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RESUMEN

Los receptores de la neuronas olfatorias detectan un amplio rango de moleculas

odorantes.  La transducci6n olfatoria se inicia en los cilios olfatorios con  la uni6n de los

odorantes  a  los  receptores  acoplados  a  proteina  G.  El  receptor activado  interacciona

con  una  proteina  G  (Golf )  especifica de  epitelio  olfatorio,  la  cual  a su vez  activa  a   la

adenilil ciclasa (Aclll).  EI  aumento en AMPc produce la apertura de un canal cati6nico

no selectivo  (canal  CNG).  Esto  provoca  un aumento de los  niveles  de calcio intraciliar

activando    una    conductancia    de    Cr    dependiente    de    Ca2+.    Ambas    corrientes

despolarizan  la  membrana,  aumentando  la  frecuencia  de  disparos  de  potenciales  de

acci6n  (respuesta  excitatoria).  La  misma  neurona  puede tambi6n  generar respuestas

inhibitorias    a    diferentes    estimulos    odoriferos,    en    este    caso    implicando    una

conductancia  de  potasio  dependiente  de  calcio  (Kca  ).  Ambos  tipos  de  respuestas

comparten la misma cascada de traducci6n, diferenciandose en el canal efector, el cual

en  el  primer caso  es  un  canal  de  Cl-  dependiente  de  Ca2+  (Clca),  mientras  que  en  el

segundo es  el  Kca .  C6mo  ambos tipo  de  respuesta  co-existen  en  la  misma  neurona

independiente  una  de  la  otra,  es  razonable  pensar  que  las  proteinas  de  andamio

podrian  organizar  y  segregar  las  proteinas  de  la  traducci6n  en  distintos  complejos
macromoleculares dentro de los cilios, como ocurre en otros sistemas de transducci6n.

Para  probar  esta  hip6tesis,  se  llev6  a  cabo  una  bdsqueda  de  proteinas  de

andamio en  base a dos estrategias complementarias:  Analis.is  mediante Western  BIot

de  fracciones  de  membranas  ciliares  purificadas,  obtenidas  con  un  fraccionamiento

subcelular del epitelio olfatorio, e inmunohistoquimica de este tejido.

Se  ha  desarrollado  un  protocolo  mejorado  para  el  fraccionamiento  subcelular

del epitelio olfatorio para el analisis de Western blot. Se ha encontrado la presencia de

las   siguientes   proteinas   de   andamio   en    los   cilios   olfatorios:    ProsAP1/Shank2,

ProsAP2/Shank3,  Lin-2/CASK,  SAP97/DIg  y  Lin7Iveli/MALS.  Tambien  se  ha  podido

mostrar  que  la  proteina  de  andamio  SAP102/NE-Dlg  esta  presente  en  el  epitelio

olfatorio, aunque asociado a membranas intracelulares.  AI tener esta proteina un peso

molecular menor al descrito, se realizaron  experimentos de RT-PCR que relevaron dos

nuevas isoformas de esta proteina. Una de estas isoformas carece del dominio GUK.

Finalmente, se realizaron experimentos de co-immunoprecipitaci6n  para probar

si  alguna  de  las  proteinas  de  andamio  descritas  anteriormente. estaban  asociadas  a



proteinas  de  la  cascada  de  transducci6n  olfatoria.  Aunque  Pro.SAP2/Shank3  y

Lin-2/CASK fueron immunoprecipitadas exitosamente,  no esta claro con que proteinas

ciliares interaccionan.

Estos resultados muestran que las proteinas de andamio en el epitelio olfatorio

estan asociadas a fracciones subcelulares espec[ficas, y que son expresadas de forma

diferencial  entre  las  zonas  del  epitelio.   EI  presente  trabajo  confirma  la  hip6tesis  y

sugiere que las  proteinas de andamio estan involucradas en diferentes aspectos de la

transducci6n olfatoria.
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ABSTRACT

Olfactory  receptor neurons detect a wide range of odorant molecules.  Olfactory

transduction  begins  upon the binding  of odorants to G-protein-coupled  receptors in the

chemosensory  cilia.  The  receptor then  interacts  with  a  G-protein  (Golf)  specific  of the

olfactory epithelium,  which  in turn activates  adenylyl cyclase (Aclll).  Increase in CAMP

directly gates  a cationic cyclic nucleotide-gated channel (CNG channel).  This causes a

raise in intraciliar calcium levels activating a Ca2+-dependent Cl-channel.  Both currents

depolarize  the  membrane,  increasing  the  firing  rate  (excitatory  response).  The  same

neuron  can  also  generate an  inhibitory  response  to  different  odor stimuli,  in  this  case

involving  a  Ca2+-dependent  K+  conductance  (Kca).   Both   responses  share  the  same

CAMP transduction  pathway,  differing  on the effector channel,  which  in the first case is

a  Ca2+-dependent  Cl-  channel  (Clca),  while  in  the  last  one  is  a  Kca.  As  both  kinds  of

responses  occur  in  the  same  neuron  independently to  each  other,  it  is  reasonable to

postulate   that   scaffolding   proteins   may   organize   and   segregate  the   transduction

proteins in  distinct macromolecular complexes within the ci]ium,  as  it occurs with some

other transduction systems.

To test this hypothesis, a screening of scaffolding proteins was performed using

two   complementary   strategies:   Western   blot   analysis   of   purified   cilia   membrane

fractions,   obtained    by   subcellular   fractionation    of   the   olfactory   epithelium,    and

immunohistochemistry of this tissue.

It was developed an improved subcellular fractionation  protocol for the Western

blot  analysis.  It  was  found  the  presence  of  the  following  scaffolding  proteins  in  the

olfactory   cilia:    ProsAP1/Shank2,    ProsAP2/Shank3,    Lin-2/CASK,    SAP97/DIg    and

Lin7Iveli/MALS.   It   could   be   shown   that  the   scaffolding   protein   SAP102/NE-Dlg   is

present  in  the  olfactory  epithelium,  although  associated  to  intracellular  membranes.

Based on its low molecular weight, we conducted RT-PCR experiments which revealed

two new isoforms of this protein. One of these isoforms is lacking of GUK domain.

Finally,  it  was  performed  co-immunoprecipitation  experiments  to  test  whether

any  of  the  described  scaffolding  proteins  were  associated  to  olfactory  transduction

proteins.      Although       ProsAP2/Shank3      and       Lin-2/CASK      were      successfully

immunoprecipitated, it is unclear which cilia proteins they interact with.

The   results   show  that   scaffolding   proteins   in   the   olfactory   epithelium   are
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associated   to   specific   subcellular   fractions,    and   that   they  .are   expressed

differentially  among   the   distinct  epithelium  zones.   The   present  work  confirms   the

hypothesis  and  suggests that  scaffolding  proteins  are  involved  in  different  aspects  of

the olfactory transduction.
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lNTRODUCC16N

El sistema olfatorio es una  modalidad sensorial  quimica que detecta y procesa

odorantes   e   interviene   en  funciones  y  comportamientos  tan   importantes   como   la

adquisici6n  e  ingesta  de alimentos,  la detecci6n  de  predadores y e[  apareamiento.  El

disefio   basico   y   las   capacidades   funcionales   de   este   sistema   estan   altamen{e

conservados en vertebrados;  posee conexiones en el sistema nervioso central tanto en

la  corteza  como  en  la  amigdala y  el  hipocampo  (Kandel  y  cols„  2000).  Este  sentido

puede  estar  disminuido  (hiposmia)  o  ausente  (anosmia),  Io  que  puede  tener  bases

geneticas,  pero  frecuentemente  es  un  defecto  adquirido.  Ocurre  tambi6n  durante  el

envejecimiento, enfermedades virales y en algunas enfermedades neurodegenerativas,

como en las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson.
'La  transducci6n  de  la  serial  olfatoria  en  los  mamiferos  ocurre  en  un  espacio

celular compartimentalizado,  el cilio olfatorio.  La comprensi6n  de la transducci6n  de la

serial olfatoria, desde el estimulo quimico hasta la generaci6n del potencial de receptor

en la neurona sensorial olfatoria, podrian ayudar no solo a dilucidar aspectos generales

de    la    quimiotransducci6n,    sino   tambien    de    la    organizaci6n    de   cascadas    de

transducci6n   en   microambientes  finamente   compartimentalizados,   o   las   bases   de

algunas alteraciones en este sistema.

I. Morfologia del Epitelio Olfatorio

El epitelio olfatorio es la interfase entre el medio ambiente y el sistema nervioso

central.   Este   tejido   esta   exquisitamente   organizado   para   detectar   una   inmensa

variedad de moleculas volatiles de bajo peso molecular y de estructuras muy diferentes

llamadas  odorantes  (Lledo  y  cols.,  2005).  En  los  vertebrados,  el  epitelio  olfatorio  se

encuentra ubicado al fondo de la cavidad nasal,  en las turbinas y cubriendo el septum

que  separa  ambas  fosas.  Este  posee  una  estructura  de  epitelio  pseudoestratificado
compue§to por neuronas olfatorias  en distintos estados de desarrollo,  celulas basales,

celulas  sustentaculares  y  conductos  de  las  glandulas  de  Bowman  (Nomura  y  cols.,

2004).  Las neuronas son c6lulas bipolares con dos procesos,  uno correspondiente a la

dendrita que se dirige hacia  la zona apical  del  epitelio y otro  al  lado opuesto,  el  ax6n,

que  viaja  al  bulbo  olfatorio.  La  dendrita  termina  en  la  parte  apical  del  epitelio  en  un



engrosamiento  llamado   bot6n  dendritico,   del  cual   nacen  vario.s  cilios  que  se

orientan radialmente de forma paralela a la superficie del tejido, formando asi una red

(Nomura  y  cols.,   2004).   Los  cilios   estan   inmersos   en   moco,   secreci6n   generada

mayoritariamente por las glandulas de Bowman. En los cilios de las neuronas olfatorias

es donde se produce la detecci6n de los odorantes (quimiotransducci6n).

11. Quimiotransduci6n olfatoria

11.1 Receptores a odorantes

En las  membranas ciliares se ubican los receptores a odorantes (RO),  que son

proteinas  de  siete  segmentos  transmembrana  acoplados  a  proteina  G  (Golf)  (Buck y
Axel,1991).  En rat6n,  se han  identificado  1000 a  1300 genes que codifican receptores

funcionales, estos estan organizados en grupos en el genoma. Se ha observado que la

expresi6n  de  un  determinado  gen  es  monoal6lica y  esta  restringida  a  neuronas  que

pertenecen a una de cuatro zonas en las que se divide el epitelio (descritas en  Mori y

cols., 2000); dentro de cada zona las neuronas tienen una distribuci6n aleatoria.

En mamiferos, se acepta que una neurona olfatoria expresa un solo tipo de RO,

como lo indican experimentos de hibridaci6n /.n s/.fu (Tsuboi y cols.,1999).  Pero atln no

es posible descartar totalmente la posibilidad de que se exprese mas de un tipo de RO

por neurona olfatoria, ya que un estudio de conteo de neuronas expresando el receptor

OR14  muestra  que  6ste  esta  presente  en  un  ntlmero  mayor  de  neuronas  que  el

esperado;   ademas,   Rawson  y  cols.   (2000)  han   mostrado   la  co-expresi6n  de  dos

distintos  RNA  mensajeros  de  RO  en  algunas  neuronas  de  rata.  Por  otra  parte,  Ia

llamada hip6tesis oligogenica  propone que la presencia de  mas de un  RO funcionaria

como  un sistema de selecci6n  neuronal durante el desarrollo,  mss que en  el  proceso

de  quimiotransducci6n  mismo  (Mombaerts,  2004),  existiendo  procesos  de  selecci6n

positiva y  negativa,  al  igual que en  el sis{ema immune. Asf,  en  un  primer paso durante

el desarrollo del epitelio, sobrevivirian s6Io aquellas neuronas que expresan uno o mas

RO  (selecci6n   positiva).   Posteriormente,  las  neuronas  pasarian  por  un  proceso  de

selecci6n   negativa,   en   la   que   las   c6lulas   que   expresen   mas   de   un   RO   serian

eliminadas.  Este tipo  de  selecci6n  permitiria tener un  fino  control  sobre  las  neuronas

que pueblan el epitelio y seleccionaria de manera eficiente las c6lulas funcionales.
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Estudios   en   Drosaph/./a  han   mostrado   la  co-expresi6n   de  dos   RO  diferentes

(DOR83b y DOR 43a)  en  una  misma neurona;  uno de ellos,  DOR83b,  parece no tener

actividad  fisiol6gica  y  funcionaria  como  un  cofactor del  receptor  funcional,  DOR83a,

aumentando la sensibilidad a los odorantes que se usaron en la estimulaci6n (Neuhaus

y cols., 2005).  Una  hip6tesis similar fue presentada por Goldman y cols.  (2005), segtln

la cual dos tipos de receptores funcionales podrfan ser co-expresados en una neurona

en Drosophila.

[1.2 La respuesta excitatoria a odorantes

La   quimiotransducci6n    se   inicia   por   la    uni6n   de   odorantes   a   los    RO,

generandose  la  activaci6n  de  la  subunidad  alfa  de  una  proteina  G  trimerica,  Golf,  y el

posterior aumento  de  la  actividad  de adenilil  cic[asa tipo  Ill  (ACII[,  Pace y  cols.,  1985;

Sk[ar y cols.,  1986).  La activaci6n de esta enzima produce un alza del AMPc intraciliar,

suficiente  para  causar  la  apertura  de  un  canal  cati6nico  no  selectivo  (CNG,  cyclic

nucleotide   gated),   que   permite   la   entrada   de   calcio   y   sodio,   produciendo   una

despolarizaci6n de la membrana ciliar. Este canal es tetram6rico y esta compuesto por

tres  tipos  de  subunidades,  dos  CNGA2  que forman  el  poro  del  canal,  una  CNGA4 y

una CNGBlb que son regulatorias.

Finalmente,  el calcio que ent.ra  en el cilio  provoca  la activaci6n  de un  canal de

cloruro (Lowe y Gold,  1993) que posee al menos dos estados de conductancia, de 1 1 y

22    pS,  recientemente  descritas  (Delgado  y  Bacigalupo,  2005),  Ias  que  provocan  un

efecto amplificador de la despolarizaci6n de la membrana anteriormente producida por

el canal CNG.  La consecuencia celular final de la despolarizaci6n es un aumento en la

descarga  de  potenciales  de  acci6n  de  la  neurona,  mediada  por  canales  de  sodio

dependientes  de  voltaje  presentes  en  la  membrana  del  soma y  ax6n  de  la  neurona

(Gold,1999;  Nakamura,  2000;  Frings, 2001).

1].3 Generaci6n de segundos mensajeros durante ]a transducci6n y amplificaci6n

de la sefial

Estudios  recientes  (Bhandawat y cols.,  2005)  han  mostrado que el tiempo que

dura la uni6n de una molecula de odorante a un  RO es extremadamente breve,  lo que

produce una respuesta  elemental  de  muy  baja  amplitud;  en  otras  palabras,  el  evento
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de uni6n  Odorante-RO tiene  una  baja probabilidad de activar a uha proteina Golf.

En  el  caso  de  la  fototransducci6n  en  vertebrados  ocurre  el  fen6meno  opuesto:  una

Rodopsina   activada   por   un   fot6n   permanece   en   este   estado   por   decenas   de

milisegundos  produciendo  la  activaci6n  de cientos  de  proteinas  G  (Arshavsky y cols.,

2002).  La activaci6n  del  RO o  de la  proteina G no contribuyen a la amplificaci6n de  la

serial,   sino   que   6sta  ocurriria   mas   bien   rio   abajo  de   la  ACIIl.  Ademas,   estudios

utilizando  AMPc  enjaulado  dializado  en  la  neurona  bajo  registro  de  c6lula  completa,

han mostrado que no hay diferencias sustanciales en la pendiente ni en la magnitud de

la corriente total estimulando con odorantes o con un haz de luz UV que libera el AMPc

de  su  jaula,  esto  confirma  que  las  etapas  anteriores  a  la  generaci6n  el  AMPc  no

contribuyen a la amplificaci6n (Takeuchi y Kurahashi, 2002).

Tambi6n   se  ha  sugerido  que  la  magnitud   del   aumento  de  AMPc,   atln  en

condiciones saturantes,  es pequefia, debido  principalmente a  la  baja disponibilidad de

ATP  (los  cilios  no  poseen  mitocondrias);  sin  embargo,  dado  el  reducido  volumen  del

cilio,  pequefios  cambios  de segundos  mensajeros  pueden  significar grandes  cambios

locales   de   su   concentraci6n.   Estas   evidencias   apoyan   la   hip6tesis   de  aumentos

localizados de AMPc en el cilio (Takeuchi y Kurahashi, 2005).

Los    aumentos   de   calcio   serian   localizados   y   transitorios,    debido   a   la

retroalimentaci6n negativa provocada por calcio-Calmodulina (Ca2+-CaM) sobre el CNG

(Reidl y cols., 2006), y a la vez por la acci6n de un intercambiador Na+/Ca2+ (Schulze y

cols.,  2002) y una  Ca2+-ATpasa (Castillo y Bacigalupo,  2006),  que lo extraen desde el

interior del cilio.

La  cascada  de  transducci6n  esta  regulada  a  distintos  niveles  llevando  a  la

terminaci6n de la respuesta. Los RO son fosforilados e inactivados por GRK3 (quinasa

de  los  receptores  acoplados  a  proteina  G,  Peppel  y  cols.,   1997).  Ademas,   RGS2

(proteina inactivadora de la proteina G) y CaMKIl  (protefna quinasa activada por CaM)

que  inactivan  a  la  Aclll  (Pifferi  y  cols.,  2006;  Adelman  y  Herson,  2004)  y  PDEIC

(fosfodiesterasa  lc) que degrada el AMPc producido (Wei y cols.,1998;  Sinnarajah y

cols.,   2001;   Yan   y   cols.,   1995).   Los   niveles   de   calcio   intraciliares   son   a   su  vez

controlados, como se dijo anteriormente,  por el intercambiador de Na+/Ca2+ y una Ca2+-

ATpasa.

La organizaci6n  del  sistema  de transducci6n  deberfa  permitir la co-Iocalizaci6n

de los elementos  moleculares involucrados, de tal forma que la baja probabilidad de la
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activaci6n   de   una   protelna   G   sea  suficiente   para   activar  a   la  Aclll   y   que

aumentos  localizados  de AMPc y  calcio  acttlen  en  forma eficiente y  fapida  sobre  los

efectores de estos mensajeros, es decir, los canales CNG, cloruro y potasio.

Como  se  ha  descrito   hasta  el   momento,   el  sistema  de  transducci6n   esta

finamente  regulado.  Posiblemente  en  los  cilios  se  producen  aumentos  localizados  de

AMPc y  calcio.  De  este  modo,  las  proteinas  que  participan  en  la  quimiotransducci6n

deberian estar organizadas de forma tal que permitan que estos aumentos localizados

sean suficientes para generar la respuesta.

11.4 Adaptaci6n a estimulos de odorantes

Se  ha  observado  en  las  neuronas  olfatorias,  que  luego  de  ser  aplicado  un

estimulo  odorifero  de  alta  intensidad  por  vez  tlnica,   existe  un  periodo  de  tiempo,

durante el cual si se aplica un segundo estimulo de la misma intensidad,  el cambio del

potencial  es  menor  que  el  generado  por el  primero.  Ademas,  frente  a  exposiciones

prolongadas  a  odorantes,  la  neurona  genera  inicialmente  la  respuesta  tipica,  pero

posteriormente  el  potencial  de  membrana  no  vuelve  al  estado  basal,  sino  que  se

observan oscilaciones de este (Reisert y Matthews, 2001 ).

Estos  tipos  de  comportamiento  frente  a  estimulos  de  alta  intensidad  o  larga

duraci6n son procesos de adaptaci6n,  que permiten aumentar el rango dinamico de la

respuesta y evitar la sobre-excitaci6n por estimulos prolongados,  respectivamente.  En

ambos  procesos  esta  involucrado  el  calcio,  a  trav6s  de  la  acci6n  inhibitoria  de  CaM

sobre el CNG, que en mamiferos se une en su forma apo (sin calcio) a las subunidades

regulatorias CNGBlb y CNGA4 (Kurahashi y Menini,1997). AI ingresar calcio a trav6s

del  canal  CNG,  se  une  a  CaM,  lo  que  produce  la  disminuci6n  de  la  sensibilidad  del

canal  por AMPc (Kurahashi y  Menini,1997;  Trudeau y Zagotta,  2003;  Bradley y cols.,

2004).  Posteriormente,  entran  en  acci6n  los  demas  elementos  que  intervienen  en  la

terminaci6n de la respuesta (ver apartado 11.3).

Ante  una  exposici6n  prolongada a  odorantes  el  potencial  de  membrana  de  la

neurona   olfatoria   presenta   oscilaciones.   Este   comportamiento   es   generado   por

cambios en la concentraci6n de calcio dentro de la neurona. Al generarse la respuesta

excitatoria, la entrada de calcio a trav6s del canal CNG activa los canales de cloruro, lo

que  en  conjunto  provoca  despolarizaci6n.  Pero al  haber una  estimulaci6n  continua,  Ia
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presencia constante  de AMPc  impide el  cierre total  de  los canales  CNG.  Por lo

tanto,   el   calcio   entra   permanentemente   a   trav6s   de   61,   pero   la   presencia   del

intercambiador Na+/Ca2+ que lo extrae hacia el exterior genera oscilaciones intraciliares

de este segundo mensajero que afectan directamente la actividad del canal de cloruro

produciendo oscilaciones del potencial de membrana (Reisert y Matthews, 2001 ).

11.5 La respuesta inhibitoria a odorantes

For otra parte, en peces, anfibios y mamiferos (ratas) tambien se ha observado

una  respuesta  inhibitoria  a  odorantes  (Kang  y  Caprio,  1995;  Vogler  y  Schild,  1999,

Duchamp-Viret  y  cols.,  2000),  consistente  en  una  disminuci6n  de  la  frecuencia  de

potenciales   de  acci6n.   En   este  fen6meno   estan   involucrados   canales  de  potasio
dependientes  de calcio (Kca ) (Morales y cols„  1994),  que se activan  por la entrada de

calcio a los cilios a trav6s del canal  CNG (Madrid y cols., 2005;  Morales y cols.,1997).

Se  ha. determinado  la  presencia  de  estas  conductancias  de  potasio    inducidas  por

odorantes   mediante   registros   de   corrientes  tanto   macrosc6picas   en   sapo  chileno

(Caud/.venbera  oaud/.verbera)  y  rata  (Morales  y  cols.,1994;  Sanhueza  y  cols„  2000),

como  a  nivel  de  canal  dnico  en  C.  Caud/.verbera  (Jorquera  y  cols.,  1995;  Delgado  y

cols.,  2003;  Delgado  y  Bacigalupo,  2004;  Castillo  y  cols.,  2005).  Por otra  parte,  han

sido  identificados  canales  de  potasio  activados  por calcio  mediante  Western  blot  en

una  preparaci6n  de  membranas  ciliares  de  rata  y  por  inmunolocalizaci6n  en  cilios  de

neurona  olfatoria  de  C.  caud;.verbera y  rata  (Castillo y  cols.,  2005).  Estas  evidencias

demuestran  que  en  los  cilios  de  las  neuronas  olfatorias  estan  presentes  canales  de

potasio que participan en la generaci6n de la respuesta inhibitoria a odorantes.

]1.6 Respuestas excitatoria e inhibitoria en una mismai neuTona

Es interesante destacar el hecho de que en distintos tipos de vertebrados tanto

la respuesta excitatoria  como  inhibitoria puede ser generada por una  misma neurona,

dependiendo  de  la  naturaleza  de  los  odorantes  con  los  que  se  estimule  (Morales  y

cols.,1994;  Morales y cols.,1997). Ambos tipos de respuesta se producen en los cilios

y  desencadenan  aumentos  transitorios  de  calcio  en  estas  estructuras.  Este  cati6n

ingresa  a  traves  del  canal  CNG  en  ambos  casos,  ya  que  el  uso  de  un  bloqueador
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especffico   de   este  canal   (LY83583)   anula   ambas   respuestas.   Las   dos   son

gatilladas por un aumento del AMPc (Madrid y cols., 2005), es decir, ambas respuestas

utilizan  los  mismos  segundos  mensajeros  en  su  mecanismo  de  transducci6n,  pero

divergen  en  cuanto  a  los  canales  i6nicos  efectores.  Esta  hip6tesis  es  apoyada por la

evidencia  que  ratones  knockout tanto  para  ACIll  (Wong  y  cols.,  2000),  para  el  canal

CNG  (Baker y  cols.,1999,  Brunet   y  cols.,1996)  o  para  Golf (Belluscio  y  cols.,1998)

son an6smicos.

