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ABREVIATURAS Y SiMBOLOS

AMPc : Adenosina-3,5-monofosfato ciclico
N HHHHHHHHAT T
G# : gigaohms, 103 ohms
Hz : Hertz
KHz : kilohertz, 10° Hz
M : Molar (moleg/litro de solucion)
mg : miligramos, 103 gramos
ml : mililitros, 103 litros
mM : milimolar, 103 molar
ms : milisegundos, 10'3 segundos
mV : milivolts, 10" Volts
M# : megaohms, 100 ohms
MM : micromolar, 10 Molar
KM : micr#metros, 10'6 metros
NO : neuronaolfatoria
pA 1012 Amperes
psi : libras por pulgada cuadrada
S: segundos
TEA : tetraetilamonio
TTX : tetrodotoxina
V :Volts
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RESUMEN

RESUMEN

L as neuronas receptoras del epitelio olfatorio (NOs) responden alos odorantes con cambios en la
frecuencia de descarga de potenciales de accion. Las respuestas excitatorias consisten en
aumentos en la frecuencia de descarga neurona y resultan de la activacion selectiva de una
cascada de transduccion dependiente de AMPc. El blanco electrofisiol 6gico de esta cascada son
dos conductancias ionicas ciliares de efecto despolarizante: una conductancia catio '_lc;a no
selectiva activada directamente por AMPc y una conductancia de Cl dependiente de Ca“". Por
otro lado, los odorantes pueden también inhibir la descarga debido a la generacion de un
potencial de receptor hi p_gpolarizante. Se ha %opuesto gue en esta respuesta inhibitoria participa
una conductancia de K dependiente de Ca“~"; sin embargo, no se conocen los detalles del
mecanismo de transduccion involucrado.

Ademas de activar selectivamente la transduccion en NOs disociadas, las moléculas
odorantes inducen una supresion no selectiva de las conductancias iénicas. En esta Tesis se
muestra que a estimular a las neuronas con pulsos de olor de duracién y concentracion similares
a los necesarios para activar la transduccion, es posible registrar una corriente asociada a la
supresion de los canales dependientes del potencial. Esta corriente de supresiéon se suma a las
corrientes de transduccion en aquellas células que transducen los olores aplicados. Para obtener
informacion respecto del mecanismo de la supresion se realizd una serie de experimentos en que
se examind la localizacion, latenciay selectividad del efecto. Los principal es resultados de estos
experimentos fueron: 1) a contrario que latransduccion, la supresion es mayor cuando los olores
se aplican localmente sobre el soma que sobre laregion ciliar; 2) lalatencia de la supresion es de
unos 20 ms (un orden de magnitud menor que la de la transduccién), 1o que sugiere que se
trataria de un efecto directo de los odorantes sobre los canales voltge-dependientes,
contrariamente a la transduccion, que involucra una cascada enzimética; 3) todas las
conductancias activadas por € potencial son suprimidas por pulsos de olor y & fendmeno se
observa virtualmente en todas las neuronas estudiadas, conserven éstas sus cilios 0 no; la
transduccion, en cambio, se observa sélo en una fraccion de las células y nunca en aquellas que
han perdido sus cilios, 4) es posible generar supresion de las corrientes dependientes del
potencia en neuronas no olfatorias, lo que prueba que se trata de un fendmeno independiente de
la transduccion olfativa. Este estudio permite concluir que supresion y transduccion son
fendmenos de diferente naturaleza, pero que ambos podrian afectar lafisiologia de las NOs.

En neuronas disociadas que no respondian a los olores utilizados con una corriente de
transduccion, se observo que el efecto de supresion puede producir alteraciones en el potencial
de membrana y la descarga neuronal. La posibilidad de que la supresion no selectiva participe
realmente en lafisiologia del olfato es discutiday se propone que este fendmeno podria jugar un
papel en la codificacion de la intensidad del estimulo o contribuir a término de la respuesta a
olor.

Sanhueza Toha, Magdalena 7



SUPRESION POR OLORES DE LAS CORRIENTES DEPENDIENTES DEL POTENCIAL: POSIBLE
PARTICIPACION EN LA CODIFICACION OLFATIVA

8 Sanhueza Toha, Magdalena



ABSTRACT

ABSTRACT

Olfactory receptor neurons (ORNS) respond to odorants with changes in action potential firing
frequency. Excitatory responses — consisting in increases in firing rate- are due to the selective
activation by odors of a cAMP-dependent transduction cascade. The electrophysiological target
of this cascade are two depolarizingzgiliary conductances. a non-selective cationic cyclic
nucleotide-gated conductance and a Ca“~ " -dependent Cl conductance. In additégn, odorants can
also inhibit spiking by inducing a hyperpolarizing receptor potential. A Ca~ -dependent K
conductance has been proposed to underlie this odor-triggered inhibitory response, but little is
known about the associated transduction mechanism.

In addition to selectively triggering transduction in ORNs, odor molecules induce
nonselective suppression of ionic conductances. The present work shows that, under
voltage-clamp, a current associated with suppression of voltage-gated currents can be observed
in dissociated ORNSs upon stimulation with odorant pulses of similar duration and concentration
as those required to induce transduction. This suppression current adds itself to the regular
odor-induced currents in neurons that transduce the applied stimuli. To investigate the
mechanism of suppression, experiments of localization, latency and selectivity of the effect were
conducted, with the following results: 1) suppression is more pronounced when odors are applied
to the soma than to the cilia, opposite to transduction; 2) suppression latency is about 20 ms (one
order of magnitude shorter than the transduction latency), suggesting that it is due to a direct
effect of odorants on voltage-gated ion channels, in constrast to transduction, wich involves a
signaling cascade; 3) all four voltage-gated conductances are suppressed by odor pulses in
amost every neuron, including those that lost their cilia during dissociation; transduction, in
contrast, is observed in only a fraction of the cells and never in those missing their cilia; 4)
suppression of voltage-gated currents can also be induced in non-olfactory neurons,
demonstrating that its mechanism is independent of olfactory transduction. In conclusion,
transduction and suppression are essentially different odor-induced phenomena, athough both
may affect ORNs physiology.

In non-transducing dissociated ORNS, suppression caused changes in membrane potential
and affected neuronal spiking. The possibility that suppression actually participates in olfactory
physiology is discussed and a potential role in stimulus intensity coding or a contribution to the
end of the odor response are proposed.
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INTRODUCCION

Las células receptoras del epitelio olfatorio tienen una estructura flogenéticamente muy
conservada entre los vertebrados: son neuronas bipolares pequenas, provistas de una
unica dendrita desde cuyo extremo apical - el boton dendritico- emergen los cilios
olfatorios. Los cilios estan en contacto directo con los odorantes provenientes del medio
ambiente y en ellos se inicia el proceso de transduccion quimioeléctrica. La existencia de
uniones estrechas entre las células epiteliales separa los medios i6nicos extracelulares y
permite que las condiciones idnicas en el espacio intersticial permanezcan estables
(Graziadei y Graziadei, 1979). Este neuroepitelio estd constituido, ademas de las
neuronas olfatorias, por células sustentaculares y células basales. Parte importante del
proceso de codificacion de la informacién olfativa se realiza ya a nivel de las neuronas
receptoras del epitelio olfatorio, cuyos axones conectan directamente con las células
mitrales del bulbo olfatorio (Kandel y Cols., 2000).

Las neuronas olfatorias de diversas especies presentan actividad eléctrica
espontanea en forma de descarga de potenciales de accién, la que puede ser regular, en
estallidos de actividad o aparentemente aleatoria. En el sapo chileno Caudiverbera
caudiverbera, alrededor del 90% de las neuronas olfatorias aisladas presentan actividad
espontanea, aunque la frecuencia de descarga varia ampliamente de una célula a otra:
de 0 a 150 potenciales de accion (PA) por minuto, con un promedio de unos 40 PA/min
(Morales, 1995).

La union de las moléculas odorantes a receptores especificos ubicados en la
membrana ciliar y posiblemente también en el boton dendritico, gatilla una serie de
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eventos intracelulares que modulan la conductancia de membrana de las neuronas
olfatorias, produciendo cambios en su excitabilidad. El potencial de receptor inducido por
los odorantes produce alteraciones en la frecuencia de descarga de potenciales de
accion que son conducidos hacia el sistema nervioso central a través del axén. Cada
neurona olfativa responde solo - y diferencialmente- a una fraccidén del espectro de
odorantes, dependiendo de los receptores especificos que ésta posea (Buck, 1996).

La informacion disponible hasta ahora indica que podria no existir un mecanismo
unico y universal para la transduccion olfativa (Schild y Restrepo, 1998). Esta apreciacion
se basa principalmente en la observacion de respuestas de tipo excitatorio e inhibitorio a
la estimulacién con olor (correspondientes a un aumento o disminucion en la frecuencia
de descarga, respectivamente). Se ha propuesto la existencia de diferentes vias de
quimiotransduccion, las que culminarian con la activacion de distintas conductancias de
membrana, dando lugar a respuestas fisiolégicas diferentes (Morales y Bacigalupo,
1996). Alternativamente, una misma cascada intracelular podria divergir en sus etapas
finales, originando respuestas funcionalmente diferentes. Estas posibilidades, asi como
las condiciones que determinarian la generacion de uno u otro tipo de respuesta a olor,
estan siendo estudiadas actualmente en nuestro laboratorio.

La via de transduccion mayormente estudiada en vertebrados es de efecto
excitatorio y su mensajero intracelular es el adenosin-3,5-monofosfato ciclico (AMPc; ver
Figura 1A). La union de las moléculas odorantes a receptores especificos de membrana,
pertenecientes a la superfamilia de receptores con siete segmentos de transmembrana
(Buck y Axel, 1991), induce la activacion de la enzima adenilil ciclasa - en un proceso
mediado por una proteina G (G _,; Jones y Reed, 1989)- produciéndose un aumento en la
concentracion intracelular de AMPc (Pace y cols., 1985; Sklar y cols., 1986; Boekhoff y
cols., 1990). Este nucleétido ciclico activa directamente una conductancia cationica
inespecifica (Nakamura y Gold, 1987) que despolariza la membrana, generando un
aumento en la frecuencia de descarga. Estas respuestas electrofisiolégicas excitatorias
han sido observadas en neuronas olfatorias de anfibios (Trotier, 1986; Kurahashi, 1989;
Firestein y Werblin, 1989; Kurahashi, 1990; Frings y Lindemann, 1990; Morales, 1995) y
mamiferos (Lowe y Gold, 1993), al ser estimuladas con odorantes volatiles, y en peces
(Miyamoto y cols. 1992; Ivanova y Caprio, 1993), al ser estimulados con aminoacidos.

Si bien la corriente que pasa a través de los canales activados por AMPc es llevada
principalmente por el ion sodio, se ha comprobado la existencia de una componente de
calcio (Kurahashi y Shibuya, 1990). El calcio que entra a la célula a través de estos
canales catidnicos inespecificos activa una conductancia de cloruro (Kleene y Gesteland,
1991; Kurahashi y Yau, 1993), lo que en las neuronas olfatorias produce una salida de
este idn, equivalente a una corriente de entrada que despolariza aun mas la membrana.
La contribucion de esta corriente de cloruro a la respuesta olfatoria excitatoria es
substancial, alcanzando un 40% del total en la salamandra (Kleene, 1993), 60% en la
rana (Zhainazarov, 1995) y un 85% en la rata (Loewe y Gold, 1993).

En condiciones iénicas normales (fisiolégicas) el potencial de inversién de estas dos
corrientes es cercano a 0 mV y la relacion corriente-voltaje (I-V) de la corriente neta de
transduccién es creciente y aproximadamente lineal, presentando en muchos casos una
rectificacion de salida para potenciales negativos y, ocasionalmente, incluso una
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inversion en la pendiente de la curva entre -20 mV y - 40 mV (Trotier, 1986; Kurahashi,
1989; Firestein y cols., 1990; Firestein y Shepherd, 1995; ver Fig. 1B). Esta dependencia
del potencial podria deberse a un bloqueo por calcio de los canales sensibles a AMPc
(Chen y Yau, 1994) y/o a una dependencia del potencial intrinseca de los canales de
cloruro (Firestein y Shepherd, 1995). Resultados similares se han observado en neuronas
olfatorias aisladas de C. caudiverbera (Morales, 1995; esta Tesis).

rHinrantas

& \I P

* Hﬁ- ll'.‘.:r Mosculis |

CILIO

Figura 1. Quimiotransduccién excitatoria. A. Modelo de la cascada enzimatica que
culmina con la apertura de las conductancias de transduccion excitatorias. B. Relacion |-V
de la corriente de transduccion en condiciones idnicas normales (Kurahashi, 1989).

En algunas especies de vertebrados se han observado también respuestas
inhibitorias (Dionne, 1992; Morales y cols., 1994; Kang y Caprio, 1995; Vogler y Schild,
1999; Duchamp-Viret y cols., 2000; Diaz y Bacigalupo, resultados no publicados), como
resultado de la generacién de un potencial de receptor hiperpolarizante que induce una
disminuciéon en la frecuencia de descarga neuronal. Sin embargo, el mecanismo
involucrado en la generacion de este tipo de respuestas no se conoce con precision.

En Caudiverbera, se ha reportado que en la generacion del potencial de receptor
hiperpolarizante responsable de la inhibicion participaria una conductancia de potasio
activada por calcio (Morales y cols., 1994, 1995). Recientemente se ha mostrado que la
misma corriente de potasio puede ser inducida por olores en neuronas olfatorias de la
rata y que el tipo de respuesta — inhibicion o excitacién- no depende estrictamente de la
mezcla de olores utilizada, sino de la neurona estimulada (Sanhueza y cols., 2000). En
Caudiverbera, la estimulacion con una mezcla de olores de tipo floral y frutal (geraniol,
citronelal y citralva; mezcla 1) activa con mayor frecuencia la coriente de transduccion
excitatoria (48%, en comparacion con un 10-15% de respuestas inhibitorias; Sanhueza y
cols., 2000).

Si bien no se ha determinado el mecanismo que activa la cormiente de potasio, la
informacion disponible sugiere que se trataria de una cascada de transduccion (Morales y
cols., 1994; Sanhueza y cols., 2000). La transduccion olfativa es un proceso selectivo, es
decir, sélo una fraccion de las neuronas olfatorias responde a un odorante dado con la
activacion de una corriente de transduccién; una misma neurona puede, sin embargo,
responder a varios olores diferentes (Duchamp y cols., 1974; Duchamp-Viret y cols.,
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2000, Kang y Caprio, 1995).

Las conductancias de transduccidon estan localizadas principalmente en los cilios
olfatorios (Kurahashi, 1989; Firestein y cols., 1990; Lowe y Gold, 1991; Morales y cols.,
1995). Contrariamente, las conductancias activadas por el potencial se ubican en el
cuerpo celular. En las neuronas olfatorias de C. caudiverbera existen cuatro diferentes
corrientes activadas por despolarizacion: una corriente de sodio sensible a TTX que se
inactiva, una corriente de calcio sostenida, una corriente de potasio tipo rectificador tardio
y una corriente de potasio activada por calcio (Delgado y Labarca, 1993). Estas corrientes
participan en la generacién de los potenciales de accién, cuya forma y frecuencia son
relevantes en el estudio de la codificacién olfativa.

La mayor parte de lo que sabemos acerca de la transduccién olfativa proviene de los
estudios realizados en neuronas receptoras aisladas del epitelio olfatorio. La técnica de
patch-clamp en sus diferentes modalidades ha permitido registrar los cambios en el
potencial de membrana producidos por los odorantes e identificar las cormrientes
responsables de estos cambios.

La utilizacibn de esta técnica electrofisioléogica en neuronas aisladas de C.
caudiverbera estimuladas con la mezcla | — por medio de micropipetas de estimulacion
que apuntaban hacia los cilios olfatorios, pero que permitian la llegada de los odorantes a
otras zonas de la membrana celular, incluyendo el soma - reveld la existencia de ciertas
anomalias en la respuesta al olor que no habian sido reconocidas hasta ahora ni en esta
ni en otras especies. Estas anomalias consistian en que las corrientes inducidas por olor
presentaban una variedad de formas en torno a los dos patrones conocidos (excitacién e
inhibicion), pero que no podian ser explicadas exclusivamente por estos dos efectos. Esta
observacion y el propésito de identificar y describir las causas de este fenémeno,
motivaron la realizacién de esta Tesis.

