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Naci en la grandiosa ciudad de lquique un
dia 2 de septiembre del afio 1985. Creci entre
el mar y el desierto, entre Cavancha y el cerro
Dragén. Mi infancia ocurrié en el barrio, en la
iglesia, en la escuela Republica de italia, el
Trinity college, el colegio Adventista, entre
los “pascueros” con sus carros alegdricos y
los pasteros de la multicancha. A pesar de
que en los primeros afios de educacién siempre sobresali por sobre los demas,
nunca me consideré superior al de al lado. Ademés, el primer lugar del curso y la
correspondiente foto en el cuadro de honor, se fueron diluyendo a medida que
los problemas econdémicos, la presién social del barrio, y las preocupaciones de
la pre-adolescencia comenzaron a ser significativos en mi vida. Los dos primeros
afios de mi educacién secundaria los pasé “estudiando” en el Liceo Benjamin
Vicuila Mackenna y empacando en el supermercado Lider Santa Amalia. L.os dos
arios restantes los pasé estudiando y carreteando en la Academia Tarapaca de
Iquique. En todos estos lugares conoci a mis grandes amigos y lo pasé de
maravilla.

Respecto a la ciencia, poco aprendi de ésta en el colegio, falté pasién y
vocacion por parte de mis profesores (no en tfodos por supuesto). Luego, entré a
estudiar Licenciatura en Quimica en la PUC, pero no me gusté la carrera ni la
Universidad. Ingresé el Programa de Bachillerato en ia Universidad de Chile, y
por primera vez en la vida tuve una vision integral del mundo. Fue ahi donde
comencé a apreciar la belleza del conocimiento y la libertad que éste conlileva.
Ademas, fue en “Bachi” donde conoci a la maravillosa mujer que me acomparia
hoy.

Posteriormente ingresé a la carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Molecular, y simultdneamente comencé a trabajar como profesor de ciencias en
el colegio San Antonio de Colina, lugar en el que descubri la belleza que implica
el ensefiar, y 1o poco que vale el dinero en comparacién a unos ojos de profundo
asombro.

Durante mis arfios de Universidad vivi en los hogares universitarios Mater
dei (PUC), Juan Gomez Millas y Paulina Starr de Universidad de Chile. En ellos
comparti con grandes personas, hice buenos amigos y me nutri enormemente de
fos conocimientos e historias de vida de cada uno de ellos.

Con éste, ya son tres afios los que llevo en el Jaboratorio de Fisiologia
Celular de la Facultad de Ciencias, aqui me he sentido cémodo y apoyado.

Hoy me siento feliz por las cosas que he logrado y también muy
afortunado al poder disfrutar de mi trabajo haciendo investigacion cientifica.




Dedico mi primer logro académico a mi hermano Israel.

Por caminar junto a mi en la vida y por su amor incondicional.
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1.4 LISTA DE ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

NSO: Neurona sensorial olfatoria.
PMCA: Plasma membrane Ca** ATPase.
NCX: Na*/Ca®* exchanger.

CNG: Cyclic nucleotide~gated channels.
Gar. Olfactory neuron specific-G profein.
EOG: Electro-olfatograma.

ACIII: Adenilatociclasa de tipo Ili

Clca: Canal de cloruro activado por Ca?".
Kca: Canal de potasio activado por Ca®.
c1b1: Caloxina 1b1.

PR: Potencial de receptor.

PDE1C2: Fosfodiesterasa de tipo 1C2.

CaMKII: Quinasa activada por Ca**/calmodulina tipo 2.

Solucidn Ringer: Nombre de una serie de soluciones salinas disefiadas con el
propésito de imitar el medio extracelular de las células animales. Las concentracién de
cada reactivo, osmolaridad y pH pueden variar de acuerdo a la especie animal en
estudio. Es llamada asi en honor a Sydney Ringer, quien entre 1882 y 1885 descubrié
que dicha solucién es capaz de mantener latiendo el corazdén de una rana fuera del
cuerpo por un periodo considerable de tiempo. Si bien fue definida inicialmente para

anfibios, en_este texto v con fines de simplificacién de Ia lectura, “Ringer” hara
referencia a la soiucién adaptada para trabajar con células de mamifero, cuya

composicion se especifica en "Materiales y métodos”.
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Il. RESUMEN

En los vertebrados, las neuronas sensoriales olfatorias responden a los
odorantes a través de un aumento en los niveles de Ca* en sus cilios
quimiosenscriales. El Ca®* que ingresa a fravés de los canales dependientes de
nucleétidos ciclicos (CNG), activa a los canales de cloruro dependientes de Ca* (Clca)
generando una despolarizacién denominada "potencial de receptor’ (PR). El Ca**
ademas cumple un papel fundamental en la adaptacién a odorante al reducir la afinidad
de los canales CNG por AMPc y reguiar los niveles citoplasmaticos de este nucledtido.
Estudios previos realizados en diferentes especies de vertebrados sugieren que la
remocion del Ca** desde el cilio depende de la accién conjunta del intercambiador
Na‘'/Ca®* (NCX) y de la Ca®-ATPasa (PMCA); no obstante, existe controversia

respecto de la contribucién relativa de cada transportador en esta tarea.

En este estudio, se investigd la contribucién de estos transporiadores mediante
registros de campo en epitelio olfatorio de rata (EOG), bajo condiciones de inhibicion
individual o simultédnea de ellos. Los resultados sugieren un rol preponderante del
transportador NCX y una contribucion minoritaria de ia PMCA, cuya actividad se torna
significativa sblo bajo condiciones de inhibiciébn de NCX. Interesantemente, bajo
condiciones de inhibicién simultanea de los transportadores, aun se obsefva una
relajacion gradual de la respuesta, lo cual podria estar reflejando una inhibicién parcial
de los transportadores, y/o la contribucién de otros mecanismos de remocion de Ca**

como tampones endogenos o difusion hacia la dendrita.
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li. ABSTRACT

Vertebrate olfactory sensory neurons respond to odorants increasing Ca?
concentrations in their chemosensory cilia. Ca®* enters through the cyclic nucleotide
gated channels (CNG) and activates the Ca*-dependent CI" channels (Clc.) causing a
depolarization called "receptor potential" (PR). Ca** also plays an essential role in odor
adaptation by reducing CNG channel affinity for cAMP and by decreasing cAMP levels.
Previous studies in different vertebrate species suggest that the removal of Ca** from
the cilium depends of the simultaneous activity of Na*/Ca®* exchanger (NCX) and the
plasma membrane Ca*-ATPase (PMCA). However, there is a controversy regarding

the individual contribution of each transporier to this task.

In this study, we investigated the contribution of these transporters under their
individual or simultaneous inhibition through field records in the rat olfactory epithelium
(EOG). The results suggest an important role of NCX and a minor contribution of the
PMCA, whose activity becomes significant only under NCX inhibition. Interestingly, a
gradual relaxation of the response is observed under simultaneous inhibition of

transporters, perhaps reftecting partial inhibition andfor contribution of other

mechanisms of Ca®' removal as endogenous buffers or diffusion towards dendrite.




V. INTRODUCCION

La transduccién sensorial olfatoria en vertebrados comienza con la unién del
odorante a un receptor acoplado a proteina G (Gy) en la membrana ciliar de las
neuronas sensoriales olfatorias e involucra tipicamente una despolarizacion de ia
membrana como consecuencia del aumento en los niveles de Ca® y Na* en el cilio
(Figura 1). La subunidad alfa de la proteina G activa una adenilato ciclasa de tipo Ill
(ACIIl) generando un aumento en los niveles intraciliares de AMP ciclico. Esto gatilla la
apertura de los canales CNG, permitiendo el ingreso de Na* y Ca* a favor de su
gradiente electroguimica, y provocando en consecuencia una corriente despolarizante
(Firestein y col, 1990; Firestein y Zufall, 1994). Adicionaimente, el aumento en los
niveles de Ca* en el cilio gatilla la apertura de los canales de clorurc dependientes de
Ca*" (Cls.), generando una amplificacion de la despolarizacién como consecuencia de
la salida de CI" a favor de su gradiente electroquimica. Esta Gltima corriente da cuenta
del 70-20% de la corriente total de transduccion (Reisert y Matthews, 1998, 2001a;
Antolin y Matithews, 2007). La despolarizacién generada constituye el llamado “potencial
de receptor’, el cual provoca en la neurona una respuesta que se caracteriza por un
aumento en la frecuencia de generacion de potenciales de accion (Kleene, 1993;

Kurahashi y Yau, 1993; Lowe y Gold, 1993b).