Ya  que  una  neurona  olfatoria  es  capaz  de  responder  de  forma  excitatoria  o

inhibitoria,  dependiendo del odorante con el  cual  se estimule,  cabe  preguntarse c6mo

el sistema de transducci6n  discrimina el estimulo,  generando respuestas diferenciales

e   independientes.   Una   posibilidad   es   que   los   componentes   de   las   cascadas   de

sefializaci6n  se  encuentran  agrupados  de  tal  forma  que  se  genera  una  segregaci6n

fisica y funcional de ambas vias de transducci6n.  Dicha segregaci6n podria estar dada

por  la  formaci6n  de  complejos  macromoleculares  a traves  de  proteinas  de  andamio,
como ocurre en otros complejos de trans.ducci6n.

Asi la organizaci6n en el sistema olfatorio de la cascada de quimiotransducci6n

ademas de conferir especificidad a la respuesta, contribuiria a la eficiencia, permitiendo

la  cercania  fisica  entre  los  segundos  mensajeros  y  sus  efectores.  En  esta  tesis  se

postula que los cilios poseen proteinas de andamio,  las cuales serian responsables de

agrupar  los  elementos   involucrados  en   la   cascada  de  transducci6n   en   complejos

moleculares o microdominios.

Ill. Proteinas de Andamio

El t6rmino proteina de andamio se acufi6 por primera vez en los afios noventa,

estudiando   este   tipo   de   proteinas   que   estaban   implicadas   en   la   cascada   de

sefializaci6n de las quinasas activadas por mit6geno (MAP quinasas). Las proteinas de

andamio   contienen   en   su   estructura   dominios   de   interacci6n   proteina-proteina,

facilitando asf la formaci6n de complejos proteicos macromoleculares involucrados, por

ejemplo, en la organizaci6n de cascadas de sefializaci6n,  de uniones intercelulares, de

tfafico intracelular entre otros.
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Las proteinas de andamio permiten la organizaci6n de cascadas -de transducci6n

en  microdominios  moleculares.  Estas  proteinas actdan como pseudo-catalizadores de

una   reacci6n   quimica,   o   sea,   aumentan   la   probabilidad   de   que   dos   proteinas

interaccionen entre si. AI favorecer que dos protefnas interacttlen entre si (por ejemplo,

A y a), se limita la amplificaci6n que podrfa ser generada si A y a estuvieran libres para

difundir (Ia activaci6n de la proteina A produciria la activaci6n de multiples proteinas 8).

Sin embargo, la estructuraci6n en microdominios disminuye el periodo de latencia de la

respuesta  y   la   probabilidad   de   entrecruzamiento   de   sefiales,   Io   que   aumenta   la

especificidad  de  los  sistemas  de  transducci6n,   haciendo  el  sistema   mas  eficiente

ovondriska y cols., 2004).

La   especificidad   de   uni6n   que   poseen   las   proteinas   de   andamio   esta

determinada fundamentalmente por dominios de interacci6n con otras proteinas que se

encuentran  en su  estructura. Adicionalmente,  el  complejo  que se forma en cada caso

depende de la localizaci6n subcelular y de las condiciones celulares.

Las  proteinas  d.e  andamio  han  sido  identificadas  en  especies  tan  distantes

evalulivamerife  como  C.  elegans,  D.  melanogaster,  Mus  musculus y  Homo  sapiens.,

tambi6n  se  expresan  en  distintos  tejidos,  como  son  el  nervioso  (sistema  nervioso

central  o  SNC),  renal,  cardiovascular,  epitelial,  embrionario,  etc.  Han  sido  implicadas

en  cascadas  de  sefializaci6n  de  diversos  tipos  como  en  las  presentes  en  sinapsis,

transducci6n  sensorial  (fototransducci6n  en  DrosapA/./a),  tambien  en  sefializaci6n  al

ndcleo, tfafico intracelular,  etc (Funke y cols., 2005;  Cohen y cols.,  2004;  Dodge-Kafka

y cols., 2006; Glynne y Evans, 2002;  Lecuit y V\/ieschaus, 2002).

Ill.1  Dominios o m6dulos de interacci6n

Hasta  el   momento,   se   han  caracterizado   diversos   dominios   de  interacci6n

presentes en las proteinas de andamio, que reconocen secuencias especificas de sus
blancos como  residuos  de tirosina fosforiladas,  secuencias  ricas  en  prolina,  extremos

carboxi-terminales en  proteinas,  etc.  Por otra parte,  hay otros dominios cuyos blancos

de interacci6n se desconocen.

El  analisis  gen6mico  ha  demostrado  que  los   m6dulos  de  interacci6n  estan

ampliamente  distribuidos  en  celulas  eucari6ticas.  Hay  una  expansi6n explosiva de los

dominios  en  metazoos  con  respecto  a  levadura,  consistente  con  la  generaci6n  de

8



sistemas   de  transducci6n   de  sefiales   mss   complejos   que   acompafian   a  la

mul{icelu]aridad (Li,  2005).

Los  mencionados  dominios  son  polip6ptidos  de  entre  30  a  200  aminoacidos.

Cada clase de dominio se caracteriza por una secuencia y/o estructura tridimensional

determinada.  Esta estructura,  en general,  es retenida al ser aislada desde su proteina

nativa y son  clasificados segdn  la secuencia consenso que reconocen.  Cada proteina

de andamio, contiene por lo general, uno o varios tipos de dominios.

Entre  los  dominios  presentes en  las  proteinas  de  andamio,  cabe  destacar los

PDZ   (ESD95/SAP90-Blg-ZO-1),   SH3   (arc   Eomology   3),   GUK   (dominio   Guanilato

quinasa),   SAM   (Sterile   Alpha   Motif),   L27   (dominio   tin-2/Lin-I),   dominio   similar  a

CaMKII y los repetidos de Ankirina.

Ill.1.1  Dominios  PDZ

Es  .uno,  de  los  dominios  de  interacci6n  mas  estudiados.   Corresponde  a  una

secuencia de aproximadamente 90 aminoacidos, que reconocen secuencias de cuatro

aminoacidos  especificos  en  el  extremo  carboxi-terminal  de  las  proteinas  blanco.  Su

nombre  proviene  del  acr6nimo  de  las  tres   proteinas  en  las  que  fueron  descritos

inicialmente  (ESD95/SAP90,  [21g,  ZO-1). Analisis  de secuencia  en  los  genomas  de H.

sapf.ens,  D.  me/anogasfer y  C.  e/egans  han  estimado  la  presencia  de  440  dominios

PDZ  en  259  proteinas  diferentes;  133  en  83  y  138  en  96,  respectivamente  (Hun.g  y

Sheng,  2002),  lo  que  indica  que  es  un  dominio  frecuente  y  conservado  durante  la

evoluci6n.   Los  dominios   PDZ  poseen   un   caracter  modular,   es   decir,   pueden  ser

transplantados a una secuencia aminoacidica no relacionada y conservan su funci6n y

especificidad.  Tienen  una  estructura tridimensional  de  un  sandwich  de seis  hebras  a,

flanqueado por dos hebras a-h6lices. Los dominios PDZ pueden ser clasificados segdn

su  afinidad,   por  secuencias  carboxi-terminales  especificas  de  la  proteinas  blanco,

pudi6ndose clasificar en:  Clase  I,  que  reconocen  la secuencia carboxi-terminal X-S/T-

X-V/L   (en   donde   X   es   cualquier   aminoacido),   un   ejemplo   es   el   PDzl   y   2   de

PSD95/SAP90.  Clase  11,  que  reconocen  las  secuencias  X-¢-X-¢  (donde  ¢  es  un

residuo  hidr6fobo),  como  el  PDZ  de  Lin-2/CASK  proteina  serina  quinasa  dependiente

9



de CaM y Clase Ill, reconocen la secuencia X-D-X-V,  presente por ejemplo,  en la

6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) (Sheng y Sala, 2001).

A pesar de que los diferentes dominios PDZ de una misma clase tienen una alta

homologia de secuencia entre si,  poseen distinta  afinidad  por diferentes  ligandos, y la

uni6n a estos,  en algunos  dominios, esta regulada por fosforilaci6n de los residuos de

serina y/a treonina de los ligandos.

Otra   forma   de   interacci6n    menos   frecuente   que   se   ha   descrito   es   la

dimerizaci6n entre dominios  PDZ,  un ejemplo es  la interacci6n  de los  PDZ de nNOS y

Syntrophin (proteina adaptadora asociada a citoesqueleto),  en la cual un giro P que se

forma en el extremo carboxi-terminal del PDZ de nNOS que acttla como una secuencia

reconocida  por  el  dominio  PDZ  de  Syntrophin.  Esta  interacci6n  deja  libre  el  sitio  de

uni6n  del  dominio  PDZ  de  nNOS  de  tal  forma  que  este  dominio  puede  mediar  la

formaci6n de un trimero,

Las proteinas que contienen dominios PDZ pueden dividirse en varios grupos:

Grupo  I,  Proteinas  que  no  poseen  actividad  enzimatica  intrinseca.  Dentro  de  este

grupo se pueden encontrar proteinas compuestas s6Io por dominios  PDZ, como INAD

y  MUPP-1   (proteinas  de  andamio  de  la  fototransducci6n  en  DrosapA/./a  y  sinapsis

quimica  en  mamiferos,  respectivamente),  y  otras  que  ademas  de  los  PDZ  poseen

dominios de otras caracteristicas como son el SH3,  LIM,  PTB,  etc,  o tambi6n dominios

de interacci6n con lipidos como C2 y PH. Esta caracteristica le confiere a las proteinas

de andamio versatilidad para asociarse con diversos blancos.

Grupo 11,  Proteinas de andamio que ademas poseen actividad  enzimatica,  por ejemplo

nNOS, y algunos tipos de quinasas.

Grupo  Ill,  EIlas  se  encuentran  mayoritariamente  en  bacterias  y  plantas,  donde  estan

generalmente  presentes  en  proteinas  con  actividad  proteasa.  Los  dominios  de  este

grupo  de  protelnas  de  andamio  presentan  una  baja   homologia  de  secuencia  con
respecto  a  los  PDZ  convencionales,  pero  espacialmente  son  muy  similares.  Se  ha

observado que interaccionan con el sitio catalitico de la proteasa,  regulando el acceso

del ligando.  (Fan y cols., 2002).



Ill.1.2  Dominio  SH3  (Li,  2005)

El    dominio    SH3    (arc    ±omo[ogy    2)    consiste    en    aproximadamente    60

aminoacidos,   y   reconoce   una   secuencia   consenso   rica   en   prolinas,    PxxP.    La

especificidad de los dominios por determinados blancos esta dada por los residuos que

se encuentran alrededor de PxxP.  En la estructura tridimensional del dominio SH3,  hay

al  menos tres regiones  que interacttlan con el ligando,  dos hendiduras que acomodan

el  dip6ptido  xP  y  un  bolsillo  que  recibe  a  los  residuos  adyacentes.  La  afinidad  del

ligando por el dominio es baja (1-100 LAM).

Una   de   las   caracteristicas   de   las   prolinas   (residuos   reconocidos   por  este

dominio)  es  que  al  romper estructuras  secundarias  como  las  hojas  8  y  las  Ch-helices,

generalmente  estan  expuestas y  son  accesibles  al  medio.  Secuencias  de  poliprolina

forman  una estructura  h6Iice de tres  residuos  por giro llamada  Ppll  (poliprolina tipo  11);

este  tipo  de  estructura  se  forma  espontaneamente  en  soluci6n  desde  un  peptido  de

prolinas.  Estando  tanto  las  cadenas  laterales  de  los  residuos  como  el  esqueleto  de

carbonos de la helice dirigidas hacia afuera del eje de la h6lice y siendo esta estructura

altamente resistente a la sustituci6n de las prolinas por otros aminoacidos, la hace una

estructura versatil  capaz  de  generar distintos  sitios  de  reconocimiento  con  diferentes

afinidades de uni6n de ligandos.

Los  dominios  SH3  se  pueden  clasificar  segt]n  las  secuencias  consenso  que

reconocen.  Hay al menos tres tipos distintos de dominios SH3:

Tipo I:  K/RxxPxxP

Tipo  11:  PxxPxR/K

Tipo Ill: RxxK (esta es una excepci6n a la regla, ya que no hay prolinas involucradas en

la secuencia consenso)

Ill.1.3 Dominio GUK (§±±anylate kinase)

Este  dominio   posee  una  significativa   identidad   de  secuencia   (40%)  con   la

guanilato quinasa de  S.  cerev/.s/.ae (GUK1),  una enzima que cataliza la fosforilaci6n de

GMP  a GDP  usando como fuente de fosfato el ATP.  Sin  embargo,  el  dominio GUK  no

posee  actividad  catalitica.   Este  dominio  puede  ser  subdividido  en  tres  estructuras

]lamadas  centro,  cLlbierta  y  giro  de  uni6n  a  GMP.  .El  centro  esta  formado  por  cinco
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hebras P y cuatro a-h6lices, y la cubierta y el giro flanquean el centro.  EI dominio

GUK  contiene  los  supuestos  sitios  de  uni6n  a  GMP,  ATP  y  la  actividad  transferasa,

pero   un  estudio  estructural   comparativo  con   GUKl   ha   mostrado  que  esta  regi6n

muestra  grandes  diferencias  espaciales,  Io  que  explicaria  la  ausencia  de  actividad

catalitica (Funke y cols., 2005).

Sin  embargo,  hasta el  momento  no se sabe cuales son  las caracteristicas  que

determinan  la  interacci6n  con  este  dominio.  Se  han  identificado  algunos  ligandos  de

GUK,  por  ejemplo,  GKAP/SAPAP  (proteina  de  la  sinapsis,  Takeuchi  y  cols.,1997),

GAKIN  (quinasa  asociada  a  guanilato  quinasa,  Hanada  y  cols.,  2000),  AKAP79/150

(proteina  de  andamio  de  la  proteinas  quinasa  A,   PKA,   Colledge  y  cols.,  2000),  y

MAPIA (proteina asociada  a  microttlbulos  lA,  Brenman y cols.,1998).  Por otra  parte,

se  ha  determinado  que  el  dominio  GUK  se  une  de  manera  intramolecular  al  dominio

SH3  en  la  proteina  PSD95/SAP90,  aunque  de  una  manera  no  can6nica  para  este

dltimo,  ya   que   GUK  no   posee  secuencias   ricas   en   prolina   (Funke  y  cols.,   2005;

Dimitratos y cols.,1999). Se ha observado que dicha interacci6n interfiere con la union

de GKAP al dominio GUK y tambien ejerce un efecto negativo sobre el acercamiento de

proteinas que se unen a dominios PDZ de PSD95/SAP90 (Caruana, 2002)

1]1.1.4 Dominio similar a la secuencia catalitica de CaMKll

Este dominio esta presente al menos en la proteina Lin-2/CASK (mamifero) y al

igual qiie el  dominio  GUK,  no  posee actividad  catalitica.  El  ort6Iogo de  Lin-2/CASK en

Drosaph/./a,  Ilamado  Camguk,  se  une  a  CaMKll  de  manera  dependiente  de  ATP.  La

uni6n  de  ATP  a  CaMKll  gatilla  la  formaci6n  del  complejo  Camguk-CaMKII  y  si  esto

ocurre   en       presencia   de   calcio,    provoca   la   autofosforilaci6n   de   CaMKll   y   su

consiguiente  activaci6n.   De  esta  manera  se  produce  un   "pool"  de  CaMKll   activa,

localizado  sobre  la  proteina de  andamio Camguk.  AI contrario,  si  los  niveles  de calcio

son bajos, el complejo se disocia. Asi, este dominio acttla como una base para generar

aumentos  de  actividad  CaMKII  altamente localizados  en  los  sitios  donde se  producen

aumentos de calcio. Una evidencia funcional de la importancia de este complejo es que

la    mosca    mutante    nula    de   Camguk    muestra    alteraciones    en    el    cortejo,    un

comportamiento en el cual  esta involucrada  CaMKll  (Funke y cols.,  2005;  Dimitratos y

cols.,1999).
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Ill.1.5  Dominio SAM

Es  un  dominio  de  aproximadamente 70  aminoacidos  que  recibi6  este  nombre

(SAM, Sterile Alpha Motif)  debido a su alto contenido en estructura a-h6Iice y al hecho

de que cuatro de las  primeras proteinas identificadas que contienen  este dominio son

cruciales   para   la   diferenciaci6n   sexual   en   levadura.   Mutaciones   en   este   dominio

impiden el acoplamiento en estos organismos.

Los dominios SAM se encuentran en complejos macromoleculares en todos los

compartimentos celulares y ademas de estar .presentes en proteinas de andamio,  han

sido descritos en quinasas, protelnas de uni6n a RNA y factores de transcripci6n.

Dentro  de   la  familia  de  factores  de  transcripci6n   ETS   (que   intervienen   en

procesos de control  de crecimiento celular,  diferenciaci6n y desarrollo embri6nico)  los

dominios SAM estan en el 40% de ellos.

Una   caracteristica   del   dominio   SAM   es   su   capacidad   de   polimerizar.   Por

ejemplo,  el  represor  de  la. transcripci6n  Yan  forma  polimeros  unidos  entre  si  por  ]os

dominios  SAM,   Ios  que  se  unen  al  DNA  y  reprimen  la  transcripci6n.   La  forma  de

levantar la represi6n es  por medio de la intervenci6n de Mae,  una proteina que posee

s6lo un dominio SAM que se une a Yan, con una afinidad mayor que la uni6n Yan-Yan.

Una caracteristica  de  esta  uni6n  es  que  no  hay formaci6n  de  polimeros  Yan-Mae,  lo

que  impide  su  uni6n  a  DNA,   permitiendo  levantar  la  represi6n.   De  este  modo,   la

capacidad  de formar polimeros  de  SAM  permite  la  regulaci6n  dinamica  de  procesos

celulares  (Qiao y Bowie, 2005).

111.1.6  Repetido de Ankirina

Fue   descrito   por   primera   vez   en   1987   (Hall   y   Bennett,   1987)   como   una

secuencia conservada en  proteinas que regulan  el ciclo celular en  levadura (Cdcl0) y

en el receptor involucrado en desarrollo,  Notch.  Este dominio consta de una §ecuencia

de 33  aminoacidos y debe  su  nombre a que en  la  proteina  asociada  a citoesqueleto,

ankirina,  existen 24 de estos repetidos (Foord y cols„  1999).  Los repe{idos de Ankirina

se  encuentran  en  todos  los  stlper-reinos  (bacterias,  arqueas  y  eucarias,  ademas  de

algunos   genomas   virales).   A  nivel   subcelular,   se   pueden   encontrar  en   proteinas

asociadas    a    nt]cleo,     citoplasma    y    matriz    extracelular.     Estructuralmente,     los



aminoacidos    estan    organizados    en    dos    a-h6lices    antiparalelas    apiladas,

conectadas por un giro P, la que se orienta en un angulo de casi 90° con respecto a las

helices,  adquiriendo forma de  L.  No  ha sido  detectada  ninguna  funci6n  enzimatica del

repetido de ankirina,  y frecuentemente se presentan  en  secuencias  de 2 a 6,  aunque

se  han  encontrado  hasta  33  de  estos   repetidos  en   una  proteina.   Un  analisis  de

secuencia  ha  mostrado  que  la  existencia  de  3  o  mas  repetidos  permitiria  el  correcto

plegamiento de 6stos, pero un ndmero menor genera plegamiento parcial o inexistente.

La magnitud de la superficie de este dominio depende del ndmero de repetidos ankirina

que  contienen,  lo  que  en  parte  define  sus  blancos.  AIgunos  de  los  residuos  de  este

dominio  estan  altamente  conservados;  sin  embargo,  hasta  el  momento  no  ha  sido

encontrada una secuencia consenso reconocida por estos repetidos.

Estos  repetidos  se  encuentran  en  proteinas tan  diversas  como  organizadores

del   citoesqueleto,   reguladores   del   desarrollo,   toxinas,   en   la   familia   de   canales

cati6nicos  como  los  TRP,  que  incluyen  receptores  sensibles  a  calor,, frio y  proteinas

mecanosensoriales, entre otras (Sedgwick y Smerdon,1999;  Mosavi y cols., 2004).

111.1.7  Dominio  L27

Este  dominio  fue  descrito  por primera vez  en  las  secuencias  de  las  proteinas

±in-2 y  Lin-I,  y  su  nombre  deriva  de  ellas.  Consta  de  50-60  aminoacidos  (Doerks  y

cols.,   2000)  y   el   analisis   de   su   estructura   ha   mostrado   que   una   unidad   de   L27

permanece    mayoritariamente    desplegada.    La    interacci6n    entre    dos    de    ellos

provenientes  de distintas  proteinas  (no ha sido detectada dimerizaci6n  en  una misma

protefna) es suficiente para estabilizar la estructura, generandose en cada dominio tres

Ci-helices, con un gran lazo entre las h6lice 1  y 2, pero s6Io un residuo entre la 2 y 3. La

interacci6n de dos unidades  L27 se debe mayoritariamente a residuos hidr6fobos (Li y

cols, 2004).

Lin-7  posee  un  dominio  L27  en  el  extremo  amino-terminal  y  Lin-2  posee  dos,

entre el dominio  CaMKIl y el dominio SH3,  llamados  L27N y L27C segtln su  ubicaci6n

mas  cercana  al  amino- o  carboxi-terminal.  EI  tlnico dominio de  Lin-7 interacttla con  el

L27C de Lin-2, formando un complejo que deja libre el resto de los dominios de ambas

proteinas  para  establecer  uniones  con  otros  ligandos,  como  por ejemplo,  Ia  uni6n  de
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LET-23  (receptor  tjrosina  quinasa,  involucrado  en  ]a  diferencia.ci6n  de  celulas

vulvales  en  C.  e/egar]s)  o  la  subunidad  NR2B  de  los  receptores  sensibles  a  NMDA

ambos al dominio  PDZ de Lin-7  (Harris y cols.,  2002).  Por otra parte,  el dominio L27N

de Lin-2/CASK (mamiferos) interacciona con el extremo amino-terminal de SAP97/DIg,

otra proteina de andamio. (Lee y cols„ 2002)

Todos  estos  dominios  estan  contenidos  en  las   proteinas  andamio,   que  se

caracterizan por la presencia de uno o mas de ellos en su estructura.

]11.2 Familias de proteinas de Andamio

1]1.2.1  Familia  MAGUK

Miembros  de  la  familia  MAGUK  existen  desde  DrosapA/./a  y  C.e/egans  hasta

mamiferos.Todas las proteinas de esta familia comparten las caracteristicas de poseer

un   dominio   GUK,   pero   caren{e   de   actividad   enzimatica   (Dimitratos   y   cols.,   1999;

Montgomery y cols., 2004).

Los  miembros  identificados  de  esta  familia  han  sido  agrupados  en  al  menos

cuatro sub-familias:

Ill.2.1.1  Sub-familia PSD95/SAP90.  Poseen tres dominios PDZ,  uno SH3 y uno GUK.  EI

primer  gen  identificado  de  esta  familia,   DIg,  fue  descubierto  en  una  btlsqueda  de

supresores  de tumores  en  Drosaph/./a  (Woods y  Bryant,1991),  donde  las  larvas  que

carecen   de    Dlg    muestran   crecimiento   descontrolado   de   los    discos   imaginales

(estructuras  de  la  larva  que  da fan  origen  a  las  distintas  partes  de  la  mosca  adulta,

durante  la  metamorfosis).  Ademas,  las  unjones  septadas  desaparecen  (equivalente a

las  uniones  estrechas  en   mamiferos)  y  se  altera   la  estructura  celular  del  epitelio

embrionario (Funke y cols., 2005). Los miembros de esta subfamilia, que en mamiferos

incluye a  PSD95/SAP90,  SAP97,  SAP93/Chapsynl 10  y  SAP102/NE-DIg,  poseen  una

estructura  similar a  Dlg  de  DrosapA/./a  (Dimitratos  y  cols„  1999).  Se  ha  determinado

que PSD95/SAP90 y SAP93/Chapsynl 10 pueden  ser palmitoladas,  Io que ayuda a su

localizaci6n   en   la   membrana.   Ademas,   existen   variantes   de   procesamiento   que

aumentan la versatilidad de estas proteinas:  SAP97 posee insertos en la regi6n  Hook,



determinados   por  procesamiento  alternativo,   llamados   12,   13,   I.4,   15,   pero   por

ejemplo, s6Io el inserto 14 se encuentra en cerebro y en higado y el inserto 13 tiene una

regi6n   de  uni6n   a  la  proteina  asociada  a  citoesqueleto  4.1N   (Lue  y  cols.,1994).

Modificaciones   post-traduccionales  tambi6n   pueden   regular  a  estas   proteinas:   por

ejemplo,  PSD95/SAP90  es  fosforilada  en  su  extremo  amino-terminal  por  la  quinasa

Cdk-5, proteina involucrada en ciclo celular.

111.2.1.2    Subfamilia    ZO-1.    Tienen    los    dominios    caracteristicos    de    la    subfamilia

PSD95/SAP90,  es  decir,  tres  dominios  PDZ,  uno  SH3 y un  GUK,  pero  ademas,  en  el

extremo carboxi-terminal tienen una regi6n rica en prolinas. Sus miembros son ZO-1, 2

y  3  (mamiferos),  ademas  de  Tamou  (Orosaphj./a)  (Dimitratos  y  cols.,  1999).  ZO-1  fue

identificada mediante la generaci6n  de anticuerpos monoclonales contra  los complejos

de uni6n epitelial ais]ados desde hepatocitos (Funke y cols., 2005).