El analisis sistematico de las respuestas a la mezcla | permitié concluir que en la
mayoria de los casos era posible distinguir dos efectos diferentes del olor, generados por
mecanismos distintos e independientes, y localizados en diferentes regiones de las
neuronas olfatorias. El primer efecto comresponde a la activacion de la cascada de
transduccion del AMPc y se localiza en los cilios olfatorios. El estudio y caracterizacion
del segundo efecto de las moléculas odorantes se convirtié en el objetivo principal de
esta Tesis y los resultados obtenidos indican que se trata de una supresion directa e
inespecifica de las conductancias activadas por el potencial, ubicadas en el cuerpo
celular. Mas adelante se mostrara que ambos fendmenos contribuyen a la respuesta a
olor, pero son independientes, pudiendo aparecer juntos o en forma aislada. La
contribucién relativa y curso temporal de los dos efectos varia de una célula a otra - por
razones que se discutiran posteriormente- dando lugar a la variedad de respuestas
observadas. Un tercer factor de complejidad se relaciona con la existencia de respuestas
de tipo inhibitorio, observadas con menor frecuencia, pero que también podian
observarse junto con el fendmeno de supresion.

Se ha reportado que la aplicacion crénica de odorantes en el medio extracelular (10
mm — 10 mM) suprime en forma inespecifica y reversible la activacion, mediante pulsos
despolarizantes, de las cormientes voltaje-dependientes en neuronas olfatorias de

14
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salamandra (Kawai y cols., 1997). Los autores llamaron a este fendmeno supresion
no-selectiva. En esta Tesis se muestra que es posible inducir una supresion parcial de las
corrientes dependientes del potencial en respuesta a estimulos de olor de duracion y
concentracién similares a los necesarios para inducir la transduccion en neuronas
olfatorias disociadas. Este efecto de supresion contribuye a la respuesta neta a olor en
condiciones de voltaje-controlado, generando una corriente que se suma a las corrientes
de transduccion, lo que explica la variedad de respuestas a olor observadas.
Adicionalmente, la supresién produce cambios en el potencial de membrana y
modificaciones en la descarga neuronal en un rango de tiempo comparable al de las
corrientes de transduccion, lo que sugiere una posible funcién en la fisiologia del olfato.

Al estudiar la respuesta neuronal a pares de pulsos de odorantes, Kurahashi y cols.
(1994) observaron que el segundo pulso de olor producia una supresion de la coriente
de transduccién inducida por el primero. La posibilidad de que este efecto de las
moléculas de olor sobre la corriente de transduccion y la supresion de las corientes
dependientes del potencial sean generados por un mismo mecanismo sera evaluada
posteriormente.

Sanhueza Toha, Magdalena 15



SUPRESION POR OLORES DE LAS CORRIENTES DEPENDIENTES DEL POTENCIAL: POSIBLE
PARTICIPACION EN LA CODIFICACION OLFATIVA

16 Sanhueza Toha, Magdalena



HIPOTESIS DE TRABAJO

HIPOTESIS DE TRABAJO

En esta Tesis se plantea como Hipdtesis de Trabajo que el mecanismo que genera el
fendmeno de supresion por olores es diferente e independiente del proceso de
transduccién olfativa. Se propone también que el efecto de supresion contribuye a la
respuesta neta a olor en neuronas disociadas, generando cambios en el potencial de
membrana que afectan la descarga neuronal, en concordancia con una posible funcién
en la fisiologia del olfato.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar si es posible observar una corriente de supresion asociada al ciere de
conductancias dependientes del potencial al estimular a las neuronas olfatorias
disociadas con pulsos breves de olor, en la configuracion de célula completa y
condiciones de voltaje controlado. Estudiar la posibilidad de que este efecto se
superponga a las corrientes de transduccion activadas en aquella fraccién de células que
responde selectivamente a los olores usados, y proponer una metodologia que permita
distinguir entre estos fenémenos.

2. Obtener informacién respecto del mecanismo de la supresion. Con este fin se
determinaran lalocalizacién y latencia del fendmeno; y se investigaran sus propiedades
de selectividad, es decir, se determinara el porcentaje de neuronas que exhiben
supresion por pulsos de olores y se investigara si todas las comientes
voltaje-dependientes o sélo algunas de ellas son suprimidas.

3. Estudiar los efectos de la supresién por olores sobre el potencial de membrana
neuronal. Estos experimentos se realizaran en la configuracion de célula completa
(comriente controlada) en neuronas que soélo respondan con supresion a los olores
aplicados, lo que sera determinado previamente en la modalidad de voltaje controlado.
En neuronas que presenten actividad espontanea, se analizaran los efectos de la
supresion sobre la descarga de potenciales de accion.
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A. Disociacion de las neuronas olfatorias.

Las neuronas aisladas del epitelio olfatorio del sapo Caudiverbera caudiverbera fueron
obtenidas mediante el siguiente procedimiento (modificado de Morales y cols., 1994), que
no requiere del uso de enzimas proteoliticas:

Los animales eran enfriados hasta 0 °C para insensibilizarlos y eran sacrificados por
desmedulacién y descerebracion, pasando un estilete a la altura de la sexta vértebra
cervical. Las mucosas olfatorias de ambas fosas nasales eran removidas y colocadas en
una solucién de Ringer hipertérlico (en mM: 120 NaCl, 4 NaOH, 3 KCI, 1 CaCl,, 2 MgCl,,,
10 HEPES, 5 glucosa, 5 Na -piruvato, pH 7,5), permaneciendo en ella %urante
minutos, lo que permitia eliminar el mucus del epitelio olfatorio. Una capa de tejido
conectivo ubicada en el lado interno era retirada con una pinza y una tijezra fina. Después
de limpiar la solucién, el epitelio era cortado en trozos de ~1mm™, los que eran
trasladados a dos placas Petri de 35 mm con 2 ml de solucién de cultivo cada una. La
solucion de cultivo consistia en el mismo Ringer hipertonico, que contenia ademas 1% de
albumina, 0,03 mg/ml de L-leucina, 100 Ul/ml de penicilina y 0,16 mg/ml de L-glutamina.
En estas condiciones, los trozos de epitelio eran conservados a 4°C y podian ser
utilizados durante 48 horas. Para minimizar la contaminacién, se usaba el contenido de
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una placa el primer dia y el de la otra el segundo.

En el momento de realizar los registros, se trasladaban 3 a 4 trozos de epitelio a un
tubo Eppendorf que contenia la solucién externa apropiada para cada experimento (ver
Tabla 1) y se los hacia pasar, suavemente, por la punta pulida de una pipeta Pasteur.
Luego de repetir esta operacion unas 5 veces, el sobre-nadante era trasladado a la
camara de registro. Este procedimiento permitia obtener un nimero elevado de neuronas
aisladas, que se mantenian en buenas condiciones durante al menos una hora. Las
células eran visualizadas mediante un microscopio invertido Nikon TMS con 6ptica de
Hoffmann, equipado con lentes objetivos de 20x y 40x.

Para obtener neuronas olfatorias aisladas de la rata (Wistar), los ejemplares eran
decapitados luego de adormecerlos por la inhalacién de CO, (~2 min) y los epitelios
olfatorios eran extraidos de los turbinados. Luego de cortarlos en pequefios trozos, se
seguia un procedimiento de disociacion mecanico similar al empleado en Caudiverbera,
sin necesidad de utilizar enzimas.

Los omatidios fueron aislados de los ojos de Drosophila (Oregon-R), mediante el
procedimiento descrito en Bacigalupo y cols. (1995).

B. Registros electrofisiolégicos.

Para registrar la actividad eléctrica de las neuronas olfatorias aisladas se utilizé la técnica
de patch-clamp en sus diferentes modalidades (Hamill y cols., 1981). Esta técnica
electrofisiologica consiste en el establecimiento de un sello de alta resistencia (5 - 10 GW)
entre la punta de una pipeta de vidrio que contiene al electrodo de registro y la membrana
celular, lo que permite registrar corrientes y voltaje en células pequefas como las
neuronas olfatorias. Durante el desamollo de esta Tesis se utilizd la configuracion de
célula completa (whole-cell) en las modalidades de potencial controlado y corriente
controlada. Si bien esta técnica conlleva una cierta intervencion externa sobre la neurona
(intercambio de iones y moléculas pequefias entre la pipeta de registro y el citoplasma),
su uso permite el control de algunas variables relevantes como el potencial de membrana
(voltaje controlado) o la corriente total a través de la membrana celular (corriente
controlada). Es posible - por ejemplo- establecer comrelaciones entre los cambios en el
potencial de membrana causados por la estimulaciéon con odorantes y las corientes que
participan en la generacion de este potencial de receptor.

Las pipetas de registro se fabricaron estirando capilares de vidrio para hematocrito
(Blu-Tip, Oxford Labware) mediante un estirador horizontal (Sutter Instruments Co.,
modelo P-80 Flaming-Brown), programado de manera de obtener pipetas con una
resistencia de ~3 MW. La resistencia fue calculada aplicando pulsos de voltaje de 0,2 mV
entre los electrodos de registro y de referencia (ambos de Ag/AgCl) y midiendo la
magnitud de la corriente generada. Para disminuir la capacidad eléctrica de las pipetas, la
pared externa de éstas era cubierta con un polimero hidrofébico (Sylgard 184, Dow
Corning Co.). Las pipetas eran llenadas con soluciéon pseudo-intracelular (solucion
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interna, en mM: 120 KCI, 1 CaCI2, 1 MgCI2, 4 HEPES, 2 EGTA, 0,1 Na
pH 7,6, pCa 7,5 (calculado mediante el programa FreeCa)).

,GTP, 1 Mg-ATP,

La pipeta de registro era acercada a la neurona olfatoria seleccionada mediante un
micromanipulador motorizado (Newport Co., Model 860-C2). Una vez que la célula era
tocada con la punta de la pipeta, la aplicacion de una leve presidn negativa en el interior
de ésta permitia la obtencién del sello de alta resistencia. La configuracién de célula
completa era alcanzada al romper la membrana celular circunscrita por la punta de la
pipeta mediante una segunda succion. Las corrientes macroscopicas y el potencial de
membrana eran registrados mediante un amplificador de patch-clamp (Dagan Co.,
modelo 8900; cuyo filtro se fij6 en 10 kHz) en las modalidades de voltaje controlado y
corriente controlada, respectivamente. Las sefales provenientes del amplificador eran
observadas directamente en un osciloscopio (Hitachi, modelo V-212) y digitalizadas
mediante una interfase analogo-digital (Labmaster, Scientific Solutions, Inc.), siendo
grabadas en el disco duro de un computador AT. El programa Clampex de pCLAMP 5.5
(Axon Instruments, Inc.) fue usado para la generacién de los protocolos de estimulacion y
para la adquisicion de los datos. Los registros de potencial fueron guardados ademas en
una video-grabadora VHS mediante una interfase PCM (Instrutech Corp., modelo VR-10).

C. Sistema de estimulacion.

Los odorantes eran aplicados utilizando pipetas de estimulacion de dos canales,
fabricadas estirando capilares dobles de borosilicato (Sutter Instruments Co.) por medio
del mismo estirador horizontal utilizado para la fabricacién de las pipetas de registro,
programado en este caso para que la punta de cada canal tuviese un diametro de ~2 pm.

La solucién que contenia a los odorantes era eyectada mediante pulsos de presion
de nitrégeno (Indura), aplicados por un aparato picospritzer (construido por el Dr.
Bacigalupo), provisto de una valvula solenoide operada por el computador. Las pipetas
de estimulacion eran ubicadas a 20 o 40 um de la célula; la presion del pulso podia fijarse
manualmente con un regulador a un valor entre 1 - 15 libras por pulgada cuadrada (psi), y
el comienzo y duracién del pulso se establecian con el computador modificando los
parametros del programa de estimulacion Clampex (pCLAMP 5.5).

D. Odorantes

El estimulo quimico con que se estimulaba a las neuronas olfatorias consistia en una
mezcla de tres odorantes florales y frutales disueltos en la solucion externa utilizada en
cada experimento, en concentraciones equimolares (1 mM):

Mezcla I: citralva (3,7-dimetil-2,6-octadienenitrilo), citronelal (3,7-dimetil-2,6-octenal),
y geraniol (3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol). A partir de los compuestos comerciales se
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preparé una solucion stock 100 mM de cada odorante en agua bidestilada, la que era
diluida en la solucién externa correspondiente hasta la concentracion final de 1 mM.

Con el proposito de averiguar si el fendmeno de supresion podia ser generado por
odorantes de naturaleza muy diferente a los de la mezcla |, en algunos casos (estan
indicados) se utilizé una mezcla olores putridos (la misma concentracion):

Mezcla Il: acido isovalérico (acido 3-metilbutanoico), pirazina (1,4-diazina) y
trietilamina.

E. Determinacion de la concentracion de odorantes a
nivel de la célula.

Conociendo la concentracién de los odorantes en el interior de la pipeta de estimulacion
(1 mM de cada componente), la concentracion de olor que alcanza la superficie celular
puede determinarse utilizando el método de Firestein y Werblin (1989). Este método
permite estimar cuanto se ha diluido la solucion eyectada (a una presion dada), al
alcanzar la distancia a la que se encuentra la célula. Se define el factor de dilucién (F)
como:

(Ol = FIOL et (1)

donde [O] . es la concentraciéon de odorantes al nivel de la célula y [O] . e
su concentracion en la pipeta. F es un parametro que depende de la geomemgeéae la
pipeta y de la presion y distancia a la que se aplica el pulso. Para determinarlo se utiliza
una solucién de calibracién alta en potasio ([K] . = 100 mM), la que es aplicada
mediante pulsos de presion desde una pipeta de é)slﬁrentalacién (igual a las utilizadas en los
experimentos con olor), sobre una neurona olfatoria ubicada a una cierta distancia (20 o
40 mm, en esta Tesis) y mantenida en condiciones de voltaje controlado (-70 mV). El
pulso de la solucion de calibracion aumenta temporalmente la concentracion de potasio
cerca de la célula, lo que altera el potencial de equilibrio de ese ion, generandose una
corriente de entrada i,,. Como se muestra a continuacién, la medicion de i, permite
estimar la concentracion de potasio cerca de la célula ([K]célula)y con ello ellﬁ“actor de
dilucion, para los valores de presion y distancia dados:

F= —[[E]Lébﬂa | (29

pipeta

La coriente de membrana generada en la célula por el pulso de solucion de
calibracién es:
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ig = 2| By ~Eg) 3

g,, es la conductancia de potasio de la célula a =70 mV; E ’ son los potenciales
de equilibrio antes y durante la aplicacién del pulso de cgﬁlbramon Si [K] es la

concentracién de potasio extracelular anterior al pulso (2.5 mM), y [K]int es la
concentracion intracelular, entonces
BT, J[ELa ~
Ex —|— | H— : (4. a

¥ Ey =[%]m [KEL"_M‘ . (4.b)

Reemplazando (4.a) y (4.b) en (3), se obtiene:
Fig006.gif

El valor de la conductancia total de potasio (g,,) a un potencial determinado depende
de la célula que se esta usando y puede ser estimado midiendo la corriente de potasio
maxima (iK ..), generada por un pulso de potasio de larga duracién (> 4 s), aplicado
con la presion maxima (15 psi). En este caso particular, es posible suponer que la
concentracién a nivel de la célula alcanza un valor similar al del interior de la pipeta, lo
que permite estimar la magnitud de 9 @ partir de la ecuacion (5):

EL g =1g . In KL

T (&)
F A [E' ]pipeta

Para pulsos de duracién e intensidad arbitrarios, la corriente de entrada generada es,
entonces:

Bl [, €L, x
dmg TR Ly gt TR (7
T [K]pipeia [:E{":L:d:

Por lo tanto, midiendo la amplitud de esta coriente se puede deducir la
concentracion de potasio alcanzada a nivel de la célula durante el pulso:

Ly L / T
o, = [z ¥ e ®
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donde [K]ex =2,5mMy [K] = 100 mM. Conociendo [K]C lula puede calcularse
el factor de dilucion F (Eq. (2)), ;Papametro que depende de la dlstanC|a y la presion. Si se
aplica una serie de pulsos (de duracion fija y desde una distancia dada), aumentando
gradualmente la presion (P), es posible construir una curva F vs. P. Si bien para obtenerla
se ha utilizado una neurona particular, esta curva es valida para cualquier célula si se
mantienen las dimensiones de la pipeta de estimulacién y su distancia al punto de interés.
Esta curva de calibracion puede ser utilizada para estimar la concentracién de odorantes
en un punto dado en funcion de la presidén, conociendo la concentracion en el interior de
la pipeta (Ec. (1)).

