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RESUMEN 

 

          La transducción de olores en los cilios de las neuronas sensoriales olfatorias implica varias 

enzimas que requieren ATP. Existe evidencia que el ATP se genera por glicólisis en el lumen 

ciliar, utilizando glucosa incorporada del moco circundante y por fosforilación oxidativa en las 

mitocondrias del botón dendrítico. Sin embargo, de acuerdo a consideraciones geométricas 

propias de la estructura de las neuronas y la longitud del cilio, no hay claridad de como se 

mantienen constantes los niveles de ATP a lo largo de ellos, sobretodo durante la estimulación 

prolongada. Utilizamos inmunofluorescencia, RT-PCR e inmunotransferencia para explorar 

posibles mecanismos que explicarían como se mantiene la homeostasis de ATP a lo largo de estas 

estructuras. Encontramos lanzaderas de ATP o “ATP-shuttles” como la adenilato y creatina 

kinasas, que son enzimas que dentro de sus funciones poseen la capacidad de equilibrar el ATP en 

estructuras alargadas y de alta demanda energética como los cilios. También investigamos una 

enzima, glucosa-6-fosfatasa 3, que estaría involucrada en el suministro de glucosa en la mucosa 

olfatoria desde los vasos sanguíneos hacia la mucosidad,  la detectamos en las células 

sustentaculares y las glándulas de Bowman. Esta enzima es crucial para el proceso de secreción 

de la glucosa, lo que implica a ambos tipos celulares en el proceso de transporte de glucosa dentro 

de la mucosa olfatoria. Con base en nuestros resultados proponemos un modelo que explica como 

se mantiene el equilibrio del ATP dentro del cilio y como la glucosa se transporta desde los vasos 

sanguíneos al moco. 
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ABSTRACT 

 

        Odor transduction in the cilia of olfactory sensory neurons involves several ATP-requiring 

enzymes. There is evidence that ATP is generated by glycolysis in the ciliary lumen, using glucose 

incorporated from surrounding mucus, and by oxidative phosphorylation in the mitochondria of 

the dendritic knob, however, according to the geometric characteristics of the structure of the 

neurons and the length of the cilia, there is no clarity on how ATP levels are maintained throughout 

them, especially during prolonged stimulation. We use immunofluorescence, RT-PCR and 

immunoblotting to explore possible mechanisms that would explain how ATP homeostasis is 

maintained throughout these structures. We found "ATP-shuttles" such as adenylates and creatine 

kinases, which are enzymes that, within their functions, have the ability to balance ATP in long 

structures with high energetic demands, such as cilia. We also investigated an enzyme, glucose-6-

phosphatase 3, that would be involved in the supply of glucose in the olfactory mucosa from the 

blood vessels to the mucus and we detected it in the sustentacular cells and Bowman's glands. This 

enzyme is crucial for the process of glucose secretion, which involves both cell types in the process 

of glucose transport within the olfactory mucosa. Based on our results, we propose a model that 

explains how the balance of ATP inside the cilium is maintained and how glucose is transported 

from the blood vessels to the mucus. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 

1.1 La importancia del olfato. 

Es de conocimiento general que la percepción y discriminación de una gran cantidad de 

compuestos químicos volátiles desempeña un papel importante en la supervivencia de muchas 

especies que dependen de la señalización química de compuestos volátiles para: localizar 

alimentos, reconocer territorios, identificar a los miembros de sus propio grupo o depredadores, 

elección de pareja, reconocimiento entre madre e hijo y evitar compuestos potencialmente dañinos 

(Silva et al. 2015). Todo comienza con una inspiración que lleva aire al epitelio olfativo (EO) 

donde las moléculas de odorantes se unen a una o más de los aproximadamente 350 tipos de 

receptores a odorantes (ROs) diferentes en humanos y aproximadamente 1000 receptores en 

roedores. Posteriormente, se inicia una cascada de transducción de señales que transforma la 

información química en una señal neuronal que a través de un procesamiento complejo del sistema 

nervioso central origina la percepción final del olor (Figura 1). 



 
 

11 
 

 
 
Figura 1. Representación esquemática de una sección sagital a través de la cabeza humana, con 
una sección del sistema nervioso olfatorio representada con mayor detalle (Silva et al. 2015). 
 

1.2 Aspectos anatómicos de la mucosa olfatoria. 

La mucosa que recubre las vías aéreas consta de dos capas: El epitelio de la superficie luminal o 

epitelio olfatorio y el tejido conectivo subyacente o lámina propia.  La mayoría de las superficies 

luminales de la mucosa nasal están cubiertas por un material acuoso y pegajoso llamado moco. 

Tres tipos de células epiteliales componen el EO, neuronas sensoriales olfatorias (NSOs), células 

sustentaculares (CSs) y las células basales (Harkema et al. 2006). Las NSOs son neuronas 

bipolares interpuestas entre las células sustentaculares (Vollrath et al. 1985; Farbman, 1994). Las 

dendritas de estas neuronas se extienden hasta la superficie epitelial terminando en una        

protuberancia olfativa bulbosa desde la cual sobresalen en promedio 10-15 cilios inmóviles 
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(Menco, 1983). Estos cilios, de aproximadamente 50 micras de longitud y 0.1-0.3 micras de 

diámetro,  junto con las microvellosidades de las células sustentaculares se encuentran inmersos  

en el moco que cubre la superficie, y proporcionan un área superficial extensa para la recepción 

de odorantes. 

 

1.3 Bioquímica de la transducción de la señal olfatoria. 

Las membranas ciliares de las NSOs contienen los receptores a odorantes responsables de la 

interacción química y la detección inicial de los olores inhalados (Harkema et al. 2006). Las 

moléculas de odorante se unen y activan las proteínas receptoras localizadas en la membrana de 

los cilios. Los receptores activados estimulan una proteína G específica de este tejido, Golf, (Pace 

y Lancet, 1986; Jones and Reed, 1989; Firestein et al. 1991), que a su vez potencia la síntesis de 

AMPc por la adenilato ciclasa III (ACIII). Este nucleótido abre canales que permean Na+ y Ca2+ 

(Nakamura y Gold, 1987), despolarizando así la membrana celular. El ingreso de Ca2+ permite 

amplificar la respuesta activando una corriente despolarizante de cloruro (Kleene y Gesteland, 

1991b). Las corrientes de despolarización a través de ambos canales generan el potencial del 

receptor, que se mantiene durante la exposición prolongada a los odorantes y que puede generar 

potenciales de acción. El Ca2+ también está involucrado en el proceso de recuperación y en la 

adaptación de la respuesta olfatoria al reducir la afinidad aparente de los canales activados por 

nucleótidos cíclicos para AMPc (Kramer y Siegelbaum, 1992; Chen y Yau, 1994) y estimulando 

la hidrólisis de AMPc por la fosfodiesterasa (Figura 2) (Borisy et al. 1992).  
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Figura 2. Representación esquemática de la vía de transducción de señales olfativas dentro de los 

cilios de NSOs (Silva et al. 2015).  

 

Los flujos iónicos en el volumen del cilio (aproximadamente 1 fL), sobre todo en períodos de 

estimulación prolongada, cambian las concentraciones iónicas ciliares; éstas deben reestablecerse 

antes de que la célula responda a un segundo estímulo para lo que se requiere de ATP. Aparte de 

ser requerido por la Na+/K+ y Ca2+ATPasas, el ATP también es ocupado por la ACIII y una 

variedad de kinasas, como la GPCR-kinasa, Ca2+/calmodulina-proteína dependiente de kinasa tipo 

II y fosfokinasa-C (Ronnett y Moon, 2002; Rospars et al. 2010). No se comprende bien cómo los 

cilios mantienen los niveles de ATP en toda su longitud durante estímulos prolongados con 

odorantes para satisfacer las demandas de energía de la quimiotransducción.  

 

1.4 ¿Cómo se suple de ATP el cilio considerando su geometría? 

El cilio es a menudo considerado como una antena (Berbari et al. 2009; Bloodgood, 2010) que 

extiende el área de la superficie celular, aumentando la probabilidad de que una molécula de 

estímulo colisione con un receptor sensorial. Desde este punto de vista, parece óptimo expresar 

las proteínas de transducción de manera uniforme a lo largo del cilio. El pequeño diámetro de los 

cilios no permite la presencia de mitocondrias. El ATP difunde hacia el cilio desde las pocas 
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mitocondrias que se encuentran en el botón dendrítico (~2; Fluegge et al. 2012)  Los niveles de 

ATP luminal en el cilio no se han medido, pero en condiciones de reposo es posiblemente 1 mM, 

la típica concentración citoplasmática. Por lo tanto, suponiendo que el coeficiente de difusión de 

ATP dentro de un cilio sea el mismo que en el citoplasma (Aproximadamente 0.9 x 10-6 cm2 / s) 

(Vendelin et al. 2008), es poco probable que el ATP generado en el botón pueda alcanzar regiones 

distantes del cilio, especialmente durante la actividad de quimiotransducción prolongada, cuando 

su disponibilidad efectiva disminuiría drásticamente. Una molécula de ATP probablemente se 

mueve alrededor de 10 µm en 500 ms cuando los cilios están en reposo (Vendelin et al. 2008). 