Ill.2.1..3  Subfamilia  p55.  Contienen  s6Io  un  dominio  PDZ,  SH3  y  GUK  y  poseen  una

regi6n  Hook que se asocia con  a la proteina banda 4.1  (asociada al citoesqueleto).  La

proteina   p55,   que   da   nombre   a   esta   subfamilia,   fue   la   primera   MAGUK  aislada

bioquimicamente  desde  membranas  de  eritrocitos,   aunque  posteriormente  ha  sido

encontrada  tambien  en  otros  tipos  celulares.  Otros  miembros  de  esta  subfamilia  son

Dlg2 y Dlg3 (Dimitratos y cols.,1999).

Ill.2.1.4 Subfamilia  Lin-2.  Contiene  un  dominio  PDZ,  uno  SH3 y  uno  GUK.  Ademas  en

su  extremo  amino~terminal  existe  una  secuencia  similar  al  dominio  regulatorio  de  la

CaMKll y dos dominios L27, ort6Iogos de esta proteina en  Drosaph/./a,  mamiferos y C.

e/egans son  Camguk,  CASK y  Lin-2  respectivamente  (Dimitratos y  cols.,  1999).  Este

gen  fue  identificado  mediante  una  bdsqueda  de  genes  que  causan  el  fenotipo  de

ausencia  de  vulva   en   C.   e/egans   (Dimitratos  y  cols.,   1999)  y   posteriormente  se

determin6 que  ademas  es  requerido  Lin-7Iveli/MALS y  Lin-10/Mint,  Ios  cuales forman

un complejo que determina el correcto desarrollo vulval (Funke y cols„ 2005).

Por  otra  parte,  se  ha  descubierto  que  Lin-2/CASK  puede  ser  traslocada  al

ntlcleo,  donde  se  une  a  factores  de  transcripci6n  y  activa  la  transcripci6n  de  genes

como Fee//.n,  o regula la expresi6n de la subunidad  NR2B del receptor para glutamato

NMDA (Hsueh y cols., 2000).



Ill.2.2 Familia ProsAP/Shank

Miembros  de  esta  familia  fueron  inicialmente  descritos  por varios  grupos  a  la

vez,  Io que explica los diferentes nombres que recibe una misma proteina (Boeckers y

cols„  1999;  Naisbitt y  cols.,1999,  Sheng  y  Kim,  2000).  Son  el  producto  de  al  menos

tres  genes,  que  codifican  para  Shankl,  ProsApl   a  Shank2  y  ProsAP2  o  Shank3.

ProsApl  y ProsAP2 poseen en su extremo amino-terminal 5 a 6 repetidos de ankirina,

ademas  de  un  dominio  SH3 y  PDZ.  En  la zona  carboxi-terminal  se encuentran varios

sitios  ricos  en  prolina  y un  sitio de  uni6n  a  Cortactina,  que tambien  es  rico  en  prolina

(denominado   ppl),    para   terminar   en    un   dominio   SAM.    Se   ha    propuesto   una

homodimerizaci6n cola-cola de ProsAP por medio de este dominio. Existe mas de una

variante   de   procesamiento,   tambi6n   distintos   sitios   de   inicio  y  terminaci6n   de   la

traducci6n   para   los   productos  g6nicos,   lo  que  aumentaria  la  versatilidad   a  estas

proteinas.

Todas   las   ProsAPs   estan   presentes   en   cerebro;   ProsAP1/Shank2   esta

localizada  en  neuronas  y  glias  y  ademas  se  ha  encontrado  en  otros  tejidos  como

higado  y  rifi6n.   Los  tres   miembros   de  la  familia   ham  sido  detectados  en   espinas

dendriticas, que son las estructuras postsinapticas de las sinapsis glutamatergicas.

Las   ProsAP/Sank   son   capaces   de   formar   puentes   entre   el   citoesquelto

proteinas de andamio y receptores en la sinapsis glutamatergica, por lo que se postula

que  juegan  un  .papel  esencial  en   la  organizaci6n  de  grandes  complejos  proteicos

(Boecker§   y   cols.,    1999).    Tambien    localizan    componentes    del    mecanismo   de

endocitosis  mediada  por clatrina  cercano  a  los  receptores  de  glutamato  (Okamoto y

cols., 2001).

1[].3. Funci6n de las proteinas de andamio en distintos sisl:emas de sefializaci6n

Ill.3.1  Fototransducci6n en 0.  me/anogasfer

El   sistema   de  fototransducci6n   en   DrosapA/./a   esta   organizado   sobre   una

protefna de andamio llamada lNAD y se localiza en las microvellosidades de las celulas

fotorreceptoras.  La transducci6n se inicia  en  las  membranas  de las  microvello§idades

al  activarse   una   Rodopsina,   un  receptor  de  siete  segmentos  transmembrana,  por

17



acci6n de un fot6n.  La Rodopsina activa a alrededor de 5  mol6culas de proteinas

Gq,  generando  una  amplificaci6n  de  la  serial  (Hardie  y  cols.,  2002).  La  proteina  G

activa la PLC, por lo que incrementan los niveles de lp3 y DAG.  Este dltimo activaria al

canal cati6nico TRP  (Delgado y Bacigalupo,  2006), Io que lleva a la despolarizaci6n de

la membrana, y al aumento de calcio intracelular,  necesario para el apagamiento de la

respuesta y la adaptaci6n.

Dentro    de    los    sistemas    de   transducci6n    acoplados    a    proteinas    G,    la

fototransducci6n  en  la  mosca  es el  mas  fapido  descrito  hasta  ahora,  con tiempos  de

activaci6n y deactivaci6n de 20 ms y <100 ms, respectivamente.  Existen al menos dos

factores  que  determinan  esta  caracteristica:  primero,  la  transducci6n  ocurre  en  un

espacio  reducido  (microvellosidad),  por  lo  que  pequefias  corrientes  por  los  canales

TRP  afectafan  los  niveles  de  iones  dentro  de  este compartimento,  particularmente  el

calcio,  induciendo  cambios  rapidos  de  potencial  de  membrana;  y  segundo  (Sheng  y

Sala,  2001)  este  sistema  esta  organizado  sobre  una  proteina  de  andamio  llamada

lNAD  que  interacciona  con  PLC,  TRP  y  PKC  (Hardie y  Raghu,  2001),  con  lo  cual  la

interacci6n  de  los  distintos  componentes  es  fapida y eficiente.  INAD  esta  compuesta

por  cinco  dominios  PDZ.  Diversos  estudios  han  demostrado  que  PLC  esta  unida  al

PDzl   y  a  PDZ5  de  lNAD,  TRP  al  PDZ3  y  PKC  a  PDZ2  y  PDZ4  (Montell,  2005;

Tsunoda y cols.,1997; van  Huizen,1998).  Estas tres proteinas componen un complej.o

minimo con  INAD.  EI TRP ancla  al complejo a la  membrana  de las  microvellosidades,

como fue mostrado con  mutantes  nulos de INAD  o  mutaciones en sus  dominios  PDZ

(Tsunoda y cols.,1997).  Tambi6n  se  ha observado  que  CaM,  Gq y  una  miosina  poco

comtln  (NINAC)  pueden  asociarse  a  lNAD  de  manera  transitoria.  INAD  tambien  es

capaz de oligomerizar por medio de los dominio PDZ 3 y PDZ4, generando una red de

sefializaci6n (Sheng y Sala, 2001).

111.3.2 Sinapsis quimica excitatoria en mamiferos

En las  sinapsis  quimicas  excitadoras  del  cerebro,  Ia  membrana  post-sinaptica

contiene una estructura  muy rica.en proteinas que esta especializada en responder al

glutamato    liberado    desde    la    membrana    pre-sinaptica    e    iniciar    una    compleja

transducci6n  de  sefiales.   Mediante  microscopia  electr6nica  se   puede  observar  un

engrosamiento  de  la  membrana  subsinaptica  de  aproximadamente  40  a  50  nm  y  un



ancho   de   cerca   de   500   nm,   llamada   densidad   post-sinaptica   (DPS).   Esta

estructura posee una alta concentraci6n de receptores de glutamato integrados en una

red de elementos regulatorios, de andamio y de citoesqueleto.  La DPS es considerada

funcionalmente como  un  organelo especializado  en  la transducci6n y  regulaci6n  de  la

serial glutamatergica.

Dentro de  la  DPS  estan todas  las  proteinas  implicadas en  la generaci6n  de  la

respuesta a glutamato y las que median procesos de plasticidad. Estas proteinas estan

organizadas   por   medio  de   proteinas   de  andamio,   de   las   cuales   existe  una  gran

variedad  en  la sinapsis,  predominando las que contienen  dominios  PDZ (Hata y cols.,

1998;  Montgomery y cols., 2004).

Una de las proteinas de andamio mss abundante en la DPS es PSD95/SAP90,

que  une a los  receptores  NMDA.  Tambi6n interactda con  Neuroligina,  una  proteina de

adhesi6n intercelular y a canales de potasio gatillados por voltaje (Kv y Kir).

PSD95/SAP90 forma una red,  favorecida por la formaci6n  de dimeros a trav6s

del extremo amino-terminal, que localiza los receptores y otras proternas de membrana

en la DPS, pero tambien se asocia a proteinas que no tienen dominios transmembrana,

como  nNOS  sensible  a  calcio.  nNOS  es  activada  por el  calcio  que  ingresa  traves  del

receptor  de   NMDA.   PSD95/SAP90   tambi6n   se   asocia   a   proteinas   que   controlan

GTpasas de las familias  Ras,  Rho y  Rap,  como  GAPs  (GTpase activating proteins) y

GEFs  (GTP/GDP  exchange factor).  EIlas son SynGAP  (GAP  para  Ras),  Kalirina  (GEF

para Rac-1) y SPAR (GAP de proteinas G de sinapsis) (Kim y Sheng, 2004).

PSD95/SAP90  es  una  de  las  proteinas  mas  abundan{es  de  la  DPS  (Cheng  y

cols.,  2006)  y  forma  parte fundamental  de  una  compleja  red  de  sefializaci6n  que  va

desde los receptores de NMDA hasta el citoesqueleto de actina,  interviniendo tanto en

la   localizaci6n   de   componentes,   como   en   las   caracteristicas   de   la   respuesta   a

glutamato.   Knockouts   de   PSD95/SAP90   muestran   un   dramatico   efecto   sobre   la

potenciaci6n  sinaptica  en   hipocampo.   Un  efecto  similar  es  causado  al  utilizar  una

subunidad del receptor (NR2)  sin  el extremo carboxi-terminal  que es  reconocido por el

dominio  PDZ  de  PSD95/SAP90,  pero  que  conserva  las  caracteristicas  el6ctricas  del

canal. (Sheng y Sala, 2001 ;  Hata y cols.,1998).

Otros  ligandos  encontrados  para  PSD95/SAP90  son  MAPIA y  CRIPT,  que se

unen  al  dominio  GUK  y  PDZ3,   respectivamente.   Estas  son  proteinas  asociadas  a

microttlbulos,   estrLicturas  que  se  suponen   ausentes   de  las  sinapsis,   aunque  esto

19



podria  ser  importante  en  procesos  de  tfafico  y  destinaci6n  ha.cia  sinapsis  de

PSD95/SAP90  y  de  algunas  de  las  proteinas  con  las  que  se  asocia  (Sheng  y  Sala,

2001).

Estudios   de   localizaci6n   de   las   proteinas   de   la   subfamilia   PSD95/SAP90

(Chapsynll0/SAP93,   PSD95/SAP90,   SAP97/Dlg  y  SAP102/NE-DIg)   muestran   una

distribuci6n    diferencial,    es    decir,     Chapsynll0/SAP93    y    PSD95/SAP90    estan

mayoritariamente  localizadas  en  las  DPS,  en  cambio  SAP97/Dlg  y  SAP102/NE-Dlg

estan  en  la  dendrita,  ax6n,  citoplasma y  sinapsis  (Valtschanoff y  cols.,  2000;  Sans y

cols„  2000;   Rumbaugh  y  cols.,  2003).   Esto  hace  pensar  que  estas  dltimas  estan

involucradas en procesos de transporte,  mas que cumpliendo una funci6n de andamio.

Por  ejemplo,  Sec8,  una  proteina  del  exocisto  (sistema  que  transporta  vesiculas  de

secreci6n a la superficie celular), se une a SAP102/NE-Dlg (Sans y cols., 2003).

Por otra parte, los receptores de glutamato sensibles a AMPA interaccionan con

otra familia  de  proteinas  de  andamio,  llamadas  GRIP/ABP.  Estas  se caracterizan  por

poseer   de   6   a   7   dominios   PDZ,   y   al   igual   que   PSD95/SAP90   pueden   estar

palmitoladas, lo que genera dos poblaciones de GRIP/ABP,  una asociada a membrana

citoplasmatica  (palmitolada) y otra a  membranas  internas.  Ademas  puede dimerizar a

trav6s del PDZ6.  Las subunidades GluR2 y GluR3 de los receptores AMPA se unen a

los  PDZ 4 y  PDZ5  de GRIP.  Tambien se ha observado que GRIP/ABP  interactua con

proteinas  de  adhesi6n  celular,  RasGEF  y  con  receptores  de  glutamato  sensibles  a

kainato y metabotr6picos  (Kim y Sheng,  2004).  Sin embargo,  no se ha observado co-

Iocalizaci6n de GRIP/ABP con los receptores y gran parte de esta proteina de andamio

permanece en los compartimentos intracelulares (Dong y cols.,1999).  Se ha propuesto

que  GRIP  esta  involucrada  en  el trafico  de  estos  receptores,  similar  a  la  funci6n  del

complejo ternario Lin (ver pr6ximo apartado).

Como se coment6 en el apartado  Ill.2.2 ProsAP tambi6n es  parte fundamental

de  la  sinapsis  y  su  funci6n  es  constituir  una  interfase  entre  el  citoesqueleto  y  las

proteinas     centrales     a     la     densidad.     Asi,     las     ProsAP     estan     enriquecidas

mayoritariamente  en  las  zonas  profundas  de  la  densidad  post-sinaptica.  Alteraciones

en  los  niveles  de  ProsAP  generan  cambios  en  la  densidad,  forma  y  tamafio  de  la

espina dendrftica.



Ill.3.3 Determinaci6n de polaridad epitelial

En  D.   me/ar}ogasfer  las  proteinas  Bazooka  y  Dmpar-6  (contienen  dominios

PDZ) y una PKC a{ipica (DapKC) estan implicadas en el establecimiento y mantenci6n

de  la  polaridad  apico-basal  en  tejidos  epiteliales  (Hung  y  Sheng,  2002;  Ohno,  2001).

Asi,     embriones     mutantes     de     Bazooka     muestran     una     epidermis     altamente

desorganizada (Payre, 2004).

Por otra  parte,  en  C.  e/egans se encuentran  las  proteinas  Lin-2,  Lin-7 y  Lin-10

que especifican el destino basolateral del receptor del factor de crecimiento epidermal,

LET-23   (Hung   y   Sheng,   2002;   \/Vhitfield  y   cols.,   1999).   En   las   c6lulas   epiteliales

precursoras  vulvales,  LET-23  se  une  al  dominio  PDZ  de  Lin-7  mediante  el  extremo

carboxi-terminal  -ETCL  (uni6n  a  PDZ  clase  I).  Los  ort6Iogos  en  mamifero  de  estas

proteinas son:  Lin-2/CASK;  Lin-7Iveli/MALS y Lin-10/Mint/Xll,  que contienen dominios

PDZ y forman  un complejo ternario,  en el cual no estan involucrados los dominios PDZ

(Borg y cols.,1998;  Butz y cols.,1998;  Kaech y cols.,1998).

Se  ha  observado  que  Lin-7  esta  enriquecida  en  sinapsis  en  donde  une  a

receptores  del  tipo   NMDA  via  -ESDV  (subunidades   NR2)  (Jo  y  cols.,   1999)  y  en

uniones celulares de los epitelios uniendo al transportador epitelial del neurotransmisor

GABA, reconociendo su extremo carboxi-terminal -ETHL (Perego y cols.,1999).

CASK  une  la   proteina  de  adhesi6n  celular  Neurexin   (via  -EYYV,   clase  11)

implicada   en   la   formaci6n   de   uniones   septadas   en   Drosaph/./a.   Por   otra   parte,

Syndecan  (proteog[icano)  y  CASK  co-Iocalizan  en  c6Iu[as  epiteliales  de  mamiferos,

especificamente en  membrana basolateral (Cohen y cols.,1998) y tambien  CASK une

a la proteina asociada a citoesqueleto  Banda 4.1  (Hung y Sheng, 2002;  Sheng y Sala,

2001).

Estudios    de    localizaci6n   subcelular   Lin-2/CASK,    Lin-7Iveli/Mals   y    Lin-10

muestran  una localizaci6n celular difusa en que ninguna de las tres co-localiza con las

otras  de  manera  evidente,  ni  tampoco  con  sus  ligandos.  For ejemplo,  Lin-10  localiza

mayoritariamente   en   Golgi,   mientras   Lin-7Iveli/Mals   se   encuentra   enriquecida   en

sinapsis y en  las  uniones  adherentes  en  c6Iulas  epiteliales.  Lin-2/CASK  se  distribuye

en  las  zonas  pre- y  post-sinaptica y  ademas,  baj.o  ciertas  condiciones,  se trasloca  al

ntlcleo  (Hsueh  y  cols.,   2000).   Esto   ha  llevado  a  pensar  que  este  complejo  esta

involucrado  en   procesos  de  transporte,   mss  que  funcionar  como   un   andamio  de



sistemas de transducci6n. Se ha observado que los receptores se.nsibles a NMDA

viajan  a  lo  largo  del  citoesqueleto  por  medio  de  este  complejo  ternario  a  KIF17,  que

pertenece  a  la  familia  de  protelnas  motoras  de  la  familia  kinesina  (Kim,1997;  Bredt,

1998; Setou y cols., 2000).

lv. Proteinas de andamio en el sistema o[fatorio

Como  se  ha  mostrado,  las  proteinas  de  andamio  estan  involucradas  en  una

variedad  de  procesos  de  transducci6n  de  sefiales  y  algunas  de  sus  funciones  son:

aumentar  la  eficiencia  de  la  respuesta  a  un  estimulo  a  traves  de  segregaci6n  en

microdominios  de  diversos  sistemas  de  transducci6n,  Iocalizaci6n  adecuada  de  los

componentes de la transducci6n y tfafico de proteinas a membrana citoplasmatica.

La   organizaci6n   de   la   cascada   de   quimiotransducci6n   sobre   proteinas   de

andamio podrfa permitir una segregaci6n molecular que daria cuenta de las respuestas

excitatoria   e   inhibitoria,   que   una   misma   neurona   olfatoria   es   capaz   de   generar

independientemente. Ademas permitiria eficiencia en la transducci6n en  un sistema en

el  cual  se  sugiere   que   existen   niveles   bajos   de  segundos   mensajeros.   Tambi6n

permitiria  acercar  los  componentes  implicados  en  la  terminaci6n  y  adaptaci6n  de  la
respuesta.

Hasta el inicio de este estudio,  s6lo habia indicio de la presencia de la proteina

de andamio  HomerlvESL en  neuronas de epitelio olfatorio,  aunque no se observ6  un

enriquecimiento de  es{a protelna  en  los cilios olfatorios.  HomerIVESL es  una proteina

involucrada principalmente en  el tfafico y agrupamiento de los  receptores a glutamato

metabotr6picos en  sistema nervioso, su  papel  en  la quimiotransducci6n se desconoce

(Gasperini y Foa, 2004).

En esta tesis se estudi6 la presencia de las proteinas de andamio en el epitelio

olfatorio,  por la  relevancia  que 6stas  podrian tener organizando  en  microdominios los

componentes de la quimiotransducci6n en los cilios olfatorios.
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HIP6TESIS

En cilios olfatorios estan presentes proteinas de andamio, Ias que podrian estar

participando en  la  organizaci6n  de  la cascada  de transducci6n  olfatoria  en  complejos

moleculares.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar la presencia de proteinas de andamio en los cilios olfatorios.

OBJETIVOS ESPEciFICOS

1.                  Desarrollar   una    preparaci6n    de.   membrana    ciliar   purificada   y   altamente

enriquecida en proteinas propias de los cilios olfatorios.

2.                   Investigar la  presencia  de  proteinas  de  andamio  en  cilios  olfatorios,  utilizando

las t6cnicas de Western blot e inmunohistoquimica.

3.                  Investigar las posibles interacciones entre las proteinas de andamio ciliares, asi

como entre 6stas y componentes de la transducci6n olfatoria.



METODOS

Los m6todos estan ordenados de acuerdo a cinco grandes areas:

I.   M6todos de preparaciones bioquimicas

]1.  M6todos de inmunohistoquimica

Ill. M6todos de biologia molecular

IV. M6todos de prote6mica

V.  M6todos de estudio de interacci6n entre proteinas

I. fv[6todos de preparaciones bioquimicas

I.1 Preparaci6n de membranas ciliares de epitelio olfatorio de rata (Figura 4)

Se  sacrificaron   ratas   Sprague   Dawley   por  decapitaci6n,   de   acuerdo  a  las

indicaciones  de etica  de  la  Universidad  de  Chile.  Se extrajeron  los  epitelios  olfatorios

desde  el  septum y  las  turbinas  de  la  cavidad  nasal y  se  colocaron  en  ,una  soluci6n

salina/HEPES   pH   7,4   mas   inhibidores   de   proteasas   (1    ml   por   los   dos   epitelios

provenientes  de  una  rata).  Luego  se  sometieron  a  una  suave  agitaci6n  por  20  min

sobre  hielo y  posteriormente  se  centrifug6  a  1.500xg  por  10  min  a 4°C.  Se  apart6  el

sobrenadante y se volvi6 a repetir el proceso de agitaci6n.

El  pellet restante se resuspendi6 en  5  ml de tamp6n  (por 6 epitelios de rata) y

se sonic6 por 5 s, se separ6 el sobrenadante, y se volvi6 a sonicar, esta vez por 10 s.

Los sobrenadantes  de las sonicaciones se centrifugaron  a  1.500xg y el sobrenadante

final se uni6 a los obtenidos por medio de la agitaci6n.

Los   sobrenadantes  juntos   se   cargaron   sobre   un   gradiente   discontinuo   de

sacarosa  en  soluci6n  salina/HEPES  0,75   M/1,4   M  y  se  centrifugaron  por  1,5  h  a

100.000xg  (4°C).  Se  extrajo  el  material  de  la  interfase  0,75  M y  1,4  M,  se diluy6  con

soluci6n salina/HEPES  al menos 4 veces y se centrifug6 por 1  h a  100.000xg.  EI pellet

obtenido (membranas  ciliares,  C) se resuspendi6  en 300  prl  de soluci6n  salina/HEPES

pH  7,4  mas  inhibidores  de   proteasas   (lp).   La  fracci6n   que  no  entr6  al  gradiente

corresponde a S2, compuesta por membranas no ciliares y protefnas citos6Iicas.
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Por otro  lado,  el epitelio  desprovisto de los  cilios,  se homogeniz6. y se centrifug6

10  min,  4°C  a  1.500xg,  y  'luego  el  sobrenadante  a  43.140xg  por  25  min,  el  pellet

(membranas  del  epitelio  desciliado,  ED)  resultante se  resuspendi6  en  500  prl  soluci6n

salina/HEPES pH 7,4 mss lp,  el sobrenadante de la t]ltima centrifugaci6n corresponde

a S1  (proteinas de membranas internas y citos6Iicas).

La  concentraci6n   de   proteinas   fue   medida   mediante   el   metodo   del   acido

Bicinconinico (BCA).

I.2 Membranas  de  Bulbo  Olfatorio y  Corteza  cerebral  mas  hipocampo,  80  y  Cx

respectivamente (controles para Western blot)

De las mismas ratas que se utilizaron para la extracci6n de epitelio olfatorio, se

obtuvo el  bulbo olfatorio o la corteza mas hipocampo.  El tejido  proveniente de 5 ratas

se coloc6  en  5  ml  de tamp6n  de  homogenizaci6n  con  lp  y se  homogeniz6,  Iuego  se

centrifug6 durante 1  h a 100.000xg, se recuper6 el pellet, se volvi6 a resuspender en el

mismo volumen de tampon de homogenizaci6n inicial. Se centrifug61  h  a 100.000xg y

el pellet se resuspendi6 en 500 prl tamp6n de homogenizaci6n mas lp.

La  concen{raci6.n   de   proteinas  fue   medida   mediante   el   metodo   del   acido

Bicinconinico (BCA).

I.3 Preparaci6n de Sinaptosomas, Sy (contro]es para Western blot)

Los  sinaptosomas  se  aislaron  siguiendo   el   procedimiento  de  Carlin  y  cols.