El Ca®* es un importante modulador en la fransduccién offatoria, ya gue ademas
puede activar a los canales de K* Ca?*~dependientes (Kc.) y facilitar Ia salida de K* a
favor de su gradiente electroquimica, generando asi una hiperpolarizacion inhibitoria
que provoca un descenso en la tasa de descarga (Morales y col, 1994; Vogler y Schild,
1999; Madrid y col, 2005). Adicionalmente, a través del complejo Ca®*-calmodulina, el

Ca*'cumple un rol fundamental en la adaptacién a odorante (Cheny Yau, 1994; Liu y
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col, 1994; Kurahashi y Menini, 1997) reduciendo la afinidad de los canales CNG por
AMPc (Chen y Yau,1994), disminuyendo los niveles de AMPc intraciliar a través de la
activacion de la fosfodiesterasa PDE1C2 (Borisy y col, 1992; Yan y col., 1995) y
reduciendo la sintesis de AMPc mediante fosforilacién del residuo ser-1076 de ACIIl por

CaMKIl (Wayman y col., 1995; Leinders- Zufall y col., 1998).

Una vez que se genera el potencial de receptor, la polarizacion de la neurona se
restablece dentro de un corto lapso de tiempo, y ésta queda en condiciones de
responder a un nuevo estimuio. Lo anterior requiere la desactivacion de ia cascada de
transduccion, el cierre de los canales CNG y la disminucién de la corriente de ClI'como
resultado del descenso en los niveles Ca*, por lo que el retormo del Ca®* a los niveles

de pre-estimulo se torna fundamental.

Organelos celulares como el reticulo endoplasmaético y la mitocondria son
capaces de secuestrar Ca®* y disminuir los niveles dé este catién. Sin embargo, las
pequefias dimensiones del cilioc (~0,2 um de didmetro y 5-250 pym de longitud) no
permiten la existencia de compartimentos membranosos internos que puedan

almacenar Ca®* (Reese, 1965; Menco, 1997).

Una Ca™-ATPasa en la membrana plasmatica (PMCA) de alta afinidad
(Kn= 2—4 nM) y baja capacidad de transporte (~10° Ca®"/s) (Carafoli y Brini, 2000), y un
intercambiador Na*/Ca® (NCX) electrogénico (3Na* : 1Ca®"), con una afinidad por CaZ*
10 veces menor, y una capacidad de transporte hasta 50 veces mayor que PMCA
(Blaustein y Lederer, 1999), son los transportadores de Ca®* presentes en los cilios de
estas neuronas, y se piensa que éstos dan cuenta de la remocion del Ca®* que ingresa
durante la respuesta. No obstante, existe controversia con respecto a la contribucién

relativa de cada transportador en esta tarea.
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Hasta la fecha, la mayoria de las aproximaciones al problema se han basado
principalmente en el andlisis de la cinética de desactivacién de los canales de CI, ya

que por su dependencia directa de Ca**

, la disminucién de la coiriente a través de ellos
refieja la progresiva disminucion en la concentracién intraciliar de este cation (Reisert y
Matthews, 1998; Antolin y Matthews, 2007; Castillo y col., 2007). De esta manera,
variaciones en ef tiempo de relajacion de la respuesta (cuantificadas como cambios en
la constante de tiempo, 1), se han asociado con cambios en la capacidad de remocién
de Ca® desde el cilio, y en consecuencia, como un reflejo de la actividad de los
transportadores NCX y PMCA bajo distintas condicicnes experimentales, Entre [as
técnicas electrofisiologicas utilizadas se cuentan: registros de célula completa bajo
condiciones de fijacidn del voltaje (whole-cell volfage clamp) (Reisert y Matthews, 1998;
Antolin y Matthews, 2007; Castillo y col., 2007); registros extracelulares en célula Gnica

(suction pipetie} (Reisert y Matthews, 1998, 2001a; Antolin y Matthews, 2007), y

registros de campo en epitelio olfatorio (EOG) (Stephan y col., 2012).

Para inhibir o anular la actividad de PMCA se han usado agentes
farmacolégicos o ratones knock-out para la isoforma 2 de esta proteina (Weeraratne y
col., 2008), y para inhibir a NCX se ha reemplazado el Na* por Li' o colina (CsHisNO)*
en la solucién de bano. Si bien se ha logrado demostrar una robusta participacion de
NCX en la remocion del Ca** en algunas especies de vertebrados (Reisert y Matthews,
1998, 2001a; Antolin y Matthews, 2007), la demostracion de un rol significativo de la
PMCA ha sido mas bien esquiva, ya que los métodos farmacoiégicos de inhibicién que
se han utilizado no permiten asegurar la ausencia de efectos inespecificos sobre otras

proteinas de la via de transduccion. A esto se suma la posibilidad de que las
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aproximaciones experimentales y/o los criterios de analisis usados, pueden no ser

capaces de detectar la contribucién de este transportador en la remoci6n de Ca?*.

El objetivo de esta memoria fue evaluar la contribucién de los transportadores
de Ca® durante la respuesta a odorante, mediante registros de campo en el epitelio
olfatorio de rata (EOG) bajo condiciones de inhibicién individual y simultanea de los
transportadores NCX y PMCA. La inhibicion de NCX se realizd aplicando sobre el
epitelio una solucién Ringer libre de Na* (Ringer-Li) (Reisert y Matthews, 1998); y la
inhibicién de PMCA se realizé aplicando Ringer alcalino (pH 9,8) (Benham y col., 1992;
Schwiening y col., 1993) o mediante aplicacién del péptido inhibidor caloxina-1b1
(c1b1), el cual ha sido disefiado para unirse selectivamente a los dominios

extracelulares de PMCA (Pande y col., 2011).

Z:{ }:"3 na* [Ca? -

Odorante Na® Ca?* | Ca®*

Figura 1. Esquema ilustrativo de la via de transduccion olfatoria de vertebrados.
La unidn del odorante a su receptor provoca un aumento en los niveles de AMPc a través de
la activacion de ACIII mediada por la proteina G. El aumento de AMPc gatilla la apertura de
CNG provocando la entrada de Na*y Ca”*.El aumento de Ca”"a su vez gatilla la apertura de
los canales Clg,, provocando la salida de CI' y activando los mecanismos regulatorios a
través del complejo Ca’*-calmodulina. La terminacién de la respuesta requiere la remocion
del Ca®* por parte de los transportadores NCX y PMCA.
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V. MATERIALES Y METODOS
V.1 OBTENCION DE EPITELIO OLFATORIO DE RATA INTACTO.

Los experimentos se realizaron en ratas Sprague-Dawley de ambos sexos, con
un rango etario de 15 a 25 dias. Los animales fueron mantenidos con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas y libre disposicion de agua y alimento. Estos fueron sacrificados
mediante inhalacién de CO, y posteriormente decapitados (Weeraratne y col., 2006).
Se realizé un corte sagital de la cabeza a través de la linea media y se removio
cuidadosamente el septum para exponer las turbinas del epitelio olfatorio. Se fijé un
lado de la cabeza a una placa de cultivo con gel de agarosa al 3% (p/v) preparado en
solucién Ringer, y se mantuvo bajo un fiujo constante de aire himedo para evitar
desecacidn. La otra mitad fue mantenida en Ringer a 4 °C para su posterior uso.

Todos los animales fueron manejados y sacrificados en concordancia a lo
dispuesto por el comité de ética animal de la Facuitad de Ciencias de la Universidad de
Chile y en total acuerdo con los protocolos del NIH para procedimientos experimentales

coh animales.

V.2 SOLUCIONES PARA LOS REGISTROS ELECTROFISIQLOGICOS.

Los reactivos utilizados para la preparacién de las soluciones fueron adquiridos
en MERCK o SIGMA. La osmolaridad de las soluciones utilizadas fue medida con un
osmoémetro (Advanced® Model 3250 Single-Sample Osmometer) y el valor de ésta se
ajusto a 290 £ 10 mOsm mediante la adicién de sacarosa. Las soluciones utilizadas se

detallan a continuacisn:

- Ringer (en mM): 140 NacCl, 5 KCI, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 1 piruvato de sodio, 10 HEPES,
10 D-glucosa, pH 7,4.

17



- Ringer pH 9,8 (en mM): 140 NaCl, 5 KCJ, 1 CaCl, 1 MgCl,, 1 piruvato de sodio, 10
HEPES, 10 D-glucosa, pH 8,8.

- Ringer-Li (en mM): 140 LiCl, 5 KCI, 1 CaCl;, 1 MgCl,, 1 piruvato de sodio, 10

HEPES, 10 D-glucosa. El pH fue ajustado a 7,4 utilizando LiOH.