Durante el desamollo de esta Tesis se aplicaron pulsos de olor de 0,3, 0,5 6 1,5 s de
duracion (P £ 14 psi) desde 20 6 40 mm de distancia de las células. Para estimar la
concentracion de olor a nivel celular se construyeron las correspondientes curvas de

calibracion ([O]Célula vs P). Dos ejemplos de estas curvas se muestran en la Fig. 2.
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Figura 2. Calibracion de las pipetas de estimulo. A. Familia de corrientes de entrada
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generadas en una célula (mantenida a —70 mV) por pulsos de presion creciente de una
solucién alta en potasio (100 mM en la pipeta de estimulo), aplicados desde una distancia
d =20 mm. El curso temporal de cada corriente fue ajustado a una exponencial simple. B.
Factor de dilucion (F) en funcién de la presion (P), determinado a partir de las curvas en A
(") y de similares registros obtenidos para d = 40 um (l). [K] _, y F fueron calculados
. . cel%lla
mediante las Eqs. 8 y 2, respectivamente.

F. Soluciones.

Las soluciones usadas en los diferentes experimentos realizados en C. caudiverbera se
resumen en la siguiente tabla:

TABLA 1
Soluciones Externas (mM) Soluciones
Internas (mM)
Componentes |Ringer |Ringer Ringtar+ Ringgrr Sgl. alto |Sol. Int. |Sol. Int.
normal litio 0-Ca 0-Na , K normal cesio
TEA
NaCl 115 - 115 - 17,5 - -
LiCl - 115 - - - - -
KCI 2,5 2,5 2,5 - 100 120 -
CsCl - - - - - - 120
MgCl, 1,5 1,5 1,8 1,5 1,5 1 1
CaCl, 1 1 0.5 10 1 1 1
HEPES 10 10 10 10 10 4 4
EGTA - - 2 - - 2 2
NMDG - - 0,9 79,5 - - -
Na,-GTP - - - - - 0,1 0,1
Mg-ATP - - - - - 1 1
glucosa 3 3 3 3 3 - -
TEA-CI - - - 20 - - -
pH 7,6 7,6 7,6 7,6 7,6 7,6 7,6
pCa - - 8 - - 7.5 7.5

Las soluciones utilizadas en los experimentos realizados en la rata y en Drosophila
fueron:

Rata: Solucién externa (en mM): 137 NaCl, 5,4 KCI, 1.3 CaCI2, 1.5 MgCl,, 0,7
MgS04, 0,3 K2HPO4, 1,2 Na2HPO4; pH 7,6. Solucion interna: la misma solucién
utilizada en el sapo.

Drosophila : Solucion externa (en mM): 20 NaCl, 5 KClI, 1,5 CaCI2, 8 MgSO4, 10
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HEPES, 25 prolina, 2,5 sacarosa; pH 7,5. Solucién interna: 124 KCI, 0,1 CaCl
1,1 EGTA, 10 HEPES, 0,5 GTP, 2 ATP, pH 7,15; pCa 7,3 (FreeCa).

o 2MgSO4,

G. Analisis de los resultados.
Para el andlisis de los registros se utiliz6 el programa Clampfit de pCLAMP-6 (Axon
Instruments, Inc.). Los ajustes de los datos experimentales fueron realizados usando este
mismo programa o el programa N-fit (University of Texas Medical Branch, Galveston).

Para la elaboracion de las figuras presentadas en esta Tesis se utilizaron los programas
SigmaPlot (Jandel Corp.) y Photoshop (Adobe Systems, Inc.).

H. Lista de reactivos.

Los reactivos usados y su procedencia se enumeran a continuacion:

1. Bloqueadores:

Caribdotoxina (ChTX) Latoxan, Rosans, France.
Tetraetilamonio (TEA) Sigma Chemical Co. St Louis. MO.

2. Odorantes:

citronelal (3,7-dimetil-2,6-octenal) “
geraniol (3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol)
acido isovalérico (acido 3-metilbutanoico) “
pirazina (1,4-diazina) *

trietilamina. “

citralva (3,7-dimetil-2,6-octadienenitrilo) Donacion del Dr. D. Restrepo

3. Otros reactivos:

Penicilina G Sigma Chemical Co. St Louis. MO.
L-Leucina “
L-Glutamina “
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Las sales y los solventes que no aparecen en esta lista fueron adquiridos en Sigma
Chemical Co. St Louis. MO.

Los experimentos se realizaron a una temperatura de ~22°C.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis se han dividido en tres partes. En la primera (l) se
exponen las caracteristicas morfolégicas de las neuronas olfatorias aisladas y sus
propiedades electrofisiolégicas (conductancias dependientes del potencial y ejemplos de
la actividad espontanea generada por éstas). Como se vera mas adelante, en el estudio y
caracterizacién de la respuesta a olor en neuronas olfatorias aisladas, son factores
relevantes tanto el repertorio de canales activados por el potencial de las células, como
su forma y tamafio (debido al sistema de estimulacion quimica utilizado). En la segunda
parte (lI) se muestran ejemplos de las corrientes activadas por la mezcla | que no pueden
ser explicadas unicamente por la activacion de las conductancias de transduccion, sino
que resultan de una combinacion de la accién de estas ultimas y un efecto diferente de
las moléculas odorantes: la supresion por olor. La tercera parte (lll) esta dividida en cinco
secciones en que: se presenta y caracteriza el fendmeno de supresion, distinguiéndolo de
la transduccion olfatoria (A); se muestra que la supresion es un efecto sobre los canales
activados por el potencial y que su mecanismo de accion es independiente de la cascada
de eventos intracelulares que culmina con la apertura de las conductancias de
transduccién (B); se muestra que la supresién es un efecto inespecifico tanto en lo que se
refiere a su blanco como a la diversidad de olores capaces de inducirla (C); se presenta
un ejemplo de supresion por olor en neuronas no olfatorias (D); y, por ultimo, se evalua el
posible significado fisioldgico de la supresion (E).
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| MORFOLOGIA Y PROPIEDADES
ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS NEURONAS
OLFATORIAS AISLADAS

A. Caracteristicas morfolégicas de las neuronas olfatorias aisladas.

Las células receptoras, disociadas del epitelio olfatorio mediante el proceso de
disociacion mecanico descrito en el capitulo Métodos, mantienen en general las
caracteristicas morfologicas que presentan in situ (Morales, 1995). Son neuronas
bipolares con un soma esférico u ovalado, de 8 - 10 mm de diametro. La dendrita tiene un
didmetro de 1 - 2 mm, presentando un ensanchamiento en el extremo distal que
corresponde al botdn dendritico; su longitud es altamente variable, pudiendo ser
practicamente indistinguible o medir hasta unos 35 mm. Un porcentaje importante de
neuronas aisladas conserva sus cilios olfatorios (entre 4 y 10), los que se originan en el
botén dendritico. El diametro de los cilios es de ~0,2 mm (Smith, 1991) y su longitud
oscila entre 20 y 40 mm. En C. caudiverbera es comun observar movimientos
ondulatorios de los cilios olfatorios, los que muchas veces generan movimientos de toda
la célula. Este hecho permite distinguir a las neuronas de los otros componentes celulares
del epitelio olfatorio, sobre todo en casos en que la dendrita y los cilios no son claramente
visibles.

B. Propiedades electrofisiolégicas de las neuronas olfatorias.

1. Conductancias dependientes del potencial.

En las neuronas olfatorias de C. caudiverbera se ha reportado que existen cuatro
corrientes dependientes del potencial (Delgado y Labarca, 1993): una corriente de sodio
sensible a TTX que se inactiva (I, ), una cormriente de calcio sostenida (I~ ), una
corriente de potasio tipo rectificador tardio (l,,,,) y una cormriente de potasio activada por
calcio (I ). Para estudiar estas cormrientes se utilizd la técnica de patch-clamp en la
configuracion de célula completa y la modalidad de voltaje controlado. A partir de un
potencial de mantencién (V ) de =70 mV, se aplicé una serie de pulsos de potencial
de 40 ms de duracion, desde —80 mV hasta +90 mV, en incrementos sucesivos de 10
mV.

La Figura 3 (A y C) muestra dos ejemplos representativos de las corrientes activadas
por el potencial, al aplicar el protocolo descrito anteriormente a dos neuronas olfatorias
diferentes. En ambos casos se observa la activacion de la corriente de entrada INa y su
rapida inactivacion. Las corrientes de salida de potasio se activan mas lentamente que
las de sodio y las comrespondientes curvas I-V - construidas con el valor de la cormriente al
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final de cada pulso de potencial- se grafican en las Figuras 3B y 3D. Si bien en ambos
casos la corriente de salida de potasio esta constituida por los componentes | v € IKC ,
la contribucion de | es mayor en el primer caso, donde la curva |-V de la corriente neta
tiene la forma caracteristica asociada a este tipo de conductancias (Hille, 1992). La
corriente de entrada de calcio | - _, activada por los pulsos despolarizantes y responsable
de la posterior activacion de la conductancia de potasio, no es apreciable en condiciones
normales, siendo enmascarada por las corientes de salida. Sin embargo, tanto esa
corriente como las otras tres cormientes dependientes del potencial pueden ser parcial o
totalmente aisladas utilizando la farmacologia y/o el reemplazo de iones apropiado para
cada caso. Con el fin de investigar -posteriormente- si el fendmeno de supresién afectaba
a las diferentes conductancias voltaje-dependientes, se utilizaron algunas de éstas
aproximaciones, reproduciéndose los resultados obtenidos por otros autores (Delgado y
Labarca, 1993; Madrid y cols., manuscrito en preparacion), en lo que se refiere a la
capacidad de visualizar separadamente las diferentes corrientes.
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Figura 3. Corrientes activadas por potencial en neuronas olfatorias de C.
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caudiverbera . A. Familia de corrientes inducidas en una neurona (en condiciones de

voltaje controlado) por una serie de pulsos de potencial desde -80 mV hasta +90 mV, en

incrementos de 10 mV ( VM nt = -70 mV). B. Curva I-V de la corriente neta de potasio
medida al final de cada pu?so de potencial. C. y D. Igual que A y C, en otra neurona

olfatoria.

a. Corrientes de sodio “N_a) y calcio “Q)—:

Utilizando cesio en reemplazo de potasio en la solucién interna se bloquean las corrientes
de salida, lo que permite observar con mayor claridad el desarmollo e inactivacion de la
corriente IN . La Fig. 4A muestra un registro de la familia de corrientes | a obtenida al
aplicar a una neurona el protocolo de pulsos de potencial descrito anteriormente, en
presencia de cesio en la pipeta de registro. La relacion I-V construida con los picos de
esta cormiente se presenta en la Fig. 4B. | es la corriente mas rapida, alcanzando su
valor maximo luego de 1 - 3 ms (antes de que exista una activaciéon apreciable de las
demas conductancias), y se inactiva totalmente después de unos 10 ms. En cuanto a su
dependencia del potencial, | a comienza a ser visible a —-40 mV, alcanzando su valor
maximo a un potencial de —1(5\lmV e invirtiendo su signo cerca de +60 mV.

En la mayoria de los casos, para poder distinguir ademas la coriente mantenida de
calcio, es necesario agregar 20 mM de TEA a la solucion externa, lo que - junto con el
cesio en la pipeta de registro- permite el bloqueo total de las conductancias de potasio.
En la Fig. 5, se muestra un experimento realizado en estas condiciones, donde ademas
ha sido reemplazado el sodio presente en la solucion externa por N-metil-D-glucamina
(NMDG; catién monovalente no permeable), lo que permite el aislamiento total de la
conductancia de calcio activada por el potencial. La concentracion de calcio en el medio
extracelular ha sido aumentada de 1 a 10 mM para magnificar el efecto. Esta corriente de
entrada mantenida comienza a ser visible a potenciales mas despolarizados que la de
sodio (alrededor de —20 mV) y alcanza su maximo valor entre +20 y +30 mV.

b. Corrientes de potasio “KV _IK a)‘

La contribucion de | a a la comriente neta de salida puede ser eliminada al bajar
drasticamente la concentracién de calcio extracelular. Esto se debe a que el calcio
necesario para la activacion de esta corriente es el que entra a la célula a través de los
canales de calcio activados por el pulso despolarizante (ver Fig. 5). La Figura 6 muestra
la modificacion que sufre la corriente de+s_9Iida al reemplazar, durante unos minutos, la
solucion externa normal (1 mM de Ca ) por una soluciébn baja en calcio (solucion
0-Ca++ en Tabla 1; ~10 mM de Ca contaminante). Esta substitucion se realiza
utilizando un sistema de perfusion de la cdmara de registro (ver Métodos), mientras la
neurona es mantenida en la configuracion de célula completa (voltaje controlado). En la
Fig. 6A se aprecia la activacion de las diferentes conductancias voltaje-dependientes, en
condiciones idnicas normales. La Fig. 6B muestra el cambio sufrido por las corrientes de
salida mientras la célula es bafada por una solucién baja en calcio. Como vemos, tanto la
magnitud de estas corrientes, como su desarrollo temporal, se ven modificados. En C se
comparan las curvas I-V construidas con los valores de la corriente al final cada pulso de
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voltaje, antes (circulos llenos) y después de la perfusion (circulos vacios). Esta ultima
corriente comresponde a una corriente de potasio del tipo rectificador tardio, quizas con
algun remanente de | o La substraccién de ambas curvas da la relacion |-V de la
corriente de potasio activada por calcio. Luego de perfundir la camara de registro con la
solucion externa normal, se recupera el patron inicial (no se incluye). Este procedimiento
también se utilizé posteriormente para investigar si ambas corientes presentaban
supresion por odorantes. En la Fig. 6B puede notarse que la perfusion con la solucion
baja en calcio produjo también una reduccion en la magnitud de las corrientes transitorias
I,, . Este efecto se debe, probablemente, a un desplazamiento de la curva de
inactivacién de las corrientes de sodio hacia potenciales mas hiperpolarizados, causado
por la disminucion en la concentracion externa de calcio (Delgado y Labarca, 1993).

A

{ - 70 e

———

Figura 6. Separacion de la corriente de salida de potasio en sus dos componentes.
A. Corrientes activadas por el potencial en una neurona bafnada en solucion externa
normal. B. La misma neurona que en A, luego de reemplazar la solucién externa por una
solucién baja en calcio. C. Curvas -V de |l (l) y de | KV (O), medidas al final de cada pulso
de potencial en A y B, respectivamente. A?restar la segunda curva a la primera se obtiene
la relacion I-V de | Kea (S).
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2. Actividad eléctrica espontanea de las neuronas olfatorias.

Para registrar la descarga espontanea de potenciales de accion se utilizé la configuracién
de célula completa en la modalidad de coriente controlada (comriente de mantencion = 0
pA). La Figura 7 muestra dos tipos de patrones de descarga de potenciales de accion
espontaneos registrados en diferentes células. Si bien la mayoria de las neuronas
olfatorias presenta una descarga iregular (Morales, 1995), se han incluido dos ejemplos
registrados con relativa frecuencia durante el desarmollo de esta Tesis. El primero muestra
un patron de descarga altamente regular, con una frecuencia de disparo de ~180 PA/min
(Fig. 7A). El segundo ejemplo comresponde a una neurona olfatoria que presentaba una
descarga espontanea en la que se alternaban periodos de actividad y de silencio. Esta
actividad eléctrica espontanea resulta de la accién conjunta de las conductancias
dependientes del potencial mencionadas en la seccion anterior.
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Figura 7. Actividad espontanea en neuronas olfatorias aisladas de C. caudiverbera.
A. Registro realizado en condiciones de corriente controlada en una neurona que
mostraba una descarga regular de potenciales de accion. B. Otro ejemplo,
correspondiente a una neurona que disparaba esporadicamente pares de potenciales de
accion.