Bajo regímenes de exposiciones a odorantes intensas, como ocurre naturalmente, el consumo de 

ATP aumenta a lo largo de todo el cilio por lo cual su disponibilidad efectiva se reduce 

drásticamente. Por lo tanto, el ATP luminal se debe reponer de manera constante y eficiente para 

prevenir la fatiga metabólica, especialmente en regiones distantes del botón. Una primera 

aproximación a explicar esta situación fue estudiada por Villar et al 2017. En ese trabajo se 

muestra evidencia de que aparte de la fosforilación oxidativa, la glicólisis también constituye una 

fuente de ATP para el proceso de quimiotransducción ya que la inhibición de ambos procesos 

disminuye notoriamente la respuesta a odorantes. 

      Un estudio teórico de los niveles de ATP en estructuras de tipo ciliar donde el ATP es 

suministrado por una fuente puntual y es hidrolizado en toda su longitud demostró que  para  que 

estos niveles no disminuyan a niveles no funcionales se requiere necesariamente de sistemas de 

regeneración de ATP tipo lanzaderas (ATP shuttles) cuando las estructuras tienen longitudes 

mayores que 20 µm (Raff y Bloom, 1968).  

      Se han encontrado sistemas de lanzadera de fosfocreatina y de fosfoarginina en el erizo de mar 

y en el flagelo del espermio del cangrejo herradura (Tombes y Shapiro 1985, Strong y Ellington 

1993 respectivamente).  Noguchi et al. (2001) detectaron actividad arginina kinasa en los cilios de 

P. caudatum y demostraron que un sistema lanzadera de fosfoarginina es funcional en sus cilios.   
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Culbertson (1966) mostró la presencia de adenilato kinasa en cilios de protozoos, y Villar et al. 

propusieron que esta kinasa podría estar presentes en los cilios olfatorios cumpliendo un rol de 

lanzaderas de ATP (Villar et al. 2017). Los fosfágenos se definen como compuestos orgánicos de 

fosfato (como fosfocreatina o fosfoarginina) que almacenan energía y participan de la homeostasis 

del ATP. En caso de demandas repentinas de mucha energía, estos compuestos pueden mantener 

una reserva de fosfatos que pueden usarse según sea necesario, para proporcionar la energía que 

no podría ser suministrada inmediatamente por la glicólisis o la fosforilación oxidativa. La 

mayoría de los fosfágenos suministran energía de forma inmediata, pero de forma limitada, en 

comparación con el ATP (Cosson  2013). 

      Estas enzimas lanzaderas catalizan reacciones reversibles. Las fosfágeno-kinasas se expresan 

típicamente en células que presentan tasas elevadas y variables de recambio de ATP. Entre las 

fosfageno-kinasas más estudiadas en eucariontes se encuentran:  

 

• Fosfocreatina kinasa: la CK cataliza la conversión de creatina (Cr) en fosfocreatina 

(PCr) consumiendo adenosintrifosfato (ATP) y generando adenosindifosfato (ADP). Esta 

reacción de la enzima CK es reversible, de modo que también se puede generar ATP a partir 

de PCr y ADP.   

ATP + creatina (Cr) Û fosfocreatina (PCr) + ADP 

• Adenilato kinasa: esta enzima permite sintetizar un ATP a partir de 2 moléculas de ADP. 

Esta reacción enzimática es reversible. 

 

ATP + AMP  Û  2 ADP 

 

CK 

AK 
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      No obstante, el problema del suministro de ATP no se limita a estructuras flagelares o ciliares. 

Muchas células, especialmente las células musculares y nerviosas, deben transferir el ATP desde 

la mitocondria al sitio de consumo de energía y devolver los productos ADP y Pi a través de un 

medio celular altamente estructurado; esto se realiza mediante una cadena de transferencia de flujo 

o lanzadera (Ford 2006). Si el producto se agrega en un extremo y se elimina en el otro, se establece 

un sistema de transporte eficiente (Dzeja y Terzic, 2003). Se ha propuesto que las lanzaderas 

creatina kinasa, adenilato kinasa y fosfoglicerato kinasa transfieren ATP fuera de la mitocondria 

y devuelven ADP, mientras que la anhidrasa carbónica y las lanzaderas de GAPDH se propone 

que devuelvan iones de hidrógeno y Pi, respectivamente, a la mitocondria (Cosson 2013). 

      La actividad de la adenilato kinasa (AK) se ha demostrado no solo en espermatozoides de 

mamíferos, sino también en cilios y flagelos de una variedad de eucariotas inferiores, incluyendo 

C. reinhardtii; algunas de estas enzimas están ancladas al axolema (Watanabe y Flavin, 1976; 

Ginger et al. 2005). Los ratones knockout de adenilato kinasa muestran una disminución de la 

eficiencia energética del rendimiento contráctil. Se encontró un desbalance no solo en la glicólisis 

sino también en el sistema CK y otras fosfotransferasas (Janssen et al. 2000), lo que sugiere que, 

al menos en algunos casos, esta enzima es importante no solo como lanzadera sino también 

permitiendo un balance entre ATP y ADP + AMP para un metabolismo energético eficiente. 

(Mitchell et al. 2005). Seis AKs, (AK1-AK6), han sido identificadas en vertebrados. Entre los 

miembros de la familia AK, la principal isoenzima es la AK1 y se encuentra en el citosol de tejidos 

con altas demandas energéticas (por ejemplo, músculo esquelético). Mientras que la AK2 es 

expresada de forma más ubicua y se localiza principalmente en la mitocondria (Noma 2005).        

Debido a que las AK tienen una constante de equilibrio cercana a 1, se mantiene la carga energética 

del adenilato en un valor relativamente constante, por lo que en lugares donde el ATP se utiliza 

rápidamente, por ejemplo, en el flagelo del espermatozoide la reacción es en la dirección de la 

producción de ATP, lo que permite que la célula libere la energía durante períodos de alto consumo 
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neto (Cao et al. 2006). Las distintas isoenzimas de las AK tienen diferentes patrones de expresión 

y/o localización. Cao et al. si bien se centraron en el estudio de AK1 y AK2, encontraron ARNm 

correspondiente a todas las isoenzimas de AK conocidas en células germinales. El Trypanosoma 

brucei expresa 7 genes de adenilato kinasa (Ginger et al. 2005). También se encuentran múltiples 

AK en el flagelo de Chlamydomonas reinhardtii (Zhang et al. 2004). 

      La isoenzima AK3 está presente en la matriz mitocondrial y prefiere a GTP por sobre ATP 

como sustrato. La isoenzima AK1 participa en el metabolismo energético cuando los niveles 

locales de fosfatos de alta energía son bajos, manteniendo los niveles de ATP a expensas del ADP. 

Las isoenzimas de las AKs mitocondriales funcionan en el rescate del AMP, ya que este nucleótido 

de adenina se acumula en períodos de alta demanda energética. Al no poder ingresar a la 

mitocondria y fosforilarse, se perdiría por desaminación. Una de estas AKs mitocondriales 

corresponde a la AK4 que ha sido localizada en el sistema nervioso central durante el periodo 

embrionario en rata y ratón (Yoneda et al 1998). La expresión del ARNm de AK4 está restringida 

al hipocampo, el cerebelo, el neuroepitelio olfatorio y el hígado desde la etapa embrionaria hasta 

el adulto (Tanabe et al. 1993). La AK4 actúa más bien sobre mecanismos del metabolismo 

energético inusuales más que en el control de la homeostasis del ADP ubicuo, sobre los cuales 

actúa la AK3. Así, esto sugiere que al menos dos tipos de AKs existentes estan involucradas en 

los diferentes requerimientos de energía en varios tejidos. Además, es posible que la función de 

AK4 no sea solo en el metabolismo energético, más bien está relacionada con el control del 

metabolismo de ATP/GTP para la transducción de señales intracelulares, producción de 

neurotransmisores o los factores neurotroficos y neuroprotectores en caso de isquemia (Yoneda et 

al 1998). 

      Por su parte, la enzima creatina fosfokinasa (CK) está involucrada en el transporte de fosfato 

desde el sitio de la síntesis de ATP al sitio de su utilización en compartimientos citoplásmicos más 

distales en tipos de células musculares y no musculares (Wallimann y Hemmer, 1994). Por otra 
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parte, debemos considerar que PCr posee una tasa de difusión intracelular mayor que el ATP (DiATP 

2.48 ± 0.33 x l0-6 cm2/s y DiPCr 3.49 ± 0.33 x l0-6 cm2/s) (Hubley et al. 1995).  En los mamíferos 

se han encontrado cuatro subunidades de CK, cada una de las cuales están codificadas por un gen 

distinto cuya expresión es específica del tipo celular y están controladas en el desarrollo. Dos 

subunidades, CK-B (cerebro) y CK-M (músculo), están ubicadas en el citosol, donde son 

enzimáticamente activas como homodímeros CK-BB o CK-MM, o heterodímeros CK-MB 

(Wallimann et al. 1992). La segunda función importante que tiene esta enzima es ser un “Shuttle” 

o lanzadera de ATP; en las células donde los sitios de producción de ATP están alejados de los 

sitios de hidrólisis, la creatina kinasa actúa como un sistema de transporte de energía (Bessman y 

Carpenter 1985), tal como propuso Bessman y Geiger (1981) para el músculo esquelético. La 

enzima creatina kinasa BB ya había sido detectada mediante proteomica en el cilio olfatorio 

(Mayer et al, 2008). 