Ringer-Li-pH 9,8 (en mM): 140 LiCl, 5 KCI, 1 CaClz, 1 MgCl,, 1 piruvato de sodio, 10

HEPES, 10 D-glucosa. El pH fue ajustado a 9,8 utilizando LIOH.

- Ringer-caloxina: el péptido c1b1 fue disuelto en solucién Ringer a una concentracion
final de 160 pM.

- Ringer-Li + caloxina: el péptido c1b1 fue disuelto en Ringer-Li a una concentracion

final de 160 pM.

V.3 REGISTROS DE ELECTRO-OLFATOGRAMA (EOG)

Luego de fijar una mitad de la cabeza a la placa con agarosa, las turbinas del
epitelio offatorio fueron visualizadas con un estéreo-microscopio {Nikon SMZ-1)
dispuesto en una jaula de Faraday para aislar el sistema de campos electromagnéticos
que pudieran contaminar los registros de la actividad eléctrica del epitelio olfatorio. El
electrodo de registro consistié en un alambre de Ag*/AgCl contenido en el interior de
una pipeta de vidrio borosilicato (WP, Inc) que se llen6 hasta % partes con solucion
Ringer. Esta pipeta fue construida estirando un capilar de vidrio con un estirador PC-10
(Narishige) hasta lograr un diametro aproximado de 10 ym. El electrodo de referencia
consistid de un alambre de Ag'/AgCl inserto en gel de la placa de cuitivo. Ambos
electrodos fueron conectados a un amplificador diferencial (Wamer Instrument Corp.,

CT, USA, DP-301) con un filtro pasa-banda de 300-1000 Hz. El estimulo se generd
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aplicando pulsos de Nz a 10 psi de presién y 100 ms de duracién sobre un recipiente
con una solucién del odorante isoamil acetato a 100 uM. El odorante fue expulsado en
fase gaseosa hacia la superficie del epitelio a través de un tubo por el que
constantemente circula aire himedo para evitar la desecacién del tejido. La sefal
eléctrica registrada mediante el amplificador se monitoreé a través de un osciloscopio
(EZ Digital OS-5020G), y se digitalizé con un conversor Analogo/Digital (Scientific
Solution, Inc.), el cual a su vez estéd conectado al computador que controla todo el

sistema usando et Software pClamp7 (Axon Instruments, Inc) (Figura 2).

Amplificador

JV_ T-Osciloscopio

Dipitatizador

Epitelio
olfatorio

Picospritzer

Tanque N,

Figura 2. Componentes principales de la estacién de trabajo para la obtencidn de
registros de electro-olfatograma (EOG). Modificado de Cygnar y col. 2010.
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V.4 INHIBICION DE LOS TRANSPORTADORES NCX Y PMCA

Luego de localizar una region que produjera una respuesta eléctrica de amplitud
mayor a 1,5 mV, se aplicd abundante solucion Ringer (4-5 ml aprox.) sobre todo el
epitelio con una pipeta Pasteur y se esperé por 3 minutos antes de volver a registrar.
Para efectos de andlisis, el primer registro luego de estos 3 minutos se considerd como
registro control. La inhibicién de los transportadores se llevd a cabo mediante la
aplicacién de distintas soluciones inhibidoras sobre la regién del epitelio escogida
previamente, y la respuesta se registr6 un minuto después. La inhibicion del
transportador NCX se realizd aplicando Ringer-Lj, y la inhibicién de ia PMCA se realizé
mediante la aplicacién de caloxina 1b1 (160 uM) o Ringer-pH 9,8 sobre el area precisa
donde se posd el electrodo de registro. La doble inhibicién se realizé mediante la

aplicacion de Ringer-Li + caloxina o Ringer-Li-pH 9,8.

En todos los animales utilizados se realizaron registros en las diferentes
condiciones de inhibicion mediante la aplicacion secuencial de las distintas soluciones,
y en el siguiente orden: Ringer, Ringer-Li, Ringer + caloxina/Ringer pH 9,8, Ringer-Li +
caloxina/Ringer-Li pH 9,8. Antes y después de [a adquisicion de la respuesta bajo
alguna de las condiciones de inhibicion, se lavd el epitelio con abundante solucidn
Ringer y se registro la respuesta con la finalidad de evaluar ia recuperacién de ésta {en
términos cinéticos) en relacién al registro control (evaluacién posterior mediante
analisis computacional). De esta manera, es posible asociar los cambios observados
en la cinética de relajacién de la respuesta con los efectos inhibitorios de las soluciones
aplicadas. En los casos en que la amplitud de cualquiera de los registros cayé por
debajo de los 0,25 mV, se dio por finalizado el experimento. No siempre fue posible

registrar en todas las condiciones de inhibicion (respuestas menores a 0,25 mV antes
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de terminar la bateria de soluciones). Por lo tanto, en algunos casos se cambié el
orden en la secuencia de aplicacién de las soluciones inhibidoras. En los ensayos de
inhibicién de PMCA, ya sea de inhibicién individual o simuitanea con NCX, se utilizé
solo uno de los métodos de inhibicion (caloxina 1b1 o Ringer-pH 9,8). Todos los
registros para un mismo animal fueron realizados en la misma zona del epitelio (sin
mover el electrodo) con la intencion de registrar el comportamiento eléctrico de la

misma poblacién de neurcnas.

V.5 ANALISIS DE DATOS

Se determinaron los parédmetros cinéticos de la respuesta al ajustar una
exponencial simple [V(t)= Vet + C] o una doble [V(t)= Vi ™ + V.Y +C] a la fase
;e relajacion de la respuesta, mediante el software igor Pro 6.03 (Wavemetrics).

Del ajuste exponencial simple, y en concordancia con los criterios descritos en
la literatura pertinente, se calculd la constante de tiempo = como un indicador indirecto
de la capacidad de remocion de Ca®". Del ajuste exponencial doble se calcularon las
constantes de tiempo 11 y 12, las amplitudes V, y V, vy el valor normalizado de la
constante “C”. Por otra parte, también se determiné la relacion porcentual entre ia
amplitud a un tiempo t=5 segundos y la amplitud maxima (Vain)' [(Viesy/Veun)x 100]
(parémetro al que se hace referencia en el texto como “amplitud relativa a t=5 s”).
Estos dos ditimos paréametros son indicadores de la capacidad de repolarizacién de ia
membrana, y pueden utilizarse como indicadores indirectos de la capacidad de

remocion de Ca®'. No obstante, dado que el parémetro “C” presenté un mayor nivel

"W,in denota la amplitud méxima de la respuesta (correspondiente al minimo voltaje registrado), la
cual en términos absolutos es levemente mayor que el valor de V-, ya que el ajuste se realiz6 a
partir de 100 ms del pico.
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de dispersion en comparacién a la amplitud relativa {en algunas ocasiones se
observaron valores de “C” positivas), el analisis de los datos se realizé usando la

amplitud relativa at=5s.

La significancia estadistica de todos los paréamefros fue calculada por pares
mediante la prueba T de Student para dos grupos de observaciones con varianzas
distintas (previo andlisis de varianzas). La bondad de cada tipo de ajuste se monitoreé

mediante el test Chi-cuadrado (X?), y las diferencias estadisticas en cuanto a calidad

de ajuste se evaluaron mediante €l test de Fisher.




VI. RESULTADOS

V1.1 CARACTERIZACION CINETICA DE LA FASE DE RELAJACION DE LA

RESPUESTA A ODORANTE.

En funcion de estudiar los parametros cinéticos de la respuesta que pudieran
proporcionar informacién relevante respecto de la actividad de los mecanismos de
remocién de Ca®, se determinaron las caracteristicas cinéticas de Ia fase de relajacién

de la respuesta en registros de EOG.

En la Figura 3-A se muestra la respuesta control tipica obtenida al estimular con un
pulso de iscamil acetato a una concentracién de 100 pM por 100 ms. Como se
observa, la amplitud maxima (-2, mV) se aicanza en el orden de milisegundos
(latencia= 81 ms y tiempo al pico= 249 ms) para luego decaer exponencialmente hacia
la linea base. Esta dltima etapa constituye la fase de relajacion de la respuesta, a la
que es posible ajustar un modelo de decaimiento exponencial simple [V(t)= Ve + C]

o doble [V(t)= Ve ™ + Ve 1C].

Con la intencidn de determinar si el ajuste a una doble exponencial es
estadisticamente mejor que el ajuste a una simple, se realizé la prueba F de Fisher
entre los resulfados obtenidos al ajustar la fase de relajacién de la respuesta conirol
promedio (n=11). En la Figura 3-B se muestra este registro normalizado y superpuesto
con los ajusies simple (trazo azul) y doble (trazo rojo), cuyas funciches son
[V(t)= -0,88e Y89 . 0,04] y [V(t)= -0,67e!¥5? — 0,298t 192 .0 004] respectivamente®.
Adicionalmente se calculd la amplitud relativa al pico de la respuesta a un tiempo {=5 s.