Il DIVERSIDAD DE RESPUESTAS A LA
ESTIMULACION CON ODORANTES FLORALES Y
FRUTALES

Los cambios en la frecuencia de descarga inducidos por los odorantes se deben a la
generaciéon de un potencial de receptor despolarizante o hiperpolarizante causado por la
apertura de diferentes conductancias de transduccion. En la configuracién de célula
completa y la modalidad de voltaje controlado, es posible registrar la cormriente de
transduccién activada por un estimulo dado, a un cierto valor del potencial. Repitiendo el
protocolo de estimulacién para diferentes potenciales, se obtiene la curva |-V de la
corriente de transduccion, lo que permite obtener informacién respecto de la selectividad
y dependencia del potencial de las conductancias involucradas.

Utilizando esta metodologia y con el objetivo de reproducir algunos resultados
generales obtenidos en esta y otras especies de vertebrados, se estudiaron las
respuestas generadas en diferentes neuronas olfatorias por pulsos similares de una
mezcla de olores florales y frutales (Mezcla |: geraniol, citronelal y citralva). Los olores
fueron aplicados mediante una pipeta de estimulaciéon de dos cafones (ver Métodos) y el
estimulo era dirigido a los cilios olfatorios. Sin embargo, nuestro sistema de estimulacion
no impedia que los olores alcanzaran en alguna medida otras zonas de la superficie
celular, incluyendo el soma, particularmente en neuronas con dendrita corta o ausente.
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En condiciones iénicas normales, el potencial de inversion de la comriente de
transduccién excitatoria es cercano a 0 mV, teniéndose corrientes de entrada (negativas)
para potenciales negativos y cormrientes de salida (positivas) para potenciales positivos
(ver Fig. 1). Sin embargo, los registros obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis con
frecuencia diferian de este patron, mostrando una amplia variabilidad en las cormientes
registradas al estimular a las neuronas olfatorias aisladas con la mezcla |. A continuacion
se describiran algunos ejemplos representativos de estas respuestas, obtenidas en la
configuracién de célula completa y la modalidad de voltaje controlado.

La Fig. 8A muestra la corriente activada en una neurona olfatoria por un estimulo de
olor de 1,5 s, aplicado mientras el potencial de membrana era temporalmente llevado a
-30 mV (V = -70 mV). El pulso de voltaje despolarizante de 4 s activd las
conductancias voltaje-dependientes, siendo visibles - luego de la inactivacién de la
corriente de sodio- sélo las cormientes de salida de potasio. La posterior estimulacién con
la mezcla de olores florales y frutales indujo una corriente de entrada que se superpuso a
la corriente de salida voltaje-dependiente. Al volver a -70 mV se observa una corriente de
cola, debido a que los canales de transduccién se encuentran aun abiertos. Tanto la
corriente de entrada activada a —30 mV como la existencia de esta corriente de cola son
caracteristicas de la activacion de la via excitatoria (Trotier, 1986; Kurahashi, 1989;
Firestein y cols., 1990; Firestein y Shepherd, 1995). Junto a esta curva se incluye un
control en que un pulso de solucion Ringer - de similares caracteristicas al anterior- es
aplicado a la célula. El efecto neto producido por el olor a este potencial se obtiene al
restar ambas curvas. En la Fig. 8B se muestra esta cormriente neta, junto a las obtenidas a
0 mV y +30 mV. A 0 mV se observa una corriente de entrada de unos 80 pA, lo que
resulta sorprendente, puesto que ése es justamente el potencial de inversién de la
corriente responsable del efecto excitatorio y uno no esperaria registrar corriente alguna.
La relacién |-V de la corriente activada por el olor, construida con estos y otros valores del
potencial (registros no incluidos), se muestra en la Fig. 8C. Vemos que se observa un
desplazamiento anémalo de la curva hacia la derecha, con un potencial de inversion
cercano a +10 mV. La relacién |-V de las cormientes de cola (Fig. 8D) muestra, sin
embargo, la forma caracteristica asociada a la activacion de la via excitatoria (Firestein
and Shepherd, 1995).
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Figura 8. Corriente inducida por la mezcla I. (Ejemplo 1). A. A una neurona mantenida
en condiciones de voltaje controlado ( VI\/I - -70 mV) se le aplicé un estimulo de olor
(barra) durante una despolarizacién a -30 méw. A la corriente de salida activada por el pulso
de potencial se suma una corriente de entrada inducida por el olor. Al volver al V se

observa una corriente de cola. En forma superpuesta se muestra un registro obte%ggtcon
el mismo protocolo, reemplazando el estimulo de olor por un pulso de Ringer (control). B.
Corrientes inducidas por olor (I y sus respectivas corrientes de cola, obtenidas al
restar la corriente control, a tres potenciales diferentes C. Curva I-V construida con los
valores maximos de | oD’ D. Corrientes de cola vs. potencial del prepulso.
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En la Fig. 9A se muestra la respuesta de otra neurona olfatoria, sometida a un
protocolo de estimulacién similar. En este caso se han incluido los registros de la
corriente neta activada por el olor - habiéndose ya restado la curva control- obtenidos a 0,
+30 y +50 mV. Una vez mas, se observa una corriente negativa al estimular a 0 mV, esta
vez de unos 40 pA de magnitud. En el registro obtenido a +30 mV la corriente de entrada
es aun mayor y muestra una rapida recuperacion, llegando incluso a sobrepasar
levemente la linea base y sugiriendo la existencia de una segunda componente de signo
positivo. Dicha componente tardia parece estar ausente a 0 mV, pero se hace totalmente
evidente a +50 mV, donde la corriente activada por el olor adquiere una forma claramente
bifasica. En la Fig. 9B se presenta la curva |-V construida con los valores maximos de la
corriente de entrada temprana. Como vemos, la primera componente es siempre
negativa, creciendo en magnitud al aumentar el voltaje, en una forma aparentemente
lineal. En la Figura 9C se ha construido la I-V de la corriente neta al final del pulso de
potencial, cerca del maximo de la componente tardia. Dicha curva |-V es creciente, similar
en forma a la obtenida en el caso de la célula anterior, pero notoriamente mas
desplazada hacia la derecha, cambiando de signo cerca de +30 mV. Tanto la presencia
de corrientes de cola, como la dependencia de voltaje de estas ultimas (Fig. 9D), indican
que la via excitatoria esta activa.
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Figura 9. Corriente inducida por la mezcla I. (Ejemplo 2). A. Corrientes inducidas por
y sus respectivas corrientes de cola, a tres potenciales diferentes. B. Curva |-V
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La Fig. 10A muestra otra respuesta a la mezcla |, registrada en una neurona
diferente. En este caso estd también presente el comportamiento bifasico, siendo
aparentemente mayor la contribucion relativa de la componente temprana, representada
en el grafico 8B. La corriente neta al final del pulso de voltaje presenta una compleja
dependencia del potencial (Fig. 10C), siendo negativa en todo el rango estudiado y
alcanzando la magnitud maxima cerca de 0 mV. La curva |-V de las cormientes de cola es
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En la Fig. 11 se ilustra un tipo de respuesta observado en gran nimero de neuronas
olfatorias durante el desarrollo de esta Tesis (ver detalles y estadistica en seccion I11.A.1
de este capitulo) y cuyo estudio sistematico permiti6 comprender la razén de la variedad
de comportamientos anteriormente ilustrados. La Figura 11A muestra la respuesta al
pulso de odorantes excitatorios mientras el potencial de membrana es mantenido a 0 mV.
El efecto del olor es la generacion de una coriente de entrada de unos 80 pA, que
permanece activa hasta el final del pulso despolarizante. Este comportamiento es similar
al observado en los ejemplos anteriores a 0 mV, salvo que en este caso la corriente de
cola al final del pulso de potencial esta ausente. En la parte B se incluyen los registros de
corriente obtenidos a 0, +30 y +50 mV, una vez restado el control; y en C se grafica la
relacion corriente-voltaje para estos y otros potenciales. Similarmente a lo que ocurmre con
la componente temprana de las células de las Figuras 9 y 10, el olor indujo una corriente
de entrada cuya magnitud aumenta con el potencial. La relacién |-V es aproximadamente
lineal en el rango de potenciales estudiado y la cormriente es cero para potenciales
menores que —40 mV. Es importante destacar que a ningun voltaje se observaron
corrientes de cola al retornar al potencial de mantencion, lo que indica que la via de
transduccién excitatoria no fue activada. Por otro lado, el signo de la corriente y la forma
de la curva |-V tampoco comesponden a lo que se observa al activar la via de
transduccién inhibitoria (Morales y cols., 1994).
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Figura 10. Corriente inducida por la mezcla I. (Ejemplo 3). A, B, C y D. Lo mismo que
en la Fig. 9, pero en otra neurona olfatoria.

FALTA FIGURA 11

El analisis y comparacion de los distintos tipos de respuestas ejemplificados por las
neuronas de las Figuras 8 - 11, sugieren fuertemente que existirian dos mecanismos
diferentes activados por el estimulo de olor, que pueden manifestarse con distinta
intensidad relativa de célula en célula, dando origen a la diversidad de respuestas netas
observadas. La similitud entre la relacion |-V del efecto de la Fig. 11 y la comespondiente
curva de la componente temprana en los casos en que hay corientes bifasicas, indica
que se trataria de un mismo efecto de los odorantes, que puede o no estar acompafnado
por la activacion de la componente tardia. Como se mostrara mas adelante, esta ultima
comresponde a la corriente de transduccion excitatoria.

En algunos casos, ambos efectos activados por el estimulo de olor pueden ser
aislados y analizados separadamente en una misma célula, gracias a su diferente
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latencia y curso temporal. En efecto, se ha sefialado que la componente tardia de los
registros a 0 mV en las Figuras 9 y 10 parece estar ausente, lo que permite apreciar en
forma aislada la magnitud y el curso temporal de la componente temprana. En estos
registros y en los de la Fig. 11, donde la componente tardia de la comiente neta esta
ausente para todos los potenciales, vemos que el maximo de la componente temprana se
alcanza cerca del final del pulso de olor, siendo la recuperacion de esta respuesta
bastante mas lenta que su activacion. La componente temprana esta aun presente al final
del pulso de potencial, donde se ha medido la magnitud graficada en la parte C de las
Figuras 9 y 10 (corriente neta tardia). Esta observacion y el hecho de que en estas dos
neuronas la componente tardia comienza a desarollarse en forma clara después de que
la componente temprana alcanza su maximo, permite estimar el valor real de la
componente tardia mediante la resta de las curvas en C y B. Estos resultados se
muestran en la Fig. 12. La curva que resulta de la substraccion (circulos vacios) tiene, en
ambas células, un comportamiento similar al de la relacién |-V de la cormriente de
transduccién excitatoria: es creciente, cambia de signo cerca de 0 mV, muestra
rectificacion para potenciales negativos. Por otro lado, la componente temprana no tiene
asociada una corriente de cola al retornar al potencial de mantencion (ver Fig. 11), de
modo que las colas observadas en la parte D de los ejemplos 8, 9 y 10 se deben
totalmente a la activacién de la via del AMPc, exhibiendo la dependencia de voltaje que
ésta predice.

Como se mostrara en las secciones siguientes, este efecto temprano del olor
corresponde a una supresion inespecifica de las conductancias dependientes del
potencial activadas por el pulso despolarizante. La variedad de respuestas
observadas resulta de la superposicion de ambos efectos o, como en la Fig. 11,
solamente de la supresion. Si bien la latencia del efecto supresivo es menor que la de la
transduccion, la probabilidad de observar comportamientos bifasicos aumenta cuando la
magnitud de ambos efectos - en una célula determinada- es comparable y cuando la
latencia de la corriente de transduccion (que varia entre 0,3 y 1,5 s) es mayor que ~0,5 s.
En el caso de la neurona de la Fig. 9, la supresién es pequefia en comparacion con la
corriente de transduccion, lo que sumado a una latencia relativamente corta de esta
ultima (» 0.4 s), produce un apantallamiento de la cormriente de supresion. La presencia de
la supresion es, sin embargo, responsable del corimiento hacia la derecha de la curva |-V
de la corriente neta. Mas adelante, se detallara un método general que permite comregir el
efecto de la supresion, independientemente de la magnitud relativa y el curso temporal de
ambas componentes de la respuesta a olor.
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Figura 12. El componente tardio de | p ©s la corriente de transduccion | .. A. Se
reproducen las curvas I-V de las Figs. 98 y 9C, construidas con los valores maximos del
componente temprano de | . (A) y con los valores de | . - al final de cada pulso de
potencial (m), respectivamente. Al restar estas dos curvas se obtiene la relacion I-V del
componente tardio de | oD (o=m-A). B. Lo mismo que en A, para la célula de la Fig. 10.

Il SUPRESION DE LAS CORRIENTES DEPENDIENTES
DEL POTENCIAL POR ODORANTES EN NEURONAS
OLFATORIAS AISLADAS.
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A. Supresion de la corriente neta de salida (I )

1. Caracteristicas generales del fenémeno.

Como se vio en la seccidén anterior, se ha identificado un tipo de respuesta a olor
aparentemente diferente de las respuestas de transduccion conocidas hasta ahora. Para
estudiar este fendmeno en forma aislada, se seleccionaron células que fuesen incapaces
de quimiotransducir el estimulo de olor aplicado, utilizando como criterio la ausencia de
corrientes de cola (ver Fig. 11). Los protocolos de estimulacion utilizados en esta etapa
fueron similares a los de las Figs. 8 - 11.

En células que no transducian los olores aplicados (ver Fig. 11) y siguiendo la
convencion corrientemente adoptada en el estudio de la respuesta a olor en V-controlado,
se definid la corriente de supresion, 1., como la diferencia entre la corriente total
(generada por la despolarizacion y por el pulso de olor) y la corriente activada por la
despolarizacion en ausencia del olor (I : control con Ringer). Es decir, en células que no
transducen, | = |.. Esta es una definicibn operacional, que resulta util para
caracterizar el efecto y estudiar el mecanismo que lo genera. La eleccion del término
supresion se basa en los resultados que se exponen a continuacion.

Se investigd la dependencia de potencial de I, en 12 neuronas olfatorias,
construyéndose - en cada caso- la relacion I-V con el valor de I en el punto de maximo
efecto. Por claridad, en la Fig. 13 se han incluido sélo 5 ejemplos representativos. Si bien
la magnitud del efecto variéo de una célula a otra, en todos los casos la curva I-V de la
corriente | pudo ser ajustada a una linea recta, para potenciales entre un cierto valor
minimo (Vmi ) y el valor maximo del rango explorado (+30 6 +50 mV), similarmente a lo
ocurrido con Pa neurona de la Fig. 11. Para potenciales menores que V__. , tanto | como
I fueron cero en todas las neuronas. V__. varid entre una célula y otra, tomando (\)/alores
entre -60 y -22 mV, con un promedio deT—lgg + 11) mV (promedio = D.E.).
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Figura 13. Relacién I-V de la corriente de supresion (I _ ). Curvas |-V de la corriente |

correspondientes a 5 células diferentes, representativas de un total de doce. El valor
promedio del potencial a partir del cual | L deja de ser cero es Vmin =-39+x11mVv
(promedio * D.E.). El porcentaje de supresion de /O se indica junto a cada curva.

La relacion corriente-voltaje de | difiere substancialmente de la curvas |-V de las
corrientes de transduccion excitatoria e inhibitoria y tampoco corresponde a ninguna de
las curvas |-V asociadas a las diferentes corrientes activadas por el potencial presentes
en las neuronas olfatorias de C. caudiverbera. En las condiciones idnicas de nuestros
experimentos, la comrriente |, no puede ser explicada en términos de la apertura de
canales en la membrana celular. Por el contrario, un comportamiento como el descrito
es consistente con la disminucién de las conductancias de potasio responsables de la
corriente de salida. El hecho de que el potencial V__. a partir del cual la corriente |
comienza a observarse coincida con el umbral de activacion de la corriente de salida, es
también consistente con esta interpretacién. Otra evidencia en este sentido es que la
magnitud de IS nunca supero a la de Io’ representando siempre una fraccion de ésta.