      También desempeña un papel en otros tipos celulares, como las células fotorreceptoras de la 

retina (Wallimann  et al. 1986b; Hemmer et al. 1993)  y espermatozoides maduros (Tombes y 

Shapiro 1985; Wallimann et al. 1986a). Por ejemplo, en los espermatozoides de erizo de mar se 

han encontrado dos isoenzimas de la enzima que median la formación de fosfocreatina en la parte 

media (mitocondrial CK-Mi) y regeneran el ATP para la hidrólisis en la cola (citoplasmática CK-

T) (Tombes y Shapiro, 1985). La capacidad del axonema para generar ATP a partir de fosfato de 

creatina y ADP también se ha demostrado con modelos de esperma de erizo de mar sin membrana 

(Tombes y Shapiro, 1985).  En la mayoría de los músculos, la capacidad de regeneración de ATP 

por parte de CK es muy alta,  por ejemplo, la máxima tasa de síntesis de ATP por CK en músculo 

cardiaco de rata por gramo de tejido es de 30 µmol/s, por fosforilación oxidativa de 2.5 µmol/s y 

por vías de novo es 0.39 µmol/s  (Wallimann et al. 1992). En adición a la regeneración del ATP 

hidrolizado, el sistema CK, con CK como sensor de ADP de bajo umbral  juega una función crucial 
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previniendo una acumulación de ADP, especialmente durante periodos en que la utilización de 

energía excede la producción de la misma.  

      Dado lo anterior, es altamente probable que “lanzaderas de ATP”, como la creatina kinasa y 

la adenilato kinasa, puedan mantener la homeostasis de ATP en los cilios de las neuronas olfatorias 

sobre todo durante un proceso de transducción prolongado. 

 

1.5 La glucosa como sustrato metabólico. 

      Nuñez-Parra et al. 2011, usando técnicas de inmunohistoquímica y RT-PCR, encontraron en 

la mucosa olfatoria de rata una distribución diferencial de los transportadores de glucosa GLUT 1 

y 3 y de monocarboxilato/H+ MCT 1 y 2. Esto les sugirió la idea de un acoplamiento energético 

entre las CSs y los cilios de las NSOs, donde las CSs liberarían glucosa al moco, la cual sería 

recapturada por las NSOs y utilizada para sus procesos metabólicos. La idea de que la glucosa 

puede ser utilizada directamente por los cilios es apoyada por varias evidencias: la estrecha 

relación morfológica entre las CSs y las neuronas olfatorias (Nomura et al. 2004), la presencia de 

GLUT1 en células de la mucosa endotelial y la presencia de enzimas glicolíticas en los cilios 

(Castro et. al 2007, Mayer et al. 2008). Además, GLUT3 se encuentra solamente en neuronas del 

SNC, siendo el transportador con mayor afinidad (1,5 mM) para el transporte de glucosa. 

      Por su parte, Villar et al. 2017 localizaron el transportador de glucosa GLUT3 en el cilio 

olfatorio y en las microvellosidades de las CSs, determinando que cuando se bloquean dichos 

transportadores se perjudica la incorporación de glucosa en las NSOs y CSs; sumado a lo anterior, 

midiendo la incorporación del análogo fluorescente de glucosa 2-NBDG se sugiere que el cilio 

olfatorio puede incorporar glucosa desde el moco, probablemente liberado desde las CSs e 

ingresado por los cilios.  
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      Villar et al. 2017 encontraron que la glucosa suministrada por los vasos sanguíneos de la 

lámina propia está presente a niveles milimolares en el moco, sin embargo, las vías a través de las 

cuales la glucosa llega al moco no se han establecido. En general, sus niveles dentro de los cuerpos 

celulares son extremadamente bajos, ya que una vez que entra en una célula, este azúcar se 

transforma rápidamente en G6P por la enzima glicolítica glucokinasa. Por lo tanto, para que una 

célula secrete la glucosa a través de los transportadores de glucosa, la G6P debe ser desfosforilada 

de nuevo a glucosa por la glucosa-6-fosfatasa. Hay tres isoenzimas conocidas de esta enzima 

(Marcolongo et al. 2013). La más esudiada es la isoenzima 1 presente en hígado que normalmente 

se menciona como la isoenzima clásica o G6Pasa; la isoenzima dos, (G6Pasa2), que se encuentra 

casi exclusivamente en las células β pancreáticas (Goh et al. 2006), y la ubicua G6Pasa3. No se 

ha determinado qué tipos de células de la mucosa olfativa podrían expresar estas enzimas.  

      La glucosa-6-fosfatasa, que también se expresa en el riñon, la envotura nuclear y tiene un papel 

crítico en la homeostasis de esta azúcar en la sangre (Gamberucci et al. 1996, Forsyth et al 1993). 

A diferencia de la mayoría de las fosfatasas que actúan sobre los compuestos solubles en agua, la 

G6Pasa es una enzima unida a membrana, que se asocia con el retículo endoplásmico. Las 

propiedades de la G6Pasa dependen de la integridad de la membrana microsomal (Van 

Schaftingen y Gerin, 2002). Los niveles de ARNm de la G6Pasa3 son bajos en el hígado y 

relativamente altos en cerebro, corazón, músculo esquelético, placenta y riñón, lo que sugiere que 

las actividades de hidrólisis de la G6P en estos tejidos puede ser catalizada por G6Pasa3 en lugar 

de G6Pasa1 (Guionie et al 2003). De acuerdo a Guionie et al., el papel de la G6Pasa3 en cerebro 

y otros tejidos aún no está claro, pero una posibilidad lógica es que suministra glucosa para uso 

local, es decir, para otros tipos de células en el mismo tejido. La G6Pasa3 se denominó 

inicialmente “proteína relacionada con G6Pasa ubicua” (UGRP), porque, aunque se expresa 

predominantemente en cerebro, músculo y riñón, se encontró que se expresaba en todos los tejidos 
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analizados por Martin et al. (cerebro, corazón, músculo esquelético, colon, timo, bazo, riñón, 

hígado, intestino delgado, placenta, pulmones y páncreas) (Martin et al. 2002).  

 

1.6 El lactato y el glicógeno como fuentes de energía. 

      El glicógeno del sistema nervioso central (SNC) se localiza predominantemente en los 

astrocitos en el adulto, donde se ha demostrado que tiene una variedad de funciones. En 

condiciones fisiológicas, los aumentos en la demanda de energía tisular que no se satisfacen con 

la glucosa ambiental están respaldados por el metabolismo del glicógeno (Evans et al. 2013). Este 

depósito de glicógeno se puede movilizar durante periodos de alta demanda de energía o 

suministro de energía reducido. La movilización del glicógeno glial resulta en la producción de 

lactato dentro de este compartimento. Luego, el lactato se libera en el espacio intercelular, donde 

está disponible para que los axones lo tomen y metabolicen oxidativamente (Brown et al. 2003a). 

En el SNC, los astrocitos y los oligodendrocitos liberan lactato (Brown et al. 2003a; Lee et al. 

2012). De forma similar, el glicógeno contenido en células de Schwann mielinizantes puede seguir 

la misma ruta (Brown et al. 2012). 

      El lactato, por su parte, es una potencial fuente de combustible para la sustancia blanca del 

SNC y los nervios periféricos (Vega et al. 1998). La liberación y captación de lactato ocurre a 

través de transportadores de monocarboxilato (Tekkok et al. 2005). Recientemente se ha 

demostrado que los oligodendrocitos expresan la proteína MCT1, lo que indica que los 

oligodendrocitos también son capaces de suministrar un sustrato extra a los elementos neurales 

(Lee et al. 2012). Kuhlmann et al. 2014 localizaron, mediante proteómica, la enzima lactato 

deshidrogenasa en los cilios de las neuronas olfatorias de rata, lo que podría implicar que el lactato 

fuese otro sustrato metabólico para el proceso de transducción en algunas condiciones. Además, 

Yeung et al. mediante sus experimentos en espermatozoides humanos, demostró que todos los 

parámetros cinemáticos eran de una magnitud significativamente mayor en presencia de lactato 
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comparado con la presencia solo de glucosa (Yeung et al. 1996). Sumado a lo anterior en un 

análisis por espectrometría de masa de la membrana de cilios olfatorios, se identificó la glicógeno 

fosforilasa, una enzima clave para la movilización del glicógeno. (Mayer et al. 2008) Esto da pie 

a pensar en la posible existencia de glicógeno en los cilios. 