Este tltimo parametro, al igual que la constante , refleja la rapidez de relajacién de la

2pado que el ajuste se realizé 100 ms iuego del pico de amplitud, la evaluacién de estas funciones

en =0 no arroja e valor esperado de -1. Sin embargo dado que los ajustes se realizaron desde el

mismo punto temporal, es posible usar los parametros derivados de elios para realizar el analisis.
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respuesta hacia la linea base, de manera que ambos pueden utilizarse como

indicadores relativos de los niveles de Ca®* durante la respuesta.

Respuesta control tipica
n Pulso de odorante: isoamil acetato 100 pM

A 0.0 .
-0.5 — E latencia
E "tiemnpo al pico
g -1.0- \ o b,
S s - |
w | Fase de relajacion 24
-2.0 - ; - . TN
! (decaimiento exponencial) a0 B0 800
25 i
S T T T |
g w1000 2000 3000 4000 5000
tiempo (ms)
Respuesta control promedio
. r Pulso de odorante: isoamil acetato 100 uM
B x
®©
S
>
L
o
©
©
N
©
E
e
[)
=z
(D Ué 2 U G
o [V(t)= -0,67e ¥ —0,29e ¥ .0,004]

t’s

Figura 3. Analisis cinético de la fase de relajacion de la respuesta a odorante.
(A) Respuesta control representativa a un pulso de isoamil acetato 100 uM por 100 ms.
(B) Respuesta control promedio normalizada (n=11). Se ajusto la fase de relajacion (desde
100 ms a partir de Vi) @ una exponencial de tipo simple (trazo azul) o doble (trazo rojo).
El trazo horizontal discontinuo superior ( ===~~~ ) representa la linea base, y el trazo
discontinuo inferior ( -} el valor de amplitud de la respuesta a t=5 segundos; el cual
en este caso corresponde al 4,5% de la amplitud maxima.
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Este analisis cinético fue realizado para todas las condiciones de inhibicién
testeadas. En la Tabla 1 se muestran los valores del parametro Chi-cuadrado x3
derivados del ajuste y los resultados de la prueba F. En ella se observa que para las
condiciones control y de inhibicion individual de NCX o PMCA, se obtienen menores
valores de X? (y en consecuencia mejores niveles de ajuste) al utilizar un modelo de
dos componentes. Ademas, Ia prueba F indica que estas diferencias son
estadisticamente  signfficativas. Esto sugiere que bajo estas condiciones
experimentales, existen a lo menos dos mecanismos diferenciables en t&minos
cinéticos que estarfan implicados en la relajacion de la respuesta (los detalles de cada

condicién se analizan mas adelante).

Tabla 1. Valores de X?y resultados de Ia prueba F del ajuste exponencial simple y
doble. (SM., significativamente mejor; ND., no hay diferenclas)

Tratamiento X2 test F
Ajuste simple Ajuste dohle

Ringer 0,84 0,02 SM
Ringer-Li 0,72 0,14 SM
Ringer pH 9,8 0,46 0,18 SM
Ringer-Li- pH 9,8 0,13 0,13 ND
Caloxina 0,28 0,08 SM
| Ringer-Li + caloxina 0,25 0,25 ND

En todos los experimentos la amplitud de la respuesta tendid a disminuir
considerablemente juego de Ia aplicacion de cualquier tipo de solucién sobre el epitelio
offatorio (incluyendo Ringer), de modo que Ia aplicacion secuencial de éstas genero
una disminucién progresiva de este parémetro en el tiempo (quizas como
consecuencia de la muerte celular progresiva). En el mejor de los casos se obtuvieron

respuestas mayores a 0,25 mV hasta 40 minutos después de realizar el primer registro
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(sin cambiar la posicion del electrodo o aumentar la concentracién de odorante). En la
Figura 4 se muestran los valores de amplitud para las distintas condiciones testeadas.
Dado que la amplitud disminuyé progresivamente en el tiempo, y considerando que el
orden de aplicacién de las soluciones inhibidoras no siempre fue el mismo (ver
Materiales y Métodos), no es posible correlacionar certeramente los valores de
amplitud de la respuesta con las condiciones de inhibicién en las cuales estas fueron
adquiridas. No obstante, para los registros realizados en un mismo animal y adquiridos
bajo las mismas condiciones experimentales, no se observaron diferencias en la
cinética de relajacion entre respuestas con distintas amplitudes. En la Figura 5-A se
muestra el resultado de un experimento bajo condiciones control en donde luego de la
obtencién de un registro de baja amplitud (-0,85 mV) (probablemente como
consecuencia de la disminucion en la cantidad de NSO que respondieron), se
increment6 drasticamente el valor de ésta (hasta -4,1 mV) al aumentar la concentracion
del odorante (100 pM a 10 mM) con la finalidad de activar a un mayor numero de
receptores en cada neurona, y a un mayor nimero de neuronas en el epitelio. En la
Figura 5-B se muestran ambos registros normalizados y superpuestos. Se observa que

si bien existe una gran diferencia en los valores de amplitud, no hay mayores

.

Ringer pH=9.8 Caloxina Ringer-Li Ringer-Li Ringer-Li+
pH=9.8 Caloxina

diferencias en la cinética de relajacion (Tabla 2).

Amplitud mV

Figura 4. Amplitud de la respuesta para las distintas condiciones de inhibicion,
Valores promedios + SEM
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Tabla 2. Valores de amplitud y constantes Tty C del ajuste exponencial simple a la
fase de relajacion de la respuesta a un pulso de odorante de 100 uM y 10 mM bajo

condiciones control.

lisoamil acetato] | Viyin (MV) 1 (ms) Constante C
100 uM -0,843 462,4 -0.05
10 mM -4,068 497,3 011
iml
A o .-
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= \
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Figura 5. Cambios en la concentracion de odorante no afectan la cinética de relajacion
de la respuesta. Efectos de la concentracion de odorante sobre la cinética de relajacion de la
respuesta bajo condiciones control. En la misma rata se cambid drasticamente la
concentracién de odorante de 100 uM a 10 mM y se registrd la respuesta. (A) Superposicion

de los registros adquiridos con las dos concentraciones usadas. (B) Superposicion de los
mismos registros normalizados.
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VI.2 EFECTOS DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTADOR NCX SOBRE LA

CINETICA DE RELAJACION DE LA RESPUESTA.

Con la finalidad de analizar la participacién del intercambiador Na*/Ca** en la
remocion de Ca®* durante la respuesta, se llevaron a cabo registros bajo condiciones
de inhibicion de su actividad mediante la aplicacién de solucion Ringer-Li sobre el
epitelio olfatorio. En la Figura 6 se muestran los registros control (n=11) y de inhibicién
de NCX (n=10) promediados y normalizados. El ajuste de la fase de relajacion de la
respuesta a una exponencial simple mostré un aumento significativo en el valor de la
constante de tiempo 1 (de 09 £ 0,1 s a 1,3 + 0,1 s) cuando se expuso el epitelio
olfatorio a una solucién libre de sodio. Por otra parte, el valor de amplitud relativa de la
respuesta a t=5 s, aumento de 4,5% + 0,8 a 20,4% + 2,9, evidenciandose de esta

manera una recuperacion incompleta de la respuesta en estas condiciones (Figura 7).
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Figura 6. Cinética de relajacion de la respuesta para las condiciones control (n=11) y de
inhibicién del transportador NCX (n=10). Respuestas promedio normalizadas vy
superpuestas; condicion control (trazo negro); condicion de inhibicion de NCX (trazo rojo). El
trazo horizontal discontinuo superior representa la linea base, y los trazos inferiores indican el
valor de amplitud de la respuesta a t=5 segundos; que en este caso corresponden al 4,5%
(control) y 20,4% (Ringer-Li) de la amplitud maxima.
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Figura 7. Amplitud relativa de la respuesta a t=5 s y constante de tiempo = del ajuste a
una exponencial simple bajo condiciones control (n=11) y de inhibicién de NCX (n=10).
N.S., no significancia P > 0,05; * P < 0,05; ** P < 0.01; *** P <0.001. Valores promedios + SEM.