Sanhueza Toha, Magdalena 47




SUPRESION POR OLORES DE LAS CORRIENTES DEPENDIENTES DEL POTENCIAL: POSIBLE
PARTICIPACION EN LA CODIFICACION OLFATIVA

Adicionalmente, la linealidad de la relacién I-V de I en el rango estudiado parece ser un
reflejo de la dependencia lineal respecto del potencial exhibida por I0 en el mismo rango
(ver Fig. 3).

El porcentaje de supresién de la corriente IO en las neuronas de la Fig. 13 se indica a
un costado de cada recta. Como vemos, la magnitud del efecto varia de una célula a otra.
Esta variacién se debe a diferencias en la concentracion de odorantes utilizada en cada
caso, a diferencias en la magnitud de IO y a factores geométricos que seran detallados
mas adelante.

En la Introduccién se sefialé que la aplicacién crénica de odorantes en el medio que
bafa a las neuronas olfatorias produce una supresion inespecifica y reversible de las
corrientes voltaje-dependientes (Kawai y cols., 1997). Sin embargo, los resultados
mostrados en esta Tesis indican que es posible inducir esta supresion en respuesta a
pulsos de olor de duracion y concentracion similar a los utilizados para estudiar la
transduccién. Este hecho no ha sido reportado hasta ahora y sugiere una participacion de
la supresion en la respuesta fisiolégica a los olores.

En la dendrita de las neuronas, olfaﬁgrias de vertebrados se ha detectado la
existencia de un intercambiador de Na -Ca™ electrogénico (estequiometria 3:1; Lischka
y Schild, 1993). Con el objetivo de descartar la participacion del intercambiador en la
generacién de las respuestas a olor estudiadas, se realizé un experimento en que el
sodio de la solucion externa fue reemplazado por litio. El ion litio no es reconocido por el
intercambiador, de modo que si este ultimo fuese el responsable de la generaciéon del
efecto estudiado, uno esperaria que las respuestas a odorantes - disueltos en solucion
externa con litio- desaparecieran. El litio permea por los canales de sodio de modo que
tanto la forma de las corrientes voltaje-dependientes como la actividad espontanea de las
células, permanecieron inalteradas. Bajo estas condiciones, las corrientes de supresion
siguieron estando presentes (n = 4), permaneciendo inalterada su relacion I-V (no se
muestra), lo que descarta que este tipo de respuesta a olor se deba a la accion del
intercambiador.

Una caracteristica relevante de la corriente | . es que ésta se encuentra presente en
casi todas las neuronas olfatorias estudiadas (84%, n = 121), observandose tanto en
forma aislada como superpuesta a las cormientes de transduccion. Puesto que todas las
células receptoras estan dotadas del mismo conjunto de canales dependientes del
potencial - aunque en proporciones variables-, esta universalidad del fendbmeno es
consistente con la interpretacion de que se trataria de un efecto de los odorantes sobre
estas conductancias. Otro aspecto que vale la pena destacar es que si la despolarizacion
se realiza durante o inmediatamente después de la aplicacién del estimulo de olor, la
corriente | activada presenta ya la supresion respecto del control, Io que indica que no
es necesario que los canales estén abiertos para ser suprimidos. Mas adelante se
mostrara evidencia que sugiere fuertemente que este efecto sobre los canales es directo
e independiente del proceso de transduccion.

2. Relacion concentracion-respuesta de la supresion.

En cada célula, la magnitud de la respuesta supresiva dependi6 de la concentracién de
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odorantes utilizada. La Figura 14A muestra una familia de corientes activadas por pulsos
idénticos de voltaje desde -70 mV (V ) a -10 mV, cada una asociada a un estimulo de
olor (mezcla |) de diferente intensicj\gg,ntlncluyendo un control con soluciéon Ringer. La
relacion concentracion-respuesta comespondiente a este experimento se presenta en la
Fig. 14B (circulos llenos). En esta neurona, concentraciones de odorantes * 40 uM
produjeron una supresion maxima de un 50% de Io' Las concentraciones a partir de las
cuales los odorantes de la mezcla | comenzaban a inducir supresion variaron de una
célula a otra, tomando valores entre 5 y 40 uM. El porcentaje de la corriente | _ suprimido
por dichos odorantes vari6 ampliamente, virtualmente entre 0 y 100%, medido en la
situacién de maxima supresion. En la mayoria de los casos, la supresion alcanzé valores
intermedios. La Fig. 14B incluye otro ejemplo, de una célula diferente, para ilustrar esta
variabilidad (circulos vacios). En este caso, la maxima supresion fue del 25%, para
concentraciones * 120 uM.
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Figura 14. Relacién concentracién-respuesta de la supresion del . A. La familia de
corrientes muestra la supresion de IO inducida por estimulos de olor ge concentracion
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creciente (obtenida al incrementar la presion en la pipeta de estimulo). B. Curva de

dosis-respuesta construida con el valor de la corriente relativa l/1 _(I=1_-1_) en el punto
de méaximo efecto (l). Los datos experimentales fueron ajustados a la ecuacion de Hill I/ |

= (1-min)/(1+ C/ + min, donde I ., =17 uM, n = 5,5, min = 0,51 (min = valor
asintatico de I/ | deg/do a la supresion). Otro ejemplo esta representado por la linea
punteada (O; | 50 =64 uM; n =3,2;, min = 0,75).

Independientemente de la variabilidad observada, cuyas posibles causas seran
discutidas mas adelante, los estudios de dosis-supresion indican que el rango de
concentraciones en que se produce la supresion coincide con aquel en que las neuronas
olfatorias aisladas transducen los estimulos de olor. De hecho, ya hemos presentado
algunos ejemplos en que se observan respuestas de transduccién y supresion
sobrepuestas (ver Figs. 8 - 10). Por lo tanto, en aquellos protocolos experimentales
comunmente utilizados para estudiar transduccién olfatoria que - como el nuestro -
permiten el acceso de los odorantes a toda la superficie celular, resulta indispensable
considerar posibles contribuciones de la supresion a las respuestas a olor. En estos
casos, si se desea obtener la corriente de transduccién en forma aislada es necesario
corregir el efecto de la supresion.

3. Correccion del efecto de supresion: método general (método lI).

En la seccion Il de los Resultados se corrigieron las curvas |-V de la respuesta neta
inducida por el olor, mediante la substraccion de la coriente | . medida directamente de
los registros. Este método (método |) permite obtener la curva |-V de la coriente de
transduccion (1) en aquellos casos en que los cursos temporales de ambas respuestas a
olor son suficientemente diferentes como para que las dos componentes puedan ser
claramente distinguidas. En la presente seccién, propondremos un método de uso mas
general (método 1) que permitira estimar la amplitud de la comiente de supresion y
corregir su efecto sobre la corriente neta inducida por el olor, independientemente de la
magnitud relativa y curso temporal de ambas componentes. Para esto haremos uso del
hecho de que la curva |-V de la supresion puede ser aproximada a una recta (en un rango
de potenciales apropiado) que corta al eje horizontal en un potencial V = Vm'n’ cuyo valor
sera aproximado por el promedio experimental de -39 mV (ver seccion 1). La pendiente
de la recta variara de una célula a la otra y podra estimarse en cada caso midiendo el
valor de la respuesta a olor a 0 mV, potencial en el que la coriente neta sera igual a IS
(por tratarse del potencial de inversion de la corriente de transduccion).

Los graficos de la Figura 15 A, B y C muestran los resultados de la aplicacion de este
método de comeccion a las curvas coriente-voltaje de las Figuras 8, 9 y 10,
respectivamente. En cada caso se muestra la curva |-V de la respuesta neta (I -,
circulos llenos) y la curva |-V de la corriente de transduccion (circulos vacios) obtenida
luego de corregir la curva experimental utilizando el método general (método Il). En los
graficos B y C se ha incluido también la comreccion realizada en la seccion Il (método I,
cuadrados; ver Fig. 12) con la finalidad de comparar ambos resultados. Analicemos, en
primer lugar, la forma de las curvas experimentales obtenidas en cada uno de estos tres
ejemplos. En el caso de la neurona en A (ver Fig. 8), las cinéticas de I, e |- no son
substancialmente diferentes y la magnitud de IT es -en general- mayor que la de IS’ de
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modo que la corriente de supresion es apantallada por la corriente de transduccién, salvo
a 0 mV, donde |- se anula; la curva |-V neta aparece desplazada hacia la derecha, sin
presentar una mayor distorsién en su forma. La curva experimental en B, sin embargo,
muestra un desplazamiento mucho mas pronunciado, debido a que la magnitud de I es
similar a la de | (ver Fig. 9). Por ultimo, en el caso C la curva |-V de la coriente neta
activada por el olor muestra un alto grado de distorsion (sin cambiar de signo en todo el
intervalo de potencial estudiado). Esta alteracion tan radical de la curva |-V se debe a que
en esta neurona la magnitud de I, es mayor que la de IT para casi todos los potenciales
(ver Fig. 10). Respecto a la correccion de la supresion, se ve que la aplicacion del método
general permitio, en los tres casos, la obtencién de una curva |-V caracteristica de la
corriente de transduccion excitatoria; independientemente de la magnitud relativa y curso
temporal de las dos componentes de la coriente neta. Los graficos B y C -
correspondientes a las neuronas de las Figs. 9 y 10, donde la cinética notoriamente
diferente de | L e |- permitid su distinciéon y cuantificacién (método |)- nos permiten poner
a prueba la validez de nuestro método general. En B, ambos métodos dieron resultados
virtualmente idénticos, mientras que en C, los dos procedimientos dan valores levemente
diferentes soélo en los dos puntos comrespondientes a los potenciales mas positivos. Esta
pequena diferencia puede ser atribuida principalmente al decaimiento (rundown) de las
corrientes dependientes del potencial, que en esta célula en particular fue mayor que lo
usual. Los valores positivos fueron principalmente afectados por haber sido tomados al
final del experimento, cuando el efecto del decaimiento era mas pronunciado.

En conclusion, los resultados indican que sin importar cuan anémala sea la relacion
I-V de las corrientes inducidas por olor, su forma y potencial de inversion se aproximan
claramente a los de la transduccién, luego de comegir el efecto de la supresion por
cualquiera de los dos métodos, siendo el método |l de uso mas general.

En la Fig. 16 (mismos registros que en la Fig. 9A) se muestra un ejemplo en que se
han aislado ambas componentes de la respuesta a olor (IOD) en funcion del tiempo. En
aquellas células que solo respondieron al olor con supresion se observo que el desarmollo
temporal de | L podia ser aproximado por una funcién de Boltzmann. En la Fig. 16 (amiba)
puede comprobarse la validez de este ajuste pues en este caso | =la (V=0mV). En
los registros del centro y abajo ( +30 y +50 mV, respectivamente) se ha extrapolado la
funcién de ajuste hasta el final del pulso de potencial, obteniéndose la corriente IT en
forma aislada, luego de restar la componente de supresién a la corriente neta.
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Figura 16. Descomposicion de la corriente inducida por olor en sus dos
componentes. En los registros de la Fig. 9 se han aislado los componentes |, e | -de la
corriente neta inducida por el olor (I P) en funcién del tiempo. A 0 mV (arriba) | L coincide
conl opY ha sido ajustada a una funcion de Boltzmann (linea quebrada, |, = A/(1 +
Bexp(t/q)l,) A=39pA, q=85ms, B=0,02 pA). La misma funcién predice la d%pendencia
temporal de | L para otros dos potenciales (+30 mV: A =72 pA, q = 141 ms, B = 0,03 pA, al
centro; +50 mV: A =112 pA, q = 283 ms, B = 0,18 pA, abajo).

B. La supresion es independiente de la quimiotransduccion.

En las secciones anteriores se mostrd que el fendmeno en estudio es diferente del efecto
excitatorio y que la evidencia indica que se trataria de una supresién de las corientes
activadas por el potencial. Ademas de aportar mas evidencias en favor de la Ultima
afirmacion, en esta seccidon se mostrara que el mecanismo responsable de este efecto de
los olores es independiente de las vias de transduccion.
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1. La supresion es un fenédmeno inespecifico.

Como se menciond, el efecto supresivo esta presente virtualmente en todas las neuronas
olfatorias estimuladas con la mezcla | (94%, n = 121). Esta falta de selectividad contrasta
con la especificidad que caracteriza a las vias de transduccion olfatoria. En C.
caudiverbera la activacion de las vias excitatoria o inhibitoria - al estimular con la mezcla |
o ll- se observa en el 35 y 36% de las neuronas, respectivamente (Morales, 1995). En
estos casos, la puesta en marcha de los mecanismos de transduccion via segundos
mensajeros requiere de la unidon de las moléculas odorantes a receptores especificos
ubicados en la membrana de los cilios olfatorios. Consistentemente, no se han observado
hasta ahora corrientes de transduccion en neuronas que han perdido sus cilios durante el
procedimiento de disociacion. Por el contrario, en este trabajo, las respuestas
supresivas estaban también presentes en células sin cilios. Estos resultados
sugieren que la supresion es independiente de las cascadas de transduccion.

Una evidencia que amplia el caracter inespecifico de la supresién esta dada por el
hecho de que I. no sdélo es activada por odorantes florales y frutales (mezcla I) sino
también por olores putridos. La Fig. 17A muestra un ejemplo de la supresién causada por
un estimulo de olores putridos (mezcla Il), que no presenta diferencias aparentes con la
supresion generada por la mezcla |. Sin embargo, las corrientes de supresion generadas
por la mezcla Il fueron - en general - de menor magnitud que las observadas al estimular
con concentraciones similares de la mezcla .

Por otro lado, como se muestra en la Fig. 17B, también es posible observar
supresion por olores en neuronas olfatorias aisladas de rata. En este ejemplo, pulsos
despolarizantes desde -70 mV hasta 0 mV o +30 mV indujeron una gran corriente de
salida transitoria (Lynch y Bamy, 1991) - ausente en el sapo chileno- seguida por la
corriente de salida de decaimiento lento. El estimulo de olor (mezcla Il, en este caso)
produjo una reduccion de la corriente de salida de ~60%, de una manera virtualmente
idéntica que en el sapo (n = 26). La mezcla | produjo efectos supresivos similares (n = 40,
no se incluye).

El hecho de que la supresion sea inducida por odorantes de diversa naturaleza y que
ésta también se observe en neuronas olfatorias de la rata al estimular con las mismas
mezclas de olores, respalda la nocién de que la supresion es un efecto inespecifico de
los odorantes sobre los canales activados por el potencial.

2. Localizacion de la supresion.

Como se ha sefalado anteriormente, en los cilios olfatorios ocurre la parte principal - o la
totalidad- de los procesos involucrados en la quimiotransducciéon, desde la union de las
moléculas odorantes a los receptores ciliares hasta la apertura de las conductancias que
generan la respuesta eléctrica. Consistentemente con esto, en experimentos de
estimulacion con odorantes en forma localizada sobre distintas zonas de una neurona
olfatoria, las respuestas de transduccién mayores y mas rapidas se obtienen al estimular
localmente la regidén de los cilios (Lowe y Gold, 1991; Morales y cols., 1994).
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Figura 17. Supresién por la mezcla Il en neuronas olfatorias de Caudiverbera y de la
rata. A. Supresion inducida por odorantes putridos en una neurona olfatoria del sapo.
Control: estimulacion con un pulso de Ringer. B. Se presentan en forma superpuesta dos
registros realizados en una neurona olfatoria de rata (a 0 mV y +30 mV), en los que se
muestra la supresion generada por odorantes de la mezcla |l.

Se ha mencionado que el efecto de supresion esta presente en todas las neuronas
olfatorias, independientemente de la presencia de los cilios. Sin embargo, considerando
la posibilidad de que parte de la maquinaria de trasduccion pudiese residir en el botdn
dendritico, o simplemente que existieran cilios que no hayan sido visibles, se realizaron
experimentos de estimulacion localizada (n = 4) para estudiar el mecanismo que subyace
a la supresion y descartar que la generacion del efecto requiera de algunas de las etapas
iniciales de la transduccion.

