representative mIPSC recordings (at h.p. = 0 mV) at P5-P8 and P14-P17 in sham, contralateral and ipsilateral side illustrating an increase of frequencies with
development. (B) Data plot ( = SEM) showing the increment of mIPSC frequency with age. (C) Cumulative distribution of mIPSC inter-event interval depicting
postnatal increment of mIPSC on aPC pyramidal cell for different groups. (C1) Sham (P5-P8 vs, n = 1110 events vs. P14-P17, n = 1182 events, p < 0.0001; K-S
test); (C2) contralateral side (P5-P8 vs, n=1178 events vs. P14-P17, n= 1199 events, p < 0.0001; K-S test); and (C3) ipsilateral side (P5-P8 vs, n=1398 events vs.
P14-P17, n= 1227 events, p < 0.0001; K-S test). The mIPSC were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc tests; significant difference when
p < 0.05. Each square, triangle and circle correspond to each analyzed cell. Bin: 20 ms.

increased spontaneous spiking activity of interneurons. Our results are
consistent with previous studies using immunohistochemistry of aPC in
mice (Sarma et al., 2011) and rats (Westenbroek et al., 1988), reporting
a developmental increase in density of inhibitory synaptic contacts on
L2/3 pyramidal cells during the three postnatal weeks. Similarly, pre-
vious electrophysiological study reported the appearance of adult like
profile of cortical inhibition in the aPC in response to electrical sti-
mulation of LOT by P17 (Schwob et al., 1984). Our results suggest a
progressive age-dependent gain of inhibitory input on L2/3 pyramidal
cells under normal physiological conditions.

We also found changes in the mIPSC kinetics on L2/3 aPC pyramidal
cells. The 10-90% rise-time and decay-time constant of mIPSC but not
sIPSC decreased with age. The maturational stages of different subunits
of GABA, receptor modifies IPSC kinetics, as the rise-time and decay-
time constant of IPSC reflect the activation and inactivation of GABAj
receptors by GABA (Farrant and Nusser, 2005). The developmental
changes from slow to fast mIPSC kinetics, which we observed here, are
presumably mediated by maturational changes in GABA, receptor a
subunits, as is well document in other brain regions (Bosman et al.,
2002, 2005, Peden et al., 2008; Ehrlich et al., 2012). It seems that, at
early stages of development, the predominance of a2 subunit mediate
the slow kinetics of IPSC (Bosman et al., 2002, 2005, Peden et al., 2008;
Ehrlich et al., 2012). The downregulation of a2 (Peden et al., 2008), a3
(Bosman et al., 2002, 2005), and the up-regulation of al subunit
mediates the gradually switching to faster kinetics (Bosman et al., 2002,
2005; Peden et al., 2008; Ehrlich et al., 2012).

We expected to find also a consistent developmental speed-up in the
sIPSC kinetics, but it only changed in 6%. Probably the GABAergic
synapses at L2/3 aPC pyramidal cells with distinct maturational profile
of interneurons could explain this result. The aPC have at least five
main classes of GABAergic interneurons distributed in the different
layers, each of those with different firing pattern and distinct synaptic

compartments onto pyramidal cells (Suzuki and Bekkers, 2010, 2012).
If each population of interneurons have contributed equally to the
generation o mIPSC (independent of action potential) and sIPSC
(combination of dependent and independent of action potential), these
changes in the mIPSC kinetic but not in the sIPSC could suggest a
counterbalancing effect of pre- or postsynaptic properties of the GA-
BAergic synapses. The presynaptic properties might be the result from
selective maturation of different interneuronal populations with dis-
tinct synaptic inputs onto pyramidal cells.

4.2. Olfactory deprivation has little effect on GABAergic transmission
development

Since we have hypothesized that the olfactory stimulus is necessary
for the maturation of the inhibitory circuit in the aPC, we expected to
find significant alterations in the maturational properties of sIPSC and
mIPSC on L2/3 pyramidal cell of the ipsilateral side at P14-P17. After
early partial naris occlusion, the IPSC frequency (sIPSC and mIPSC)
increased in an age-dependent manner from P5-P8 to P14-P17.
However, the IPSC frequency increment was higher on cells from
contralateral side was and lower on cell from the ipsilateral side was,
particularly for mIPSC. This suggest that the maturation of synaptic
inhibition on the L2/3 pyramidal cells from P5-P8 to P14-P17 is slight
affected by partial olfactory deprivation.

Several hypotheses may explain why the general developmental
pattern of inhibition on aPC pyramidal cells was slightly affected by
early olfactory deprivation (from P3). For example, the unilateral nasal
deprivation represents a state of reduction and not a total blocked
passage of odors in the occluded naris (Philpot et al., 1997). Therefore,
a minimal olfactory input to aPC might be necessary to proper develop
the inhibitory synapses. Alternatively, the aPC receives contralateral
input via the anterior commissure, and perhaps this innervation might
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be sufficient to stablish the normal development of inhibitory synapses
onto the L2/3 pyramidal cells. However, it is important to mention that
the contralateral projection does not seem to reach the L1b of aPC until
the second postnatal week (about P12), since the commissural projec-
tion are not fully developed at the time (Schwob and Price, 1984).