Como se mencioné anteriormente, se obtuvieron ajustes significativamente
mejores al utilizar un modelo de decaimiento exponencial de dos componentes
[(V(t)= V,e™ + Vv, 2 +C] tanto para el control como para la condicién de inhibicién
de NCX. Esto sugiere que para esta ultima condicion, existen a lo menos dos
mecanismos (iguales o distintos a los obtenidos en condiciones control) que estarian
implicados en la relajacion de la respuesta. Considerando que los parametros Vi y V,
son un reflejo de cuan representadas estan las componentes del ajuste respecto de la
amplitud total® (V4 +V, + C), sus valores, en conjunto con los valores de 11y 1, reflejan
el proceso de decaimiento observado en la fase de relajacion de la respuesta. En la

Figura 8 se muestran los valores promedio de V;, Vo, y C en términos porcentuales

? Dado que el ajuste se realizé desde 100 ms luego de que se alcanzara la amplitud maxima (Vpmn), €l
valor de amplitud total (V; +V, + C) al que se hace referencia, es levemente inferior a Vi, no obstante,
para efectos de analisis puede ser considerado como un refiejo confiable de Vmin.
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(respecto de la amplitud total) en un gréfico de columnas apiladas. En la Figura 9 se

muestran los cursos temporales de cada componente (14 Y 1t2).

Se observa en estas figuras que para la condicion control (Ringer), la primera
componente presenté una mayor contribucion y un menor t que la segunda
componente (V,=658% y 1= 0,7+ 0.07 s vs V,=33,7% y 1.=1,9 £ 0.24 s). Por ofra
parte, para la condicion de inhibicion de NCX, si bien se aprecia una mantencion de la
relacion entre las constantes de tiempo observada en el control (11<t,), Se observa una
disminucién en la contribucién de la primera componente (V,=40,5% y un V,=46,8%) y
un aumento en el valor porcentual de “C”, reforzando la idea de que en estas
condiciones se produce un retardo en la relajacion de la respuesta. La comparacion del
curso temporal de las componentes entre las dos condiciones estudiadas no arrojo

diferencias estadisticamente significativas (Figura 9).

120% -
100% -
C=12,6
80%

60%

e ESTORNENNGD [RTRSRERL] (SIS

40%

20%

0%

Ringer Ringer-Li

Figura 8. Valores porcentuales de los parametros V,, V. y C respecto de la amplitud total
bajo condiciones control (n=11) y de inhibicién de NCX (n=10). Valores promedios + SEM.
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Figura 9. Constantes de tiempo (t, y 1) del ajuste a una exponencial doble bajo
condiciones control (n=11) y de inhibicion de NCX (n=10). N.S., no significancia
P >0,05;*P < 0,05 * P <0.01;, ** P <0.001. Valores promedios + SEM.




VI.3 EFECTOS DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTADOR PMCA SOBRE LA

CINETICA DE RELAJACION DE LA RESPUESTA.

Con el propésito de evaluar la contribucion del transportador PMCA en la
remocién del Ca®* durante la respuesta, se obtuvieron registros en condiciones de
inhibicion de esta proteina con el péptido inhibidor selectivo caloxina 1b1 160 uM (n=4)
(ver Materiales y métodos), o con solucién Ringer pH 9,8 (n=4). En la Figura 10 se
muestran los registros promedio normalizados para las condiciones control y de
inhibicion de PMCA. Si bien a simple vista se observa un retardo en la relajacién de la
respuesta bajo condiciones de inhibicion con Ringer pH 9,8 (trazo café), el analisis
estadistico no arrojé diferencias significativas tanto para la amplitud relativa at=5 s
como tampoco para la constante de tiempo t al comparar entre la condicion control y

de inhibicion de PMCA (ya sea con Ringer pH 9,8 o con caloxina) (Figura 11).
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Figura 10. Cinética de relajacion de la respuesta para las condiciones control (n=11) y de
inhibicion del transportador PMCA (n=8). Respuestas promedio normalizadas y superpuestas;
condicién control (trazo negro); inhibicion con caloxina (trazo verde). Inhibicién con Ringer basico
(trazo café). El trazo horizontal discontinuo superior representa la linea base, y los trazos
inferiores indican el valor de amplitud de la respuesta a t=5 segundos; que en este caso
corresponden al 4,5% (control); 5,1% (caloxina) y 8,4% (pH 9,8) de la amplitud m&xima.
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La comparacién de estos parametros entre las dos condiciones de inhibicién tampoco

arroj6 diferencias estadisticamente significativas.

N.S N.S
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Figura 11. Amplitud relativa de la respuesta a t=5 s y constante de tiempo 1 del ajuste a
una exponencial simple bajo condiciones control (n=11) y de inhibicién de PMCA (n=8).
N.S., no significancia P > 0,05; * P < 0,05; ** P < 0.01; *** P <0.001. Valores promedios = SEM.

El ajuste exponencial doble a la fase de relajacion de la respuesta (que arrojé
un mejor ajuste que con una exponencial simple; ver Tabla 1), muestra que bajo
condiciones de inhibicion selectiva de PMCA con caloxina se obtienen en promedio los
mismos cursos temporales de la condicién control (1,=0,7 £+ 0,1 sy 1,=1,9+ 0,7 s para
la inhibicién con caloxina versus 1,=0,7 + 0,07 s y 1,=1,9 £ 0,24 s para el control;
Figura 13), sugiriendo una mantencion en la cinética de relajacion de la respuesta bajo
estas condiciones. No obstante lo anterior, si es posible observar un cambio en la

contribucion de cada componente con respecto a la amplitud total, ya que como se
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observa en la Figura 12, la segunda componente (al contrario de lo observado bajo

inhibicién de NCX), disminuye su contribucion de, 33,7% (Ringer) a 24,5 % (caloxina).

Bajo condiciones de inhibicién por aplicacién de Ringer pH 9,8, si bien tampoco
se observan diferencias significativas en 1,y 1,respecto del control, en este caso, y al
igual que en condiciones de inhibicién de NCX (aunque en un nivel menor), se observa
una tendencia a la disminucién en la contribucion de la primera componente del ajuste,
de 65,8% a 55%. Por otra parte, bajo estas condiciones de inhibicién de PMCA (ya sea
con caloxina o Ringer basico) se observa una tendencia al aumento en el nivel
porcentual de “C” (Figura 12), sin embargo, tal como se comprob¢ para los valores de

amplitud relativa (Figura 11), esta tendencia tampoco es estadisticamente significativa.

100% -

80%

60%

40%

20%

0%
pH=9.8 Ringer caloxina

Figura 12. Valores porcentuales de los parametros V,, V, y C respecto de la amplitud
total bajo condiciones control (n=11) y de inhibicién de PMCA (n=8); [Ringer pH 9,8
(n=4) y Ringer + caloxina (n=4)].
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N.S *ok K N.S

Constante de tiempo 1 (s)

pH=9.8 Ringer Caloxina

Figura 13. Constantes de tiempo (1, y 1) del ajuste a una exponencial doble
bajo condiciones control (n=11) y de inhibicién de PMCA (n=8); [Ringer pH 9,8 (n=4) y
Ringer + caloxina (n=4)]. N.S., no significancia P > 0,05; * P < 0,05 ** P < 0.01; ** P
<0.001. Valores promedios + SEM.

35




VI.4 EFECTOS DE LA INHIBICION SIMULTANEA DE NCX Y PMCA SOBRE LA

CINETICA DE RELAJACION DE LA RESPUESTA.

Con el propésito de determinar las caracteristicas cinéticas de la respuesta bajo
condiciones de inhibicion simultanea de los transportadores, se llevaron a cabo
experimentos en los cuales se aplico solucion Ringer-Li + caloxina (n=2) o Ringer-Li-pH
9,8 (n=7) sobre el epitelio olfatorio. En la Figura 14 se muestran los registros promedio
normalizados para estas condiciones. Los resultados de la Figura 15 muestran un
aumento significativo en el valor de la amplitud relativa de la respuesta (7,5 a 9 veces
el control) y un aumento en el valor promedio de la constante de tiempo 1, de 0,9 + 0,1
s (Ringer) hasta un maximo de 1,8 + 0,2 s (Ringer-Li + caloxina). Por otra parte, se
observa que bajo condiciones de doble inhibicién con Ringer-Li + caloxina, existen
diferencias significativas en el valor de amplitud relativa al comparar con la condicion
de inhibicion individual de NCX con Ringer-Li, sugiriendo un aumento en la importancia

relativa de la PMCA bajo estas condiciones.