      Es importante establecer si aparte de la fosforilación oxidativa y la glicólisis, hay otros 

procesos que pudieran generar ATP para suplir la demanda de energía, particularmente bajo 

situaciones de estimulación intensa. Dadas las últimas consideraciones descritas, no podemos 

descartar al lactato o el glicógeno.  
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2. HIPÓTESIS  
 

 
      La adenilato kinasa y la creatina kinasa se encuentran presentes en los cilios olfatorios y la 

G6Pasa se localiza a lo largo de la mucosa olfatoria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

24 
 

3. OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GENERAL  
 
Investigar la presencia de lanzaderas de ATP como AK y CKBB en los cilios de las neuronas 

olfatorias y la distribución de la G6Pasa en la mucosa olfatoria. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

3.2.1 Determinar la presencia y ubicación de la fosfocreatina kinasa en el los cilios 

olfatorios. 

3.2.2 Determinar la presencia y ubicación de la adenilato kinasa en los cilios olfatorios. 

3.2.3 Determinar la presencia y ubicación de glucosa-6-fosfatasa en la mucosa olfatoria. 
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4 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

4.1 Animales. 
 
      Ratas macho Sprague-Dawley (de 18 a 20 días postnatal). Estas ratas fueron compradas en el 

bioterio de la Pontificia Universidad Católica de Chile. Los animales fueron anestesiados y 

sacrificados por inhalación con isoflurano seguido por decapitación. El protocolo de manejo de 

animales fue aprobado por el Comité de Ética de la Facultad.  

4.2 Obtención de células disociadas para inmunocitoquímica. 
 
      Las cabezas de las ratas fueron seccionadas de manera sagital y el septum fue removido 

exponiendo los cornetes. Estos últimos fueron removidos de la cavidad nasal y se colocaron en 2 

mL/por cabeza de una solución libre de cationes divalentes (en mM): 140 NaCl, 5 KCl, 10 

Glucosa, 10 HEPES, pH 7.4 at 37°C. Las NSO y las CS del epitelio olfatorio fueron aisladas 

primero del hueso y luego entre ellas por disociación mecánica, por medio de una simplificación 

del método de Maue y Dionne (Maue y Dionne, 1987), sin tratamiento enzimático. La preparación 

fue inmediatamente usada para inmunocitoquímica.  

4.3 Inmunofluorescencia.  
 
      Para la inmunocitoquímica, las células disociadas en suspensión se hicieron pasar suavemente 

por una punta de pipeta de 1 mL para mejorar el proceso de separación de las NSOs y CSs del 

epitelio. La suspensión fue transferida a un tubo falcon de 15 mL y centrifugada a 300 rpm por 15 

min, el sobrenadante fue desechado y el pellet (donde se concentran las células disociadas) fue 

resuspendido en paraformaldehido 4% y Taxol 2 µM, seguido de una lenta agitación a temperatura 

ambiente por 15 min. Las células ya fijadas fueron centrifugadas a 300 rpm por 15 min, se desechó 

el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en PBS 1X, repitiendo este proceso de lavado 

3 veces. Posteriormente, las células fueron permeabilizadas incubándolas en Triton 0.3% en PBS 
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1X a temperatura ambiente por 10 min. Para el bloqueo de los sitios de unión inespecíficos, las 

células fueron incubadas en una solución 2% de BSA por 1 hora. Los anticuerpos primarios fueron 

disueltos en la misma solución de bloqueo en las siguientes concentraciones: ratón anti-CK-BB 

1:100 (ab125114, Abcam), ratón anti-AK4 1:100 (sc-271161, Santa Cruz) conejo anti-G6Pase3 1: 

250  (bs-13253R, Bioss antibodies) e incubados toda la noche a 4ºC con agitación suave. El control 

negativo fue hecho usando el mismo protocolo anterior, pero omitiendo el anticuerpo primario. 

Luego de la incubación toda la noche, las células fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10 min, el 

sobrenadante fue desechado y las células fueron lavados dos veces con PBS 1X.  A continuación 

las células fueron incubadas con el anticuerpo secundario; cabra anti-ratón Alexa fluor 488 

(ab150113Abcam), ratón anti-conejo Alexa 488 (A27034, Invitrogen), Streptavidin Alexa fluor 

488 (S32354, Thermo Fisher) preparados en PBS 1X, por 2 h a temperatura ambiente, en oscuridad 

y con una lenta agitación. Por último, las células fueron centrifugadas  a 300 rpm por 5 min, el 

sobrenadante fue desechado y se lavaron dos veces en PBS 1X, luego de la última centrifugación 

a 300 rpm por 10 min se incubaron por 30 min en una solución 50% glicerol en PBS. Para 

observarlas en el microscopio se utilizaron cubre objetos que se adaptaron para el proposito 

haciendo un borde de silicona, donde se montaron directamente las células en suspensión. 

      Para la inmunohistoquímica, una rata de 18 días de edad fue anestesiada con isoflurano y 

sacrificada por decapitación, se extrajeron los cornetes y se fijaron en parafolmaldehído 4% en 

PBS durante toda la noche a 4ºC. El tejido se crioprotegió en sacarosa 30% en PBS durante 16 h 

a 4ºC y se embebió en Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek). Se obtuvieron criosecciones coronales 

de 14 µm en portaobjetos micro slides superfrost Plus (VWR) utilizando un criostato (Microm 

HM 525).  

      Las rebanadas de tejido se permeabilizaron y bloquearon con 0.3 % de Triton X-100 en PBS 

que contenía 5% de BSA durante 2 h a temperatura ambiente. Las criosecciones se incubaron con 

anticuerpos primarios en 0.3% de Triton X-100 en PBS conteniendo 1% de BSA durante toda la 



 
 

27 
 

noche a 4ºC, posteriormente se lavaron cuatro veces en PBS y se incubaron con los anticuerpos 

secundarios fluoresentes por 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad y por último fueron 

montados con FluROsave (Calbiochem). Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: ratón 

anti-CK-BB 1:100 (ab125114, Abcam), ratón anti-AK4 1:100 (sc-271161, Santa Cruz), conejo 

anti-ACIII 1:200 (Santa Cruz, sc-588). Los anticuerpos secundarios fueron cabra anti-ratón Alexa 

Fluor 488 (ab150113 Abcam), cabra anti-conejo Alexa 546 (Invitrogen, A-11035).  

      Las células disociadas y los tejidos fueron observados en el microscópio confocal invertido 

(Carl Zeiss LSM 710 Meta, Gottingen, Germany), el procesamiento de las imágenes se realizó con 

Image J. 

4.4 Extracción de ARN total de tejidos. 
 
      Luego de anestesiar las ratas por inhalación con isoflurano, fueron decapitadas y se procedió 

a la extracción de los diferentes tejidos a estudiar los cuales fueron cortados en pequeños trozos 

de aproximadamente 20 mg (Hígado, Músculo, Pulmón, Cerebelo y Mucosa Olfatoria). Los trozos 

de tejidos fueron homogeneizados con 800 µL de TRIsure (Bioline) en un homogeneizador de 

vidrio y en hielo. Luego las muestras fueron incubadas por 5 min a temperatura ambiente y se 

adicionaron 160 µL de cloroformo seguido de agitación vigorosa con la mano por 15 s y 

posteriormente incubadas por 3 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugó a 12.000 g 

por 15 min a 4ºC (centrifuga HETTICH MIKRO 200 R) y se extrajo la fase acuosa e incolora 

superior la cual se colocó en otro tubo. El ARN se precipitó con 400 µL de alcohol isopropílico 

frío, fue incubado por 10 min a temperatura ambiente y posteriomente centrifugando a 12.000 g  

por 10 min a 4ºC. El precipitado fue lavado con 800 µL de etanol al 75%, agitando y 

resuspendiendo. Finalmente se centrifugó a 7.500 g por 5 min a 4 ºC. El precipitado se secó al aire 

y se disolvió en agua tratada con DEPC. 
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4.5 Extracción de RNA total y síntesis de ADNc desde neuronas olfatorias individuales. 

      La mucosa olfatoria completa fue extraida con microtijeras y transferida a una placa Petri en 

una solución libre de RNasas, cuya composición es (en mM): 140 NaCl, 5 KCl, 1 CaCl2,  1 MgCl2, 

10 HEPES, 10 glucosa, 1 piruvato de sodio, pH 7,4. El epitelio olfatorio fue separado de los 

cornetes y el tejido fue cuidadosamente disociado con pinzas muy finas. 1 mL de la suspensión 

celular fue puesta en el centro de una placa petri (35 x 10 mm) que se observó mediante un 

microscopio invertido (Nikon Eclipse TE2000-S) con un objetivo 40x. Se dejó que las células se 

asentaran durante aproximadamente 30 min antes de la identificación de NSO individuales 

mediante inspección visual. Las células se colectaron mediante micropipetas de borosilicato 

estériles (1~3 MΩ) fabricadas en un estirador (micropipette puller PIP-6 (HEKA Elektronik) y 

rellenas con la  solución  libre deRNasa. Las NSOs individuales se introdujeron suavemente en la 

micropipeta mediante presión negativa y se transfirieron a un tubo de PCR rompiendo la punta de 

la micropipeta contra el fondo. El contenido del tubo es 16 µL de Buffer PCR (in mM; Tris-HCl, 

500 KCl, 6 MgCl2, 1 DTT (Invitrogen)) 8 U de Rnase OUT (Thermo Fisher) y 1 U DNase 

(Thermo Fisher). Aproximadamente 150 NSOs fueron recolectados en el mismo tubo rompiendo 

la punta de 4 micropipetas. El procedimiento continuó con un protocolo de retrotranscripción 

estándar. 