(1980),  modificado  por \/\lyneken y cols.  (2001).  Se aislaron  los telencefalos de 5 ratas

y  se  colocaron  inmediatamente  en  6  mvgth  (gramo  tejido  hdmedo)  de  tampon  de

preparaci6n,  mas  lp.  Los telenc6falos se  homogenizaron  en  un  homogenizador vidrio-

tefl6n  (doce  golpes).  EI  homogenizado  se  centrifug6  a  1.000  x  g  por  10  minutos,  se

lav6 el  pellet  (Pi)  en  tampon de  homogenizaci6n  y se volvi6  a centrifugar a  1.000 x g

por 5 minutos. Se recuperaron los sobrenadantes (Si), que se centrifugaron a 12.000 x

g  por 20  min.  La  porci6n  sedimentada  (P2)  se  resuspendi6  en  un  volumen  final  de  1

ml/gth  de sacarosa  0,32  M,  EGTA 0,5  mM,  Tris-CI 5  mM  pH  8,1  y se carg6 sobre una

gradiente discontinua de sacarosa  1,0 M/1,2 M (4,5 ml por fase) que contenia Tris-CI 5

mM  pH 8,1.  Se centrifug6 a 250.000 x g  por 60  minutos.  Despues de la centrifugaci6n



se  descart6  el  pellet,  compuesto  principalmente  por mitocondrias,  y  la  interfase

0]32/1   M  de  sacarosa,  compuesta  principalmente  por  mielina.  La  interfase  1,0/1,2  M

sacarosa corresponde a los botones sinaptosomales resellados y unidos a membranas

presinapticas (Sinaptosomas), los que se fraccionaron para su posterior analisis.

La   concentraci6n   de   proteinas   fue   medida   mediante   el   metodo   del   acido

Bicinconinico (BOA).

I.4  Preparaci6n  de  una  fracci6n  enriquecida  en  proteinas  de  membranas  para

cargar sobre un gradiente continuo de sacarosa (Figura 2)

Se   realiz6   e[   mismo   procedimiento   descrito   en   e[   apartado   I.1    pero   la

suspensi6n   de  cilios   en   este  caso,   se  centrifug6  a  200.000xg   por   1   h.   EI   pellet

resultante (proternas  de membrana,  PM) se  resuspendi6 en  un  maximo de 500 uL de

soluci6n salina/HEPES  mas  lp.  Esta suspensi6n  fue utilizada  para  cargar la  gradiente

continua de sacarosa.

La  concentraci6n   de   proteinas   fue   medida   mediante   el   metodo   del   acido

Bicinconinico (BOA).

I.5.Analisis del perfil proteico de PM en un gradiente continuo de sacarosa

En  un tubo de ultracentrifuga, se coloc6  un colch6n de  1  ml de sacarosa 1,8  M

en soluci6n saljna/HEPES pH 7,4, sobre 61 se form6 un gradiente continuo de sacarosa

en soluci6n salina/HEPES  pH  7,4 de 14 ml entre  1,8 M y 0,45 M,  utilizando un sistema

de  vasos  comunicantes  y   una   bomba   peristaltica.   La   muestra  se  carg6  sobre  la

gradiente, en un volumen no superior a 500 ul. Posteriormente se centrifug6 a equilibrio

(9 h a 200.000xg a 4°C).  La gradiente se alicuot6 en fracciones de 500 Hl cada una, en

tubos Eppendorf, y cada fracci6n se analiz6 de la siguiente forma:

-Determinaci6n de proteinas mediante el m6todo del acido Bicinconinico (BOA).

-Determinaci6n de la concentraci6n de sacarosa mediante un refract6metro.

-Analisis de proteinas mediante Western blot.
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I.6 Determinaci6n de proteinas

Segan las caracteristicas de la muestra, como presencia de azul de bromofenol,

alto contenido de SDS, etc, se u§aron distintos tipos de determinaci6n de proteinas, los

cuales se describen a continuaci6n

I.6.1  M6todo del  acido  Bicincon{nico  (BOA),  rango  lineal  desde 20  pug/ml a 2  mg/ml  de

proteina

Se utiliz6 el kit de Pierce,  siguiendo las indicaciones del fabricante.  Un volumen

de 25 LLI de  muestra se incub6 a 37°C por 30 min con 250 prl del reactivo Bicinconinico.

Posteriormente se midi6 la absorbancia en un espectrofot6metro o lector ELISA a 562

nm.

I.6.2 M6todo Bradford Modificado, rango lineal desde 0.1  a 1.4 mg/mL de proteina

Se   utiliz6   en   los   procedimientos   de   geles   bidimensionales,   en   donde   las

muestras contienen azul de bromofenol,   que debe ser acidificado para eliminar el color

azul. Consiste en colocar un volumen de 10 prl de muestra mas  10 prl de Hcl 0,1  N mas

1  ml  de reactivo  Bradford  (BioRad).  Incubar 5  min a temperatura ambiente y  luego se

mide la absorbancia a 595 nm.

I.7 Electroforesis  en geles  de poliacrilamida en condiciones  denaturantes  (SDS-

PAGE)

La   electroforesis   en   condiciones   denaturantes   se   realizaron   en   geles   en

gradiente del 4-20°/o  de poliacrilamida y  1,5  mm de grosor,  siguiendo  el  procedimiento

segtln cleveland y colaboradores,1977.



I.8 Western blot

Las   proteinas   separadas   previamente   en   el   gel   de   poliacrilamida   fueron

electrotranferidas   hacia   membranas   de   nitrocelulosa   o   PVDF.   Las   proteinas   se

electrotransfirieron a la membrana por 1,5 h a 350 rnA, 4°C,  con  un voltaje de inicio no

mayor a 130 Volts.

Luego  de  la  electrotransferencia,  las  membranas  se  tifieron  con  Ponceau-S

para   ver   si   el   proceso   fue   exitoso.    Posteriormente,   se   bloquearon   con   leche
descremada al 50/a en PBS por 1  h a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron

para  eliminar  el  exceso  de  leche  y  posteriormente  se  incubaron  con  el  anticuerpo

primario en  BSA al 5°/o en PBS-azida (azida al 0,01%) toda la noche a 4 °C. Se lavaron

tres veces por 10 minutos cada uno con PBS-T (Tween-20 al 0,1 %). Se incubaron con

el anticuerpo secundario  en  leche  descremada al  5%  en  PBS  por  1  h  en  agitaci6n  a

temperatura ambiente.  Se lavaron tres veces por 10  minutos cada uno con PBS-T. Se

lav6  una  vez  con  PBS  y  se  revel6  usando  el  kit  ECLplus  de  Amersham.  La  serial

quimioluminiscente se detect6 mediante peliculas fotograficas Hyperfilm, Amersham.

]1. Metodos de inmunohistoquimica (IHQ)

11.1  Perfusi6n de animales

Ratas  de  la  raza  Sprague  Dawley  fueron  profundamente  anestesiadas  con

inyecci6n   intraperitonea]   de   hidrato   de   cloral   al   160/o   (0,6   ml   por   kg   de   peso).

Posteriormente, se abri6 Ia cavidad tofacica y se prepar6 el coraz6n para una perfusi6n

intracardial.  Se comenz6 la perfusi6n con alrededor de 200 ml de PBS o Nacl al 0,9%,

posteriormente se pasaron 200 ml de PEA al 4% preparado fresco en PBS. Luego de la

perfusi6n se extrajeron los epitelios olfatorios desde el septum de la rata y se colocaron
en  PBS. Tambi6n  se extrajo el cerebro que se post-fij6 por 24  h en  PFA al 4%  a 4°C.

Ambos tejidos fueron crioprotegidos con sacarosa al 30% en PBS al menos 24 h a 4°C.
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11.2 Cortes de tejido en cri6stato

Los  tejidos  crioprotegidos  fueron  congelados  en  pentanol  a  -70°C.  El  epitelio

olfatorio   fue   inmerso   en   un   medio   para   congelamiento   (OCT-medium)   antes   de

congelarlo.  Posteriormente,  Ias  muestras fueron colocadas  en el cri6tato a -20°C y se

realizaron  cortes  de  14  prm  de  grosor y  se  pegaron  en  portaobjetos  SuperFrost.  Las

muestras fueron guardadas a -20°C hasta por dos semanas.

11.3 Tinci6n Azan

Cortes de epitelio olfatorio incluidos en parafina fueron deparafinados por medio

del  siguiente  procedimjento:  Xilol  por  10  min  (dos  veces),  etanol  al  100%  por  10  min

(dos  veces),  etanol  al  90%  por  10  min,  etanol  al  70%  por  10  min,  por  t]Itimo  agua

bidestilada por 5 min.

Los  cortes  hidratados  fueron  primero  incubados  10  min  con  una  soluci6n  de

penetraci6n,   posteriormente   se   lavaron   5   min   con   agua   bidestilada.   Luego   son

sumergidos en  soluci6n  de Orange-G por 15  min,  Iavados con agua bidestidada 5  min

y colocados en una soluci6n de Azocarmina-G por 10 min.  Los cortes son lavados con

agua potable por 5 min y con anilina-etanol por algunos segundos,  despu6s lavados 5

veces  con  una  soluci6n  de  acido  acetico  y  etanol,  nuevamente  lavados  con  agua

potable por 2 min.  Posteriormente,  los cortes son  incubados con una soluci6n de acido

fosfotungstico  por  1  a  3  h,  Iavados  por 2  min  con  agua  potable,  sumergidos  en  una

soluci6n de anilina azul y lavado por unos segundos con etanol al 1000/a.

Finalmente,  Ios cortes son deshidratados con el siguiente procedimiento: etanol

al  100%  por 3  min,  repetir el  lavado  pero  por 5  min,  xilol  por 5  min  (dos  veces) y  10

min.  Montar los cortes con  Entellan (Merck).

[1. 4 lnmunohjstoquimica (]HQ)

Se lavaron con PBS los portaobjetos con los cortes, dos veces 5 min cada uno

(agitaci6n lenta).  Luego se bloque6 la actividad de peroxidasa end6gena incubando los

cortes  con  1%  H202  en  50%  metanol/PBS  pH  7,4  por 20  min;  posteriormente se lav6

tres veces con PBS (5 min cada uno).
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Para  bloquear  los  sitios  inespecificos,  se  incub6  al  menos  30  min  con

suero  normal  del  animal  en  el  cual  estaba hecho el  anticuerpo secundario al  10%  en

PBS   mas  Trit6n  X-100  al  0,3°/o  y  azida  de  sodio  al   10/o.   Luego  se  incub6  con  el

anticuerpo primario,  preparado en la soluci6n de bloqueo toda la noche a 4°C.

Posteriormente se  lav6 tres  veces  con  PBS,10  min  cada  uno y  se  incub6  30

min  con  soluci6n   de  bloqueo,   se  coloc6  el  anticuerpo  secundario   (1:2000  Vector,

acoplado   a   peroxidasa)   en   soluci6n   de   bloqueo   y   se   incub6   toda   la   noche   a

temperatura ambiente.

Se  lav6  tres  veces  con  PBS,  10  min  cada  uno,  luego  se  incub6  30  min  con

soluci6n de bloqueo BSA (4 mg/ml en PBS) a temperatura ambiente. Se lncub6 4 h con

la soluci6n ABC Vectastain  (Vector),  que consisti6 en  una diluci6n  1:1000  de  biotina y

streptavidina,  en soluci6n  de bloqueo  BSA.  Se lav6 dos veces  con  PBS,10  min cada

uno y luego una vez con Tris-Hcl 0,05 M pH 7,6 por 10 min.  Finalmente, se incub6 con

una soluci6n de  DAB  (3,3-diaminobenzidina)  mas  H202  de 3  a  15  min  Para detener la

reacci6n se lav6 dos veces con PBS,10  min cada uno. Antes de montar las muestras

se  deshidrataron  con  el  siguiente  procedimiento  (incubaciones  de  2  min  cada  uno):

etanol  50%,  etanol  700/o,  etanol  850/o,  etanol  96%,  etanol  100%  (dos veces),  xilol  (dos

veces, 5 min cada uno).  Los cortes se montaron en  Entellan (Merck) y se almacenaron

a temperatura ambiente.

Ill. M6todos de biologfa molecular

111.1 0btenci6n de CDNA a partir de epitelio olfaforio de rata

Epitelios olfatorios de la zona del septum de ratas Sprague Dawley fueron extraidos

y colocados en tubo§  Eppendorf libres de RNasa,  posteriormente fue obtenido el RNA

mensajero  (mRNA)  de  la  muestra  por  medio  de  columnas  unidas  a  poli-T  (Oligotex

Direct    mRNA    Midi/Maxi    kit,    Qiagen).    A    partir    del    mRNA    se    sintetiz6    DNA

complementario (CDNA)  por medio de la transcriptasa reversa (Sensiscript kit,  Qiagen).

Las alicuotas de CDNA fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.
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Ill.2 PCR  (Polimerase Chain reaction)

Se realizaron reacciones de amplificaci6n  por PCR usando como templado el CDNA

de  epitelio  olfatorio  de  rata.  Los  partidores  usados  se  detallan  en  la  Tabla  A,  6stos

fueron disefiados utilizando el CDNA de SAP102 (GenBank U50147).

Tabla A.   Detalle de los partidores utilizados para los experimentos de RT-PCR

Nombre t]artidor Secuencia ominio o secuencia  jnvolucrada
Nterminal.s 5'taagtgcccgcagtgctatga3' Secuencia amino-terminal

Epitope_  1.s 5'ccccaaaactcaacggcagtg3'

Region reconocida por e]
anticuerpo anti-SAP102/NE-Dlg
(Alomone)

Epitope_2.s 5'agctggtggcccgagtgcac3'

Region reconocida por el
anticuerpo anti-SAP102/NE-DIg
(Alomone)

Epjtope  3.s 5'aatcgggactggtatgagcag3'

Region reconocida por el
anticuerpo anti-SAP102/NE-Dlg
(Alomone)

PDZ3.s 5'acaggcctgggcttcaacatt3' nicio PDZ3
HOOK.a 5'gatcacaggcctggcataatg3' Final regi6n HOOK

3UTR.a 5'gagaatggttggaggggattc3'
Secuencia no traducida, delextremo3'

Los  partidores  fueron  sintetizados  en  lnvitrogen  y  las  condiciones  de  la  reacci6n  de

PCR usando Taq PCR Core kit (Qiagen) fueron las determinadas por el fabricante.

Ill.3 Electroforesis en geles de agarosa

Los  productos  de  PCR  fueron  cargados  en  geles  de  agarosa  al  0,8%  mas

bromuro de etidio.  Los  marcadores  de tamafio  de  DNA utilizados fueron  GeheRulerTM

DNA Ladder Mix (Fermentas).

Los geles fueron fotografiados  usando  BioRAD Transiluminator acoplado a  una

camara   fotografica   Canon   y   el   programa   PDQuest   para   analisis   de   imagenes

(BioRAD).

Ill.4 Subclonaci6n de productos de PCR

AIgunos   productos   de   PCR  fueron   subclonados.   Para   este   procedimiento,   las

reacciones de PCR fueron llevadas a cabo utilizando una polimerasa a prueba de fallas
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(con actividad exonucleotidica), Turbo Pfx (lnvitrogen), segdn las especificaciones

del fabricante.

Posteriormente, Ios productos de PCR fueron separados por medio de electroforesis

en geles de agarosa, con las condiciones descritas en 111.3.

Las  bandas  de  intetes  (segun  su  ndmero  de  pares  de  bases)  fueron  extraidas

desde el gel de agarosa utilizando el kit ULTRAcleanTM de MOBio, despues los insertos

purificados fueron  introducidos  al vector de clonaci6n  PCR 2.1  (TA-cloning,  lnvitrogen,

Figura A), siguiendo las instrucciones del catalogo.

c^ae«icoccf`f=TTa®A%Acei:¥rtc®Sr:A
aiac T" yes aEff Ta3, ^*c c^r cm Tca *ac er^ aer cEi7

gS#gg3ffigggl;8¥`xffiaiEBBS=8T£':.Tfife
fl#'

#ff:v##;E'=ap±=?;er=g:g,`£'?gg£'#z=F

Figura A. Esquema del vector utilizado para subc]onar ]os fragmentos amplificados por
PCR.  La  inserci6n  del  producto  de  PCR  producira  la truncaci6n  del  gen  Lacz,  asi las
colonias  que  posean  el  inserto  en  el  plasmido  son  blancas  ya  que  no  degradan  el
sustrato,  Xgal,  que  da  un  producto  azul.  Las  colonias  azules  contienen  el  plasmido
vacio pero cerrado.

Ill.5 Transformaci6n de bacterias E. co//. de la cepa TOP10F'

Con el CDNA de interes subclonado en el vector se procedi6 a transformar bacterias

TOP10F'     (lnvitrogen)     por    medio    de    shock    termico    a    42°C,     siguiendo    las

especificaciones   del   fabricante.   Posteriormente   se   plaquearon   sobre   LB-agar  con

Ampicilina-lpTG-Xgal,  los clones positivos eran las colonias blancas.
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Ill.6 Secuenciaci6n de los fragmentos subclonados

Los  fragmentos  obtenidos  por  medio de  [a  minLpreparaci6n  (ver  apar{ado  Ill.7)  y

digeridos  con   EcoRI   (ver  apartado   Ill.8)  fueron  secuenciados   utilkando   partidores

como el  M13 (reconocen  secuencias del plasrnido)  o los partidores  Nterm.s y 3UTR.a.

Las  secuencias  obtenidas  fueron  analizadas  por medio  de  programas  disponibles  en

www.ncbi.nlm.nih.aov, www.exDasv.ora.

Ill.7 Ivlini-preparaci6n de plasmidos

Mini  cultivos  de  2  ml  de  medio  LB  fueron  inoculados  con  una  colonia de  bacterias

TOP10F'   transformadas.    Se   incubaron   toda    la   noche    a   37°C    con    agitaci6n.

Posteriormente, se centrifugaron las celulas a 3.000 rpm, descartando el sobrenadante.

Las c6lulas se resuspenden en 25 prl de tamp6n Sl  mas Lisozima (2 mg/ml), se mezcl6

en un vortex y se incub6 de 1-3 min. Se agreg6 25 prl de tamp6n S2 y se mezcl6 sobre

un  vortex,  se  hirvi6  por  1   min  y  ]uego  se  coloc6  fapidamente  en  hielo  (3  min).  Se

agreg6  250  prl  de  tamp6n   S3,  se  mezcl6  cuidadosamente  varias  veces,   luego  se

centrifug6  a  maxima velocidad  por  15-30  min y se transfiri6  el sobrenadante  hacia  un

tubo nuevo.  EI DNA plasmidial fue precipitado con isopropanol y posteriormente lavado

con etanol al 70%, finalmente se resuspendi6 en 50 a 100 prl de agua con RNasa.

Ill.8 Digesti6n con ]a endonucleasa EcoR] de los p]asmidos obtenidos de la mini-

preparaci6n
Para realizar el ensayo se mezclaron los siguientes reactivos:

7,5 prl agua destilada esteril

2,0 prl tamp6n de reacci6n  10x para EcoRl (Fermentas)

0,5 LAI enzima de restricci6n  EcoRl  (Fermen{as)

10 prl  plasmido de la mini-preparaci6n

Se incub6 1  h a 37°C

Posteriormente,   los   productos   de  la  digestion   se  analizaron   por  medio  de

electroforesis en geles de agarosa



lv. M6todos de prote6mica

IV,1  Precipitaci6n con acetona

Muestras  de  proteinas  de  membranas  ciliares  olfatorias  (200  a  900  pug  de

proteina total determinada por el metodo BOA) obtenidas desde ratas Sprague Dawley
fueron  precipitadas  utilizando acetona ultrapura a -20°C,  Iuego el pellet se resuspendi6

en  tamp6n  de  solubilizaci6n,  se  incub6  1  h  a  temperatura  ambiente,  se  centrifug6  a

14.000 rpm por 1  h a 20°C y el sobrenadante se recuper6 en  un tubo limpio.  Se volvi6

a    determinar    proteinas     usando    el     m6todo    de     Bradford     modificado    (I.6.2).

Posteriormente   se   agreg6   el   tamp6n   lpG   (Amersham,   mezcla   de   anfolitos   para

desarrollar el isoelectroenfoque).

IV.2 Primera dimensi6n: Isoelectroenfoque

La  suspensi6n  de  proteinas  obtenidas  en  el  paso  anterior fueron  sometidas  a

isoelectroenfoque utilizando tiras de poliacrilamida con un gradiente preformado de pH

3-11  (Amersham)  en  un  equipo Amersham  modelo  Ettan"lpGphor".  Las condiciones

experimentales fueron las siguientes:

12 h                    30 Volts            hidrataci6n y entrada de la muestra en la tira

1  h                       500 Volts

1  h                         1000 Volts

1  h                       4000 Volts

60.000 v/h        8000 Volts

A 20°C y un maximo de 50 prA por tira

lv.3    Segunda    Dimensi6n:     Electroforesis    sabre    geles    denaturantes    de

poliacrilamida

Finalizado  el  isoelectroenfoque,   las  tiras  de  poliacrilamida  fueron  removidas

desde el contenedor, y posteriormente fueron equilibradas en dos tipos de tampones:

-Tamp6n de equilibrio DTT durante 20 min a temperatura ambiente



-Tamp6n de equilibrio lodoacetamida durante 20 min a temperatura ambiente

Luego se lav6 brevemente en tamp6n de electroforesis y se coloc6 sobre un gel

de   poliacrilamida   a[   8%   y   se   realiz6   Ia   electroforesis   (85   Volt,   16°C),   Ios   ge[es

posteriormente fueron sometidos a Western blot o tefiidos con plata a Coomassie.

Para   el   Western   blot   las   proteinas   fueron   transferidas   a   membranas   de

nitrocelulosa  0,3  LLm  tamafio  del  poro,  Amersham,  (400  rnA  por  5  h,  4°C),  luego  se

prosigui6 con el protocolo de Western blot del apartado I.7.

lv.4 Tinci6n con plata de geles, metodo modificado de Shevchenko y cols.,1996

Se  incubaron  los  geles  por 45-60  min  en  acido  ac6tico  al  5%/metanol  al  50%,

luego  se  lavaron   una  vez  con   metanol  al  50%  y  con   agua  destilada   15  min.   Se

incubaron  3  min  con  tiosulfato  de  sodio  al  0,02°/a,  se  lavaron  dos  veces  2  y  1   min,

respectivamente, con agua destilada, ILlego se incubaron 3045 min con nitrato de plata

al 0,15% en oscuridad, se lavaron nuevamente con agua destilada.

Para  revelar  se  cambi6  la  soluci6n  a  formalina  o  formaldehido  al  0,04%  en

carbonato  de  sodio  al  2°/o  hasta que  se  alcanz6  Ia  intensidad  deseada.  Se detuvo  la

reacci6n  con  acido  ac6tico  al  5%  por  10  min.  Los  geles  se  almacenaron  en  acido

acetico al 1 a/a /metanol al 10%.

Las imagenes de los geles como de los Western blot fueron obtenidos utilizando

un escaner BioRAD G-800 y analizados con el programa PDQuest de BioRAD.

Posteriormente,  se  extrajeron  muestras  de  proteinas  desde  los  geles,  para  lo

cual  se  cortaron  cuidadosamente  zonas  del  gel  que  correspondian  a  las  sefiales

observadas  mediante  Western  blot.  Las  muestras  fueron  preparadas  y  sometidas  a
'

espectrometrfa de masas segtln Li y cols., 2005.

V. M6todos de analisis de interacci6n entre proteinas

V.1 lnmunoprecipitaci6n utilizando Dynabeads"

Se colocaron  200  a 250  LLg  de  proteina en  200  prl  de tamp6n  de solubilizaci6n

(Soluci6n salina/HEPES  pH 7,4 mas Trit6n X-100 al 0,5%) y se incubaron en agitaci6n
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por  2  h.  Posteriormente,  se  centrifug6  a  14.000xg  por  10  min,. se  recuper6  el.

sobrenadante que correspondia a las proteinas solubilizadas en el tamp6n.

Por otra parte, se lavaron las esferas magn6ticas Dynabeads" con PBS filtrado

(100 prl de la suspensi6n de esferas mas 500 Ill PBS),10  min, se repiti6 un total de dos

veces. Luego a 100 prl de bolitas Dynabeads" se agregaron 5 pug de anticuerpo en 300

prl  PBS,  se  incub6 toda  la  noche  a  4°C  en  agitaci6n.  Posteriormente,  se  hicieron  dos

lavados con  PBS.  Se agreg6 200 pug de proteinas previamente solubilizadas en  200 Ill

de tamp6n  de solubilizaci6n  mas  IP a las esferas y se incub6 toda  la  noche a 4°C en

agitaci6n.  EI sobrenadante  de  esta  mezcla fue  la fracci6n  NO  UNIDO,  las  esferas  se

lavaron dos veces con tamp6n de solubiljzaci6n mas lp. Se resuspendieron en 70 prl en

tamp6n de carga 2x de electroforesis. Se hirvi6 5 min y se centrifug6 10.000 rpm por 5-

10  min,  recupefandose  el  sobrenadante  (fracci6n  UNIDO).  Posteriormente  todas  las

fracciones fueron analizadas a traves de SDS-PAGE y Western blot (I.7 y I.8).



SOLUCIONES Y ANTICUERPOS

I. Preparaciones bioquimicas

Soluci6n  salino/HEPES:  HEPES  20  mM,  Nacl  145  mM,  KCI  5  mM,  K2HP041,6  mM,

Mgs042 mM, glucose 7,5 mM, pH 7,4.