— Ringer-Litio pH=9.8
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—— Ringer-Litio + caloxina

1s 1s

Figura 14. Cinética de relajacion de la respuesta para las condiciones control (n=10) y de
inhibicién simultanea de los transportadores NCX y PMCA(n=9). (A) Comparacién de la
cinética de la respuesta bajo condiciones control y de inhibicién con Ringer-Li pH 9,8. (B)
Comparacién de la cinética de la respuesta bajo condiciones control y de inhibicién con
Ringer-Li + caloxina. El trazo horizontal discontinuo superior representa la linea base, y los
trazos inferiores indican el valor de amplitud de la respuesta a t=5 segundos; que en este caso
corresponden al 4,5% (control); 33,7% (Ringer-Li pH 9,8) y 40,3% (Ringer-Li + caloxina) de la
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Se observa en la figura anterior que tanto para ia inhibicién con Ringer-Li pH 9,8
como para la inhibicion con Ringer-Li + caloxina, existe un aumento en el tiempo
necesario para alcanzar la amplitud maxima respecto de la situacion control
(314 * 14,9 ms para el control; 554,4 £ 71 ms para la inhibicién con Ringer-Li pH 9,8 y
692,5 + 28,5 para la inhibicién con Ringer-Li + caloxina). El analisis estadistico (prueba-
T), arrojo diferencias significativas entre estos valores: (un valor-p= 0.00826 entre la
situacién control y la inhibicién con Ringer-Li pH 9,8 y un valor-p= 0.01484 entre la
situacion control y de inhibicién con Ringer-Li + caloxina). Si se considera que los
niveles de Ca* en el cilio durante la respuesta dependen del balance entre el flujo a
fravés del canal CNG y los mecanismos regulatorios de este catién, es razonable
pensar que estas diferencias se deban en parte a posibles alteraciones en este
balance. Asi, quizds una disminucién en la capacidad de remocién de Ca** como
consecuencia de la inhibicin de NCX y PMCA, puede también producir un rapido
aumento en los niveles intraciliares del complejo Ca®-calmodulina, y disminuir
rapidamente la afinidad de CNG por AMPC. Esto generaria una disminucion de Ia
cantidad total de Na* y Ca** que ingresa al cilio por unidad de tiempo, provocando una
disminucién en la amplitud de la respuesta, y posiblemente un aumento en el tiempo

requerido para alcanzarla,

Los resuitados de la prueba F, ya sea tanto para la doble inhibicién con Ringer-
Li pH 9,8 como ia para doble inhibicién con Ringer-Li + caloxina, no amojaron
diferencias significativas entre los ajustes de la fase de relajacion de la respuesta con
una expoenencial simple y doble (Tabla 1). En la Figura 16 se contrastan los niveles de
representacion de las componentes del ajuste exponencial doble (V;, V, y C) de las

condiciones control e inhibicion de NCX con Ringer-Li, con los niveles de
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representacion obtenidos del ajuste con una exponencial simple (V y C) para las
condiciones de doble inhibicion. En la Figura 17 se muestran los valores de las

constantes de tiempo de acuerdo al tipo de ajuste realizado. Interesantemente se
observa que el tobtenido del ajuste con una exponencial simple al inhibir
selectivamente a PMCA con caloxina (1,8 s) es bastante cercano al valor de T2

observado en la condicion control (1,9 s).
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Figura 15. Amplitud relativa de la respuesta a t=

5 s y constante de tiempo < del ajuste a

una exponencial simple bajo condiciones control (n=11),
de inhibicién simultanea de NCX y PMCA (n=9). N.S. nos
** P <0.01; ** P <0.001. Valores promedios + SEM.

de inhibicién de NCX (n=10) y
ignificancia P > 0,05; * P < 0,05;
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€xponencial no arrojé diferencias significativas con el ajuste a una exponencial simple, para esta
condicion sélo se hace referencia a los valores de “Vv” correspondientes a Vi, v al valor de cr

de la funcion V(t)= Ve™ + ¢,
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Figura 17. Constantes de tiempo (t; y 1,) del ajuste a una
condiciones control (n=11) e inhibicién de NCX (n=10),
exponencial simple bajo condiciones de inhibicién simultane
Dado que en condiciones de doble inhibicién, el ajuste con una d
diferencias significativas con el ajuste a una exponencial simple,
hace referencia al valor t de la funcién V(t)= Ve™? + C. N.S.,
*P<0,05 *P<0.01 ** P <0001 Valores promedios + SEM
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Yy constate 1 del ajuste
a de NCX y PMCA (n=9).
oble exponencial no arojé

para esta condicidn sélo se

no significancia P > 0,07:
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Por otra parte, dado que los registros bajo condiciones de inhibicién simultanea
en general mostraron bajos valores de amplitud (1,1 mv para la inhibicién con Ringer-
Li pH 9,8 y 0,4 mV para la inhibicién con Ringer-Li + caloxina; Figura 4), se realizé un
experimento para confirmar la relativa independencia entre jos parametros de amplitud
y constante de tiempo 1, tal como se realizé para la condicién control. En la Figura 18-A
se muestran dos registros bajo condiciones de inhibicidén simultanea con Ringer-Li pH
8,8 en donde iuego de la obtencién de un registro de baja amplitud, se increment6
drasticamente la concentracién del cdorante isoamil-acetato de 100 UM a 10 mM para
obtener un registro con una amplitud considerablemente mayor (-0,27 mV y -2,41 mv,
respectivamente). En la Figura 18-B se muestran estos registros normalizados y
superpuestos. Se observa que si bien existe una gran diferencia de amplitud, no hay
mayores diferencias en la cinética de relajacion de la respuesta (Tabla 3). No obstante,
es posible observar una leve disminucién en el “tiempo al pico” al estimular con
odorante a 10 mM; esto se debe probablemente a que en un estimulo de mayor
concentracion, el odorante tiene mayor probabilidad de unirse con su receptor,

tardando menos en activar el proceso de transduccion.

Con la finalidad de mostrar las diferencias y similitudes entre los resuitados
obienidos en las distintas condiciones, en las Figuras 19, 20 y 21 se muestra un
resumen general de ellos. En la Figura 19 se muestran todos los registros promedio
superpuestos, en donde es posible apreciar que el efecto sobre cinética de
recuperacion de la respuesta para la condicién de doble inhibicién, es mayoer que la
suma de los efectos obtenidos bajo inhibicién individual de cada transportador (sélo se
incluyen los registros en donde se inhibid selectivamente a PMCA con caloxina). En las

Figuras 20 y 21 se muestran los resultados del ajuste expenencial simple y doble
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(segun corresponda) para las distintas condiciones testeadas. En ellas es posible
apreciar que en la condicidn de inhibicién simultanea se obtuvieron valores de
constantes de tiempo ¢ muy similares al 1, de las condiciones de inhibicion individual, y

los mayores valores porcentuales de “C”,
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Figura 18. Cambios en Ia concentracion de odorante no afectan la cinética de
relajacién de la respuesta bajo condiciones de inhibicién simultanea de NCX y PMCA.
En la misma rata se cambig drasticamente la concentracion de odorante, de 100 uM a
10 mM.(A) Superposicién de dos registros adquiridos bajo condiciones de inhibicién
simultanea de los transportadores para las dos concentraciones usadas.(B) Superposicién de
los registros normalizados bajo las mismas condiciones de inhibicidn.
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[isoamil acetato] |V, (mV) 7 (ms) Constante C
100 UM -0,27 1395 -0.087 (32%)
10 mM -2,41 1371 -0.859 (36%)

EOG Normalizado (- V/ Vmax)

— Ringer

—— caloxina

— Ringer-Litio

— Ringer-Litio + caloxina
1s

Figura 19. Comparacion de la cinética de relajaci6n de Ia res
control y las distintas condiciones de inhibicién. Control
con caloxina (trazo verde); inhibicién de NCX con Ringer-Li (trazo rojo); inhibicién simuitanea
con Ringer-Li + caloxina (trazo purpura). Se aprecia que en la condicién de inhibicién
simultanea, el efecto sobre |a cinética de relajacién es mayor que la suma de los efectos bajo
condiciones de inhibicién individual de los transportadores NCX y PMCA.

Puesta entre la condicién
(trazo negro): inhibicién de PMCA
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Figura 20. Valores porcentuales de los parametros vV y C del ajuste simple y V4, V, y C del
ajuste doble respecto de la amplitud total, para todas las condiciones.
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Constante de tiempo t (s)
N

PH=9.8  caloxina Ringer-Li Ringer-Li Ringer-Li +
PH=9.8  caloxina
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Figura 21. Constantes de tiempo 1 del ajuste simple (inhibicién simultanea), y 1, y 1 del
ajuste doble para todas las condiciones.
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VIL. DISCUSION

Existe una aparente variabitidad en Ia contribucién de los transportadores NCX
y PMCA en la remocién del Ca?* que ingresa durante la respuesta a odorante entre las
distintas especies de vertebrados que se han estudiado (Kieene, 2010). En este
estudio abordamos este problema mediante registros de campo en el epitelio olfatorio

de rata bajo condiciones de inhibicién individual y simultanea de los fransportadores.