We found developmental changes in kinetics properties of SIPSC but
not in mIPSC. The sIPSC decay-time constant reduced significantly on
cells from contralateral and ipsilateral side with age, whereas this re-
duction in sham animals was only in < 1%. In addition, the sIPSC ki-
netics, at P5-P8 on cell from contra and ipsilateral side were slower
than sham. Interestingly, these effects were no longer observed at P14-
P17. These suggest that the partial nasal occlusion prolongs the sIPSC
decay-time constant in the L2/3 pyramidal cells mainly during the
period of P5-P8. Several factors can be responsible to the prolonged
decay-time constant of sIPSC, including GABA diffusion, reuptake, and
kinetic properties of the postsynaptic receptors (for revision see Farrant
and Nusser, 2005). At the present, we have no evidence to confirm or
rule out those alternatives. However, considering that the inhibitory
input onto L2/3 are given by different interneuron subtypes (Suzuki
and Bekkers, 2012), one possibility is that each interneuron subtype
with its own intrinsic property could contribute with heterogeneous
decay kinetics. In rats, during the first postnatal weeks, the dominant
inhibitory input onto L2/3 pyramidal cells is given mainly by GA-
BAergic interneurons within the L2/3 aPC (Westenbroek et al., 1988;
Sarma et al., 2011). These interneurons are fast spiking multipolar cells
(Suzuki and Bekkers, 2010, 2012) and are excited mainly by the
semilunar cells (SL) (Suzuki and Bekkers, 2012; Choy et al., 2017),
which are the first population of excitatory neurons receiving direct
input from Lateral Olfactory Tract (LOT) (Suzuki and Bekkers, 2010).
Longer period of unilateral nasal occlusion (from P1 to P30) reduces
dendritic branches of SL (Wilson et al., 2000). The reduction of ex-
citatory input onto SL cells and consequently the input onto fast spiking
interneurons at L.2/3 could reduce the inhibitory postsynaptic response
with faster kinetics onto the L2/3 pyramidal cells. The sIPSC decay-time
constant onto L2/3 pyramidal cells at P14-P17 was not altered, sug-
gesting a compensatory mechanism after nasal occlusion with impact
on the inhibitory input.

Overall, different from glutamatergic signaling in the aPC that de-
pends of early olfactory activity to proper develop at the LOT-L1a sy-
napses but not in the associative synapses (Franks and Isaacson, 2005),
the olfactory partial deprivation at early postnatal stages does not lead
to substantial impacts on the developmental changes of GABAergic
synaptic transmission in the aPC. Our results indicate that the general
course of developmental changes in the inhibition on the L2/3 pyr-
amidal cells was little affected.

4.3. Unilateral olfactory deprivation increases frequency and amplitude of
sIPSC in the contralateral side to the naris occlusion

Remarkably, our results indicate that the age-dependent increment
of sIPSC and mIPSC frequency onto aPC L2/3 pyramidal cells from the
contralateral was more pronounced (sIPSC 143%, mIPSC 107%) than
cells from sham or ipsilateral side. In addition, sIPSC amplitude on
pyramidal cells from contralateral side increased with age more than
sham animals. These suggest that the partial olfactory deprivation leads
to an age-dependent improvement of GABAergic input on the aPC L2/3
pyramidal cells in the contralateral side to the occlusion. Earlier studies
have suggested that the contralateral side to the occlusion may re-
presents a condition of overstimulation, since the open naris receives
more airflow and thus more odor influx, when compared with non-
deprived animals (for revision seeDiaz et al., 2013). Moreover, after
unilateral naris occlusion the peripheral and central olfactory areas
from the ipsi and contralateral side undergo several structural, mole-
cular, and functional changes (for revision see Coppola, 2012; Diaz
et al., 2013). The period of P14-P17 is characterized by active in-
hibitory synaptogenesis at Lla and L2/3 (Westenbroek et al., 1988;
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Sarma et al., 2011). Early unilateral olfactory deprivation might had
improved the synaptic transmission at P14-P17 in an input-dependent
manner. That could be attributed to the improvement of olfactory input
to aPC contralateral to the occlusion by changing the membrane ex-
citability of aPC developing GABAergic interneurons at this age.

4.4. Relevance for odor processing at early postnatal development

Here we showed that the GABAergic synaptic transmission at P5-P8
is different from P14-P17. These suggest that inhibitory synapses may
operate differently at these two postnatal periods. GABAergic inhibition
in aPC is involved in the integration of LOT inputs and spike-timing of
L2/3 pyramidal cells (Franks and Isaacson, 2006; Luna and Schoppa,
2008; Poo and Isaacson, 2009). Possibly, these distinct inhibitory pro-
files could provide two distinct time-windows for odor input integration
in the L2/3 pyramidal cells. We speculate that the increased inhibitory
function in the aPC of older pups could provide a more abbreviated
time-window for odor evoked inputs integration onto L2/3 pyramidal
cells, by limiting the integration and spike generation of inputs arriving
in temporally non-coincident clusters from the olfactory bulb. On the
other hand, reduced inhibitory function in the aPC of younger pups
could provide a wide temporal time-window for integration and spike
generation of inputs arriving in temporally non-coincident or coin-
cident groups onto L2/3 pyramidal cells. These two different inhibitory
profiles in the aPC could highlight different consecutive neural me-
chanism for odor processing and early odor preferences learning.
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