Tamp6n   de   homogenizaci6n   de  tejido   de   bulbo  olfatorio  y   corteza   cerebral   mas

hipocampo: TrisHcl 5 mM, Trit6n X-100 0,5°/o,  pH 8,1.

Tamp6n  de  preparaci6n  sinaptosomas:  Sacarosa  0,32  M,  5  mM  Tris  HCI,  EGTA  0,5

mM, pH 7,4

11. Determinaci6n de proteinas

Ihl  IV]6todo BOA

Reactivo  A:  BOA-Na2  2%  (1,770/o  si  es  acido  libre),  Na2C03 0,14%,  tartrato  de  Sodio

0,4%, NaHC03 0,95%,  NaoH 0.4% para ajustar pH

pH final  11.25

Reactivo 8: CuS04x5H20 4%

Ill. SDS-PAGE y Western blot

Tamp6n de carga para SDS-PAGE: TrisHcl 2M,  SDS 20%,  Glicerol 87%, 0.1% azul de

Bromofenol, P-mercaptoetanol al 5%, pH 6,8.

PBS  10x:  Nacl 1,5 M,  KH2P04 25 mM,  K2HP04100 mM,  pH a 7,2'.

Ponceau-S: Ponceau-S 0,1 % en acido acetico glacial al 5%



IV. Perfusi6n, tinci6n de Azan e inmunohistoquimica

p-formaldehido 4%: Disolver en PBS entre 60-80°C agregar unas gotas de 10 N NaoH,

para su completa disoluci6n

PBS  10x:  Nacl 1,5 M, KH2P04 25 mM,  K2HP04 90 mM. Ajustar pH a 7.2 con NaoH.

Soluci6n  penetrante:  Mezclar  100  ml  de  K2Cr207 al  100/o  con  100  ml  de  C13C.COOH  al

100/o.

Soluci6n  Orange-G:  Orange-G  al  0,75%  en  agua  bidestilada,  agregar  unas  gotas  de

acido acetico glacial.

Soluci6n  de Azocarmina-G:  Pesar 0,4  gr de Azocarmina-G  y  mezclar  en  un  mortero

con  un  poco de agua bidestilada,  lLiego agregar 200  ml de agua bidestilada y calentar

esta soluci6n  por  1  h.  Dejar enfriar y agregar 2  ml  de acido acetico.  No  es  necesario

filtrar esta soluci6n.

Soluci6n de anilina-etanol: Mezclar 0,2 ml de anilina con 200 ml de etanol al 90%

So]uci6n acido acetico-etanol:  Mezclar 0,2 ml de acido acetico con 200 ml de etanol al

90%

Soluci6n de acido fosfottlngstico: Mezclar 5 g de acido fosfottlngtfco en 100 ml de agua

destilada

Soluci6n  de  azul   de  anilina:   Disolver  0,25  gr  de  anilina  azul  en   100   ml  de  agua

bidestilada, y luego agregar 8 ml de acido acetico glacial



V. Biologia Molecular

V,1, Mini preparaciones de DNA p]asmidja[

Tamp6n S1 : Sacarosa 8%,  CDTA 50 mM, TrisHcl 50 mM, pH 8,0

Tamp6n S2: sacarosa 8%, CDTA 50 mM, TrisHCI 50 mM, pH 8,0, Trit6n X-10010%

Tamp6n S3:  Nacl 500 mM, TrisHCI  10 mM,  pH 8,0

LB-Agar:  Triptona al  1%,  extracto  de  levadura  al  0,5%,  Nacl al  1%,  autoclavar.  Luego

agregar Ampicilina a una concentraci6n final de 5 Lig/ml

Vl. Geles bidimensionales

Tamp6n de solubilizaci6n:  Urea Ultra Pura 7  M, Tiourea 2 M,  CHAPS 4%, Trit6n X-100

0.50/o,  Tris-Hcl  20  M,  DTT 64  mM,  IPG  buffer  0.5%  (del  mismo  Tango  de  pH  que  las

tiras de poliacrilamida), trazas de azul de bromofenol.

Tamp6n de equilibrio-DTT: TrisHCI 50 mM,  Urea 6 M, glycerol 30°/o, SDS 2%, trazas de

azul de bromofenol, DTT 10 mg/ml, pH 8,8.

Tamp6n de equilibrio-Iodoacetamida: TrisHCI 50 mM,  Urea 6 M, glicerol 30%, SDS 2%,

trazas de azul de bromofenol,  lodoacetamida 25 mg/ml, pH 8,8.
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Tabla    8.   Anticuerpos   utilizados   para   Western   blot,    Inmunohistoquimica   e
inmunoprecipitaciones

Anticuerpo lanti-) Referencia animal eDitope
Aclll Santa Cruz coneio 'P) carboxi-terminal ACIll rat6n
SAP102/NE-Dla (1 Alomone coneio (P) residuos 93-124 humano
SAP102/NE-DIG (2 ABR coneio (P) residuos 83-100 de rata
SAP102/NE-D]a (3 Lab.  Prof.  Dr. Gundelfinaer (IfN) rat6n (M) amino terminal de rata
SAP102/NE-Dlq (4 Lab.  Prof.  Dr. Gundelfinqer (lfN) coneio (P) residuos 1-119 de rata
SAP102/NE-DIg (5 SIGMA coneio (P) residuos 83-100 de rata
SAP102/NE-DIG (6 Calbiochem rat6n (M) residuos 1 -119 de rata
SAP102/NE-DIG (7 Santa Cruz cabra (P) amino teminal humano
SAP97/Dla (1 ) Calbiochem rat6n (M) residuos 1-163 rata
SAP97/Dla (2) ABR coneio (P) residuos 115-133 de rata
SAP97/Dlg (3) Stressaene rat6n (M) residuos 1-163 de rata
SAP97/Dla (4) Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfin.qer (lfN) rat6n (M) amino teminal de rata
SAP93/Chapsvn Zvmed cabra (P) residuos 1-386 de humano
SAP90/PSD95 (1 ) Santa Cruz cabra (P) carboxi-terminal humano
SAP90/PSD95 (2) Transductions Labs rat6n 'M) amino-teminal de rata
PDZ UDstate rat6n (M) residuos 77-299 de humano
ProsAP1/Shank2 Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfinaer (lfN) coneio (P) residuos 355-509 de rata
ProsAP2/Shank3 Lab.  Prof.  Dr. Gundelfinaer ([fN) auinea pig (P) residuos 1055-1806 de rata
Shankl Abcam coneio (P)
ProsApip Lab.  Prof.  Dr. Gundelfinqer (lfN) coneio (P) residuos 332-704 de rat6n
SersAP2 (1 ) Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfinqer (lfN) guinea oia /P) residuos 1-93 de rat6n
SersAP2 (2) Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfinqer (lfN) coneio (P) residuos 1-93 de rat6n
SPAR (1 ) Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfinaer (lfN) guinea Dig (P)
SPAR (2) Santa Cruz cabra 'P) amino terminal de humano
SPAR (3) Lab. Dr. Boeckers coneio (P) residuos 1-93 de rat6n
Lin-7Iveli/MALS Lab.  Prof.  Dr. Gundelfinger (IfN) coneio (P)
Lin-2/CASK ABR coneio (P) residuos 578-592 de humano
Homer Abcam coneio (P)
PATJ Abcam cabra (P) humano
MAGI1 Santa Cruz cabra (P) carboxi-terminal de humano
beta-catenina Santa Cruz coneio (P) residuos 680-781 de humano
Adducin Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfinaer (lfN) rat6n (M)
AbD1 Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfinger (lfN) guinea Dig (P) 26 N y 282-370
Svndaoinl Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfinaer (lfN) coneio (P) dominio SH3 v amino terminal
Jacob Lab.  Prof.  Dr.  Gundelfinaer (lfN) coneio (P) residuos 285-299
Caldendrin Lab.  Prof.  Dr. Gundelfinaer flfN) Guinea pig (P) residuos 137-298



RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio estan divididos en tres secciones:

La  primera  (I)  se  relaciona  con  la  caracterizaci6n  de  fracciones  subcelulares

provenientes  del  epitelio  olfatorio  de  la  rata,  incluyendo  una  fracci6n  enriquecida  en

cilios, Io cual fue fundamental para esta tesis.

La  segunda  (11)  corresponde  a  la  bt]squeda  de  proteinas  de  andamio en cilios

olfatorios  utilizando  las  tecnicas  de  Western  blot  e  inmunohistoqufmica,  ademas  de

experimentos  de inmunoprecipitaci6n  para  estudiar posibles  interacciones entre estas

proteinas de andamio y los componentes de la quimiotransducci6n.

La  tercera  parte  (Ill)  corresponde  a  la  identificaci6n  y  estudio  de  una  nueva

isoforma  de  la  proterna  de  andamio  SAP102/NE-Dlg,  encontrada  en  epitelio  olfatorio,

utilizando t6cnicas  de  biologia  molecular como  RT-PCR,  secuenciaci6n  nucleotidica y

herramientas de prote6mica, como geles bidimensionales y espectrometria de masas.

I.  Mejoramiento  y  caracterizaci6n  de  una  preparaci6n  de  membranas  ci]iares

provenientes de epitelio olfatorio

El  metodo  de  purificaci6n  de  membranas  ciliares  fue  inicialmente  adaptado  de

protocolos de Jorquera (1995) y de Washburn y cols.,  (2002),  Figura  1.  Las fracciones

de  intefes  obtenidas  una vez finalizada  la preparaci6n  fueron:  fracci6n  ciliar (FC)  que

contiene  proteinas  ciliares   mss  otras  provenientes  de   membranas   mas  livianas  y

citos6licas,  y  membranas  de  epite[io  desciliado  (ED)  (Figura  1).  Con  el  prop6sito  de

aumentar   la   pureza   de   las   membranas   ciliares   obtenidas,   y   separar   tipos   de

membranas  diferentes  a  las ciliares,  como tambien  proteinas  citos6licas  presentes en

esta fracci6n, se introdujo una modificaci6n a la preparaci6n.

Para ello, se realizaron experimentos de ultracentrifugaci6n de la suspensi6n de

cilios (S, en la Figura 1) sobre un gradiente continuo de sacarosa entre 0,5 y 1,8 M (n=

3,   Figura  2).   Analisis   de   las  fracciones   mediante  SDS-PAGE   (tinci6n   Coomassie,

Figura 3A) mostr6 que los geles tefiidos con Coomassie reflejaron que algunas bandas

proteicas estaban diferencialmente enriquecidas: en las fracciones livianas, se observa

una banda intensa entre 55 y 66 kDa y bajo los 30 kDa,  mientras
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Figura  1.  Esquema  de  una  preparaci6n  bioquimica  de  membranas  obtenida  desde
epitelio   o]fatorio   de   rata.   Protocolo   modificado   desde   Washburn   y   cols,   2002   y
Jorquera,   1995.   Las   fracciones   finales   obtenidas   fueron:   Membranas   de   epitelio
desciliado (ED)I y una fracci6n ciliar (FC) que contiene mayormente membranas ciliares
y restos de proteinas citos6licas.  IP: inhibidores de proteasas

Epitello cilfatorio en soluci6n salina/HEPES pH7.4 mss IP
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Figura 2,  Protocolo  de  ultracentrifugaci6n  a] equi]ibrio de una suspensi6n  de cilios,  en
un gradiente de sacarosa.  Se obtuvo una suspensi6n  de cilios desde epitelio olfatorio
de rata y posteriormente fue cargado sobre un gradiente de sacarosa entre 0,4 y 1,8 M
(lp: inhibidores de proteasas; PM:  proteinas de membrana)
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Figura  3.  Analisis  de  la  distribuci6n  de  proteinas  ciliares  sobre  un  gradiente  continuo
de sacarosa  (experimento  representativo)  A.  Perfil  proteico del  gradiente  de sacarosa
observado  mediante tinci6n  Coomassie  a.  Anali§is  densitom6trico de Western  blot de
las   fracciones   obtenidas   desde   el   gradiente    de    sacarosa,    todas    las    sefiales
cuantificadas fueron normalizadas con el valor maxima (eje izquierdo),  la concentraci6n
de  sacarosa  en  cada  fracci6n  tambien  fue  graficado  (eje  derecho)  C.  Western  blots
representativos   de   las   proteinas   ACIII,   canal   CNG,   Golf,    Rab5A,    mostrando   su
distribuci6n  en  el  gradiente.   PM:   Material  cargado  sobre  el  gradiente  (Prcteinas  de
Membrana)
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en  las fracciones  mas  pesadas se observan  dos  bandas  importantes entre 45 y

55 kDa'

coincidentes con el. segundo pico,  las que podrian corresponder a proteinas asociadas

a   citoesqueleto,    como    PIII-tubulina   y   actina    (aproximadamente   50   y   40   kDa,

respectivamente), Ias que contribuirian en gran medida a construir el segundo pico.

La   Figura  38  contiene  un  analisis  densitom6trico  de  los  Western  blot  y  su

relaci6n  con   la  concentraci6n  de  proteinas  y  de  sacarosa,   la   Figura  3C   muestra

Western   blot   representativos   de   todas   las   fracciones   obtenidas   del   gradiente.

Coincidente  con   lo  que   se   observ6   en   la   determinaci6n   de   proteinas,   Ios  geles

mostraron  un pico de proteinas en las fracciones 2-3 y  11-15 (Figura 38,  en azul). Con

la  ayuda de  un  refract6metro,  se  midieron  las  concentraciones  de sacarosa en estas

fracciones,  ]as que estuvieron en el  rango entre 0,6 M y  1,1-1,5 M (Figura 38,  en gris),

respectivamente.   Los   Western   blot,   en   los   cuales   se   usaron   anticuerpos   contra

proteinas  que  fueran  componentes  moleculares  de  la  quimiotransducci6n,  mostraron

que   ACIII  (n=  3) y  el  canal  CNG  (n=  3)  estan  enriquecidas  entre  las  concentraciones

0,85  y  1,35  M  de  sacarosa  (en  naranjo  y amarillo  en  la  Figura  38).  Por  lo tanto,  los

picos de maximo enriquecimiento para Aclll y CNG se encontraron a concentraciones

de sacarosa  menores que el segundo pico de proteinas totales. Tambi6n se observ6 el

enriquecimiento   de   la   proteina   Golf  (n=   3).   EI   anticuerpo   reconoce  tres   tipos   de

proteinas G que poseen un peso similar, cercano a 45 kDa, las cuales se distribuyeron
diferencialmente  en  el  gradiente.   Pensamos  que  la  banda  asociada  a  cilios  es  la

central,   pues   esta   co-migra   en   el   gradiente  con   los   demas   componentes   de  la

quimiotransducci6n.  Ademas  esta  banda  no  es  observada  en  un  homogenizado  de

cerebro, un tejido que no posee la Golf y que fue usado como control negativo.

Ademas, al utilizar el marcador de endosomas tempranos Rab5A (Bucci y cols.,

1994),  este  mostr6  un  enriquecimiento en  las zonas  de  menor densidad  de sacarosa

(aprox. 0,6 M sacarosa) asociado al primer pico de proteinas (Figura 3A,  8,  C).   Rab5A

tambien estuvo presente en las fracciones que contienen las protefnas ciliares, aunque

en  menor cantidad  (Figura  3C).  Esto  puede  explicarse  porque  Rab5A  transita  entre

membrana  plasmatica  y  endosomas  tempranos  (Bucci  y  cols.,1994).  En  conclusi6n,

como   Rab5A  se  encuentra   enriquecida  en   las   fracciones   de   menor  densidad   de

sacarosa, que contendrian membranas mas livianas que los cilios, pensamos que en el

gradiente se obtuvo  una separaci6n de distintos tipos de membranas existentes en  el



material   de   partida,   es   decir,   desde   una   fracci6n   de   membranas   obtenida

despues del desciliado.

Sobre  la  base  de  estos  resultados,  durante  este  trabajo  se  us6  un  gradiente

discontinuo  de sacarosa  con  concentraciones  de  0,75 y  1,4  M  para  purificar los cilios

(Figura   4).   Las   fracciones   obtenidas   mediante   este   protocolo   modificado,   fueron

membranas   ciliares   (C),   membranas   de   epitelio   desciliado   (ED),   las   que   fueron

analizadas  mediante  Western  blot.  Como  se  pudo  comprobar,  en  la  interfase  0,75

M/1,4  M  se  concentran  proteinas  consideradas  marcadores  ciliares.  EIlas  son  ACIIl,

Golf y el canal CNG (Figura 5A,  a y C). Como controles negativos (en el caso de ACIIl y

Golf)   o   positivos   (para   el   canal   CNG)   se   us6   homogenizado   de   corteza   (Cx)   o

sinaptosomas  (Sy).  Ademas  no  apareci6  serial  detectable  de  Rab5A  (Figura  5D),  lo

que indica que la preparaci6n tiene un alto grado de pureza.

En  resumen,  se  logr6  obtener  una  preparaci6n  de  proteinas  enriquecidas  en

membranas  ciliares y  altamente  purificada,  separando  por densidad  membranas  mas

livianas  de  membranas  ciliares.  Esta  preparaci6n  fue  utilizada  para  la  bdsqueda  de

proteinas de andamio.
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Figura 4. Protocolo optimizado de la preparaci6n de membranas ciliares desde epitelio
olfatorio de rata. La suspensi6n de cilios es cargada sobre un gradiente discontinuo de
sacarosa 0,75 y 1,4 M de sacarosa. Las fracciones obtenidas son:  Membranas ciliares
(C),  Membranas  de  epitelio  desciliado  (ED)  y  la  fracci6n  que  contiene  proteinas  de
membranas internas y citos6Iicas (Sl y S2).  IP: inhibidores de proteasas.
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Figura  5.  Western  blots  representativos  de  una  preparaci6n  de  membranas  ciliares
obtenida con  el  protocolo optimizado.  A.  anti-Aclll  1:2000;  a.  anti-Golf 1:2000,  la  punta
de  flecha  indica  la  isoforma  de  epitelio  olfatorio;  C.  Anti-canal  CNG  1:400;  D.  Anti-
rab5A   1:500.   C:   membranas   ciliares,   ED:   membranas   de   epitelio   desciliado,   HE:
homogenizado de epitelio  olfatorio,  Cx:  homogenizado de corteza  de cerebro de rata,
Sy:   sinaptosomas,   S1:   fracci6n   de   membranas   internas   y   proteinas   citos6licas,
obtenida al  utiljzar el protocolo de la  Figura 4;  ML: fracci6n enriquecida en  membranas
livianas (internas) de corteza.  Cada carril contiene 50 Hg de proteina,  excepto Cx,  Sy y
ML que contienen 20 ug.



11. Bdsqueda de proteinas de andamio en cilios olfatorios de rata

Para  realizar  esta  btlsqueda  se  utilizaron  dos  t6cnicas,  Western  blot  de  la

preparaci6n  de  membranas  ciliares,  descrita  en  el  Apartado  I,  e  inmunohistoquimica

(IHQ).   Para   los   experimentos   de   lHQ,   se   realizaron   cortes   coronales   de  epitelio

olfatorio  proveniente  del  septum  que  separa  ambas  fosas   nasales.   La  Figura  6A

muestra   un   corte   representativo   tefiido   con   Azan.   Se   puede   observar   la   tipica

morfologia  del  epitelio,  pseudoestratificado,  en  donde  los  ndcleos  neuronales  se  ven

acumulados   mayoritariamente  en  la  zona  inferior  del  epitelio.   La  lamina  propia  se

distingue justo abajo del epitelio, en azul, sepafandolo del tejido conectivo. Tambi6n se

observan  los fascfculos de axones  (N)  provenientes del epitelio; junta a los fasciculos

se  pueden  apreciar  algunas  v6nulas  (V)  y  el  tejido  conectivo  que  los  rodea.  El  limite

superior corresponde a la capa ciliar (C); sin embargo, los cilios no fueron reactivos a la

tinci6n con Azan. Se realizaron experimentos de IHQ con este tipo de cortes usando un

anticuerpo contra  un  marcador para cilios,  como  anti-ACIII  (n=3),  el  que  mostr6 serial

mayoritariamente  en  la  capa  ciliar  (Figura  6C).  La  tinci6n  fue  especifica,  ya  que  el

control negativo, donde no se incub6 con anticuerpo primario pero si con el secundario,

no mostr6 tinci6n de cilios (Figura 68).

Utilizando  ambas tecnicas,  se  realiz6  una  bdsqueda  de  proteinas de  andamio

pertenecientes a diversas familias no relacionadas estructuralmente, como tambien de

proteinas que unen calcio y se asocian a citoesqueleto, Ias que tambien cumplirfan una

funci6n  secundaria  como  andamio.  Para  algunas  proteinas  fueron  utilizados  varios

anticuerpos, que reconocian distintos epitopes.  Un resumen de los anticuerpos usados

y los  resultados  obtenidos tanto por Western  blot como  por lHQ son  mostrados en  la

Tabla lA y 18, respectivamente. La Tabla lA contiene la informaci6n de los resultados

de Western blot e lHQ. Por otra parte, Ia Tabla 18 muestra los resultados detallados de

las lHQ, es decir,  los  metodos alternativos de exposici6n del antigeno que se utilizaron

para ciertos  anticuerpos y los tipos  de muestra  usados  (cortes incluidos  en  parafina o

congelados).  Cabe destacar que algunas de las sefiales s6lo fueron vistas mediante la

exposici6n de los cortes congelados en acido clorhidrico diluido; 6stas fueron
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Tabla lA. Resumen de la bdsqueda de proteinas de andamio mediante Western blot e
IHQ.  Se  resumen  los  resultados  obtenidos  en  Western  blot,  en  distintas  fracciones

:bet:nj:aa:asde:jfi:rees:jt:|!:ro°ifaj::jb°ad::d:;I,°HSQ:njjc::erg::cFauedem::taraL°o|o£:n8:n::
mediante Western  blot o  lHQ;  x:  No  hay  bandas  en Western blot ni tinci6n en  lHQ;   ?:
El  anticuerpo  no  funciona  en  los  controles  positivos;  (-):  no  probado;   NE:  tinci6n  no
especifica

Western blot IHQ
Anticuerpo (anti-) Cilios ED Cerebro
Aclll V X X V
SAP102/NE-DIg (1 X X V V
SAP102/NE-Dlg (2 ? ? X X

SAP102/NE-Dlg (3 X X V X

SAP102/NE-Dlg (4 X X V X

SAP102/NE-Dlg (5 *
X V X

SAP102/N`E-Dlg  (6 X X V X

SAP102/NE-Dlg (7 X X V X

SAP97/Dlg (1 ) V V V X

SAP97/Dlg (2) V V V V
SAP97/Dlg (3) V V V X

SAP97/DIg (4) V V V X

SAP93/Chapsyn X X V X
PSD95/SAP90 (1) X X + (-)
PSD95/SAP90 (2) X X V (-)
PDZ V V V V
ProsAP1/Shank2 V V V V
ProsAP2/Shank3 V V V V
Shankl ? ? 'X

(-)
ProsApip V V V V
SersAP2 (1) ? ? X (-)
SersAP2 (2) ? ? X (-)
SPAR (1) NE NE NE (-)
SPAR (2) X V V (-)
SPAR (3) NE NE NE (-)
Lin-7Iveli/MALS V V V V
Lin-2/CASK V V V V
Homer ? ? X (-)
PATJ ? ? X (-)
MAGI1 X V V (-)
Beta-catenina V V V V
Adducin X V V (-)
Abpl V V V X
Syndapinl V V V V
Jacob V V V (-)
Caldendrin X X V (-)
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Tabla 18.  Resumen de los experimentos de lHQ desarrollados en cortes coronales de
epitelio  olfatorio.  Se  muestra  en  detalle  los  resultados  obtenidos  con  esta  tecnica  al

tpar:bb::nd,i::jnttr::a#£::todsed:n:'xu:;6sTcj8:££amn¥%Set:ao.(Cv°EE::aedn°cja°deenu::r::tnoar}:::Ta:
mediante   lHQ;   x:   No   hay   tinci6n;   ST:    Cortes   sin   ningdn   tratamiento   antes   de
inmunotefiir,   Hcl:   pre-tratamiento  con   Hcl  0,2   N  por  20   min  a  37°C;   pepsin:   pre-
tratamiento con pepsina 1  mg/mL por 5 min

Cortes Congelados Cortes Parafina
Anticuerpo (anti-) ST HCI Pepsin ST HCI Pepsin
ACIII V V V V V V
SAP102/NE-DIg (1 V X X X X X

SAP102/NE-Dlg (2 X X X

SAP102/NE-Dlg (3 X X X

SAP102/NE-Dlg (4 X X X

SAP102/NE-Dlg (5 X X X

SAP102/NE-Dlg (6 X X X

SAP102/NE-Dlg (7 X X X

SAP97/Dlg (1 ) X

SAP97/Dlg (2) X V X X X X

SAP97/Dlg (3) X X X X X

SAP97/Dlg (4) X X X X X X
PDZ X V

ProsAP1/Shank2 X V
ProsAP2/Shank3 V V X

ProsApip V X X X X X
Lin-7Iveli/MALS V X X X X X
Lin-2/CASK V X X X X X

Beta-catenina V I X

Abpl X X X
Syndapinl V V X
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SAP97/DIg,   proteinas   con   dominios   PDZ   y   ProsAP1/Shank3.   Po.r   otra   parte,   la

inclusi6n  de  las  muestras  en  parafina  mostr6  ser poco  t]til  para todos  los  anticuerpos

usados, excepto para ACIll.