La Fig. 18A muestra la respuesta a pulsos de olor idénticos aplicados en forma
localizada en la zona de los cilios y posteriormente en el soma de una neurona olfatoria
(con 4 6 5 cilios, de unos 20 mm de largo), en la que la distancia entre el botén dendritico
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y el soma era de 40 — 50 mm. El registro muestra la supresién de la corriente neta |
activada por un pulso de potencial de OmV (V = -70 mV) al estimular - desde la
misma distancia- la zona de los cilios y luego r(leagé[)ma. El voltaje al cual se realizé el
experimento (0 mV), se escogio por tratarse del potencial de inversion de la corriente
excitatoria, de modo que - en caso de existir- esta cormriente no afecte la medicién de la
supresion. La ausencia de una comriente de cola indica que esta célula no
quimiotransducia el estimulo aplicado. Los odorantes (mezcla I) generaron una corriente
de supresién de 75 pA (8%), cuando la aplicacion se realizé sobre los cilios y de 150 pA
(20%) cuando se estimuld el soma. Probablemente, la supresién observada al estimular
los cilios se debié a los odorantes que difundieron hacia el cuerpo celular. La mayor
latencia y curso temporal mas lento registrados en este caso respaldan esta
interpretacion. Este resultado es contrario a lo que se esperaria si la supresion fuese un
efecto sobre los canales de transduccion o sobre cualquiera de los componentes
anteriores de la cascada.
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Figura 18. Localizacioén de la supresion. A. En forma superpuesta se muestra la
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supresion inducida en una neurona incapaz de transducir la mezcla |, estimulada
localmente en la region de los cilios y posteriormente en el soma, durante una
despolarizacion a 0 mV. B. Un experimento similar realizado en una neurona que si
transducia el estimulo de olor. Controles: estimulacion con Ringer.

Un segundo ejemplo se muestra en la Fig. 18B, donde se utilizé el mismo protocolo
de estimulacion en otra neurona de caracteristicas geométricas similares, pero capaz de
transducir los odorantes de la mezcla | (n6tese la corriente de cola al retornar al potencial
de mantencion). En este caso, al estimular la region de los cilios se observd una
supresion unos 80 pA mientras que la posterior estimulacion del soma aumento el efecto
hasta unos 120 pA; por el contrario y como era de esperar, la magnitud de la cormriente de
transduccién es mayor al localizar el estimulo cerca de los cilios, como lo indica el mayor
tamano de la corriente de cola.

3. Latencia de la supresién

En el caso de la activacion de la via de transduccion excitatoria, se ha encontrado que el
tiempo que transcurre entre la aplicacién del pulso de olor y el desarrollo de la corriente
de transduccion (latencia) es de centenares de milisegundos. Tal latencia es consistente
con la idea de la participacion de mensajeros secundarios -en este caso el AMPc- en el
proceso que culmina con la apertura de las conductancias de transduccion. En C.
caudiverbera, la latencia del efecto excitatorio ha mostrado cierta variabilidad
dependiendo de la intensidad del estimulo aplicado, obteniéndose valores entre 300 y
900 ms para pulsos prolongados (> 2 s) y superiores a 1 s para estimulos cortos (<100
ms), manteniéndose constante la distancia y presion (Morales, 1995). En el mismo
estudio, las latencias de las respuestas inhibitorias activadas por olores putridos,
oscilaron en el rango de 167 ms para pulsos prolongados (2.5 s) y 400 ms para pulsos de
corta duracién (500 ms). Durante el desarollo de esta Tesis, se obtuvieron valores
similares. En la Fig. 19A se muestra un ejemplo representativo de la corriente de
transduccion |- activada por un pulso de la mezcla | a un potencial en que las corrientes
ISe IO son despreciables (-50 mV). La latencia de IT es, en este caso, de 560 ms.

La latencia del efecto supresivo mostré también cierto grado de variabilidad,
dependiendo de la distancia a la que se aplicaba el estimulo, su duracion y la presion del
pulso. Dichas variables determinan la concentracion de odorantes que existira cerca de la
célula al final de cada pulso, pudiéndose estimar este valor en cada configuracion,
mediante la técnica desarrollada en la seccién Métodos. Ahora, no sélo la concentracion
final a nivel de la célula puede variar, sino también la rapidez con que este valor se
alcanza. Esto puede apreciarse al observar las curvas de despolarizacién por pulsos de
solucion alta en potasio (Fig. 2A, seccion Métodos); donde, al aplicar pulsos de presion
creciente, a 40 ym de distancia, el tiempo necesario para alcanzar una concentracion
capaz de generar una corriente de K observable (latencia) es mayor mientras menor sea
la presion del estimulo. Como se puede apreciar en la Fig. 14, lo mismo ocurre con la
latencia de la supresion al aplicar estimulos de intensidad variable.

Por lo sefnalado anteriormente, los esfuerzos se centraron en determinar el valor
minimo de la latencia de la supresion, que es lo que - en definitiva- puede entregar
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informacion respecto del mecanismo involucrado. Para esto se aplicaron pulsos de 1,5 s,
a 20 ym de distancia y utilizando altas presiones (12 - 14 psi). Con el fin de estimar el
tiempo de difusion de las moléculas del estimulo a través del medio extracelular, se
comparo la latencia del efecto supresivo con la latencia de la despolarizacion por potasio.
Para esto, se utilizaron pipetas de estimulo dobles, que contenian olor en solucion
externa normal en un cafién y solucion alta en potasio (100 mM, ver Tabla 1) en el otro; y
se aplicaron pulsos idénticos sobre la misma célula. Un ejemplo representativo de este
experimento (n = 15) se muestra en la Figura 19B. Los tiempos transcurridos desde el
comienzo del estimulo hasta la aparicién de la respuesta eléctrica fueron muy similares
en ambos casos: la despolarizacion por el pulso de potasio demord unos 10 ms - valor
similar al obtenido en el reporte original de Firestein y Werblin, 1989- mientras que para el
efecto de supresién se midid un retardo de aproximadamente 30 ms. Restando la latencia
del efecto del potasio, estimamos el valor de la latencia de la supresion en unos 20 ms.
En 15 experimentos en que se utilizd6 el mismo protocolo, se encontraron resultados
similares, con una latencia promedio de 19 + 13 ms (promedio + D.E.).

A
control 100 pa |
g 05 =
odorantes
I I —
— S0 mM T0mY

= 200 pA|_

darantes

| 0my I
S0 omy

Figura 19. Latencias de las corrientes de transduccion y supresion. A. Registro

representativo de la corriente de transduccion activada por la mezcla I. Latencia = 560 ms.
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B. Comparacién de las latencias de la supresion por olor (mezcla ) y de la corriente
generada por un pulso de Ringer alto en K (100 mM), en otra neurona olfatoria. Los

estimulos fueron aplicados mediante una pipeta doble sobre el cuerpo celular. El inserto
muestra un detalle de estas dos corrientes; la flecha indica el co+mienzo de los estimulos.
Las latencias fueron de 10 ms y 30 ms para los estimulos de Ky olor, respectivamente.

La rapidez del mecanismo responsable de la supresién de las corientes activadas
por el potencial contrasta con los cientos de milisegundos que toma la generacién de las
respuestas excitatorias e inhibitorias. Esto constituye un argumento mas en favor de la
independencia entre la supresion y la quimiotransduccién, sugiriendo, ademas, que se
trataria de wun efecto directo de las moléculas de olor sobre los canales
voltage-dependientes.

4. Permanencia de la supresion.

Otra distincion importante entre transduccion y supresion es que las corientes de
transduccion exhiben un decaimiento hasta eventualmente desaparecer, en tanto que las
corrientes de supresion estan presentes mientras las corientes dependientes del
potencial lo estén. Si bien las corrientes voltaje-dependientes son susceptibles de decaer,
este efecto es mucho menos pronunciado. En células que transducian los olores
utilizados, |- usualmente podia observarse durante todo el tiempo que duraba un
experimento promedio (unos 20 min), aunque al cabo de ese tiempo su magnitud se
habia reducido tipicamente en un 50% - 75%. En algunos casos se pudo apreciar la
desapariciéon completa de la comriente de transduccién, mientras las cormientes
dependientes del potencial mostraban una disminucion de un 20% - 30%. Esto se
observé principalmente en experimentos en que fue posible mantener la condicion de
célula completa durante mas tiempo (desde unos 40 min hasta mas de una hora). La
menor sensibilidad de | al decaimiento, comparado con I.I_, es consistente con la nocién
de que IS no es dependiente de segundos mensajeros, contrariamente a IT .

C. Las cuatro conductancias dependientes del potencial son
suprimidas por pulsos breves de olor.

En las secciones anteriores se ha mostrado que la coriente neta de salida I0 es
susceptible de ser bloqueada por pulsos cortos de olor. Utilizando agentes
farmacologicos y el reemplazo de iones (ver seccion 1.B.1), se estudid la posible accion
supresiva de los odorantes sobre las diferentes conductancias voltaje-dependientes.

1. Corrientes de potasio.

La coriente neta de potasio (I ) esta constituida por una componente tipo rectificador

tardio (l,,,) y otra dependiente de calcio (I ). Como se mostrd en la seccion | B.1 de
+

este capitulo, la perfusion del bafio con so?ucmn Ringer 0-Ca  (ver Tabla I) permite

eliminar - o disminuir significativamente- esta ultima componente. En la Figura 20A se

muestran en forma superpuesta las corrientes inducidas en una célula por un pulso de

58

Sanhueza Toha, Magdalena



RESULTADOS

potencial de -70 mV a +30 mV, bajo Ringer normal y bajo Ringer 0-Ca++. Las curvas |-V
de las familias de corrientes medidas al final de diferentes pulsos de voltaje (e_rua misma
célula) se presentan en la parte B (Ringer normal: circulos llenos; Ringer 0-Ca : circulos
vacios). En esta célula, la supresion df | bajo Ringer normal fue de 700 pA (Fig. 20C).
Durante la exposicion a Ringer 0-Ca  pudimos medir la supresion de | en forma
aislada, estimulando con los odorantes diluidos en esa misma solucién externa. Esta
componente de la corriente de salida fue suprimida en 500 pA (Fig. 20C). Si se ignora el
posible decaimiento de las corrientes, la diferencia entre la supresion de |y la supresion

de | ., corresponde a la supresién de | ; de modo que para esta célula la supresion
de | ., coresponde a ~70% de la supresion de la corriente neta total, comrespondiendo el
otro ~30% a la supresion de | . Se obtuvieron resultados similares en otras cuatro

- KCga . 0 .
neuronas, si bien tanto los porcentajes de supresiéon como la contribucién relativa de cada

componente a la corriente neta | _ fueron diferentes en cada caso. La Fig. 20D muestra un
caso extremo en que los olores suprimieron completamente la coriente de salida bajo
ambas condiciones, indicando que las dos componentes, lKV e IKCa fueron totalmente
suprimidas.

2. Corrientes de sodio y calcio.

Si se reemplaza el potasio por cesio en la pipeta de registro, un porcentaje importante de
la corriente de salida es abolido, lo que permite una mejor visualizacion de la corriente de
entrada de sodio (l,, ), siendo incluso posible - en algunos casos- observar la corriente
mantenida de calcio (I ). Ambas corientes de entrada pueden ser perfectamente
diferenciadas debido a su diferente curso temporal (ver seccion 1.B.1). Para investigar si
los odorantes suprimen estas conductancias, se aplicaron pulsos de olor de 0,5 s de
duracion e intensidad creciente. Considerando el rapido desarrollo e inactivacion de las
corrientes de sodio (a —10 mV, potencial que genera la coriente maxima, ambos
procesos ocurren dentro de los primeros 5 ms), el tiempo necesario para la difusion de las
moléculas odorantes y la latencia del efecto estudiado, fue necesario modificar el
protocolo tipico utilizado para las corrientes de potasio, comenzando el estimulo de olor
con anterioridad (450 ms) a la aplicacion del pulso de potencial. Al igual que en el caso
de | , la corriente IN activada por el primer pulso despolarizante aplicado en presencia
de los odorantes ingujo la supresion de esta cormriente, indicando que en este caso
tampoco es necesario que los canales estén abiertos para ser suprimidos.

En la Fig. 21A se muestra un ejemplo en que fue posible observar ambas corrientes
de entrada activadas por una despolarizacion hasta —10 mV. La familia de curvas
comresponde a las corientes inducidas por el pulso despolarizante en presencia de
diferentes concentraciones de olores de la mezcla |. Los estimulos de olor suprimieron
ambas conductancias de entrada de una manera dosis-dependiente (se incluye un control
con Ringer). Para descartar una posible contribucion de la inactivacion de los canales de
sodio a la reduccién observada en INa’ el intervalo de tiempo que se esperd entre la
aplicacion del protocolo con una determinada concentracion de olor y la siguiente
estimulacion, fue suficientemente largo como para asegurar la remocion total de la
inactivacién de esta corriente (~ 20 s). El efecto de rundown fue también considerado:
durante el periodo de tiempo que tomd la obtencién de la familia de corrientes de la Fig.
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21A, se realizaron varios registros control, los que permitieron estimar la magnitud del
rundown y asignar un factor de comreccion a cada una de las corrientes (las corrientes en
la Fig. 21A han sido ya comegidas). La relacion dosis-supresion de IN para el
experimento en A se muestra en la parte B. La supresion de esta corriente a?canza un
maximo de ~70% en esta célula particular (n = 12). En general, concentraciones de olor 3
5 mM fueron capaces de inducir un efecto supresivo observable, siendo la supresion
maxima de 72 + 18% (promedio = D.E.).

FALTA FIGURA!!!

La Fig. 21A muestra también que existe supresion de la corriente mantenida de
calcio de una manera dosis-dependiente. Sin embargo, en este caso fue dificil construir
una curva de dosis-respuesta, debido a la pequefia magnitud de esta cormiente y a la
posible contribucidon de otras corrientes pequenas (posiblemente de cesio u otros iones;
Madrid y Bacigalupo, resultados no publicados; ver Delgado y Labarca, 1993). Por estas
mismas razones, fue posible distinguir la presencia de la corriente de calcio en sélo 3 de
las 12 células en que se realizd el experimento. Como se vio en la seccién |.B.1, es
posible aislar completamente la coriente de calcio mediante la adiciéon de TEA al medio
extracelular, sin embargo, en estas condiciones no fue posible mantener una célula
durante el tiempo necesario para realizar repetidas estimulaciones con olor. En todo caso,
el propdsito de averiguar si la comiente de calcio es susceptible de ser suprimida por
pulsos de olor en una forma dosis-dependiente se logré, alcanzandose una reduccion de
cerca del 100% de su magnitud.

En consecuencia, en esta seccion hemos mostrado que todas las conductancias
dependientes del potencial presentes en C. Caudiverbera son suprimidas por pulsos de
olor de concentracién y duracién similares a los usualmente utilizados para el estudio de
la transduccion en neuronas olfatorias aisladas.

D. Supresion por olor en células no olfatorias.

Si la supresion es un efecto inespecifico sobre los canales dependientes del potencial de
las neuronas olfatorias que es independiente de las cascadas de transduccion existentes
en esta célula sensorial, ésta podria afectar también a los canales iénicos presentes en
células de otros tejidos. Con el objetivo de investigar esta posibilidad, aplicamos pulsos
de olor (mezcla 1) - de caracteristicas similares a los utilizados hasta ahora — a células
fotoreceptoras de Drosophila y examinamos su efecto sobre las corrientes dependientes
del potencial. La Figura 22 muestra la supresion por odorantes de la corriente neta de
salida activada al despolarizar la membrana desde —70 mV hasta 0 mV. La cormriente de
supresion generada corresponde a ~40% de la cormriente neta de salida (corriente de
potasio tipo rectificador tardio; Hardie, 1991) y presenta una cinética similar a la
observada en las neuronas olfatorias del sapo y de la rata.

Este resultado sugiere que la supresion es un efecto de las moléculas de olor sobre
los canales activados por el potencial, sin importar el tipo celular. Pero principalmente,
éste demuestra que la supresion es independiente de la transduccién olfatoria.
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Figura 22. Supresion por olor de las corrientes activadas por el potencial en
fotorreceptores de Drosophila. Durante una despolarizaciéon a 0 mV (bajo V-controlado,
v =-70 mV) se aplicé un estimulo de olor (barra) a una de las células fotorreceptoras
Mant e .
de un omatidio aislado. Control: pulso de Ringer.