 
4.6 RT-PCR de tejidos y neuronas disociadas. 

      La muestra de ARN total de cada tejido y de neuronas disociadas fue retrotranscrita a la 

primera hebra de ADNc con transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen). Primero se realizó un 

tratamiento con DNasa donde en un tubo de 0,2 mL libre de RNasa se mezcló: 1 µL de Buffer 

DNase I 10X (Thermo Fisher), 1 µL DNase I (1U/µL) (Thermo Fisher) y 1 µg de ARN más agua 

DEPC con un volumen final de 10 µL. La mezcla se agitó por 2 s y luego se incubó a 37ºC durante 

30 min, luego se agregó 1 µL de DNAsa Stop Solution (Thermo Fisher) y se incubó a 65ºC por 10 
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min. La transcripción reversa se inicio agregando 0,4 µL de “random primers” (500 µg/mL) 

(Thermo Fisher) y 1,1 µL de agua DEPC, se agitó con vortex 2 s y se incubó a 65ºC por 5 min 

para luego incubar en hielo por 5 min. Luego se agregó 4 µL de 5X “first strand buffer” 

(Invitrogen), 2 µL de DTT (0,1 M) (Invitrogen), 0.5 µL Ribolock RNase (40 U/µL) (Thermo 

Fisher), se incubó por 37ºC durante 2 min y se agrego 1 µL de la enzima M-MLV RT (Invitrogen) 

para finalmente incubar a: 25ºC durante 10 min, 37ºC por 50 min y 70ºC durante 15 min (para 

detener la reacción). Se guardó el ADNc sintetizado a -20ºC para su uso posterior. 

      Para la amplificación de las secuencias de interés, los partidores fueron diseñados con primer-

BLAST o encontrados en literatura. Para los obtenidos con la herramienta digital se usaron las 

secuencias de ADN condificantes de cada gen en Rattus norvegicus como templado; Accession 

number NM_017135.3 para AK4, Accession number NM_012529.3 para CK-BB y Accession 

number NM_176077.3 para G6Pse3. Los partidores para G6Pase 1 se obtuvieron de Porter (Porter 

J.et al. 2003). Cada reacción se llevo a cabo con un volumen final de 50 µl, con los siguientes 

componentes: 25 µl de My Taq Red Mix 2x (Bioline), 22 µl de agua, 1 µl de partidores (20 µM 

cada uno) y 1 µl de templado. El siguiente protocolo de PCR fue usado: 1) Denaturación inicial 

(95°C por 1 min), 2) Denaturación (95°C for 15 s), 3) alineamiento (Ta por 15 s), 4) Extensión 

(72°C por 10 s). Las secuencias de partidores “Forward” y “Reverse” 5’-3’ son: partidores AK1 

(CGGCTTCTTGATTGACGGCT), Tm = 60.5ºC y (CACAATGCCGCGTTTGTCAT), Tm = 

58.4ºC (Ta = 61ºC, 30 ciclos);  CK-BB (ACCTCAACCCAGACAACCTG), Tm = 57.1ºC y 

(CTGGACAGGGCTTCTACTGC), Tm = 57.6ºC (Ta = 55°C, 30 ciclos); AK4 

(CTCAAGTGCTGGGGGTTGAT), Tm = 60.5ºC y (CTGCGTCCTTGTACCGTCTT), Tm = 

60.5ºC (Ta = 60°C, 35 ciclos); G6Pasa1 (ACTGGTTCAACCTCGTCTT), Tm = 53.6ºC y 

(CGAAAGATAGCGAGAGTAGA), Tm = 50.8ºC (Ta = 55°C, 30 ciclos); G6Pasa2 

(GCTCAGGGTCACAAGCTCAT), Tm = 60.0ºC y (CAGAGCACAGAGCAAGTGGA), Tm = 
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59.6ºC  (Ta  =  60ºC, 30 ciclos); G6Pasa3 (GGTGTTATCCTTGGCTGGCT), Tm = 60.5ºC y 

(TCCTAGGTGTACTCGCCGAA), Tm = 60.5ºC (Ta = 60 °C, 35 ciclos) repetido por 35 ciclos. 

Los productores de visualizaron a través de una electroforesis en un gel de agarosa al 2%.  

 

4.7 Aislamiento de una  fracción de membrana enriquecida en cilios olfatorios.  

      Este procedemiento fue realizado de acuerdo al protocolo de Kuhlmann (Kuhlmann. et al. 

2014). Los cornetes de 8 ratas macho de 18 días fueron removidos quirurgicamente y lavados en 

1 mL de solución A (20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 3 mM KCl, 2 mM MgSO4, 7.5 mM D-

glucose, 5 mM EGTA (pH 7.4)) más 1% de mezcla de inhibidores de proteasas (Roche 

Diagnostic), y se resuspendieron cuidadosamente en solución B (solución A que contiene 20 mM 

CaCl2 y 30 mM KCl). Los cilios fueron separados del epitelio olfatorio por una suave agitación 

por 20 min a 4ºC y separados del tejido remanente por centrifugación por 5 min a 5.000 g y 4ºC. 

El sobrenadante fue colectado en otro tubo; la desciliación fue repetida una vez más. Los 

sobrenadantes fueron combinados y centrifugados por 30 min a 26.000 g y 4ºC.  El precipitado 

resultante contiene los cilios, los cuales se resuspendieron en Na2CO3 (pH 11.2) frío y se incubaron 

en esta solución por 20 min sobre hielo. Una fracción de membrana enriquecida en proteínas de 

membrana ciliar se obtuvo por centrifugación a 100.000 g por 30 min a 4ºC, el pellet fue 

resuspendido en 3 mM  MgCl2,  2 mM de EGTA en 10 mM  Tris (pH 7.4).  La concentración de 

proteína fue estimada usando “dot filter binding assay” con una solución de BSA como estándar. 

 

4.8 Western Blot. 

      Se prepararon muestras a 2 µg/µL de cada tejido (cerebelo, membrana de cilios y tejidos 

desciliados), conteniendo 100 mM de DTT y se hirvieron por 10 min. El gel utilizado fue Mini-

Protean TGX 4 - 15 % cargado con 20 µL de cada muestra preparada (20 µg). Se corrió los 
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primeros 20 - 25 min a 90 V y posteriormente a 120 V. La transferencia se hizo en semiseco (Bio 

rad trans-blot SD) con una membrana de PDVF y se bloqueó con BSA 5% (diluido en TBS-Tween 

0,2%)  por 1 hora a temperatura ambiente en agitador. El anticuerpo primario se diluyó en la 

misma solución de bloqueo y se incubó por 1 hora a 35ºC. Las diluciones de los anticuerpo 

primarios fueron: mouse anti-CK-BB  1:50 (ab125114, Abcam), mouse anti-AK4 1:100 (sc-

271161, Santa Cruz), mouse anti-Actina 1:5000 (A3853, Sigma),  Conejo anti-ACIII 1:200 (Sc-

365350). Posteriormente se hicieron 3 lavados con TBS-T 0,2% de 10 min cada uno. Se incubó 

con el anticuerpo secundario preparado en la misma disolución de bloqueo durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Se lavó la membrana 3 veces con TBS-T  0,2%  por 10 min cada vez. Se 

reveló con Supersignal West Pico Plus (Thermo Fisher Scientific). Se analizaron las bandas  con 

ImageJ. 
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5 RESULTADOS 

 

      Para investigar los posibles mecanismos que mantendrían estables los niveles de ATP en el 

cilio olfatorio, se exploró la expresión de las lanzaderas de ATP Creatina Kinasa y Adenilato 

Kinasa en el epitelio olfatorio, específicamente en las neuronas olfatorias y sus cilios. Paralelo a 

lo anterior, se investigó la localización dentro de la mucosa olfatoria de la enzima glucosa-6-

fosfatasa que participa en la homeostasis de la glucosa. Por su localización dicha enzima podría 

dar indicios de una posible vía de transporte de la glucosa desde la lámina propia a través del 

epitelio, para terminar en el moco. Se abordó esta problemática utilizando herramientas de biología 

molecular como RT-PCR y western blot, y de biología celular como inmunocitoquímica e 

inmunohistoquímica. 

 

5.1 La lanzadera de ATP creatina kinasa B se expresa en el cilio de la neurona olfatoria.      

      Como primera aproximación se evaluó el ARNm de la subunidad CK-BB en neuronas 

disociadas, que al ser esta la isoenzima cerebral de la CK era la más probable de encontrar en este 

tejido. La figura 3A (columna 2) muestra la presencia de ARNm de CK-BB en las NSOs; como 

control positivo se utilizó cerebelo y pulmón como control negativo (columnas 3 y 4, 

respectivamente). Además se observó la expresión de la proteína en el cilio olfatorio; mediante 

western blot, la figura 3B muesta una preparación de membrana enriquecida en cilio, en donde se 

observa claramente la  presencia de CK-BB en la fracción de membranas ciliares (columna 1), así 

como en una preparación de membranas de cerebelo, utilizado como control positivo (columna 2). 