Los  resultados  obtenidos,  que  se  muestran  en  las  figuras  siguientes,  estan

organizados  de  la siguiente  manera:  la  imagen  de la  izquierda corresponde al  control

negativo, es decir,  sin el anticuerpo primario.  Las imagenes del centro y la derecha son

tinciones  usando  el  anticuerpo,  bajo  dos  magnificaciones.  Finalmen{e,  se  muestra  el

resultado del Western blot y las respectivas cuantificaciones.

11.1  Ivliembros de la familia ProsAP (EE2line-enriched Synapse-Associated Erotein)

Las   proteinas  de  la  familia  ProsAP  encontradas  en  cilios  olfatorios  fueron

ProsAP1/Shank2     y     ProsAP2/Shank3.     En     la     Figura     7A     se     muestra     que

ProsAP1/Shank2   (n=  2)   esta   mayoritariamente   concentrada  en   la  franja  ciliar  del

epitelio.  AI  observar  a  una  magnificaci6n  mayor,  no  es  posible  distinguir  estructura

alguna en la franja ciliar, lo cual es debido a la disposici6n en forma de red de [os cilios,

ademas de su pequefio diametro.  Los Western blot tambien  mostraron la presencia de

ProsAP1/Shank2  (n=  6)  en  cilios  olfatorios  (Figura  7A).  El  analisis  densitom6trico  de

6stos  no  mostr6   un  enriquecimiento  relativo  con  respecto  a  un  homogenizado  de

epitelio  (Figura  7D).  El  peso  molecular de esta proteina en  cilios  es  levemente  mayor

que  la  observada  en  bulbo  olfatorio.     Esta  observaci6n  se  puede  deber  a  que  las

ProsAPs,   en   general,   poseen   un   alto   ndmero   de   variantes   de   procesamiento

alternativo (Lim y cols.,1999).

ProsAP2/Shank3 tambien se observ6 enriquecida en cilios mediante lHQ (n= 2,

Figura 78).  En Western blot la serial de esta proteina se present6 en tres bandas de un

peso molecular sobre  175 kDa (n= 4),  mientras que en  bulbo olfatorio (control positivo)

Ia  serial  se  distribuy6  en  mas  de tres  bandas  cercanas  a  175  kDa,  Ias  que  tambi6n

podrian corresponder a variantes de procesamiento alternativo. Analisis densitometrico

(Figura  7D)  mostr6  un  enriqueciendo  relativo  significativo  para  ProsAP2/Shank3  en

cilios olfatorios (p< 0,01)

Ambas     proteinas     estan     involucradas     en     la    formaci6n     de    complejos

macromoleculares en la sinapsis quimica excitatoria, donde forman un puente entre el

citoesqueleto y otros complejos organizados por las proteinas MAGUK (Okamoto,
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2001).    Debido   al   interes   que   ha   generado   esta   proteina.  andamio   como

organizadora  de  complej.os  multimoleculares,  se  han  hecho  esfuerzos  por  identificar

proteinas  que  interacttlan  con  las  ProsAPs.   Una  de  ellas  es   ProsApip  (EresAE

interacting Erotein,  Figura 7C).  La tinci6n para esta proteina en epitelio olfatorio no fue

homogenea    a    lo    largo    de    la    capa    ciliar,    como    para    ProsAP1/Shank2    y

ProsAP2/Shank3,  sino  que  mss  bien  se  concentr6  en  puntos  determinados  de  ella,

dando el aspecto de manchas positivas,  mientras el resto de los cilios no se tifi6 (n= 1).

Tambi6n se observ6 marca en algunos somas en la base del epitelio.

Los  Western  blot mostraron  que la  protefna se encontr6 presente en todas  las

fracciones  obtenidas en  la preparaci6n  bioquimica de  membranas  de epitelio olfatorio,

sin  un  enriquecimiento  obvio  en  ninguna  de  ellas  con  respecto  a  las  otras  (n=1).  Su

peso molecular es id6ntico al observado en el bulbo olfatorio (control positivo).

Asi,  al  menos  dos  miembros  de  la familia  ProsAP  mas  la  proteina  ProsApip,

que interacttha con ellas, han sido encontrados en cilios olfatorios.

[[.2 Proteina de andamio Lin-7rve[i/rv)ALS

Lin-7Iveli/MALS esta implicada en formar complejos de transducci6n de sefiales

en  uni6n  neuromuscular de  Drosapfr/./a  (Bachmann  y  cols.,  2004),  y  en  conjunto  con

Lin-2/CASK y  Lin-10/Mint ha sido implicada en  la  determinaci6n  de la polaridad apico-

basal  de  los  epitelios  y  la  localizaci6n  de  receptores  de  membrana  (Kaech  y  cols.,

1998).

Usando   un   anticuerpo   contra   la   proteina   Lin-7Iveli/MALS   (Figura   8A)   se

observ6  una clara  localjzaci6n  en  cilios,  pero tambi6n  en fasciculos de axones  (n= 4).

Experimentos   de   Western   blot   (n=   6)   mostraron   la   presencja   de   dos   bandas

inmunoreactivas  al  anticuerpo  de alrededor de  los  25  kDa;  la  banda  inferior esta  mas

enriquecjda  con  respecto  a  la  mayor  en  todas  las  fracciones,  exceptuando  el  bulbo

olfatorjo,   en   que  su   abundancia   es  similar  (Figura  88).   EI  analisis   densitometrico

mostr6  que  al  igual  que  con  la  proteina  ProsApip  descrita  anteriormente,  no  hay  un

enriquecimiento  obvio  en  ninguna  de  las  fracciones  estudiadas  (Figura  8C).  Por otra

parte,  el enriquecimiento relativo de la  banda  inferior es de alrededor de cuatro veces

(Figura 8 D) con respecto a la banda superior (p< 0,001).
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11.3 Miembros de la familia MAGUK de proteinas de andamio

Ademas fueron  encontradas  proteinas  pertenecientes a  la familia  MAGUK,  que

se  caracterizan  por  poseer  un  dominio  GUK,  como  Lin-2/CASK  que  pertenece  a  la

subfamilia Lin-2 de las  MAGUK.  Mediante  lHQ  (Figura 9A),  se observ6 una localizaci6n

muy evidente de esta proteina alrededor de los fasciculos de axones, aunque tambi6n

se  apreci6  serial   en   la  capa   ciliar  (n=  4).  Analisis   por  Western   blot  (Figura  98),

mostraron  la  presencia  de una  banda  dnica  para  Lin-2/CASK tanto en  cilios como en

epitelio  desciliado  (n=  6);  su  peso  molecular  fue  de  alrededor  de  75  kDa,  igual  al

encontrado  en  el  control  positivo  (bulbo  olfatorio),  aunque  en  este  tejido  existe  una

banda adicional sobre 75 kDa (Figura 98, Western blot superior).  Un analisis preliminar

mediante  Western  blot,  de todas  las  fracciones  obtenidas  desde  una  preparaci6n  de

epitelio olfatorio (Figura 4),  mostraron  que la banda de  mayor peso  molecular tambi6n

esta  presente,  pero en  las  fracciones  Sl  y S2  de  la preparaci6n  (Figura 98,  Western

blot  inferior),   correspondientes   a   proteinas   asociadas   a   membranas   no  ciliares  y

proteinas citos6licas.

Por otra  parte, se observa un enriquecimiento  mayor en  la fracci6n  del epitelio

desciliado  (ED)  de  la  banda de  menor peso  molecular,  debido  posiblemente a  que  la

presencia  de esta  proteina  alrededor de  los  axones fue cuantitativamente  mayor que
en  los  cilios.  Analisis  por  densitometria  confirman  esta  observaci6n  (Figura  9C,  p<

0'01).

Debido a su doble localizaci6n,  Ia proteina  Lin-2/CASK podria estar cumpliendo

distintas  funciones  en  el  epitelio,  lo  que  concuerda  con  la  diversidad  de funciones  en

las que han sido involucradas.

Por otra parte, muchas de las proteinas andamio contienen dominios PDZ en su

estructura.  Por ello,  tambi6n  se  orient6 Ia  btlsqueda  hacia  proteinas que poseen  este

dominio.   Para   esto   se   aprovech6   la   existencia   de   un   anticuerpo   que   reconoce

especificamente a  los dominios  PDZ de la subfamilia  PSD95/SAP90.  Mediante IHQ se

observ6  Ia localizaci6n de  la serial en  los fasciculos de axones  (n= 3,  Figura  10A).  Es

imporfante  considerar  que  el  procedimiento  para  observar  la  marca  de  anti-PDZ  por

medio de IHQ implica hacer un pre-tratamiento a los cortes para exponer el antigeno
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(tratamiento con  HCI),  ya que el  anticuerpo  reconoce a  una  secliencia  implicada

en la interacci6n con otras protefnas,  por lo que esta normalmente enmascarada en el

ambiente  celular.  Experimentos  de  Western  blot  mostraron  varias  bandas  entre 70 y

120  kDa,  que  se  observaron  en  todas  las  fracciones  (n=5).  Sin  embargo  este  patr6n

fue  diferente  al  observado  en  bulbo  olfatorio  (control  positivo),  en  donde  se  vi6  una

serial muy fuerte de alrededor de 83 kDa.  No se distingui6 un enriquecimiento evidente

en ninguna de las fracciones analizadas de epitelio olfatorio (Figura 10A y D)

El  motivo  por  el  cual  la  serial  es  observada  en  membranas  ciliares  mediante

Western  blot y  no  por  IHQ  puede  ser  por  que  en  cortes  de  tejido  las  proteinas  que

contienen    dominios    PDZ    mantienen    el    epftope    enmascarado;    en    cambio,    el

procedimiento de Western blot denatura ,la proteina, exponiendo el epitope.

Se  investig6  cual  de  los  miembros  de  la  subfamilia  PSD95/SAP90  estaban

presentes.  Se  encontr6  SAP97/Dlg  (Figura  108,  n=  3),  pero  no  SAP93/Chapsyn  ni

SAP90/PSD95.  Anti-SAP97/DIg   mostr6  una  tinci6n  muy  parecida  a  la  de  anti-PDZ

(Figura  108),  es decir,  asociada a fascfculos  de axone§.  En Western  blot,  se observ6
una  sola  banda  de  aprox  100-120  kDa,  en  todas  las  fracciones  de  epitelio  olfatorio

(n=5), Ia cual es distinta a la encontrada en el control positivo (~ 90 kDa). Una vez mss,

esta diferencia puede deberse a la existencia de diversas variantes de procesamiento

alternativo descritas para es{a proteina (Schluter y cols., 2006;  Godreau y cols., 2003).

Analisis    de    cuantificaci6n    de    los    Western    blot    (Figura    10D)    no    mostraron

enriquecimiento relativo en njnguna de las fracciones estudiadas.

A trav6s de  lHQ  se observ6 que la serial de SAP102/NE-Dlg  (cuarto  miembro

de esta sub-familia)  estaba confinada a  la capa ciliar,  aunque tambien fueron tefiidos

algunos   somas   (n=   2).   Extrafiamente,   los   Western   blots   no   mostraron   sefial   de

SAP102/NE-Dlg  en  membranas  ciliares  (n=  8),  aunque  si  el  control  positivo  (bulbo

olfatorio,  Figura 10C).  La explicaci6n de este resultado sera detallado en la secci6n 111.



11.4 Estudios de posibles interacciones de las  proteinas de aridamio ciliares

con componentes de la quimiotransducci6n olfatoria

El  paso  siguiente  consisti6  estudiar  si  algunas  de  las  proteinas  de  andamio

encontradas   en   cilios   olfatorios   interaccionaba   con   alguno   de   los   componentes

moleculares  de  la  transducci6n  olfatoria.  Para  esto,  se  realizaron  experimentos  de

inmunoprecipitaci6n utilizando anticuerpos contra las siguientes  proteinas de andamio:

ProsAP1/Shank2,  ProsAP2/Shank3  y  Lin-2/CASK,  que  claramente  se  localizaron  en

cilios   olfatorios   (Figura   7  y   9).   Tanto   ProsAP2/Shank3   como   Lin-2/CASK  fueron

exitosamente inmunoprecipitadas  (Figura  11).  Posteriormente,  se estudi6 si alguno de

los  componentes  de  la  transducci6n  olfatoria  o  elementos  moduladores  de  esta  co-

inmunoprecipitaban  con  estas  proteinas.  La Tabla 2 resume los  resultados obtenidos.

No se observ6 co-inmunoprecipitaci6n de ninguna de las proteinas estudiadas, aunque

quedaron algunas de las posibles interacciones sin probar.

Tambi6n   se   desarrollaron   experimentos   de   inmunoprecipitaci6n   utilizando

proteinas de la quimiotransducci6n como ACIIl,  CNG y CaMKII,  aunque s6lo ACIll fue

inmunoprecipitada con  6xito;  sin embargo,  no fue posible observar interacci6n de esta

proteina  con  Lin-2/CASK.  Futuros  experimentos  deberian  ahondar  en  el  estudio  de

proteinas de andamio que interaccionen con ACIIl.
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Figura  11.  Experimentos  representativos de inmunoprecipitaciones  utilizando diversas
proteinas   de  andamio.   A.   anti-ProsAP2/Shank3,   a.   anti-Lin-2/CASK.   Se   utilizaron
proteina  G-Dynabeads".  Fracci6n  No  Unido:  corresponde  a  lo  que  no se  uni6  a  las
esferas  Dynabeads,  Fracci6n  Unido: corresponde a las protef nas que se unieron a las
Dynabeads acopladas al anticuerpo especifico (Ac) o a suero normal del mismo animal
en   el   que  fue   hecho   el   anticuerpo   especifico   (IgG),   C:   membranas   ciliares,   ED:
membranas epitelio desciliado,  HE: homogenizado epite[io olfatorio.

Tabla 2.  Resumen  de los  experimentos de co-inmunoprecipitaci6n  realizados con  una
preparaci6n de cilios olfatorios. 00: inmunoprecipitaci6n exitosa, XX: la proteina no fue
inmunoprecipitada,    X:    No    se    detect6    co-inmunoprecipitaci6n,    ?:    No    hay    una
inmunoprecipitaci6n evidente.  Entre par6ntesis se muestra el  ntlmero de veces que la
inmunoprecipitaci6n   fue   exitosa   con   respecto   al   total   de   veces   de   realizado   el
experimento.
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[[1.  Estudio  de  la  presencia  de  una  isoforma  de  SAP102/NE-DIg  en  epite[io

olfatorio

Durante estudios  preliminares,  al inicio  de este trabajo de tesis,  la preparaci6n

de   cilios   olfatorios   utilizando   el   protocolo   de   la   Figura   1   fue   analizada   mediante

Western blot con  un anticuerpo contra SAP102/NE-Dlg, se observ6 en la fracci6n ciliar

una banda inmunoreactiva cerca de 80 kDa, diferente a la observada en bulbo olfatorio

(aproximadamente  100  kDa,   Figura  12,  n=  4).  La  serial  fue  especifica,  ya  que  fue

bloqueada  al  utilizar el  anticuerpo  pre-incubado  con  el  p6ptido  usado como  antigeno.

Posteriores experimentos de lHQ confirmaron la presencia de SAP102/NE-Dlg en cilios

olfatorios, pero no asi mediante Western blot de muestras obtenidas desde el protocolo

de la Figura 4 (Figura 10C).  Para investigar la presencia y localizaci6n de esta proteina

en  el  epitelio,  todas  las  fracciones  obtenidas  desde  la  preparaci6n  de  membranas

ciliares  (Figura  4)  fueron  estudiadas  mediante  Western  blot,   usando  el  anticuerpo

contra  SAP102/NE-DIg.   Los  resultados  obtenidos  mostraron  la  localizaci6n  de  esta

proteina  en  las  fracciones  livianas  de  la  preparaci6n  (Sl  y  S2,  Figura  13A,  n=  5).  La

localizaci6n  subcelular  de  SAP102/NE-Dlg  fue  diferente  a  ACIIl,  la  que  se  encontfo

exclusivamente   en   la   fracci6n   de   membranas   ciliares   (Figura    138),   sugiriendo

fuertemente  que  esta  protefna  no  estaria  asociada  a  membrana  ciliar.  Al  analizar  la

proteina  SAP102/NE-DIg  en  el  gradiente continuo  de  sacarosa,  se  observ6  que  esta

proteina flota  en  una densidad  correspondiente  a  concentraciones  de sacarosa entre
0,5  y  0,7   M   (n=.  3,   Figura   148   en   rosado,   fracciones   2-3),   mss   [iviana   que  las

densidades  en  donde  §e  encuentran  los  marcadores  de  cilios  como  ACIII,  Golf  y  el

canal   CNG.   Mas   aan,   la  serial  de  SAP102/NE-Dlg   flota  junto   a   un   marcador  de

membranas   internas   como   es   Rab5A   (marcador   de   endosomas   tempranos,   en

marr6n), ver figura 148 y C. Asi,  mientras SAP102/NE-DIg mediante lHQ se detect6 en

cilios,  en los  estudios  bioquimicos se vi6 asociada a un compartimento enriquecido en

membranas intracelulares.

La diferencia de peso  molecular de SAP102/NE-DIg  en  cilios con respecto  a la

presente en  bulbo  olfatorio  (control  positivo),  sugeria  la  presencia  de una  isoforma en

epitelio olfatorio.  Como no hay antecedentes sobre isoformas de SAP102/NE-Dlg en la

literatura, se explor6 este punto en mayor detalle.
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Figura 12. Western blot representativo de una preparaci6n de epitelio olfatorio de rata,
utilizando el  protocolo  de  la  Figura  1.  Se  prob6  un  anticuerpo  con{ra  SAP102/NE-Dlg
(1:500    imagen    superior)    y    el    mismo    anticuerpo    bloqueado    con    el    antigeno
correspondiente,   en   una   relaci6n   1:3.   Las   puntas   de   flecha   indican   las   bandas
reconocidas   por   el   anticuerpo.    FC:   fracci6n   ciliar,    ED:    membranas   de   epiteljo
desciliado,  HE:  homogenizado  de  epitelio  olfatorio,  Cx:  homogenizado  de  corteza  de
cerebro.

ED      SI       S2     0.751.4      C       HE     80
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83-

Figura 13. Analisis  mediante Western blot de todas las fracciones de una preparaci6n
de  epitelio  olfatorio.  A.  anti-SAP102/NE-DIg  1:500,  Ias  puntas  de  flechas  indican  las
bandas  reconocidas  por este  anticuerpo, tanto en epitelio como en  bulbo olfatorio.  a.
Distribuci6n de un marcador de membrana ciliar, anti-Aclll  1 :2000.
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Figure 14.  Analjsis de la migracich de la pTcteina de andamfo SAP102/NE-Dlg sotre
un  gradiente   continua   de   9acarosa.   A.   Perfil   prcteico   del   gfadiente   de   sacarosa
observado  mediante  tincich  Coomassie.  a.  Analjsjs  densitom6trico  de  las  fracciones
obten+das  desde  la  gradients  de  sacaT.osa,  todas  Jas  sefiales  cuantificadas  fueron
normatizadas con  el  valor maxima  (eje jzquierdo),  Ia  concenlracich  de  sacaTosa en
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[1[.1    Analisis    medjante    RT-PCR    de    la    presencia    de    variantes    de

procesamiento de SAP102/NE-Dlg en epifelio olfatorio

Para   profundizar   en   el   estudio   de   esta   posible   isoforma,   se   realizaron

experimentos  de  RT-PCR  utilizando  un  CDNA generado  a  partir de  mRNA de epitelio

o[fatorio.   Se   disefiaron   partidores   especificos,   para   amplificar   distintas   partes   de

SAP102/NE-DIg.   Como   control   positivo   se   utiliz6   el   CDNA   obtenido   desde   bulbo

olfatorio.  Como se  observa en  la  Figura  15A,  el  analisis  mediante  electroforesis sobre

geles  de  agarosa  de  los  productos  de   RT-PCR  utilizando  los   partidores   Nterm.s,

3UTR.a y PDZ3.s,  HOOK.a (ver Tabla A en  Materiales y Metodos)  mostr6 la presencia

de fragmentos la SAP102/NE-Dlg en epitelio olfatorio que poseen  un ntlmero de pares

de  bases  distinto  al  visto  en  el  control  positivo  (bulbo  olfatorio).  Por  este  motivo  se

decidi6   subclonar   los   fragmentos   correspondientes   a   los   productos   de   RT-PCR

utilizando  el  par  de  partidores  Nterm.s,  3UTR.a,  para  estudiar  si  corresponderian  a

variantes de procesamiento.  Se eligieron estos pares de partidores ya que el producto

amplificado es  el  mas  largo y  representa casi  la totalidad  del CDNA de la SAP102/NE-

DIg.

Fueron  aislados  y  secuenciados  cuatro  clones,  I.os  que  fueron  comparados

mediante  el  programa  de  alineamiento  de  proteinas  CLUSTALW  (www.expasy.org),

con  la  secuencia  descrita  de SAP102/NE-Dlg  en  cerebro  (GenBank  U50147,  Muller y

cols.,1996,  Figura 158).  Los clones tienen las siguientes caracteristicas: en todos ellos

el ex6n 2 fue removido (54 pares de bases que corresponden a 18 aminoacidos, antes

del inicio del dominio PDZ1), ademas, en tres de ellos tambien el ex6n  16 fue removido

(43  pb  que  corresponden  a  14  aminoacidos,  dentro  de  la  secuencia  Hook,  que  esta

entre el dominio SH3 y GUK)  (Figura  158).  En  los dos clones restantes ademas de ser

removido  el  ex6n  2,  contienen  un  inserto  de  100  pb,  empalmado justo  despues  del

ex6n  14 (Figura 158).  Una btlsqueda en la secuencia gen6mica de SAP102/NE-Dlg de

rata  (GenBank  U53367)  dio  como  resultado  la  presencia  de  este  inserto  entre  los

exones  13  y  14;  Ia  forma  en  que  los  exones  son  procesados  para  cada variante  es

mostrada  en   la   Figura   15C.   Los   clones   al   ser  traducidos   utilizando   el   programa

TRANSLATE  (www.expasy.org)  dieron  como  resultado dos  isoformas  de  SAP102/NE-

DIg,  una  de  aproximadamente  90  kDa,  correspondiente  a  la  isoforma  carente  de  los

exones 2 y 16, y la otra truncada (carente del dominio GUK) con un peso molecular de
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SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5     SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP.102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5     SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5     SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebra
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5     SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP102eo
Clon6     SAP102eo

E®  80  CN

Hfermiflal.g + 3LJTFLa                 PDES.s + HOOK.a

MHKHQHCCKCPECYEVTRIIAAI.RRLEPPGYGDWQVPDPYGPSGGNGASSGYGGYSSQTI.P
--------------i--RI.AALRRLEPPGYGDWQVPDPYGPSGGNGASSGYGGYSSQTLP
----------------TRLAALRRLEPPGYGDWQVPDPYGPSGGNGASSGYGGYSSQTI.P
----------------TRI.AALRRliEPPGYGDWQVPDPYGPSGGNGASSGYGGYSSQTlip
-----------~----TRLAAI.RRI.EPPGYGDWQVPDPYGPSGGNGASSGYGGYSSQTLP
------------------LAALRRliEPPGYGDWQVPDPYGPSGGNGASSGYGGYSSQTlip

SQAGATPTPRTRAKI]IPTGRDVGPVPPKPVPGKNTPKljNGSGPSWWPECTCTNRDWYEQA   12 0
SQAGATPTPRTKAKI]IPTGRDVGPVPPKPVPGKNTPKI]NGSGPSWWPECTCTNRDWYEQ-    102
SQAGATPTPRTKAKI.I PTGRDVGPVPPKPVPGKNTPKI]NGSGPSWWPECTCTNRDWYEQ-    10 3
SQAGATPTPRTKAKLIPTGRDVGPVPPKPVPGKNTPKliNGSGPSWWPECTCTNRDWYEQ-    10 3
SQAGATPTPRTKAKIIIPTGRDVGPVPPKPVPGKNTPKIINGSGPSWWPECTCTNRDWYEQ-    10 3
SQAGATPTPRTKAKI,IPTGRDVGPVPPKPVPGKNTPKIINGSGPSWWPECTCTNRDWYEQ-    101

SPAPI.IivNPEALEPSL VNGSDGMFKYEEIvliERGNSGLGFSIAGGIDNPHVPDDPGIFI
-----------------VNGSDGMFKYEEIVLERGNSGLGFSIAGGIDNPHVPDDPGIFI
-----------------VNGSDGMFKYEEIVLERGNSGLGFSIAGGIDNPHVPDDPGIFI
-----------------VNGSDGMFKYEEIVLERGNSGI.GFSIAGGIDNPHVPDDPGIFI
-----------------VNGSDGMFKYEEIVI]ERGNSGI,GFSIAGGIDNPHVPDDPGIFI
-----------------VNGSDGMFKYEEIVLERGNSGI.GFSIAGGIDNPHVPDDPGIFI