Un estudio previo en relacién al rol de Ja PMCA en la remocion del Ca™,
demostré que Ia relajacién de la respuesta inducida por IBMX (un inhibidor de la PDE)
en ratones knock-out para la isoforma 2 de Ia PMCA, presenta un retardo en la fase de
relajacién en comparacién con ratones silvestres, sugiriendo que la PMCA curple un
rol signiﬁcativo' en la remocién del Ca* que ingresa durante Ia respuesta (Saidu y col.,
2009). Otros estudios también han reportado un retardo en el tiempo de relajacion de
la respuesta al exponer NSO de mamiferos y anfibios a carboxieosina (CE), un
inhibidor de la PMCA (Castillo y col., 2007; Antolin y col., 2010); no obstante, se ha
demostrado que concentraciones de este farmaco tan bajas como 0.1 mM pueden
generan un incremento significativo de Ia corriente a través del canal CNG o afectar
inespecificamente a! transportador NCX, lo que en teoria podria dar cuenta de ios

efectos de enlentecimiento observados en la relajacion de la respuesta (Kleene, 2010).

Para inhibir a la PMCA se ha utilizado también el farmaco eosina, un inhibidor
de la Ca* ATPasa relacionado estructuraimente con Ia carboxieosina, pero gue no
presenta efectos sobre el transportador NCX hasta concentraciones de 20 mM (Gatto y
col., 1985); sin embargo, la eosina es un potente inhibidor de todas lag ATPasas,

incluyendo la bomba Na'/K* (y es posible que la carboxieosina también lo sea), de
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manera que la inhibicion de esta bomba podria tener efectos indirectos sobre el
transportador NCX como consecuencia de la modificacion en la gradiente de Na* a
iravés de la membrana. (Kleene, 2010). Esta situacion se visualizaria como un retardo
en la relajacion de la respuesta, y en consecuencia representaria un sesgo al asociarlo

con una inhibicién especifica sobre el transportador PMCA.

El mismo retardo en la fase de relajacion de la respuesta ha sido observado al
inhibir a PMCA omitiendo el ATP de fa solucion intracelular en registros de céluia
completa, o mediante exposicion de las NSC a un ambiente alcalino (Castillo y col,
2007). Lo mismo se ha observado al utilizar otro inhibidor de la PMCA llamado
vanadato, el cual al igual que eosina, actla sobre todas las ATP-asas (Krstic y col.,
2009). Por lo tanto, como ninguna de estas aproximaciones esta exenta de probables
efectos indirectos sobre la bomba Na'/K* (Kleene, 2010), no es posible afirmar sobre la
base de éstos que la PMCA participa activamente en la remocién del Ca®* durante la

respuesta,

En un estudio reciente en neuronas aisladas de salamandra se registré Ia
respuesta al estimular con IBMX en configuracién de pipeta de succién {(exponiendo
Unicamente los cilios) y se aplico carboxieosina sélo durante la fase de relajacion de la
respuesta, obteniéndose un retardo significativo de ésta, que no puede asociarse a un
efecto indirecto sobre CNG, ya que este canal se cierra rapidamente cuando se
estimula con IBMX (Antolin y Matthews, 2007). Ademas, dada la corta duracién en que
los cilios fueron expuestos al inhibidor, es poco probable que la gradiente de sodio se
vea lo suficientemente modificada como para afectar la actividad de NCX.
Interesantemente, este estudio reporté una contribucion minoritaria de NCX y

mayoritaria de PMCA en la remocion de Ca®* (Antolin y col., 2010). Otro estudio en
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Rana temporaria en donde también se estimulé con IBMX, demostré un retardo
significativo en la relgjacién de la respuesta Unicamente cuando la concentracion de
Na" en el medio externo fue reducida a un tercio o menos de su valor normai,
sugiriendo una dependencia parcial entre la relajacion de la respuesta y Ia gradiente de

Na® através de la membrana. ;

Teniendo estas evidencias en cuenta, parece existir una variabilidad respecto
de la importancia relativa de uno u otro transportador entre las distintas especies que
se han estudiado. NCX parece ser tener una gran importancia tanto en mamiferos
como en anfibios. Sin embargo, dentro de este uitimo grupo de vertebrados existen
diferencias entre las distintas especies estudiadas que no permiten generalizar los
resultados obtenidos en una especie en particular, al grupo completo de los anfibios, o

al subfilo completo de los vertebrados (como se ha hecho hasta el momento).

Respecto de los resultados en las especies de anfibios que se han estudiado,
una posible explicacion para las diferencias observadas proviene de la consideracion
del tipo de nicho ecoldgico que ocupa una determinada especie. El sistema olfatorio de
los anfibios sufre cambios substanciales durante ia metamorfosis que ocurre como
consecuencia del cambio de un habitat netamente acusatico (estado larval) a uno semi-
terrestre (estado adulto). En la mayoria de los anfibios la cavidad nasal en estado de
adultez estd compuesta por dos camaras, la cavidad nasal principal y la cavidad del
organo vomeronasal (responsable de la transduccién de feromonas). No obstante, en
Xenopus laevis, que ocupa un habitat acuatico en estado de adultez, existe una tercera
‘cdmara media” con NSO provistas con mds microvellosidades que cilios y cuya
funcién es la deteccion de odorantes disueltos en el agua (Hansen y col, 1998). La

ausencia de esta tercera cdmara en otras especies de anfibios sugiere que la primera
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camara puede presentar un rol dual, tanto en la deteccién de los odorantes presentes
en el agua como en los Que se encuentran en el aire (Antolin y col., 2010). De este
modo, es posible que los resultados que sugieren un ro| minoritario de NCX Y prioritario
de PMCA, obedezcan g Ia necesidad de mantener el curso temporal de la relajacion de
ia respuesta dentro de los niveles fisiolégicamente dptimos cuando existen condiciones
de dilucién del moco, Y por lo tanto, en condiciones de disminucion de |5 gradiente de

Na® necesaria para el dptimo funcionamiento de NCX_

Por ofra parte, los resultados obtenidos en mamiferos (que asignan un rol
minoritario a Ia PMCA) han sido obtenidos utilizando métodos de inhibicién de esta
proteina que no permiten asegurar la ausencia de efectos inespecificos sobre ofras
proteinas implicadas directa o indirectamente en Ia transduccion. Ademas, el (nico
estudio en donde se utilizaron ratones knock-out Para una de las isoformas de Ig
PMCA (Saidu y col., 2009), si bien muestra una contribucién significativa de esta
proteina mediante experimentos de imagenes de Ca?* en ¢ botén dendritico, no fue

Capaz de confirmar dicho hallazgo en los cilios de Jas neuronas.

Por todo lo anterior, es necesario aproximarse al problema utilizando métodos
de inhibicién selectiva de os transportadores y definiendo Correctamente los reales

alcances de los resuliados obtenidos en una especie determinada de vertebrado.

En el presente estudio se investigé la contribucion de estos transportadores
mediante registros de campo en la superficie del epitelio olfatorio de rata (EOG), para
lo cual se utilizaron jos meétodos de inhibicion de NCX y PMCA descritos en Ia

literatura, y un nuevo método de inhibicion selectiva de PMCA.
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Considerando por un lado que este tipo de registros de potencial de campo
resulta de la sumatoria de las corrientes individuales de transduccion que se generan
como consecuencia del estimulo con un odorante, y por ofro lado, que la mayoria de la
corriente de transduccién en estas neuronas depende directamente de los niveles de
Ca* en el cilio, es razonable pensar que la cinética de relajacion de Ia respuesta que
se observa en estos registros, refleja (en términos relativos) Ia dinamica de Ca?* en los

cilios durante la respuesta (Stephan y col., 2012).

La inhibicién de NCX se realizé sometiendo el epitelio a un ambiente libre de
Na" a través de la aplicacion de Ringer-Li, y ia inhibicién de PMCA se realizé aplicando
solucién Ringer pH 9,8 o el péptido inhibidor selectivo caloxina 1b1. De las distintas
variantes disponibles comercialmente del inhibidor caloxina (1b1, 2A1 y 3A1) se
selecciond la variante caloxina 1b1, ya que ésta tiene efectos inhibitorios sobre |as
cuatro isoformas de la PMCA, de las cuales tres (1, 2y 4) se encuentran en los ciiios
de las NSO de ratén (Weeraratne y col., 2008) y posiblemente también en NSO de rata
(en Material anexo, se muestra el porcentaje de inhibicion de las distintas variantes de

la caloxina sobre las distintas isoformas de la PMCA en funcién de la concentracion).