También se utilizó b-actina como control de carga y ACIII como marcador específico ciliar; la 

columna 3 corresponde a membranas de mucosa olfatoria con el epitelio olfatorio desciliado. La 

imagen verifica que en la muestra enriquecida en membrana ciliar se encuentra efectivamente la 
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CK-BB. También se muestra un gráfico con una cuantificación de la marca detectada en la 

preparación de membrana de cilios y de membrana microsomal cerebelar, como control positivo, 

para los western blot realizados (n = 4). Para obtener una evidencia adicional de la localización de 

la enzima en los cilios olfatorios, se realizó una inmunohistoquímica del epitelio olfatorio. En la 

figura 3 C-K se observa la localización de la creatina kinasa-BB en toda la neurona, pero 

especialmente en la capa ciliar (Figura 3 C); esta señal colocaliza con el marcador de cilios ACIII 

(Figura 3 D y E). Esto se corrobora  utilizando como control una inmunohistoquímica del epitelio 

desciliado (Figura 3 F-H), donde se observa la pérdida de la marca para nuestra proteína de interés 

junto con la pérdida del marcador ciliar. La figura 3I muestra la imagen de contraste de fase del 

epitelio ciliado, la figura 3J es el control negativo para CK-BB; la figura 3K el control negativo 

para ACIII. Los controles correponden al tejido sin anticuerpo primario. Adicionalmente, hicimos 

inmunocitoquímica de neuronas sensoriales olfatorias disociadas marcadas con el anticuerpo 

contra CK-BB (Figuras 3L-P), donde se observa claramente la localización de esta enzima en los 

cilios de una neurona olfatoria representativa (Figura 3M, inmunofluorescencia para CK-BB, la 

figura N muestra la superposición de la imagen de contraste de fase y la inmunofluorescencia, más 

un recuadro aumentado del botón de la dendrita y los cilios). El control negativo es sin anticuerpo 

primario (Figura 3O-P). 

      Estos últimos resultados apoyan fuertemente lo observado en el western blot e 

inmunofluorescencias, indicando la localización de esta enzima lanzadera de ATP en los cilios de 

las neuronas olfatorias, lo cual sugiere su participación en la homoestasis del ATP en el cilio. 
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5.2 La lanzadera de ATP Adenilato Kinasa se expresa en el cilio de la neurona olfatoria. 

      Mediante RT-PCR de mucosa olfatoria completa de rata se evaluaron todas las isoenzimas 

conocidas para AK y se encontró la AK4. Con esta información, se hizo un RT-PCR de neuronas 

disociadas, para asegurarse que el ARNm provenía específicamente de las dichas células, 

detectándose ARNm de AK4 (Figura 4A, columna 6); cerebelo como control positivo (Figura 4A, 

columna 7) y pulmón como control negativo (Figura 4A, columna 8). No obstante, de acuerdo a 

la literatura la AK1 debería encontrarse en los cilios de las neuronas olfatorias, por lo que también 

se realizó RT-PCR de neuronas disociadas para esta isoenzima, encontrándose el transcrito en las 

neuronas disociadas (Figura 4A, columna 2); músculo como control positivo (Figura 4A, columna 

3) e hígado como control negativo (Figura 4A, columna 4). Un western blot de una preparación 

enriquecida de membranas ciliares y cerebelares (control positivo) sugiere que la proteían AK se 

expresa efectivamente en el cilio (Figura 4B). También se muestra un gráfico con una 

cuantificación de la marca detectada en la preparación de membrana de cilios y de membrana 

microsomal cerebelar, como control positivo  para los western blot realizados (n = 4). Esto último 

fue confirmado con una inmunohistoquímica; la figura 4 C-K muestra la enzima AK localizada 

en toda la neurona, especialmente en la capa ciliar (Figura 4C), donde colocaliza con el marcador 

de cilios ACIII (Figuras 4D y E). En el epitelio desciliado desaparece la marca para AK4 y ACIII, 

como es esperable, pero permanece la marca para AK4 en la región de los somas (Figuras 4 F-H). 

Como control negativo se incubó sin el anticuerpo primario (Fig 4I, contraste de fase), no 

observándose marca para ACIII ni para AK4 (Figura 4J-K). Luego, con inmunocitoquímica de 

neuronas disociadas (Figura 4 L-P) se localiza la proteína en los cilios. Figura 4L, contraste de 

fase de una neurona disociada; figura 4M, inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-AK4; 

figura 4N, superposición de las imágenes F y G, con un recuadro del botón de la dendrita y los 

cilios aumentados. El control negativo es sin anticuerpo primario (Figura 4 O-P). Estos resultados 
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muestran que la lanzadera de ATP AK, se localiza en los cilios y  podría estar implicada en la 

homeostasis de ATP dentro del cilio olfatorio. 
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FIGURA 3: Las neuronas sensoriales olfatorias expresan creatina kinasa BB en el cilio. (A) 
RT-PCR de ADNc para CK-BB (167 pb) de neuronas olfatorias disociadas de rata; cerebelo como 
control positivo  y pulmón como control negativo. (B) Western-blot de una fracción de membrana 
enriquecida en cilios para indentificar la presencia de CK-BB (43 kDa); cerebelo, como control 
positivo; b-actina, como control de carga (45 kDa), ACIII como control de muestra de cilios (200 
kDa) y epitelio desciliado como control de desciliación/pureza. El gráfico bajo el gel muestra la 
cuantificación de 4 western blots. (C-K) Inmunohistoquímica de CK-BB en epitelio olfatorio 
ciliado y desciliado, (C) inmunofluorescencia para CK-BB en epitelio olfatorio ciliado, (D) 
inmunofluorescencia para ACIII en epitelio olfatorio ciliado y (E) superposición de figuras C y D, 
(F) inmunofluorescencia para CK-BB en epitelio olfatorio desciliado, (G) inmunofluorescencia 
para ACIII en epitelio desciliado, (H) superposición entre F y G, (I-K) controles negativos sin 
anticuerpo primario. Escala: 10 µm.  (L-P) inmunocitoquímica de CK-BB, (L) contraste de fase 
neurona sensorial olfatoria disociada, (M) inmunofluorescencia para CK-BB en neurona 
disociada, (N) superposición de L y M, (O) contraste de fase para control negativo, (P) control 
negativo sin acticuerpo primario. Escala: 5 µm. 

 

5.3. Presencia y distribución de glucosa-6-fosfatasa en la mucosa olfatoria. 

      Mediante RT-PCR se comprobó la presencia de G6Pasa en la mucosa olfatoria. Primero se 

realizó un RT-PCR para las tres isoenzimas de G6Pasa conocidas en mucosa olfatoria completa , 

identificándose solo la isoenzima 3. Como la isoenzima 1 de G6Pasa es la que se expresa 

predominantemente en tejidos gluconeogénicos y glucogenolíticos catalizando la hidrólisis de la 

glucosa-6-fosfato, se realizó un RT-PCR de ambas isoenzimas, utilizándo hígado como control 

positivo para G6Pasa y G6Pasa 3 (Figura 5A). G6Pasa 2 estaba ausente en la mucosa olfatoria 

(resultado no mostrado). Mediante inmunocitoquímica de células disociadas, se buscó la G6Pasa3 

en las células sustentaculares (Figura 5B-F). La figura 5B representa la imagen del contraste de 

fase de un pequeño grupo de células sustentaculares. La figura 5C representa la 

inmunofluorescencia para G6Pasa3 donde se destaca la marca de la proteína en las 

microvellosidades; la figura 5D es la superposición de 5B y 5C. La figura 5E corresponde al 

contraste de fase del control negativo (Figura 5F). También se realizó una inmunocitoquímica para 

G6Pasa3 de neuronas olfatorias disociadas (Figura 5G-J). La figura 5G representa la imagen del 

contraste de fase para una NSO. La figura 5H representa la inmunofluorescencia para G6Pasa3 
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donde no se observa la marca de la proteína en estas células, la figura 5I muestra la 

inmunofluorescencia para OMP un marcador de neuronas sensoriales olfatorias. La figura 5J es la 

superposición de 5G, 5H y 5I. Posteriormente se investigó la presencia de G6Pasa3 en las 

glándulas de Bowman (Figuras 5 G-M) mediante una inmunohistoquímica, identificándolas con 

un marcador nuclear específico, SOX9. La figura 5G representa el contraste de fase de la glándula 

de Bowman; la figura 5H es la inmunofluorescencia anti-G6Pasa3, donde se observa la 

distribución de la enzima en toda la extensión de la glándula, incluyendo el ducto; la figura 5I 

muestra la inmunofluorescencia anti-SOX9, donde se observan los núcleos de las células 

glandulares; la figura 5J es la superposición de H e I. La figura 5K muestra el contraste de fase del 

control negativo. Las figuras L y M muestran la inmunofluorescencia sin anticuerpo primario para 

G6Pasa3 y SOX9. Ambos resultados sugieren que las células sustentaculares y las glándulas de 