TKI I PGGAAAMDGRI.GVNDCVI.RVNEVDVSEVVHSRAVEAliKEAGPVVRI.VVRRRQPPPE   2 4 0
TKI IPGGAAAMDGRI,GVNDCVI.RVNEVDVSEVVHSRAVEAI.KEAGPVVRI.VVRRRQPPPE   2 0 5
TKI IPGGAAAMDGRI.GVNDCVLRVNEVDVSEVVHSRAVEAI]KEAGPVVRI,VVRRRQPPPE   2 0 6
TKI IPGGAAAMDGRI,GVNDCVLRVNEVDVSEVVHSRAVEAI]KEAGPVVRI]VVRRRQPPPE   2 0 6
TKI IPGGAAAMDGRLGVNDCVI.RVNEVDVSEVVHSRAVEAI.KEAGPVVRI.VVRRRQPPPE   2 0 6
TKI IPGGAAAMDGRI,GVNDCVI.RVNEVDVSEVVHSRAVEAI.KEAGPVVRI,VVRRRQPPPE   2 0 4

TIMEVNLLKGPKGLGFSIAGGIGNQHIPGDNSIYITKI IEGGAAQKDGRLQIGDRI-I-AVN   30 0
TIMEVNLI.KGQRAWVFSIAGGIGNQHIPGDNSIYITKI IEGGAAQKDGRljQIGDRI.I.AVN   2 65
TIMEVNI,I.KGPKGI.GFSIAGGIGNQHI PGDNSIYITKI IEGGAAQKDGRI.QIGDRI.I.AVN   2 6 6
TIMEVNLI.KGPKGLGFSIAGGIGNQHIPGDNSIYITKIIEGGAAQKDGRLQIGDRLI.AVN   2 6 6
TIMEVNI.I.KGPKGI,GFSIAGGIGNQHIPGDNSIYITKI IEGGAAQKDGRI,QI GDRLLAVN   2 6 6
TIMEVNLLKGPKGLGFSIAGGIGNQHIPGDNSIYITKI IEGGAAQKDGRI,QIGDRLLAVN   2 64

NTNLQDVRHEEAVASLKNTSDMVYliKVAKPGSLHI,NDMYAPPDYASTFTAI.ADNHISHNS
NTNLQDVRHEEAVASLKNTSDMVYLKVAKPGSLHljNDMYAPPDYASTFTAliADNHISHNS
NTNIIQDVRHEEAVASLKNTSDMVYLKVAKPGSLHI.NDMYAPPDYASTFTAI.ADNHISHNS
NTNliQDVRHEEAVASI,KNTSDMVYLKVAKPGSLHLNDMYAPPDYASTFTAI]ADNHISHNS
NTNliQDVRHEEAVASLKNTSDMVYI.KVAKPGSLHljNDMYAPPDYASTFTALADNHISHNS
NTNI.QDVRHEEAVASLKNTSDMVYI.KVAKPGSLHI.NDMYAPPDYASTFTAI,ADNHISHNS



SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP,102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP10.2eo
Clon6      SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP102eo
Clon6     SAP102eo

SAP102   cerebro
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP102eo
Cl'on6     SAP102eo

SLGYI.GAVESKVTYPAPPQVPPTRYSPIPRHMI.AEEDFTREPRKIII.HKGSTGLGFNIVG
SI.GYLGAVESKVTYPAPPQVPPTRYSPIPRHMI.AEEDFTREPRKIILHKGSTGLGFNIVG
SljGYI.GAVESKVT¥PAPPQVPPTRYSPIPRHMI.AEEDFTREPRKIII-HKGSTGliGENIVG
SI-GYI.GAVESKVTYPAPPQVPPTRYSPIPRENLAEEDFTREPRKIILHKGSTGLGFNIVG
SLGYLGAVESKVTYPAPPQVPPTRYSPIPRHMLAEEDFTREPRKVILHKGSTGI]GFNIVG
SI.GYI.GAVESKVTYPAPPQVPPTRYSPIPRHMliAEEDFTREPRKIII-HKGSTGLGFNIVG

GEDGEGIFVSFILAGGPADIISGEI.RRGDRILSVNGVNLRNATHEQAAAAI.KRAGQSVTIV
GEDGEGIFVSFILAGGPADI.SGEI]RRGDRILSVNGVNI.RNATHEQAAAAI.KRAGQSVTIV
GEDGEGIFVSFILAGGPADLSGELRRGDRILSVNGVNLRNATHEQAAAAI.KRAGQSVTIV
GEDGEGIFVSFII.AGGPADLSGEI.RRGDRILSVNGVNLRNATHEQAAAALKRAGQSVTIV
GEDGEGIFVSFILAGGPADLSGELRRGDRII.SVNGVNI.RNATHEQAAAALKRAGQSVTIV
GEDGEGIFVSFILAGGPADLSGEI.RRGDRILSVNGVNLRNATHEQAAAALKRAGQSVTIV

. _    :-i    lL=:::    L
AQYRPEEYSRFESKIHDI.REQMMNSSMSSGSGsliRTSEKRSI.YVRAI]FDYDRTRDSCI.PS    54 0
AQYRPEEYSRFESKIHDI.REQMMNSSMSSGSGSLRTSEKRSLYVRAI]FDYDRTRDSCI.PS    5 0 5
AQYRPEEYSRFESKIHDI,REQMMNSSMSSGSGsliRTSEKRSLYVRAI,FDYDRTRDSclips   5 0 6
AQYRPEEYSRFESKIHDI,REQMMNSSMSSGSGSI,RTSEKRSI.YVRAI.FDYDRTRDSCI.PS    5 0 6
AQYRPEEYSRFESKIHDI.REQMMNSSMSSGSGSI.RTSEKRSI.YVRALFDYDRTRDSCI.PS    5 0 6
AQYRPEEYSRFESKIHDI.REQMMNSSMSSGSGsliRTSEKRSI.YVRALFDYDRTRDSCI.PS    5 0 4

i     ;   I-   i-I   rl   -   I _1   ;     I   I     i   i-   :LLJ
QGI.S FSYGDILHVINASDDEWWQARI]VTPHGESEQIGVI PSKKRVEKKERARLKTVKFHA   60`0
QGLS FSYGDILHVINASDDEWWQARLVTPHGESEQIGVIPSKKRVEKKERARI.KTVKFHA   5 65
QGLS FSYGDILHVINASDDEWWQARLVTPHGESEQI`GVIPSKKRVEKKERARliKTVKFHA   5 6 6
QGLSFs¥GDII.HvlNASDDEwwQARljvTPHGESEQIGvlpsKKRVEKKERARLKTVKFm   5 6 6
QGI.SFSYGDII,HVINASDDEWWQARI.VTPHGESEQIGVIPSKKRVEKRERARI.KTVKFRA   5 6 6
QGLS FSYGDII.HVINASDDEWWQARI]VTPHGESEQIGVIPSKKRVEKKERARI]KTVKFHA   5 64

*
RTGMIESNRDFPGlisDDYYGAKNLK VTSNTSDSESSS GQEDAILsyEpvTRQEIH.yaE   660
RTGMIESNRDFPGI-S DDYYGAKNLK -------------- GQEDAII]SYEPVTRQEIHYAR   611
RTGMIESNRDFPGI]S DDYYGAKNI.K -----------'---GQEDAII,SYEPVTRQEIHYAR   612
RTGMIESNRDFPGI,S DDYYGAKNI.K -------------- GQEDAII.SYEPVTRQEIHYAR   612
RTGMIESNR ---------------------------------------------------  5 8 9
RTGMIESNR---------------------------------------------------587

.111111111.1111..Ill.I.11111111111.1111111111
PVIIIjGPMKDRVNDDLISEFPHKFGSCVPHTTRPRRDNEVDGQDYHFVVSREQMEKDIQD
PVIII.GPMKDRVNDDLISEFPHKFGSCVPHTTRPRRDNEVDGQDYHFVVSREQMEKDIQD
PVIII.GPMKDRVNDDLISEFPHKFGSCVPHTTRPRRDNEVDGQDYHFVVSREQMEKDIQD
PVIII,GPMKDRVNDDLISEFPHKFGSCVPHTTRPRRDNEVDGQDYHFVVSREQMEKDIQD

.I..11111111.Ill.11.,11111.1111111111111111111'
SAP102   cerebro      NKFIEAGQFNDNLYGTSIQSVRAVAERGKHCILDVSGNAIKRI-QQAQI-YPIAI FIKPKSI
Clonl3   SAP102eo   NKFIEAGQENDNI,YGTS IQSVRAVAERGKHCILDVSGNAIKRI.QQAQI.YPIAI FIKPKSI
Clonl 0   SAP102eo   NKFIEAGQFNDNI,YGTS IQSVRAVAERGKHCILDVSGNAIKRI.QQAQI-YPIAI FIKPKSI
Clonl5   SAP10 2eo   NKFIEAGQFNDNL¥GTS IQSVRAVAERGRECILDVSGNAIKRLQQAQI.YPIAI FIKPKSI
Clon5     SAP102eo  ------------------------- +_---______________________________
Clon6    SAP102eo  ----------------------------------------- ____-_-_---_--_ ----

SAP102   cerebra
Clonl3   SAP102eo
Clonl0   SAP102eo
Clonl5   SAP102eo
Clon5      SAP102eo
Clon6     SAP102eo

.11.111111111111.1111111111.11.I..Ill.I.I..11
EAI.MEMNRRQTYEQANKI FDKAMKI]EQEFGEYFTAIVQGDSI.EEIYNKIKQIIEDQSGHY   8 4 0
EALMEMNRRQTYEQANKI FDKAMKLEQEFGEYFTAIVQGDSLEEIYNKIKQIIEDQSGHY   7 91
EAljMEMNRRQTYEQANKI FDKAMKLEQEFGEYFTAIVQGDSI,EEIYNKIKQIIEDQSGHY   7 92
EAliMEMNRRQTYEQANKI FDKAMKLEQEFGEYFTAIVQGDSI.EEIYNKIKQIIEDQSGHY   7 92



SAP102   cerebro      IWVPSPEKL   849
Clonl3   SAP102eo   IWVPS--~-   796
Clonl0   SAP102eo   IWVPS ----    797
Clonl5   SAP102eo   IWVPS~---   797
Clon5      SAP102eo
Clon6      SAP102eo

SIKTKRKKSFRLSRKFPFYKSKENMAQEKSIQERLPWVK   614
S IKTKRKKS FRI.SRKFPFYKSKENMAQEKS IQERLPWVK   612

Figura 15.  Identificaci6n mediante RT-PCR de al menos dos isoformas de SAP102/NE-
Dlg expresadas en epitelio olfatorio de  rata.  A. Analisis sobre geles de agarosa de los
productos  de  RT-PCR  obtenidos  al  utilizar los  partidores especificados  nombrados  en
]a  figura  (ver  Tabla  A,   Materiales  y  Metodos).   EO:   CDNA  de  epitelio  olfatorio,   CN:
control  negativo,  80:  CDNA de  bulbo  olfatorio.  a.  Posteriormente,  estos  productos de
PCR  fueron   subclonados  y   cinco  clones  (SAP102eo)   obtenidos  fueron   analizados
mediante  secuenciaci6n  y  alineamiento  con   la  SAP102/NE-Dlg   neuronal   (GenBank
U50147).  Las  lineas  continuas corresponde a  los  dominios  PDZ,  linea  segmentada  al
dominio SH3 y  linea  punteada al dominio Guk de  la SAP102/NE-Dlg,  Con  un asterisco
es  destacada  la  zona donde  se  produce el empalme del  ex6n  (entre el  ex6n  14 y  15)
no  descrito con  anterioridad.  Y  en  rojo se  destaca  la  secuencia  aminoacidica  de  este
ex6n.  Encerrado en un cuadrado esta en ex6n 2 y  16.  C.  Esquema del procesamiento
alternativo  producido  en  el  RNA  mensajero  de  SAP102/NE-DIg  en  epitelio  olfatorio  y
sus  respectivos  productos  proteicos.   El  empalme  de  un  nuevo  ex6n   produce  una
proteina truncada, carente del dominio GUK.  En rojo se destaca la secuencia del ex6n.
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aproximadamente 80 kDa (Figura 15C), que corresponde a los clones sin el ex6n

2 y el ex6n empalmado entre los exones 14 y 15.

Estos   resultados   muestran   la   presencia   de   variantes   de   procesamiento

alternativo  de  SAP102/NE-Dlg  en  epitelio  olfatorio,  es  decir,  de  isoformas,  al  menos

una de las cuales  es  reconocida por el anticuerpo anti-SAP102/NE-DIg  utilizado en los

experimentos de Western blot.

Ill.2   Determinaci6n   de   la   secuencia   aminoacidica   de   la(s)   isoforma(s)   de

SAP102/NE-Dlg presente(s) en epitelio olfatorio

Para  determinar si  alguna  de  las  variantes  de  SAP102/NE-Dlg  encontrada  en

epitelio  olfatorio  era  finalmente  traducida,  fueron  analizadas  muestras  de  proteinas

provenientes  de  una  preparaci6n  de  epitelio  olfatorio  (fracciones  Sl  y  S2,  Figura  4)

mediante  geles   bidimensionales.   Las   muestras   luego   de  ser  separadas  sobre  un

gradiente  de   pH   entre  3  y   11,  fueron  sometidas  a  electroforesis  sobre  geles  de

poliacrilamida.  Algunos  de  los  geles  fueron  tefiidos  con  Coomassie  o  plata  para  la

detecci6n de proteina total,  otros fueron sometidos a Western  blot y  probados con un

anticuerpo contra SAP102/NE-Dlg  (Figura  16A).  Utilizando el  programa PDQuest"  de

BioRAD  se  superpusieron  las  sefiales  del  Western  blot  con  los  puntos  en  los  geles

tefiidos  con  plata  6  azul  de  Coomassie (Figura  168).  Los  puntos  de los geles fueron

recortados y analizados mediante espectrometria de masas. Los fragmentos peptfdicos

fueron  analizados  utilizando  bases  de  datos  asociados  a  este  metodo.  Un  analisis

preliminar   de   los   resultados   obtenidos   mostr6   que   los   peptidos   identificados   y

analizados no correspondlan a ninguna de las isoformas de SAP102/NE-DIg observada

en epitelio olfatorio.  Por lo tanto, qued6 pendiente la tarea de cual de las isoformas de

SAP102/NE-Dlg,   encontradas   por   medio   de   RT-PCR,   esta   presente   en   epitelio

olfatorio.
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DISCUS16N

I. Estrategias para la bdsqueda de proteinas de andamio

I.1 Preparaci6n bioquimica de membranas ci]iares y Western blot

Durante mucho tiempo se utiliz6 un m6todo de preparaci6n de membranas que

consis{i6    en    desprender    los    cilios    desde    el    bot6n    dendrftico,    usando    altas

concentraciones  de calcio  (Anholt y  cols.,1986).  Asi,  los  cilios  desprendidos  lograban

mantener   su   estructura,   como   fue   mostrado   mediante   microscopia   electr6nica,

observandose   su   caracteristica   forma   larga   y   delgada,   ademas   de   vesiculas

membranosas como resultado del desprendimiento de parte de la membrana desde los

cilios  (Anholt  y  cols.,   1986;  Schmidt,   1991).  Sin  embargo,  c6mo  las  celulas  poseen

proteasas   dependientes   de   calcio,   era   posible   que   este   m6todo   de   desciliaci6n

comprometiera tanto la integridad como la funci6n de los componentes moleculares de

la cascada.

Posteriormente,   fue   desarrollado   otro   tipo   de   metodo   de   desciliado,   que

consisti6  simplemente  en   agitar  los  epitelios   inmersos   en   una  soluci6n  fisiol6gica

(soluci6n salina/HEPES,  pH  7,4),  sin agregar calcio extra.  Esta  preparaci6n  conserva

todas  las  caracterfsticas  de  enriquecimiento  de  membranas  y  mantenimiento  de  la

actividad de enzimas como la ACIII  (Washburn y cols„  2002)  (Figura 2).  Sin embargo,

no   era   posible   descartar   el   arrastre   de   proteinas   o    membranas    no   ciliares,

pertenecientes  por  ejemplo  a  membranas  intracelulares,  plasmaticas  pero  de  origen

somatico o axonal,  ademas de contaminaci6n por proteinas solubles atrapadas en los

compartimentos membranosos.

Para   desarrollar   el   presente   estudio,    era   fundamental   contar   con    una

preparaci6n  lo  mas  enriquecida  en  membranas  ciliares  y  pura  posible.  For  ello,  el

primer paso fue aumentar la pureza de la preparaci6n de cilios descrita en la literatura,

para  lo  cual  se  emple6  ultracentrifugaci6n  a  equilibrio  sobre  gradientes  continuos  de

sacarosa,    para    separar   componentes   subcelulares   segtln    su    densidad.    Estos

experimentos   mostraron   que   una   suspension   de  cilios   (S,   Figura   2)   muestra   la

presencia  de  dos  picos  de  proteina  (Figura  3A):  uno  liviano  (0,6  M  sacarosa)  y  otro

pesado (1,1-1,5 M sacarosa). La mayor cantidad de proteinas ciliares se encontr6 entre
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los dos  picos  de  proteinas totales  (0,75-1,35  M  de sacarosa,  Figura 38,  C).  Por

otra parte, el pico liviano estaba enriquecido en Rab5A, una proteina mayoritariamente

asociada a endosomas tempranos (Bucci y cols.,1994, Figura 38, C).

De  este   modo,  .la  fracci6n   de   membranas   cargada   sobre   el   gradiente   de

sacarosa  estaba  compuesta  por  dos  tipos  de  poblaciones  membranosas,  una  mas

pesada  que  contiene  parte  de  las  proteinas  ciliares  y  otra  mas  liviana,  asociada  a

membranas   internas.   Estos   experimentos   mostraron   que   es   posible   separar  una

fracci6n  enriquecida  en  membranas  ciliares.  Con  estos  antecedentes  se  procedi6  a

modificar  el  protocolo  obtenido  de  la  literatura  para  la  preparaci6n  de  membranas

ciliares,  lo, que consisti6 en agregar una fase de sacarosa de 0,75  M sobre el colch6n

de 1,4 M (Figura 4).

Las membranas ciliares obtenidas de esta manera muestran un enriquecimiento

en  proteinas propias de los cilios olfatorios, tales como AcllI,  Golf y el canal CNG,  pero

carecia  de  otras  pertenecientes  a  membranas  intemas  como  Rab5A  (Figura  5).  EI

enriquecimiento de  nuestra  preparaci6n  en  membranas ciliares  ha sido corroborado a

trav6s   de   experimentos    electrofisiol6gicos.    Membranas   ciliares    incorporadas   en

bicapas lipidicas revelaron la presencia de canales de potasio dependientes de calcio,

los   mismos  que  fueron  previamente  identificados  en  registros  de  patch  clamp  en

fragmentos  de   membranas  escindidos  directamente  de  cilios  olfatorios  (Delgado  y

cols.,   2003).   Es  aceptado  que  canales  de  K+  activados  por  Ca2+  participan  en  la

respuesta  inhibitoria  a  odorantes  (Morales  y  cols.,  1994).  Sin  embargo,  ni  con  patch

clamp  ni  en  bicapas  se  observaron canales  dependientes  de voltaje en  la  membrana

ciliar  (Castillo,  2005).  No  se  espera  que  los  cilios  contengan  dicho  tipo  de  canales,

porque   no   tienen   relaci6n   alguna   con   la   transducci6n;   como   en   los   organelos

especializados  en transducci6n,  se piensa que los  cilios s6lo contienen proteinas que

participan en este proceso. Por otro lado, estudios de Western blot tampoco detectaron

presencia  de  canales  de  sodio  en  la  fracci6n  de  membranas  ciliares,  los  cuales  si
estaban   presentes   en   membranas  de  epitelio   desciliado  y  en   homogenizados  de

cerebro (Castillo y cols.,  2005).
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I.2  Estudios  de  localizaci6n de  proteinas  de andamio  en  cilios  olfatorios a

trav6s de lnmunohistoquimica (IHQ)

Los    experimentos    de    lHQ   cumplieron   el   objetivo    de   complementar   los

resultados de Western blot, ya que nos entregaron informaci6n de la localizaci6n /.n s/.fu

de las proteinas estudiadas.

Para  el  desarrollo  de  esta  tesis  se  utilizaron  cortes  coronales  de  la  zona  del

septum  del  epitelio  olfatorio,  ya  que  esta  zona  es  facilmente  manejable.  No  fueron

utilizadas  las turbinas,  porque 6stas  habrian  requerido  una fase de decalcificaci6n  de

varios  dfas,  lo  que  podria  afectar a  la  integridad  del  epitope,  ademas  de  requerir un

manejo y equipamiento diferentes.

Como  se coment6  en  la  primera  parte  de  la  introducci6n,  el  epitelio se  puede

dividir en  cLlatro zonas  de expresi6n  diferencial de receptores  olfatorios. Al  hacer IHQ

s6lo  con  la  zona  del  septum,  no  existe  una  representaci6n  total  del  tejido.  De  este

modo,  no  se  puede  descartar que  las  protefnas  que  no fueron  observadas  mediante

lHQ  pero  si  en  Western  blot,  podrian  localizarse  en  zonas  funcionales  que  no  se

encuentran en el septum.

Tambien fueron  probados  dos tipos de inclusi6n de la  muestra,  uno sobre una

resina  para  congelamiento  y  otro  de  inclusion  en  parafina.  Este  dltimo  result6  ser

desventajoso ya que en todos los casos, excepto para anti-ACIII,  Ia inmunoreactividad

se  perdi6.  De  esta  manera,  se  estim6  que  los  cortes  congelados  son  los  mss  aptos

para desarrollar experimentos de lHQ en epitelio olfatorio. Ademas, se utilizaron varios

m6todos  de  exposici6n  del  antigeno,  ya  que  algunos  estaban  enmascarados  en  los

cilios   olfatorios,   es   decir,   existiria   un   impedimento   esterico   para   el   acceso   del

anticuerpo al epltope,  mas adn si este se encuentra cerca o dentro de los dominios de

interacci6n o en secuencias reconocidas por un dominio.

Por otra  parte,  como se  discute  mas  adelante,  las  tinciones  observadas  en  la

capa ciliar pueden ser de dos tipos; una que corresponde a una franja importante sobre

el limite superior del epitelio (Figuras 6, 7, 9 y 11) y otra mucho mss restrjngida, que se

observa  con  alta  magnificaci6n  (Figura  10).  La  primera  se clasifica  como tinci6n  ciliar

debido a que los cilios son  extremadamente delgados  (0,2  a 0,25  prm de diametro en

ratas,  Schild y  Restrepo,1998) y forman una   intrincada red,  no pudiendo ser resuelta

su estructura  mediante  microscopia  de luz,  observandose como  una franja tefiida.  La
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segunda  podria  corresponder  a  tinci6n  asociada  a  membranas  de  los  botones

dendriticos y/o extremo superior de la dendrita, mayoritariamente.

11. Proteinas de andamio

Durante  el  desarrollo  de  esta  tesis  se  logr6  identificar  diversas  protefnas  de

andamio  en  cilios  olfatorios,  que  cumplen  diversas  funciones  en  otros tipos  celulares.

Sin   embargo,    £cual   podria   ser   el   papel   que   cumplen   estas    proteinas   en   la

quimiotransducci6n?

Se  procedera  a  discutir  las  proteinas  de  andamio  encontradas y sus  posibles

papeles en la quimiotransducci6n olfatoria.

11.1  Presencia de proteinas de la familia ProsAP

Fueron     encontradas     en     cilios     olfatorios     las     proteinas     de     andamio

ProsAP1/Shank2,  ProsAP2/Shank3 y una proteina que interacciona con las ProsAPs,

IIamada  ProsApip  (Figura  7).  Todas  ellas  mostraron  localizaci6n  en  cilios,  aunque

mediante Western blot fueron encontradas tambi6n en la fracci6n de epitelio desciliado;

esto se pudo deber a que una cantidad  importante de estas protefnas se encontraban

en  tfafico  intracelular y  que  sus  epitopes  no  estaban  accesibles  al  anticuerpo  en  la

lHQ.   Otra  posibilidad  es  que  a[go  de  los  cilios  quedara  en  la  fracci6n  de  epitelio

desciliado.  Sin  embargo,  la  ausencia  de  Aclll  en  esta  fracci6n  en  los  Western  blot

(Figura 5A) sugiere que la contaminaci6n por cilios es extremadamente baja.  Por otra

parte, al cuantificar las sefiales de Western blot se observa que no hay enriquecimiento

de estas  proteinas  en  los cilios  con  respecto a  un  homogenizado de  epitelio olfatorio

(Figura 8), Io que indica que ademas de en cilios, estas proteinas estan en otras zonas
del epitelio.