E. Significado fisiolégico de la supresion.

La respuesta excitatoria inducida por los odorantes en una neurona receptora consiste en
la generacion de un potencial de receptor despolarizante, causado por la activacién de
las conductancias de transduccion excitatorias, acompafado de un aumento en la
frecuencia de descarga de potenciales de accion. En las secciones anteriores se ha
mostrado que al estimular con pulsos breves de olor a las neuronas olfatorias aisladas, la
corriente de supresion se suma a las corrientes de transduccion (en condiciones de
V-controlado). Una pregunta importante es, entonces, si el fenémeno de supresién podria
contribuir a la respuesta neuronal a olor, produciendo cambios en el potencial de
membrana y afectando los patrones de descarga. Para evaluar esta posibilidad, se
realizaron experimentos en condiciones de célula completa y cormriente-controlada
(I-controlada), estudiando el comportamiento del potencial de membrana durante la
estimulacioén con olor. Para esto, se utilizaron neuronas incapaces de quimiotransducir los
olores usados (mezcla |) de manera de averiguar si el fendmeno de supresion puede -
por si mismo- generar cambios en la frecuencia de descarga de potenciales de accién en
neuronas disociadas.

La Fig. 23 muestra la descarga de una neurona olfatoria que en la situacion de
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V-controlado sélo respondié a la mezcla | con una corriente de supresién (ver inserto). La
descarga regular de potenciales de accién exhibida por esta neurona fue inducida al
despolarizarla mediante la inyeccion sostenida de 2 pA de coriente (en el reposo, su
potencial de membrana era de ~ -65 mV). En forma sucesiva, se aplicaron un pulso de
solucion Ringer (control) y tres pulsos de olor de concentracion creciente (60 - 80 uM). El
pulso de Ringer no produjo alteraciones en la frecuencia de descarga (trazo superior); los
pulsos de odorantes, en contraste, generaron despolarizaciones transitorias,
incrementando la frecuencia de descarga y disminuyendo el tamafo de los potenciales de
accién (trazos centrales). Durante el estimulo mas intenso, los potenciales de accion
cesaron repentinamente, probablemente debido a la supresion de los canales de sodio
(ver Discusion). La subsecuente estimulacion con olor al potencial de —50 mV (ver Fig.
23), no produjo ningun efecto observable (no se incluye). Una vez reiniciada la descarga
(luego de hiperpolarizar la célula hasta —80 mV y despolarizarla nuevamente), la
repeticion del mismo protocolo arojo resultados idénticos (no se muestra).

Un efecto similar se observé en 8 neuronas olfatorias (que sélo respondian con
supresion a la mezcla |) al ser estimuladas mientras presentaban una descarga regular
de potenciales de accion. En estas neuronas, la descarga tonica se produjo ya sea en
forma espontanea, luego de hiperpolarizarlas mediante inyeccion de corriente durante
unos segundos y posteriormente volver a la condicion de corriente cero (off-spikes), o al
despolarizarlas respecto de su condicion de reposo. La concentracion de olor necesaria
para inducir el cese de la descarga varié entre 40 y 130 uyM, con un promedio de 70 pM.

En la Fig. 24 se presenta otro ejemplo que ilustra el efecto de la supresién sobre la
descarga neuronal y que permite su comparacion con la activacion de la cascada de
transduccién excitatoria en la misma célula. Esto fue posible debido a que se trata de una
neurona que al comienzo del experimento respondid a la mezcla | con la activacion de la
corriente de transduccion despolarizante, pero que luego de algunos minutos perdid
definitivamente esta capacidad, conservando solo la coriente de supresion
(probablemente debido al rundown de los componentes de la cascada de transduccion;
ver seccion 1l1.B.4). Las respuestas a olor exhibidas por la célula en condiciones de
I-controlada durante ambas etapas se grafican en la Fig. 24. Los insertos de las partes A
y B de esta figura presentan la cormiente neta inducida por el olor en la situacién de
V-controlado, al comienzo y al final del experimento, respectivamente. La pérdida de la
corriente de transduccion excitatoria puede deducirse de la desaparicion de la corriente
de cola. En I-controlada, la neurona se encontraba originalmente a un potencial de
reposo de ~ -74 mV, descargando esporadicamente un par de potenciales de accion en
forma espontanea (misma neurona de la Fig. 7B). La activacion de la transduccion por el
pulso de olor (50 uM) indujo una pronunciada despolarizacion (hasta ~ -30 mV), gatillando
la descarga de 3 — 4 espigas. Un ejemplo de esta tipica respuesta excitatoria se muestra
en la Fig. 24A. Durante la etapa final del experimento, sin embargo, la estimulacién con
un pulso de 130 uM de olor no indujo cambios apreciables del potencial en la situacion de
reposo (no se incluye), pero al inducir la descarga mediante inyeccion de corriente y
estimular en esas condiciones, se observé un comportamiento similar al ilustrado en la
Fig. 23: una leve despolarizacién acompafiada de un pequefio aumento en la frecuencia
de descarga, hasta llegar al punto en que la descarga cesa totalmente, situacion que
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muestra el registro de la Fig. 24B.
FALTA!!

En neuronas que no presentaban actividad espontanea, el efecto de la supresion al
potencial de reposo podia ser nulo, levemente despolarizante o levemente
hiperpolarizante, por lo que se realizé un analisis sistematico de la polaridad y magnitud
de este potencial de receptor en funcion del potencial de membrana. Para esto, neuronas
silentes mantenidas en condiciones de I|-controlada y cuyo potencial de membrana era
modificado mediante inyeccion de corriente, fueron estimuladas a diferentes potenciales
con pulsos idénticos de la mezcla |. Los resultados fueron despolarizaciones o
hiperpolarizaciones, dependiendo del potencial de membrana existente en el momento de
la aplicacién del estimulo. El valor del potencial al que este efecto del olor cambiaba de
signo, varié de una célula a otra y fue usualmente diferente del potencial de reposo de la
neurona. En la Fig. 25 se muestran dos ejemplos comespondientes a diferentes
neuronas. En la primera neurona (Fig. 25A) la aplicacién del estimulo de olor al potencial
de reposo (~-60 mV), indujo una hiperpolarizacion muy leve (de unos 2 mV,
aproximadamente). Para un potencial de membrana mas negativo (~ -90 mV) se genero
una pronunciada hiperpolarizacién (de unos 20 mV); mientras que para potenciales
mayores que —50 mV se produjeron despolarizaciones cada vez mas apreciables. La Fig.
25B grafica esta variacién en el potencial de membrana (DV) en funcién del valor del
mismo (V) en el momento de aplicar los odorantes. Los datos se ajustan bien a una recta
que cambia de signo a un potencial de —55 mV, valor relativamente cercano al potencial
de reposo. En las Figuras 24 C y D (correspondientes a la misma neurona de la Fig. 23)
se muestran los registros obtenidos al aplicar los olores a diferentes potenciales de
membrana y el grafico de DV versus V, respectivamente. En este caso, la estimulacion al
potencial de reposo (~ -65 mV) indujo una clara despolarizacion y el grafico en C predice
una inversion del efecto cercana a —80 mV.
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Figura 24. Comparacién entre los efectos de transduccion y supresiéon en la misma
neurona. A. Respuesta de una célula (I-controlada, | = 0) estimulada con un pulso de la
mezcla | (60 uM), mientras se encontraba silente. Inserto: registro obtenido previamente
en condiciones de V-controlado, utilizando un estimulo idéntico. Notese la corriente de
cola al refornar a -70 mV. B. En una etapa posterior del experimento, la célula descargé
reqularmente luego de ser despolarizada mediante la inyeccién de 2 pA. Un pulso de olor
(130 uM) indujo el cese de la descarga. La repeticion del estimulo (a V =-50 mV) no
produjo un efecto evidente (no se incluye). Inserto: En V-controlado, la estimulacién con un
pulso similar sélo indujo supresion.
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Figura 25. Efecto de Ila supresién en funcion del potencial de membrana. A.
Respuestas a cuatro potenciales de membrana diferentes (indicados junto a cada
registro), en condiciones de corriente controlada (el potencial de membrana de la célula
fue modificado mediante inyeccion de corriente). B. Cambios de voltaje inducidos por el
olor (méximos) en funcioén del potencial de membrana (medido antes de la aplicacion del
estimulo), para la célula en A. C. Otro ejemplo, (la misma célula que en 23A). D. Relacion
AV vs. V, para la célula en C.

Los resultados indican que los olores pueden afectar la descarga de potenciales de
accion de las neuronas disociadas no solamente a través de la activacion de cascadas de
transduccién, sino también suprimiendo a las conductancias dependientes del potencial
que participan en la generacion y mantencion de la descarga neuronal. La posibilidad de
que la supresién tenga una participacion en la modulacién de la descarga de las
neuronas olfatorias in situ, asi como las caracteristicas y posibles implicancias de esta
funcion, seran discutidas en el siguiente capitulo.
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DISCUSION

La transduccién olfativa es un proceso que depende de la accién de segundos
mensajeros intracelulares y cuya latencia es de cientos de milisegundos. La via de
transduccién que ha sido mejor caracterizada en vertebrados tiene por mensajero
secundario al AMPc y su resultado es un aumento en la descarga de potenciales de
accion. En C. caudiverbera y en la rata, la estimulacion de las neuronas olfatorias con una
mezcla de odorantes florales y frutales (mezcla |) induce mayoritariamente este tipo de
respuestas (Sanhueza y cols., 2000).

Durante el desarrollo de esta Tesis se observé que al utilizar pipetas de estimulo que
permitian la llegada de los odorantes a toda la célula, las cormientes inducidas por la
mezcla | variaban ampliamente de una neurona a otra, tanto en el curso temporal como
en la dependencia del potencial. Con frecuencia estas respuestas se alejaban claramente
de las que resultan de la activacion de la via del AMPc y tampoco se parecian a las
respuestas de tipo inhibitorio, causadas por una coriente de potasio inducida por olor
(Morales y cols., 1994). Estas observaciones motivaron un estudio detallado y
comparativo de las respuestas a la mezcla | registradas en las configuraciones de voltaje
y corriente controlados, en distintas células y para diferentes localizaciones del estimulo
de olor. Este estudio permitié descubrir la existencia de un efecto de los odorantes que es
diferente de la transduccion y cuya participacién en la respuesta a olor no habia sido
reportada hasta ahora. En esta Tesis se han estudiado con cierto detalle las
caracteristicas de este fendmeno, determinandose que se trataria de una supresién de
las conductancias dependientes del potencial ubicadas en el cuerpo celular. Los
resultados indican que el mecanismo que subyace a esta supresion es independiente de
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la transduccion y que se trata de un efecto directo e inespecifico de los odorantes sobre
los canales somaticos. La eventual activacion de la cascada de transduccién junto al
efecto de supresion - cuya magnitud depende de factores que se discutirdn mas adelante
- explica la variedad de respuestas observadas en neuronas olfatorias aisladas. Se
desarmoll6 un método de comeccion que permite aislar ambas componentes de la
respuesta a olor. Por ultimo, se ha investigado la posible participacion del efecto de
supresion en la respuesta fisioldégica a los odorantes, observando su efecto sobre la
descarga neuronal.

Caracterizacion de la supresién por olor.

Se denomind corriente de supresion (1) a la corriente inducida por olor (I - ~) en aquellas
neuronas que no transducian los odorantes aplicados. En estas neuronas, se estudiaron
las propiedades de la corriente | ., determinandose que ésta comienza a ser detectable a
partir del mismo valor del potencial que la corriente activada por despolarizacién (I ) y
que su signo es siempre negativo, contrariamente a | . La magnitud de IS crece
linealmente con el potencial en el rango estudiado, similarmente a lo que ocumre con la
magnitud de | _en ese mismo rango; I, sin embargo, no supera nunca en magnitud a | .
La curva |-V 8e | difiere de las asociadas a las distintas conductancias presentes e%
estas células, y ademas, dadas las condiciones idnicas de nuestros experimentos
(condiciones fisiolégicas), ésta no puede ser explicada por la apegura 51_9 canales ionicos.
Por ultimo, el efecto no parece involucrar al transportador de Na -Ca™ , a juzgar por los
experimentos con litio.

Estas propiedades de la corriente IS’ junto al hecho de que la exposicidén crénica a
los odorantes produce una supresion inespecifica y reversible de la activacion de
corrientes voltaje-dependientes en neuronas olfatorias disociadas (Kawai y cols., 1997),
indican que el efecto del olor que estamos estudiando se debe, efectivamente, al ciere
de conductancias dependientes del potencial. La posibilidad de que esta supresién pueda
ser producida por pulsos de olor de caracteristicas similares a los utilizados para inducir
la quimiotransduccion, no habia sido reportada hasta ahora y sugiere su participacion en
la generacion de la respuesta a olor, al menos en neuronas olfatorias aisladas.

En primera instancia, se ha estudiado la supresion de la cormriente neta de salida |,
por tratarse de una corriente grande y sostenida y por lo tanto facil de abordar. Se ha
visto que |, esta presente en casi todas las neuronas olfatorias estudiadas, en forma
aislada o acompanada por una corriente de transduccion. Para caracterizar la supresion,
sin embargo, se usaron neuronas que no transducian los olores utilizados.

Las concentraciones de olor que inducen supresion son similares a las que activan la
transduccién en neuronas olfatorias aisladas (Firestein y cols, 1990, Morales y cols,
1994), como lo indican las curvas concentracion-respuesta (Figs. 14 y 21). Sin embargo,
en el caso de la cormriente Io la concentracidon necesaria para producir un efecto
observable vari6 ampliamente de una célula a otra; lo mismo ocumié con la magnitud
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maxima de la supresién en cada ceélula (ver Fig. 14). Considerando que la contribucion
relativa a la corriente I0 de los dos tipos de conductancias de potasio activadas por el
potencial cambia de una célula a otra, estas variaciones en la magnitud de la supresion
podrian deberse a una diferencia en la sensibilidad de estos canales al olor (lo que ha
sido observado en la situacion crénica; Kawai y cols, 1997). Por otro lado, la magnitud del
efecto dependia también de una serie de factores geométricos relacionados con la forma
en que los olores eran aplicados a las neuronas. La pipeta de estimulacién era ubicada a
un costado de cada célula y es probable que la concentracién de odorantes no fuese
homogénea a lo largo de toda la superficie. Estas diferencias en la concentracion
dependian del tamano y la forma de las neuronas - incluyendo el largo de la dendrita, que
es altamente variable-, de diferencias en la posicién de la pipeta respecto de la célula, y
de pequefias diferencias en la forma de la pipeta.

La curva |-V de la corriente de supresion pudo ajustarse a una recta en todos los
casos, en el rango de potencial estudiado, aunque la pendiente de ésta varié de una
célula a otra. Esto ultimo se debi6 a diferencias en la magnitud de | ., la que dependia de
la concentracion de odorantes utilizada y de las importantes variaciones en el tamafio de
la corriente | , ademas de los factores sefalados en el parafo anterior. Sin embargo, las
condiciones experimentales permanecieron constantes en cada caso, permitiéndonos
obtener importante informacioén respecto de la dependencia de voltaje y cinética de la
supresion.

En los casos en que los odorantes de la mezcla | activaban la via de transduccién
excitatoria ademas de inducir supresion, ambas corrientes se sobreponian, generando
respuestas complejas y variadas. El grado de distorsién de la curva |-V de la comiente
neta activada por olor depende de las magnitudes relativas de las componentes IS e IT’
siendo mas pronunciado mientras mas cercanos sean estos valores. La respuesta neta
fue comregida restando el efecto de la supresién y la curva |-V comrregida resulté igual a las
reportadas en varias especies cuando los estimulos de olor han sido restringidos a la
membrana ciliar (Kurahashi, 1989; Firestein y cols, 1990; Firestein y Werblin, 1989; ver
Morales y Bacigalupo, 1996; Schild y Restrepo, 1998). En aquellas células en que las
diferencias en el curso temporal de ambos efectos del olor no fueron suficientemente
grandes como para permitir la distincién clara de ambas componentes, pudimos comegir
las corrientes inducidas por olor sélo por el método general (método Il). Este método se
basa en la linealidad de la dependencia de voltaje de I, y en el hecho de que |- se anula
a 0 mV. La validez de este método fue avalada por aquellos casos en que I e |- estaban
claramente separados en el tiempo, permitiendo la estimaciéon de I a partir de los
mismos registros (método 1). En estos casos, ambos métodos dieron resultados
virtualmente idénticos. Las pequefias diferencias entre las curvas comegidas observadas
en algunos casos, son atribuibles al decaimiento de las corrientes dependientes del
potencial. Ademas, fue posible descomponer la comriente neta inducida por olor,

obteniendo aisladamente las corrientes IS e IT en funcion del tiempo (Fig. 16).