Bowman participarían en la homeostasis de la glucosa en la mucosa olfatoria a través de la 

G6Pasa3. 
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FIGURA 4: Las neuronas sensoriales olfatorias expresan Adenilato Kinasa en el cilio. (A) 
RT-PCR de ADNc para AK1 (247 pb) y AK4 (105 pb) de neurona olfatoria disociada de rata, 
músculo y cerebelo como control positivo e hígado y pulmón como control negativo, 
respectivamente. (B) Western-blot de una fracción de membrana enriquecida en cilios para 
indentificar la presencia de AK4 (25 kDa); cerebelo, como control positivo; b-actina como control 
de carga (45 kDa); ACIII como control de muestra de cilios (200 kDa) y epitelio desciliado como 
control de desciliación/pureza  y un gráfico de la cuantificación de los western blot (n = 4). (C-K) 
Inmunohistoquímica de AK4 en epitelio olfatorio ciliado y desciliado; (C) inmunofluorescencia 
para AK4 en epitelio olfatorio ciliado; (D) inmunofluorescencia para ACIII en epitelio olfatorio 
ciliado y (E) Superposición de figuras C y D. (F) inmunofluorescencia para AK4 en epitelio 
olfatorio desciliado; (G) inmunofluorescencia para ACIII en epitelio desciliado; (H) superposición 
entre F y G; (I-K) controles negativos sin anticuerpo primario. Escala: 10 µm.  (L-P) 
inmunocitoquímica de AK4; (L) contraste de fase neurona sensorial olfatoria disociada; (M); 
inmunofluorescencia para AK4 en neurona disociada; (N) superposición de L y M; (O) contraste 
de fase para control negativo; (P) control negativo sin acticuerpo primario. Escala: 5 µm. 
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Figura 5: Las glándulas de Bowman y las células sustentaculares expresan G6Pasa3. (A) RT-
PCR de mucosa olfatoria de rata para G6Pasa3 (303 pb) y 1 (211 pb), (carriles 2 y 4), hígado como 
control positivo para ambas isoenzimas en carriles 1 y 4;  (B-F) inmunocitoquímica de células 
sustentaculares disociadas; (B) contraste de fase; (C) inmunofluorescencia para G6Pasa3; (D) 
superposición de B y C; (E) contraste de fase del control negativo, (F) inmunofluorescencia para 
G6Pasa 3 sin anticuerpo primario. (G-J) inmunocitoquímica de neuronas disociadas; (G) contraste 
de fase; (H) inmunofluorescencia para G6Pasa3; (I) inmunofluorescencia para OMP (marcador de 
neuronas olfatorias) (J) superposición de G, H e I; Escala: 10 µm. (K-Q) inmunohistoquímica del 
epitelio olfatorio para G6Pasa3 y SOX9 (marcador de glándulas de Bowman), (K) contraste de 
fase de una glándula de Bowman, (L) inmunofluorescencia para G6Pasa3, (M) 
imunofluorescencia para SOX9, (N) superposición entre H e I, (O) contraste de fase del control 
negativo, (P-Q) inmunofluorescencia sin anticuerpos primarios contra G6Pasa3 y SOX9, 
respectivamente. Escala: 10 µm. 
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6 DISCUSIÓN 

 
      En este estudio se demostró la expresión de dos lanzaderaes de ATP (AK y CK-BB) en los 

cilios de las neuronas olfatorias, lo que sugiere su contribución en la homeostasis de esta molécula 

a lo largo del cilio en el proceso de transducción olfatoria. Además, se encontró la G6Pase3 en la 

mucosa olfatoria, específicamente en las células sustentaculares y en las glándulas de Bowman, lo 

que sugiriere su participarión en la secreción de la glucosa hacia el moco, permitiendo que los 

cilios la incorporen y utilicen como fuente energética para sus procesos metabólicos.  

 

6.1 La Adenilato Kinasa 

      Culbertson (1966) encontró expresión de AK en los cilios de Tetrahymena mediante 

cromatografía de nucleótidos y detección de AMP y ATP. Como mencioné anteriormente, el 

análisis teórico de Raff y Blum (1968) requiere que en estructuras alargadas (≥ 20 µm) existan 

enzimas como la adenilato kinasa para garantizar la mantención de ATP en valores mínimos 

requeridos para su metabolismo es estas estructuras. Una posible implicacia de ese estudio es que 

cilios como los del epitelio olfatorio tengan niveles elevados de adenilato kinasa. 

      En la presente investigación se encontraron en los cilios olfatorios dos isoenzimas de AKs, la 

AK1 y la AK4. Anteriormente, en un estudio con proteómica de estas estructuras (Kuhlmann 

2014), se encontró solo la isoenzima AK1. En una primera búsqueda, probando un conjunto de 

partidores para las 6 isoenzimas de AK, apareció solo AK4. Es posible que la cantidad de ciclos 

fue muy baja para que se detectaran otras isoenzimas o que los partidores no fueron 

suficientemente específicos, o ambas razones. Debido a esta aparente inconsistencia se decidió 

cambiar los partidores de AK1, con lo cual se logró identificar el ARNm de esta proteína, aunque 

la señal obtenida fue más débil que la de AK4. La ausencia de la proteína AK4 en un análisis de 

proteómica puede tener varias causales, entre ellas que no se haya alcanzado el umbral de 
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identificación en la muestra, que no sea expresada en todo el epitelio o que la proteína se solubilice 

durante el aislamiento (Cao et al 2006). Por otra parte, existe evidencia que las neuronas olfatorias 

contienen ARNm para AK1 en su forma citosólica y ARNm para AK1 en su isoenzima unida a 

membrana (AK1β), estas isoenzimas solo difieren en su extremo N-terminal y en su expresión 

(Janssen et al 2004); por lo que podemos inferir que AK4 también posea una isoenzima de 

ubicación citosólica no descrita cuyo gen no codifique los 11 aminoácidos de unión mitocondrial. 

Por último, se ha propuesto que la cooperación de las adenilato kinasas citosólicas y 

mitocondriales podría ser esencial para mantener un mecanismo de alto rendimiento de fosforilo 

entre el consumo de ATP citosólico y los sitios de producción mitocondrial, similar al que se ha 

establecido para la CK/PCr, lo que refuerza la localización de las isoenzimas 1 y 4 en el cilio.  

 

6.2 La Creatina Kinasa 

      Encontramos que la CK-BB se expresa en los cilios y también en el resto de las neuronas 

olfatorias, lo cual no es sorprendente considerando sus múltiples funciones adicionales a la de 

lanzadera de ATP. Su función principal es fosforilar creatina en el sitio de síntesis de ATP y 

desfosforilar fosfocreatina en el sitio de su utilización en compartimientos citoplásmicos más 

distales, que sería la función más relacionada con el papel que jugaría en la homeostasis del ATP 

en el cilio. No obstante, es importante mencionar que esta enzima tiene en general otras funciones, 

las que también se relacionan con el tema de investigación más indirectamente, tales como la 

función del sistema CK/PCr de prevenir un aumento de la concentración de ADP libre intracelular, 

evitando así una inactivación de las ATPasas celulares y una pérdida neta de nucleótidos de 

adenina (Iyengar, 1984). Otras funciones del sistema CK/PCr es actuar como buffer de protones 

y proveer una relación ATP/ADP local en sitios subcelulares donde la CK está funcionalmente 

acoplada a enzimas o procesos que consumen ATP. Por otro lado, como se mencionó en la 

Introducción, la capacidad de regeneración de ATP por parte de CK es muy alta, excediendo 
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considerablemente los requerimientos de ATP de la reposición por fosforilación oxidativa y 

glicólisis. Esto podría indicar que la CK encontrada en los cilios jugaría un papel preponderante 

en la reposición del ATP, incluso en mayor proporción que la glicólisis y la fosforilación oxidativa. 

 

6.3 Relación entre ambas lanzaderas de ATP y las fuentes de energía. 

      Luego de haber determinado la existencia de AK y CK en los cilios, es relevante preguntarse 

si ambas actuarían sinérgicamente o tendrían funciones separadas en el transporte del ATP. Se ha 

determinado que un elevado nivel de CK puede regular la reacción de la AK, conservándose la 

cantidad de nucleótidos de adenina en la célula (Iyengar, 1984), porque si el ADP se acumula sería 

transfosforilado via adenilato kinasa a ATP y AMP. La siguiente figura esquematiza dicha 

relación. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: CK es una enzima de regeneración de ATP rápida y un sensor de bajo umbral 
para ADP. Dos productos de las ATPasas celulares, es decir, ADP y H+, son sustratos de la 
reacción de CK y se consumen durante la regeneración de ATP catalizada por CK. Por lo tanto, la 
CK está evitando la acidificación local cerca de las ATPasas celulares, así como una acumulación 
de ADP. Esta última, de otra manera, conduciría, después de una serie de conversiones 
enzimáticas, a una pérdida neta de nucleótidos de adenina celulares, que serían perjudiciales para 
una célula. ADP (x 2): dos moléculas de ADP son convertidas por la adenilato kinasa para dar una 
molécula de ATP y AMP cada una (Wallimann et al. 1992). 
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      Se ha observado una conexión entre la glicólisis con las enzimas CK o AK en el músculo de 

contracción rápida donde la glicólisis es la vía principal de producción de ATP. Este acoplamiento 

funcional de la glicólisis con la CK se ve reflejado en un aumento de la expresión de la CK 

citosólica y en la colocalización de CK con las enzimas glicolíticas (Wallimann et al. 1992). 