Tanto  ProsAP1/Sank2  como  ProsAP2/Shank3  presentan  un  peso  molecular

distinto al visto en  un homogenizado de cerebro (control positivo),  una observaci6n que

no es extrafia, considerando las distintas variantes de procesamiento que tienen estas

proteinas  (Lim  y  cols.,   1999).  Tambi6n   mediante  Western   blot  se  observ6  que  el

enriquecimiento  de  ProsAP2/Shank3  en  cilios  no  es  mayor  que  en  la  fracci6n  de

epitelio desciliado y es mucho menor que en un homogenizado de cerebro, donde esta



proteina  esta  altamente  enriquecida.  Esto  podria  indicar  que  esta  proteina  no

posee  niveles  de  expresi6n  elevados  en  cilios.  Sin  embargo,  no  se  puede  descartar

que cumpla un papel importante en la organizaci6n de microdominios ciliares.

ProsApip,   al   contrario   de  las   ProsAPs  encontradas  en   cilios,   posee  una

localizaci6n diferente concentrada  en  puntos en  la capa ciliar (Figura 7C).  No es claro

si  esta  marca  se  relaciona  con  un  tipo  determinado  c6lulas  epiteliales.  Se  requieren

mas   experimentos   para   poder   determinarlo,   como   por   ejemplo   estudios   de   co-

Iocalizaci6n  entre  ProsApip  y  marcadores  celulares  especificos  para  los  diferentes

tipos celulares del epitelio olfatorio.

En las sinapsis excitadoras las ProsAPs formarian puentes entre los complejos

constituidos  por  las  MAGUK  y  el  citoesqueleto  (Boeckers  y  cols.,  1999;  Okamoto  y

cols„ 2001), ademas de conectar sistemas de transducci6n de receptores acoplados a

proteina G con almacenes de calcio intracelular (Tu y cols.,1999).

En cilios olfatorios, Ia presencia de las ProsAPs podria estar relacionada con la

conexi6n de complejos multiproteicos  con el citoesqueleto.

1[.2 Proteina Lin-7Ive[j/MALS

Tambien  se  encontr6  en  cilios,  asi como  en  fasciculos de  axones,  la  proteina

Lin-7Iveli/MALS  (Figura  8).   Estudios  de  Western  blot  mostraron  que  el  anticuerpo

utilizado  reconoce  dos  bandas  de  un  peso  cercano  a  25  kDa,  al  igual  que  en  el

homogenizado    de    bulbo    olfatorio.    Las    bandas    corresponden    a    variantes    de

procesamiento de esta  proteina  (Jo y cols.,1999). Ambas  isoformas  estan  presentes

en  cilios,  aunque  el  enriquecimiento  de  una  con  respecto  a  la otra  es  distinto,  lo  que

podria   indicar   alguna   funci6n   diferencial   de   ambas   (Figura   8).    La   relaci6n   de

enriquecimiento de  las  bandas se  mantiene en todas las fracciones y no se observan

diferencias entre los niveles totales  de las distintas fracciones,  lo que esta en acuerdo

con  los  resultados  de  IHQ,  en  donde  la  serial  se  observ6  tanto  en  cilios  como  en

estructuras no ciliares.

En  C.  e/egans,  Lin-7Iveli/MALS  ha sido implicada en la localizaci6n basolateral

del receptor LET-23 (receptor tirosina quinasa), en el epitelio precursor de] tejido vulval,

lo que resulta fundamental para la posterior diferenciaci6n de este tejido (Kaech y cols.,

1998;  Caruana,  2002).  Ademas,  tambi6n  ha  sido  encontrada  en  sinapsis  excitadoras,
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donde  participa  en  la  localizaci6n  del  receptor tipo  NMDA  en  la  densidad  post-

sinaptica.

De  la  misma  forma,  estas  proteinas  en  cilios  podrian  estar  implicadas  en  la

localizaci6n y agrupaci6n de los componentes involucrados en la transducci6n.

11.3 Miembros de la familia MAGUK de proteinas de andamio

Dentro de las proteinas que pertenecen a esta familia que fueron investigadas,

se encontr6  Lin-2/CASK (Figura 9).  Experimentos de lHQ  mostraron  que esta proteina

posee una localizaci6n  diferencial en el epitelio, ya que una fracci6n se encontr6 en la

franja ciliar y otra alrededor de  los fasciculos  de axones.  La serial se observ6  mucho

mas   restringida   al   l{mite   superior   del   epitelio;   si   se   compara   con   las   ProsAPs

(comparar  Figura  7 y  9),  como  se  sugiri6  anteriormente,  esto  podria  corresponder a
tinci6n en el bot6n dendrftico.  Es decir,  Lin-2/CASK no se concentraria en los cilios sino

-.  que  en la zona  del  bot6n  dendritico  donde  podria  participar en  la  organizaci6n  de los

complejos  proteicos  asociados  a  uniones  intercelulares,  que  ocurren  entre  el  bot6n

dendritico y las c6lulas sustentaculares.

La   localizaci6n   diferencial   de   Lin-2/CASK   dentro   del   epitelio   sugiere   su

participaci6n  en  distintas  funciones  en  este  tejido,  consistente  con  el  alto  grado  de

versatilidad de las proteinas de andamio.

Los resultados de Western blot indicaron la presencia de esta proteina tanto en

]a fracci6n ciliar (C) como en la fracci6n del epitelio desciliado (ED),  lo cual confirm6 lo

observado  mediante  lHQ.  Sin  embargo,  la  serial  en  el  control  positivo,  bulbo  olfatorio

(80),  se  manifest6  como  dos  bandas  de  similar  peso  molecular,  en  cambio  en  las

distintas  fracciones   membranosas  del   epitelio  s6lo  se  observ6  la  de  menor  peso

molecular.   Un  analisis  preliminar,   mediante  Western   blot,   de  todas   las  fracciones

obtenidas desde una preparaci6n de epitelio olfatorio (n=1),  mostraron que la banda de

mayor   peso   molecular  tambi6n   esta   presente   en   las   fracciones   Sl   y   S2   de   la

preparaci6n  (Figura  10),  correspondientes  a  membranas  no  ciliares.  Esto  implicaria  la

presencia   de   ambas   isoformas   en   distintas   localizaciones   subcelulares,   Io   que

nuevamente sugiere papeles diferenciales de la misma proteina.

En  C.  e/egans,  esta proteina ha sido  implicada, junto  a  Lin-7Iveli/MALS,  en  la

localizaci6n  del  receptor  LET-23  en  la  zona  basolateral  del  epitelio  precursor  de  la
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vulva,    mientras    que    en    los    epitelios    de    mamiferos    intera.cciona    con    el

proteoglicano  Syndecan  (Cohen  y  cols.,   1998).   Otros  estudios  muestran  que  esta

implicada  en  la  organizaci6n  de  complejos  proteicos  en  uniones  intercelulares.  Por

ejemplo, su ort6logo en  Drosaph/./a se une a la proteina de adhesi6n Neurexina en las

uniones  septadas  (Funke  y  cols.,  2005).  En  cilios  podria  estar  involucrada  en  una

funci6n  similar,  debido  a  su  localizaci6n  muy  cercana  a  los  botones;  tambien  podria

participar  en   el  transporte  de  complejos   multiproteicos   hacia  el   cilio.   En   sistema

nervioso central se ha demostrado que interacciona con KIF17, una proteina motora de

la familia de la kinesinas (Setou y cols., 2000).  Por dltimo, tambien  podria constituir un

puente con el citoesqueleto, como las ProsAPs (Cohen y cols.,1998).

Cabe  destacar  que  Lin-7Iveli/MALS  y  Lin-2/CASK  ham  sido  implicados  en  la

formaci6n de un complejo de sefializaci6n, en el proceso de localizaci6n de LET-23 en

membrana  basolateral.   De  este  modo,  se  esperarfa  que  si  en  el  epitelio  olfatorio

cumplen  una  funci6n  similar  (Iocalizaci6n  de  receptores),  ambas  sefiales  serian  muy

similares  en  la  lHQ.  Por el  contrario,  a  pesar de  encontrarse  ambas  en  la  capa ciliar,

Lin-2/CASK  estaba  concentrada  en  el  limite  superior  del  epitelio,  mientras  que  Lin-

7Iveli/MALS  se  encontraba  asociada  a  cilios,   lo  que  se  observa  al  comparar  las

Figuras  9  y  10.  Esto  sugiere  que  no  hay  una  interacci6n  de  ambas  proteinas  en  los

cilios,  es  decir,  mas  que  formar  un  complejo  estable  de  organizaci6n,  podrian  estar

formando complejos transitorios, como ha sido mostrado en la literatura (Funke y cols.,

2005).  Por otra  parte,  en  los  fascfculos  de  axones  la  marca  de  Lin-7Iveli/MALS  esta

concentrada en los axones mismos, mientras que la serial de Lin-2/CASK se encuentra

rodeando  los  fasciculos.  En  este  caso  posiblemente  la  sefial  de  Lin-2/CASK  estaria

presente en las c6Iulas equivalentes a las glias que rodean a los fasciculos de axones

(ensheating cells).

Finalmente,  proteinas  de  la  subfamilia  SAP90/PSD95  como  SAP97/DIg  y  NE-

Dlg  fueron  encontradas  en  cilios  olfatorios  (Figura  10).  La  tinci6n  con  un  anticuerpo

contra dominios PDZ de esta familia mostr6 Ia presencia en cilios de varias bandas de

peso molecular distinto al encontrado en el control positivo,  bulbo olfatorio.  Esto puede

ser  explicado  por  la  presencia  de  distintos  miembros  de  esta  subfamilia  o  por  la

existencia  de  variantes  de  procesamiento  alternativo  de  las  proteinas  con  dominios
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PDZ.  Para ahondar en este aspecto, anticuerpos especificos para cada miembro

de  esta  subfamilia  fueron  probados,  y  se  encontr6  SAP97/Dlg  y  SAP102/NE-Dlg.  La

proteina  SAP97/DIg  posee  un  peso  molecular  distinto  al  del  control  posit!vo,  aunque

similar  al  de  una  banda  observada  con   un   anticuerpo  anti-PDZ  en  Western   blot

(Western  blot  de  la  Figura   10).   Los  resultados  indican  que  el  anticuerpo  anti-PDZ

reconoce  a  SAP97/Dlg   pero  todavia  se  debe  investigar  la  identidad   de  las  otras

proteinas.   Los   experimentos   de   lHQ   mostraron   que  la   localizaci6n   subcelular  de

SAP97/Dlg  es  muy  similar a  la  encontrada  para  anti-PDZ,  es  decir,  mayoritariamente

en  los axones,  lo  que corrobora  la  hip6tesis  de  que anti-PDZ reconoce a SAP97/Dlg.

Un punto importante es que en ambos casos se observ6 marca tanto en cilios como en

epitelio  desciliado  (Western  blot),   pero  en   lHQ  la  capa  ciliar  no  fue  tefiida.   Estos

resultados sugieren que el epitope esta enmascarado en los cilios y no es accesible al

anticuerpo.  Por otro  lado,  no se  observa  un  enriquecimiento  significativo  en  cilios  con

respecto a un homogenizado de epitelio (Figura 10)

La  proteina  SAP102/NE-Dlg  tambien  fue  encontrada  en  el  epitelio  olfatorio.

Experimentos   de   lHQ   mostraron   una   localizaci6n   ciliar,   lo   cual   en   un   principio

contradice  lo  encontrado  en  Western  blot,  en  los  que  observ6  que  no  hay  marca  de

esta proteina en ninguna de las fracciones de epitelio olfatorio (Figura 10C). Al estudiar

la localizaci6n  de  esta proteina en todas  las fracciones subcelulares  obtenidas desde

una    preparaci6n,    se   observ6    una   banda   inmunoreactiva   al   anticuerpo   contra

SAP102/NE-D]g en  las fracciones Sl  y S2 de una preparaci6n  de cilios  olfatorios,  las

que   correspondian   a   proteinas   asociadas   a   membranas   plasmaticas   no  ciliares,

internas  o  citos6licas  (Figura  11).  Ademas,  Ia  banda  reconocida  por el  anticuerpo  en

epitelio  olfatorio  presentaba  un  peso  molecular  menor  al  del  control  positivo  (80).

Estudios  en  gradiente  de  sacarosa  indicaron  que  esta  proteina  migr6  junto  a  una

fracci6n enriquecida  en  un  marcador de endosomas tempranos,  Rab5A (Figura  14) y

no  colocaliz6 junto  a  [as  membranas  ciliares  como  Acll[,  Golf y  e[  canal  CNG.  Esto

sugiere  que  la  proteina  SAP102/NE-Dlg  encontrada en  cilios  olfatorios  esta asociada

mayoritariamente a fracciones membranosas no ciliares.  Es decir, que SAP102/NE-Dlg

podria estar asociada a procesos que no implican asociaci6n a membrana ciliar, como

por ejemplo,  en trafico  desde y  hacia  el  cilio.  Este tipo  de funci6n  ha sido ya  descrito

para SAP102/NE-Dlg.  Sans y cols.  (2003)  la encontraron asociada a la protefna Sec8,

que   pertenece   al   exocisto   (sistema   de   tfafico   de   vesiculas   hacia   la   membrana
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citoplasmatica),  y  permite  el  trafico  de  los  receptores  de  glutam.ato  sensibles  a

NMDA hacia la membrana citoplasmatica.

Ill.    Estudios    de    interacci6n    de    las    proteinas    de    andamio    ciliares    con

componentes de la quimiotransducci6n o[fatoria

Se  estudi6,  mediante  co-inmunoprecipitaci6n,  si  algunas  de  las  proteinas  de

andamio  identificadas  en  cilios  olfatorios  interaccionaba  con  alguna  de  las  proteinas

que  participan   en   la  quimiotransducci6n.   Los  resultados   resumidos  en  la  Tabla  2,

muestran que tanto ProsAP2/Shank3 y Lin-2/CASK fueron inmunoprecipitadas (Figura

12),   aunque   no   se   observ6   interacci6n   con   ninguno   de   los   componentes   de   la

transducci6n  de  sefiales  probados.   Una  posible  raz6n  para  esto  es  que  no  haya

interacci6n  entre  los  componentes   probados;   una  segunda  posibilidad  es  que  las

condiciones  utilizadas  para realizar los  experimentos  no  mantuvieron  las  interacciones

intermoleculares.

Por    otra    parte,    tambi6n    Aclll    fue    inmunoprecipitada,    aunque    no    co-

inmunoprecipit6 con  Lin-2/CASK,  ni con proteinas de andamio que contienen dominios

PDZ.

No se probaron todas las protefnas que participan en la transducci6n, ya que no

se  disponia  de  todos  los  anticuerpos,  como  por  ejemplo,  contra  el  canal  de  cloruro

activado  por  calcio.  Tampoco  se  probaron  anticuerpos  contra  receptores  olfatorios;

existen    alrededor    de    1000    a    1300    receptores    diferentes    y    posiblemente    el

enriquecimiento  relativo  de  cada  uno  de  ellos  en  la  fracci6n  de  membranas  ciliares

seria  extremadamente  bajo.  Tampoco  fue  estudiado  en  profundidad  la  bdsqueda  de

interacciones entre diferentes tipos de proteinas de andamio encontradas en cilios.

Esto    no    descarta    que    las    proteinas    de    andamio    inmunoprecipitadas

interaccionen con componentes de la transducci6n que no fueron  estudiados en estos

experimentos, debido a las razones antes expuestas.
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IV. Variantes de procesamiento de SAP102/NE-DIg en epitelio blfatorio

Como se coment6 anteriormente,  Ia banda reconocida por anti-SAP102/NE-Dlg

era  de  un  peso  molecular  menor  que  el  encontrado  en  el  bulbo  olfatorio  (Figura  12).

Debido a esto,  se decidi6 investigar si  esta banda correspondia a alguna isoforma de

esta proteina generada por procesamiento alternativo del RNA mensajero.

Los   clones   obtenidos   mostraron   la   existencia   de   al   menos   dos   tipos   de

isoformas (Figura  14),  una de ellas carente del ex6n 2,  Io que produce una p6rdida de

18  aminoacidos  antes  del  comienzo del  primer dominio  PDZ y  la  perdida  de]  ex6n  16

(13   aminoacidos)   en    la   regi6n   Hook,   generando   una   proteina   SAP102/NE-Dlg

hipotetica que posee todos los dominios caracteristicos y un  peso molecular estimado

de  90  kDa.  Otros  clones  mostraron  tambien  la  p6rdida  del  ex6n  2,  pero  en  la  region

Hook apareci6 empalmado  un  ex6n  no descrito  hasta el  momento en  la secuencia de

esta proteina, correspondiente a aproximadamente 33 aminoacidos.  Una basqueda en

la  secuencia  gen6mica  de  SAP102/NE-Dlg  de  rata  (GenBank  U53367)  demostr6  Ia

presencia de este  ex6n  entre  los exones  14 y  15.  Por otro  lado,  la  inserci6n  de  este
ex6n  produce  un  desplazamiento  en  el  marco  de  lectura  de  la  secuencia,  lo  que

determina  la  aparici6n  de  un  cod6n  de  t6rmino  al  inicio  del  dominio  GUK,  es  decir,

traduciendose una proteina truncada carente de este dominio,  con  un  peso  molecular

estimado de 80 kDa.

No se sabe hasta el momento cual de las dos isoformas encontradas es la que

se  expresa  en  el  epitelio  olfatorio,  pero  la  ausencia  del  dominio  GUK en  una  de ellas

explicaria  una  localizaci6n  diferente  a  la  descrita  en  sinapsis  excitadoras.  El  dominio

GUK  ha  sido  implicado  en  la  asociaci6n  de  proteinas  con  el  citoesqueleto.  De  este

modo,   por   ejemplo,   permite   la   localizaci6n   de   los   complejos   que   forma   con   la

subunidad  NR2  del  receptor  sensible  a  NMDA  o  con  proteinas  de  adhesi6n  celular

como neuroligina a la membrana sinaptica (Sans y cols., 2001 ).

lv.1    Determinaci6n   de   la   secuencia   aminoacidica   de   la(s)   isoforma(s)   de

SAP102/NE-DIg presente(s) en epitelio olfatorio

Se realizaron ,experimentos de prote6mica con el fin de determinar si alguna de

las  isoformas  encontradas   mediante   RT-PCR  era  la  reconocida  por  el   anticuerpo
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correspondiente.   Estos   experimentos   no   mostraron   resultados   concluyentes,

posiblemente debido a que la proteina esta presente en cantidad demasiado baja para
espectrometr[a  de  masas,  o  que  las  muestras  obtenidas  desde  un  gel  bidimensional

contenian,  ademas  de  la  isoforma,  otras  proteinas  en  una  mayor  proporci6n,  lo  que

dificult6 el analisis.

Sin    embargo,    hay   que   destacar   que   el   m6todo   de   analisis   de   geles

bidimensionales fue optimizado para rea]izar este tipo de estudios  en  epitelio olfatorio,

ya   que   las   condiciones   de   la   isoelectrofocalizaci6n   y   la   posterior   electroforesis

dependen de las caracteristicas de cada tejido a estudiar.

V.  Posibles  funciones  de  las  proteinas. de  andamio  en  el  epitelio  o]fatorio y  e]

proceso de quimiotransducci6n

Hasta el momento se puede sugerir que las proteinas de andamio encontradas en

cilios olfatorios,  podrfan  estar involucradas en cualquiera de las funciones ya descritas

para estas proteinas, como son:
1.    Localizaci6n de proteinas en los sitios especificos dentro de la c6lula

2.    Mediar   la   formaci6n    de   complejos    multiproteicos,    confiriendo   rapidez   y

especificidad en la transducci6n de sefiales

3.    Regular el tfafico de proteinas ciliares

A  continuaci6n   se   discutifa,   para   cada   punto,   qu6   importancia  tendria   la

presencia de proteinas de andamio en la quimiotransducci6n olfatoria.
En cilios olfatorios,  Ias proteinas de andamio podrian ser determinantes para la

correcta localizaci6n de los componentes de la quimiotransducci6n.

La  transducci6n   olfatoria  esta  compuesta  de  varios   pasos   que  generan   la

activaci6n  del canal  efector,  sea 6ste de cloruro o  potasio  (ver lntroducci6n.  Apartado

11).  Todos  estos  eventos  deberian  estar  organizados  de  tal  manera  de  generar  una

eficiente  activaci6n  secuencial.  La  secuencia  de  eventos  que  genera  la  respuesta  a

odorantes,  esta amp]iamente descrita  en  diversas  especies  (Schi[d y  Restrepo,1998;

Nakamura,   2000).   Las   proteinas   de   andamio   median   la   formaci6n   de  complejos

macromoleculares,  que  en  este  caso  permitirian  por  un  lado  la  correcta  activaci6n

secuencial y por otro la segregaci6n de las respuestas excitatoria e inhibitoria.
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Un ejemplo de este concepto esta presente en la sinapsis quimica excitatoria, en

donde  varios  tipos  de  proteinas  de  andamio,  que  anclan  receptores  diferentes  a  la

sinapsis,  organizan sistemas  de transducci6n con alta especificidad  para cada uno de

los   complejos   over   lntroducci6n,   apartado   Ill.2).   De   esta   forma,   las   proteinas   de

andamio  organizan  zonas  de  la  membrana  que  corresponden  a  microdominios  de

sefializaci6n.

Suponiendo  que  la  neurona  solo  expresa  un  tipo  de  RO  (concepto  ampliamente

aceptado),   la  segregaci6n  de  las  respuestas  podria  ocurrir  a  trav6s  de  diferentes

mecanismos:

1.    La  uni6n  de  un  odorante  determinado  a  un  RO  induce  sobre  el  receptor  un

cambio  conformacional  especrfico.  El  cambio  conformacional  producido  en  el

RO  seria  dependiente  de  la  naturaleza  del  odorante.   Esto  conllevaria  a  la

interacci6n   de   este   receptor   activado   con   un   complejo   de   transducci6n

determinado, que contendria el canal efector asociado a la respuesta excitatoria

(canal de cloruro.activado por calcio) o aquel asociado a la inhibitoria (canal de

potasio  activado  por  calcio);  esto  implicaria  la  existencia  de  dos  complejos

diferentes,    uno   "excitatorio"   y   otro   "inhibitorio",   los   cuales   podrian   estar

organizados sobre diferentes proteinas de andamio.

2.    EI   RO   esta   asociado   a   un   complejo   pre-ensamblado   sobre   prcteinas   de

andamio que inicialmente no contiene ninguno de los canales efectores. AI unir

un  odorante,  genera  un  cambio  conformacional  sobre  la  proteina  de  andamio

de tal manera de favorecer la uni6n de un canal de cloruro o de potasio. En este

caso solo seria necesaria la presencia de un tipo de proteina de andamio.

Alternativamente.   si   se   acepta   la   hip6tesis   de   la   presencia   de   dos   tipos   de

receptores  en  una  misma  neurona  cada  uno  asociado  a  un  tipo  de  respuesta,  cada

receptor podria formar parte de un complejo de transducci6n "excitatorio" o "inhibitorio",

ensamblado sobre proteinas de andamio distintas. Esto permitiria la segregaci6n de los

componentes involucrados en ambos tipos de respuestas, de modo que el canal Clca y

el canal Kca se encontrarian en complejos diferentes.
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Se  ha  sugerido  que  la  uni6n  de  un  odorante  a  un   RO  provocaria  la

activaci6n de no mas de una proteina G y 6sta a su vez activaria solo a una Aclll Iver

lntroducci6n. Apartado 11.3).  Por otra parte, se piensa que los aumentos de segundos y

terceros mensajeros estan altamente localizados.  El aumento no homogeneo de calcio

en  el  cilios  olfatorios,  que  se  han  observado  (Leinders-Zufall  y  cols„  1998),  apoyan

esta idea.  De este modo,  el gasto energ6tico para restablecer las condiciones  basales

seria  menor.  La  organizaci6n  sobre  proteinas  de  andamio  contribuiria  al  ahorro  de

moleculas   de   ATP,   el   precursor   del   mensajero   AMPc,   lo   que   seria   importante

considerando  la  ausencia de  mitocondrias  u  otras fuentes  de ATP  en  el  cilio  (Menco

1995 y 1997)

Finalmente,  las  proteinas  de  andamio  han  sido  relacionadas,  ademas  de  la

formaci6n de microdominios,  con  procesos de tfafico intracelular de proteinas (Setou y

cols.,  2000;  Sans  y  cols„  2003).  Es  posible  que  en  analogia  con  otros  sistemas  de

transducci6n,  Ios  elementos  involucrados  se recambien  fapidamente.  En  ese sentido,

recientemente   se   han   descrito   algunos   mecanismos   de   endocitosis   y  trafico   de

receptores odorantes (Mashukova et al,  2006)  en  los cuales las proteinas de andamio

podrian cumplir un papel determinante.



CONCLUSION

En esta tesis se demostr6, mediante diferentes estrategias experimentales, que

en  los cilios olfatorios  de  rata  existen  diferentes  protelnas  de andamio.  Los  resultados

permiten  plantear  que  estas  podrian  estar  implicadas  en  mtlltiples  funciones,  tales

como  la  organizaci6n  de  un  complejo  de  proteinas  de  transducci6n,  el  trafico  de

proteinas   ciliares   y   la   organizaci6n   de   uniones   intercelulares   entre   las   neuronas

olfatorias y las celulas sustentaculares del epitelio olfatorio.
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