Hasta la fecha, todos los estudios que abordan la problemética de Ia
contribucidn de los transportadores utilizando enfoques electrofisioldgicos, se han
basado en el andiisis de la cinética de relajacién de la respuesta para determinar
participacién de uno u ofro transportador a través del analisis de Ia constante
tderivada del ajuste de la fase de relajacién a una exponencial de tipo simple. Sin
embargo, éste puede no ser el mejor enfoque si se considera que los transportadores
presentan caracteristicas cinéticas distintas, las que posiblemente pueden ser

evidenciadas mediante un tratamiento matematico mas adecuado.
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De esta manera, y con la intencién de visualizar la actividad por separado de
NCXy PMCA, en este estudio ademés de utilizar el criterio de ajuste simple, se realizé
un ajuste de la fase de relajacion a una exponencial de tipo doble. De este ajuste se
determinaron las constantes de tiempo t y 12y la contribucién de cada componente a
la amplitud total. Ademas, con la intencién de verificar si este ajuste es mejor que el
ajuste a una exponencial simple, se realizé la prueba F para los resultados obtenidos

en las distintas condiciones testeadas.

Los resultados del ajuste a una exponencial simple muestran un aumento
significativo en [a amplitud relativa de Ia respuesta y un enlentecimiento de la fase de
relajacion al aplicar Ringer-Li sobre el epitelio (Figura 7), sugiriendo un ro! relevante del
transportador NCX en la remocion del Ca®, lo cual se explica por la reduccion en la

actividad de intercambio de Na* por Ca®* (Noe y col., 1997; Stephan y col., 2011).

Por otra parte, si la PMCA participa significativamente en ia remocion del Ca®,
entonces bajo condiciones de inhibicién selectiva de su actividad deberia observarse
un retardo signfficativo en la fase de relajacién de la respuesta. Sin embargo, la
aplicacion de caloxina 1b1 no alterd significativamente la amplitud relativa de fa

respuesta ni la constante de tiempo 1 (Figura 11).

Si bien los resultados de la inhibicion con Ringer pH 9,8, no muestran
diferencias significativas en la amplitud relativa de la respuesta o la constante z al
comparar con la condicion confrol o de inhibicion con ¢1b1, es posible observar una
tendencia al aumento en los valores de estos parametros que podria asociarse con una
disminucién de la capacidad de transporte de PMCA como consecuencia de la

disminucién en la concentracion de protones H* que esta proteina necesita para
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intercambiar por Ca®* (Thomas, 2009). No obstante, considerando los posibles efectos
adversos del Ringer pH 9,8 en las neuronas (por cambios en la carga de los
aminoacidos o denaturacion de las proteinas de membrana por hidrélisis basica), es
posible que esta tendencia se deba a efectos inespecificos sobre la funcién biolégica
de las proteinas implicadas en la transduccion. Por esta razén, en este estudio se dio
preponderancia a los resultados obtenidos bajo condiciones de inhibicion de Ia PMCA
con el péptido caloxina, el cual fue disefiado para unirse selectivamente al lado
extracelular de la PMCA. En esta condicion de inhibicidon selectiva, los restantes
mecanismos de remocién de Ca®* (NCX, difusién y tampones enddgenos) estan
activos y cargan con dicha tarea. Asi, dado que no se observan alteraciones en la
cinética de relajacién, se deduce que la actividad de la PMCA no es requisito para

mantener la cinética de relajacion de la condicién control.

Los resultados de la inhibicion simultanea de [os transportadores NCX y PMCA
(Figura 15) muestran que con Ringer-Li + caloxina se alcanzan los mayores valores de
amplitud relativa a t=5 s (40,3%) y constante de tiempo t (1,8 segundos), sugiriendo
una fuerte disminucién en la capacidad de remocién de Ca?* bajo estas condiciones.
Interesantemente, al comparar los resultados de esta inhibicidn simultdnea con los
resultados de la inhibicidn individual de NCX y PMCA, se observa que el valor de
amplitud relativa en la doble inhibiciéon es mayor que la suma de los valores obtenidos
para las inhibiciones individuales (40,3% para la doble inhibicién, que es mayor a la
suma de 5,1% para la inhibicion de PMCA con caloxina y 20,4% para la inhibicién de
NCX con Ringer-Li). Dado que la Gnica diferencia experimental entre la condicién de

doble inhibicién (Ringer-Li + caloxina) y la inhibicibn del NCX (Ringer-Li) es Ila
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presencia del péptido c1b1, las diferencias en los resultados de amplitud relativa y
constante 7, sélo pueden asociarse con la actividad de [a PMCA.

Si se considera que la PMCA presenta una tasa de transferencia de 10 a 50
veces menor que la de NCX (Blaustein y Lederer, 1999), es posible que en condiciones
pseudofisioldgicas (como la condicion control), la actividad de la Ca**-ATPasa sea
enmascarada por la gran capacidad de intercambio de NCX, de manera que Ia
actividad de la primera sélo sea visible bajo condiciones de inhibicién de NCX, en
donde posiblemente se produce una potenciacién en ia actividad de PMCA por el
aumento de Ca®, situacién que ya ha sido descrita anteriormente en vesiculas

enriquecidas en membrana ciliar de rata (Castillo y col, 2007).

Los resultados del andlisis de bondad de ajuste al utilizar los dos criterios
mencionados anteriormente, sefialan que el ajuste con una doble exponencial {con la
excepcion de los registros bajo doble inhibicion) da cuenta de mejor manera de la
Cinética de relajacion de la respuesta (Tabla 1). Esto evidencia la actividad simultanea
de al menos dos procesos con caracteristicas cinéticas diferenciables que estarian
implicados en Ia relajacion de la respuesta. Interesantemente, estos procesos cinéticos
distintos se mantienen bajo condiciones de inhibicién individual de los transportadores,

sugiriendo la posibilidad de una inhibicion parcial de éstos.

Considerando las diferencias en la cinética de los transportadores, es posible
que las constantes de tiempo y amplitudes derivadas dej ajuste con una exponencial
doble, puedan refiejar en parte, la actividad de los transportadores NCX y PMCA,
siendo la componente mas rapida y de mayor amplitud un reflejo indirecto de Ia
actividad del transportador NCX, mientras que la mas lenta y de menor ampiitud, de la

actividad de la PMCA.
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Para la condicion control se observan dos componentes claramente
diferenciables en téminos de confribucion y curso temporal, las cuales podrian estar
reflejando la actividad de NCX y PMCA. Ademés, bajo condiciones de inhibicién
individual de uno u otro ransportador, no se pierde el caracter bifasico de la relajacion
(apoyando la idea de una inhibicién parcial), sino que mas bien se producen cambios
en la contribucién a Ia amplitud total de cada Componente que van en sentidos
contrarios al inhibir NCX o PMCA respectivamente (Figura 20). De acuerdo a esto, Ia
primera componente del ajuste podria estar reflejando la actividad de NCX vy la

segunda componente la actividad de PMCA.

Respecto de las constantes T1Y T2, €N la Figura 21 es posible apreciar que, con
excepcion de ia doble inhibicién, en promedio tienden a mantenerse ios CUrsos
temporales observados en ja condicidn control, lo cua| concuerda con la nocign de que
la inhibicion parcial de alguno de los transportadores No modfifica sus caracterfsticas

cinéticas.

Por otra parte, dado o valor de t bajo inhibicién simulténea de Ios
transportadores es muy cercano al 1, de la condicién controi, es posihle que en esta
condicién de doble inhibicién, la actividad de Ia PMCA (asociada posiblemente a Ia

segunda componente) sea preponderante por sobre la actividad de NCX.

Finalmente, dado que la técnica de EOG no permite tener un control fino de
clertas variables importantes que podrian infiuir en la relajacion de i respuesta, como
el potencial de membrana, contribucion de Jos potenciales de accién a Ia forma de Ia
curva, o contribucion de otros mecanismos de remocién de Ca®* (como difusitn hacia

la dendrita), es necesario realizar experimentos mas precisos, como registros en célula
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completa (whofe-cell) o registros en cilios aislados que permitan controiar las variables
mencionadas y asi medir certeramente la actividad de los transportadores NCX y

PMCA.

VII. CONCLUSION

Nuestros resuitados sugieren una contribucién importante del transportador
NCX en la remocién de! Ca** durante ia respuesta a odorante en NSO de rata, mientras
que asignan a la PMCA una contribucién lo suficientemente baja como para no ser

detectada en registros de EOG a menos que se inhiba a NCX.

Memoria Financiada por el Proyecto Fondecyt 1100862,
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X. MATERIAL ANEXO.

Caracteristicas inhibitorias de las distintas variantes de| peéptido caloxina sobre las isoformas de
la PMCA.
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