      Los resultados de las inmunofluorescencias muestran que la CK se distribuye en toda la 

neurona olfatoria y particularmente en los botones dendríticos. Esto sugiere que el rol de CK como 

lanzadera estaría de acuerdo con el sistema en que las isoenzimas de CK citosólica y mitocondrial 

se encontrarían acopladas (Fig 7) más que con el “modelo de difusión facilitada de ATP” (Meyer 

et al. 1998). 

	

	
	

Figura	7:	El sistema CK/PCr representado como un amortiguador “temporal” y “espacial” de 
energia o sistema “lanzadera de energía”. En este modelo, el CK citosólico está 
funcionacionalmente acoplado a la glicolísis (CKc) o a varios otros sitios subcelulares (CKa) con 
gran consumo de ATP, mientras la CK mitocondrial CK-Mi está funcionalmente acoplada a la 
fosforilacion oxidativa. Esta es una vía directa a sitios subcelulares de consumo de energía, 
paralela a la difusión de ATP (Walliman et al 1992). 
 
      La situación en relación al  suministro de energía y el transporte de ATP entre los sitios de 

producción y consumo son especialmente importantes en estructuras como el cilio. Las 

propiedades del sistema CK / PCr, que utilizan PCr y Cr, parecen ser muy adecuadas para superar 

las limitaciones de la difusión en estas estructuras. Esto último fue confirmado por la observación 
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mediante NMR que las longitudes medias de difusión de PCr y Cr (57 y 37 µm) son 

significativamente más altas que las de ADP y ATP (1,8 y 22 µm) (Yoshizaki et al. 1990). 

 

6.4 El suministro de glucosa como sustrato metabólico 

      Villar et al. 2017 determinaron que la glucosa es un importante sustrato metabólico para el 

proceso de la transducción en los cilios de las neuronas olfatorias, además determinaron que en el 

moco que rodea a los cilios, la glucosa se encuentra en una concentración de alrededor de 1 mM. 

Existen evidencias de que en algunos epitelios que secretan glucosa al medio hay una elevada 

actividad de la G6Pasa 3 (Asaka et al. 1993). Por lo tanto, la presencia de esta enzima era algo 

esperado en nuestra investigación ya que su localización en las células sustentaculares y en las 

glándulas de Bowman es concordante con la distribución de los transportadores de GLUT (Nunez-

Parra et al. 2011), los cuales se localizan en las células endoteliales, en las glándulas de Bowman 

de la lámina propia y en las microvellosidades de las células sustentaculares. Ademas, ya se ha 

descrito que la G6Pasa 3 se localiza en cerebro de ratón y de humano (Ghosh et al. 2005).    

      Si se considera un paralelo entre el sistema astrocitos y neuronas del SNC y el sistema células 

sustentaculares y neuronas olfatorias, se puede sugerir una relación funcional entre estas últimas, 

ya que se ha demostrado que los astrocitos, son el sitio principal de almacenamiento de glicógeno 

en el cerebro y contienen un complejo funcional G6Pasa y transportador de G6P en sus 

microsomas. Esto sugiere que son capaces de hidrolizar G6P a glucosa y ser una fuente de esta 

molécula en el cerebro (Ghosh et al. 2005). Las células sustentaculares en el epitelio olfatorio 

podrían cumplir la misión de almacenamiento de glicógeno, donde la determinación de la 

localización de G6Pasa3 es un gran paso para posteriormente seguir investigando posibles 

depósitos de este carbohidrato en dichas células. 
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6.5 Lactato como otro posible sustrato metabólico. 

      Si bien la glucosa es el principal metabolito localizado en el moco, existe la posibilidad de que 

el lactato también esté presente allí. En estudios preliminares utilizando lactato deshidrogenasa y 

un método enzimático cualitativo estándar, y usando moco como sustrato logré determinar la 

presencia de lactato. Sin embargo, el método utilizado no nos permitió estimar una concentración 

precisa de lactato en las lecturas, no obstante, fueron cercanas a las obtenidas para una solución 

de lactato de 0,2 a 0,5 mM. No incluí estos resultados debido a que las mediciones fueron muy 

variables pero sugieren la presencia de este metabolito en el moco.  Como se mencionó más arriba, 

los astrocitos pueden exportar glucosa a partir de glicógeno, sin embargo, en la mayoría de las 

condiciones in vitro predomina la exportación de lactato. Cuando existe privación de glucosa los 

cultivos primarios de astrocitos, estos convierten su glicógeno en lactato extracelular (Dringen et 

al. 1993), y el lactato derivado del glicógeno sostiene la función neuronal (Brown at a.l 2004). 

Además, la activación neuronal conduce a un aumento en el lactato que las neuronas pueden 

utilizar como sustrato metabólico, lo que sugiere que la energía se transfiere de los astrocitos a los 

axones en forma de lactato, sugiriendo que algo similar podría ocurrir en el epitelio olfatorio. 

En Simpson et al. 2007 se plantea la existencia de transportadores MCT1 de lactato en las células 

sustentaculares específicamente cerca de las microvellosidades y la zona basal, con una Km = 4 

mM. Por esto, las células sustentaculares pueden desempeñar un rol en la captación de glucosa y 

su secreción al entorno intercelular y mucoso además de su metabolización a lactato, el cual 

posteriormente sería exocitado por un cotransportador al exterior. Adicionalmente, se encontró 

evidencia que sugiere que las glándulas de Bowman podrían tener una función importante en el 

metabolismo de lactato en la mucosa olfatoria, ya que se localizó el transportador de MCT2, donde 

las células del conducto de las glándulas de Bowman podrían incorporar el lactato para su 

metabolismo (Nuñez-Parra et al. 2011).  Por lo tanto, el lactato podría ser liberado al 

compartimento extracelular a través de MCT1 e incorporado por las células del conducto de las 
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glándulas de Bowman a través de MCT2. Una vez en las células podría ser procesado por el 

metabolismo oxidativo. Además, es importante mencionar que Mayer et al. 2008 localizó lactato 

deshidrogenasa en las membranas ciliares. Todo lo anterior permite considerar al lactato como un 

sustrato metabólico posible para el proceso de transducción.  

      Resumiendo, los resultados actuales y el trabajo previo del laboratorio proponemos el esquema 

representado en la figura 8, que explica dos aspectos de la quimiotransducción que no se habían 

evaluado previamente. En este modelo la glucosa fluye desde los vasos sanguíneos hacia la 

mucosidad a través de dos vías: las células sustentaculares y las células de la glándula de Bowman, 

ambas conteniendo G6Pase3. Paralelamente las lanzaderas de ATP, AK y CK, mantendrían los 

niveles apropiados de este metabolito para sostener la quimiotransducción a lo largo del cilio 

durante prolongadas exposiociones a odorantes.  
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Figura 
8: Esquema explicativo del mecanismo de equilbrio de los niveles de ATP en  un cilio y del 
flujo de glucosa desde la sangre al moco. La glucosa proveniente de los vasos sanguíneos es 
incorporada por las células sustentaculares y las glándulas de Bowman a través de GLUT1, 
fluyendo por el interior de estas células. Posteriormente, la glucosa es exocitada desde ambos tipos 
celulares a través de G6Pasa3 hacia el moco por medio de GLUT3, quedando disponible para ser  
incorporada por los cilios, donde es metabolizada para generar ATP a través de glicolisis. Las 
mitocondrias en el botón dendrítico proporcionan ATP adicional a los cilios por fosforilación 
oxidativa. La concentración de ATP a lo largo del cilio es mantenida gracias a las lanzaderas de 
ATP (CK-BB y AK) a través de reacciones reversibles de fosforilación y desfosforilación. 
  

Cr: Creatina                                                                                             Glc: Glucosa 
BG: Glándula de Bowman                                                                    SC: Célula sustentacular 
AK: Adenilato kinasa              G6Pasa3: Glucosa 6 fosfatasa3        PCr: Fosfocreatina          
CK-BB: Creatina kinasa-BB    NSO: Neurona sensorial olfatoria.   GLUT: Lanzadera glucosa 
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7 CONCLUSIÓN 
 

 

      Las enzimas CK-BB y AK se encuentran presentes en los cilios de las neuronas olfatorias 

donde tendrían la función de lanzadera de ATP; esta función permite mantener los requerimientos 

energéticos del proceso de transducción, sobretodo en periodos de alta actividad. Por otro lado, la 

presencia de la enzima G6Pasa3 en las células sustentaculares y las glándulas de Bowman sumado 

a evidencias anteriores, permite explicar la llegada de glucosa desde los vasos sanguíneos al moco. 

Los resultados de esta tesis contribuyen a la compresión de aspectos metabólicos del proceso de 

transducción olfatoria que no habían sido estudiados previamente.  
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