En conclusion, independientemente del grado de distorsion presentado por la
respuesta a olor, ésta pudo ser comegida mediante los métodos propuestos. En todo
caso, para disminuir la interferencia de la supresién al estudiar la transduccion a aquellos
potenciales en que los canales voltaje-dependientes se encuentran abiertos, es
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importante enfocar el estimulo sobre la zona de los cilios olfatorios.

El mecanismo de la supresion.

Los resultados indican que la supresion por olor es un efecto inespecifico sobre los
canales ionicos activados por el potencial, presente en practicamente todas las neuronas
olfatorias estudiadas, incluso aquellas que han perdido sus cilios durante el proceso de
disociacién. En contraste, la transduccion es un fendmeno fisiolégico especifico: al
estimular con un olor particular, se inducen corrientes de transduccion en una pequefia
fraccion de las neuronas olfatorias y nunca en células carentes de cilios. Esto sugiere que
el mecanismo responsable de la supresidon es independiente de la transduccién. Mayor
evidencia en este sentido fue aportada por los experimentos de estimulacién localizada.
En ellos se observé que I, era mayor y mas rapida cuando los pulsos de olor eran
dirigidos hacia el cuerpo celular —donde se ubican los canales dependientes del
potencial- que cuando éstos eran aplicados sobre los cilios —donde se localiza el proceso
de transduccién. Por el contrario, la magnitud de la cormiente de transduccion era mayor al
estimular los cilios, como lo indica el analisis de las cormrientes de cola.

La latencia de la cormiente de supresion fue bastante variable, debido principalmente
a diferencias en la intensidad del estimulo (presién del pulso de olor y distancia a la que
éste era aplicado) y a los problemas geométricos que ya se mencionaron. De estos
factores no soélo depende la concentracion final de odorantes en cada punto de la
superficie celular, sino también la rapidez con que se alcanza el nivel requerido para
generar una respuesta eléctrica observable (latencia). Los registros de calibracién (Fig. 2)
ilustran este hecho, puesto que la latencia de la corriente de entrada de potasio depende
claramente de la presion con que se aplica el estimulo. En todo caso, las latencias
minimas observadas fueron al menos un orden de magnitud menores que la de la
transduccién, siendo comparables a la latencia de la corriente de entrada inducida por un
pulso de solucién alta en potasio, aplicado desde la misma distancia y con la misma
presion. Este resultado indica que, contrariamente a la transduccién, los olores causarian
la supresion actuando directamente sobre los canales involucrados, sin la participacion
de segundos mensajeros. Por otro lado, el hecho de que I, sea considerablemente
menos afectada por el decaimiento celular que |, constituye una evidencia adicional en
favor de que la supresion se deberia a una accion directa de los odorantes sobre los
canales somaticos, en contraste con la transduccion que es mediada por una cascada
intracelular.

Otra serie de experimentos aportdé mas antecedentes respecto de la falta de
selectividad del fendmeno de supresion, tanto en lo que se refiere al blanco del efecto,
como a la variedad de odorantes capaces de inducirlo. Los resultados indican que todas
las conductancias activadas por el potencial presentes en C. caudiverbera son suprimidas
por pulsos de olor. Ademas, el efecto de supresién fue inducido tanto por odorantes
florales y frutales (mezcla 1) como por odorantes putridos (mezcla Il) en neuronas
olfatorias del sapo y la rata. Mas aun, la estimulacion con pulsos de olor de
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caracteristicas similares a los utilizados en los receptores olfatorios de estas dos
especies, indujo una reduccién de las corrientes activadas por el potencial en células
fotoreceptoras de Drosophila. Estos resultados indican que la supresion es un fenémeno
altamente inespecifico, que puede afectar a diferentes canales activados por el potencial,
con independencia del tipo celular. La supresion es inespecifica también en el sentido de
que puede ser inducida por odorantes de naturaleza muy diferente. Ademas, los
experimentos en Drosophila muestran claramente que la supresion es independiente de
la quimiotransduccion olfativa.

La falta de selectividad en relacion al blanco de la supresion sugiere que el
mecanismo involucrado es similar al que genera la supresidon de los canales de
transduccion (Kurahashi y cols., 1994) y cuya naturaleza se desconoce. En el presente
trabajo, la diferencia entre la latencia de la cormriente inducida por un pulso de solucion alta
en potasio y la latencia del efecto de supresion fue de unos 20 ms, lo que coincide con el
tiempo que demora el efecto descrito por Kurahashi y cols. (1994). La supresién podria
entonces ser un efecto directo de las moléculas de olor sobre canales iénicos de muy
variadas caracteristicas.

La naturaleza liposoluble de muchos odorantes permite su particion en la membrana
celular, lo que hace posible que éstos supriman la conduccion de corriente a través de los
canales i6nicos de una manera similar a la llamada via hidrofébica de bloqueo de los
canales de sodio por los anestésicos locales (ALs; Hille, 1977b). Segun este modelo, los
ALs lipofilicos producirian su accién bloqueadora al acceder a su receptor en el canal
ionico a través de la membrana lipidica. Esta similitud entre la supresion por olores y la
accion de los ALs fue inicialmente propuesta por Kawai y cols. (1997) al estudiar los
efectos de la administracion prolongada de odorantes en el bafo. Varias evidencias
presentadas en esta Tesis y los resultados obtenidos durante el Ultimo afio por Kawai en
la situacion cronica (1999a,b), permiten relacionar la supresién por olores con este efecto
inespecifico de los ALs: 1) el rango de concentraciones en que los ALs (aminas terciarias:
lidocaina, procaina, benzocaina, etc.) son efectivas (IC_, = 0.1 — 1 mM; Hille, 1977a)
coincide con las concentraciones de olor capaces de generar una supresion considerable;
2) para producir supresion no es necesaria la interaccion de las moléculas de olor con los
canales abiertos (ver secciones Ill.A.1 y Ill.C.2), similarmente a lo que ocurre con algunos
ALs liposolubles (Hille, 1977a,b); 3) al igual que los ALs (Hille, 1977b; Butterworth y
Strichartz, 1990; Rossner y Freese, 1997), los odorantes inducen un desplazamiento de
las curvas de inactivacion en estado estacionario de los canales de sodio y calcio, hacia
valores mas negativos del potencial, pero no producen alteraciones en las curvas de
activacion (Kawai, 1999b).

El ultimo punto del pamafo anterior, sin embargo, podria no ser cierto para las
corrientes de potasio: si bien se ha descrito un bloqueo de estas corrientes por ALs
(Andreasen y Hablitz, 1993), este efecto no parece estar asociado a un desplazamiento
evidente de las curvas de activaciéon ni de inactivacion en estado estacionario. Resulta
interesante, por lo tanto, que la supresion por odorantes de la corriente de potasio tipo
rectificador tardio tampoco traiga consigo alteraciones en la dependencia del potencial de
la activacion o inactivacion de estos canales (Kawai, 1999a).

Los resultados de la seccién Ill.A.1 sugieren que el mecanismo mediante el cual las
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moléculas de olor inducen la supresion de las cormientes de salida es independiente del
potencial de membrana y que la variacion lineal de I con el potencial se debe solamente
a la dependencia - también lineal- de la comiente T_ respecto del voltaje, en el rango
estudiado. Esta independencia del potencial y el hecho de que odorantes de naturaleza
tan diferente puedan ser capaces de producir supresion, resultan consistentes con un
mecanismo similar a la via hidrofébica de los ALs. Mas aun, podria comprenderse la
diferencia en la magnitud de la supresién producida por las mezclas | y Il: la solubilidad
lipidica de los componentes de la primera mezcla es mayor que la que poseen los
elementos de la segunda, permitiendo que su particion en la membrana celular sea mas
eficaz.

Significado fisiolégico de la supresion.

El proceso de transduccién olfativa culmina con la apertura de las conductancias de
transduccién y la generacion un potencial de receptor despolarizante o hiperpolarizante,
con el consecuente cambio en la frecuencia de descarga de potenciales de accion. Es en
este momento que la accion de los olores comienza a tener una importancia fisioldgica,
por constituir el primer paso en el proceso de codificacion que conduce a la percepcion
olfativa. Las conductancias activadas por el potencial juegan un papel relevante tanto en
la generacién de la descarga espontanea, como en las caracteristicas particulares de la
respuesta a olor de una neurona olfatoria. Tiene sentido, entonces, preguntarse si la
supresion de estas conductancias puede producir cambios en el potencial de membrana
y modificaciones en la descarga neuronal. Para abordar este problema, se investigo si la
estimulacion con pulsos de olor (mezcla |I) generaba cambios en el potencial de
membrana de neuronas olfatorias mantenidas en condiciones de cormiente controlada;
para esto se seleccionaron células que no respondian a los olores utilizados con una
corriente de transduccién, sino que soélo presentaban supresion.

Los resultados de la seccién IlL.E indican que la supresion puede efectivamente
producir alteraciones en el potencial de membrana y en la frecuencia de descarga de
potenciales de accién. Ahora bien, puesto que la supresion por olores afecta a todas las
conductancias dependientes del potencial, sean éstas despolarizantes o
hiperpolarizantes, sus consecuencias sobre el potencial de membrana seran el resultado
de la superposicién de los efectos sobre las diferentes conductancias. Sin embargo,
aunque la accion de las moléculas de olor sobre los canales iénicos no requiere que
éstos estén abiertos, el efecto producido por la supresion depende, en la practica, de las
conductancias que se encuentran activas en el momento de aplicar el estimulo de olor.
En particular, si la célula presenta una descarga basal espontanea, el efecto de los
odorantes sobre los canales que participan en la generacion del potencial de accién sera
relevante y la supresion actuard como un modulador de la descarga. Los registros de las
Figs. 23 y 24B constituyen ejemplos representativos del efecto producido por la supresion
en células que descargaban potenciales de accién en forma regular y que no transducian
los olores aplicados (n = 8). En todos estos casos, por sobre un cierto umbral de
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concentracién (que varidé de una célula a otra entre 40 uM y 130 uM), la despolarizacion
culminé con la interrupcion de los potenciales de accion. Puesto que una subsecuente
estimulacion con olor (al potencial que quedaba la célula, sea este el potencial de reposo
o un valor mas despolarizado o hiperpolarizado respecto del reposo gracias a la inyeccion
de cormiente) muchas veces no provocod ningun efecto observable, deducimos que la
modulacion de la descarga se debe principalmente a la supresion de los canales
involucrados en la generacion y mantencién de los potenciales de accién. En efecto, la
despolarizacién inicial puede deberse a la supresién de las conductancias de potasio
implicadas en la repolarizacion de la membrana después de cada disparo. La interrupcién
de la descarga, por otro lado, es posiblemente consecuencia de la supresion de los
canales de sodio o de que la despolarizacién inicial haya alcanzado el umbral de
inactivacion de estos canales. Puesto que ultimamente se ha asociado la supresion de
los canales de sodio (bajo estimulacion prolongada con olores) con un desplazamiento de
su curva de inactivacion hacia potenciales mas negativos (Kawai, 1999), resulta dificil
separar ambas alternativas.

Al encontrarse silente, una neurona puede responder con una despolarizaciéon o
hiperpolarizacién, segun cual sea el potencial de membrana en el momento de la
estimulacion. En la situacion de reposo (corriente cero) la supresion puede causar
variaciones en el potencial de unos pocos milivoltios y los graficos AV versus V indican
que el potencial al que se invierte la polaridad del efecto no corresponde, en general, al
potencial de reposo de la neurona. Esto sugiere que aquellas conductancias que
participan en la fijacién del potencial de reposo (Restrepo y Schild, 1998) son también
suprimidas por los odorantes, aunque probablemente presenten diferentes sensibilidades
a éstos.

El leve efecto de la supresion en la condicién de reposo y el hecho de que nunca se
haya observado la induccién de potenciales de accién a partir de esta condiciéon en
neuronas que solo exhibian supresion, sugieren que la accion de los odorantes sobre la
actividad neuronal seria relevante principalmente en células que se encuentran
disparando, ya sea espontaneamente o como resultado de la activacion de la cascada
excitatoria. Asi, la supresidn podria participar en la modulacién del efecto excitatorio de
los odorantes, amplificandolo en cierto rango de concentraciones, pero inhibiendo la
descarga por sobre un determinado valor umbral de la concentracion.

Considerando la evidencia presentada en esta Tesis, la supresion de las cormrientes
dependientes del potencial constituye un factor importante en la caracterizacion de la
respuesta a olor, al menos en neuronas olfatorias aisladas, que es donde se ha realizado
y continla realizandose la mayor parte de los experimentos destinados a estudiar la
transduccion.

En el epitelio olfatorio, sélo los cilios y parte del botén dendritico de estas neuronas
se encuentran directamente expuestos a los odorantes; la presencia de uniones
estrechas entre las células epiteliales constituye una bamera de difusién hacia las
membranas basolaterales. Sin embargo, dada la naturaleza hidrofébica de muchos
odorantes, es posible que efectivamente una parte de ellos alcance el soma neuronal. De
hecho, evidencia en favor de una rapida difusién de las moléculas odorantes a través del
epitelio olfatorio ha sido reportada por Lowe y Gold (1991). Utilizando una pipeta de
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succion que permitia separar las soluciones externas a las que estaban expuestos el
soma Yy los cilios de una neurona aislada, estos investigadores mostraron que los
odorantes aplicados en la regidon somatica (ubicada al exterior de la pipeta de succion)
son capaces de difundir a través de la membrana celular y generar una coriente de
transduccién al alcanzar los cilios (en el interior de la pipeta).

Con la informacion disponible hasta ahora resulta dificil evaluar la posibilidad de que
las moléculas odorantes alcancen la membrana basolateral de las neuronas olfatorias en
una concentracion suficiente como para inducir una supresion fisiolégicamente relevante,
pues no se sabe realmente cual es la concentracidon efectiva de odorantes en contacto
con la membrana apical in situ. Si bien los vertebrados son capaces de detectar olores
que en el aire se encuentran tipicamente en el rango nano a micromolar, en estudios
electrofisiolégicos en que los odorantes son aplicados disueltos en la solucion
pseudo-extracelular es necesario utilizar concentraciones en el rango micro a milimolar
para inducir respuestas a olor en neuronas disociadas. Es posible que estas altas
concentraciones reflejen un deterioro en la maquinaria de transduccion debido a la
pérdida del entorno fisiolégico de las neuronas olfatorias o como consecuencia del
proceso de disociacién. Por otro lado, en el animal vivo las neuronas del epitelio olfatorio
se encuentran rodeadas por una mucosa rica en proteinas a las que se unen las
moléculas odorantes (OBPs, odorant-binding proteins; para una revision ver Pelosi, 1994)
cuya funcién se piensa estaria relacionada con el transporte y acumulacién local (y en
algunos casos, la remocién) de los odorantes en la mucosa que rodea los cilios olfatorios
(Steinbrecht, 1998; Pelosi, 1996).

Los resultados de esta Tesis sugieren que en caso de ser efectiva in vivo, la
supresion no-selectiva podria jugar un papel en la codificacion de la intensidad de los
estimulos de olor (Gomez, 2000), o como mecanismo de regulaciéon negativa por sobre
cierto nivel de concentracion.

En todo caso, para estudiar en qué medida el fendmeno de supresion participa en la
generacién de la respuesta a olor in vivo, es necesario disefiar experimentos apropiados
in situ, lo que va mas alla de los objetivos de esta Tesis.
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